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Анализируется интенсивно развивающийся в последние годы инновационный
подход к организации стимуляционных процедур – адаптивная нейростимуля-
ция, при которой параметры сенсорной стимуляции автоматически управляются
сигналами обратной связи от собственных физиологических характеристик че-
ловека. Рассмотрены эффекты применения инвазивных и неинвазивных маг-
нитных и электрических воздействий, а также акустической и аудиовизуальной
стимуляции с обратной связью от ритмических процессов человека. На многочис-
ленных примерах продемонстрированы особенности и достижения нового подхо-
да при лечении различных психосоматических расстройств и когнитивной реаби-
литации человека, намечены перспективы развития данных технологий. Пред-
ставлены результаты собственных исследований автора в этом направлении.
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ВВЕДЕНИЕ

Разработка и клиническая апробация новых методов стимуляции мозга – захва-
тывающая и быстро развивающаяся область нейрофизиологии. К настоящему вре-
мени разнообразные методы нейростимуляции широко используются в психиат-
рии и неврологии в качестве терапевтического инструмента для восстановления
нарушенных функций [1, 2] и когнитивной реабилитации пациентов неврологиче-
ской клиники [3–5], для лечения пациентов с различными заболеваниями цен-
тральной нервной системы, которые не поддаются консервативной терапии [6, 7],
для активации процессов нейропластичности путем реорганизации корковых се-
тей под влиянием афферентной стимуляции [8–10], при устранении когнитивных
и стресс-индуцированных расстройств [11–14], а также при оптимизации когни-
тивных функций у здоровых людей [15–17]. Однако многие авторы отмечают такие
недостатки существующих методов, как низкая эффективность, высокая вариа-
бельность и слабая воспроизводимость получаемых результатов [18–20]. Причи-
ной указанных недостатков является тот факт, что при организации этих лечебных
воздействий, как правило, применяются эмпирически заданные параметры, кото-
рые остаются постоянными по ходу стимуляции и не зависят от изменений в со-
стоянии пациента. При этом не учитывается динамическая природа физиологиче-
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ских функций, и стимулы предъявляются во время разных физиологических мик-
росостояний мозга, приводя к высокой вариабельности эффекта отдельных
стимулов и к слабому суммарному эффекту стимуляции [21, 22]. В результате не-
своевременно примененная нейростимуляция может быть неэффективной [23]
или даже вызывать нежелательные побочные эффекты [24].

С целью преодоления указанных недостатков рядом авторов было предложено
использовать обратную связь от текущих физиологических параметров человека,
которые модулируют или адаптируют терапию в ответ на физиологические изме-
нения и таким образом обеспечивают более эффективную и действенную терапию
[25, 26]. В результате начал формироваться инновационный подход к организации
стимуляционных процедур, который получил название адаптивная нейростимуля-
ция или нейростимуляция с замкнутым контуром (closed-loop adaptive neurostimu-
lation) обратной связи [27, 28].

В последнее время число публикаций, посвященных эффектам применения
адаптивной нейростимуляции с обратной связью, стремительно возрастает. Цель
представленного обзора заключается в обобщении современных данных о разрабо-
танных подходах к клиническому использованию разных видов адаптивной нейро-
стимуляции. При этом основными задачами обзора является анализ особенностей,
достижений и ограничений разработанных к настоящему времени методов, а так-
же перспектив дальнейшего развития этого направления стимуляции мозга. Рас-
смотрены эффекты применения инвазивных и неинвазивных магнитных и элек-
трических воздействий, а также акустической и аудиовизуальной стимуляции.
Проанализированы возможности и перспективы использования этих технологий в
клинической медицине, представлены результаты собственных исследований ав-
тора в этом направлении.

1. ОТЛИЧИТЕЛЬНЫЕ ОСОБЕННОСТИ МЕТОДОВ
АДАПТИВНОЙ НЕЙРОСТИМУЛЯЦИИ

В методах адаптивной нейростимуляции используются сенсорные воздействия,
которые адаптируются к специфическим для данного пациента текущим парамет-
рам динамических процессов с помощью управляющих сигналов обратной связи
от различных физиологических параметров организма [29, 30].

Следует отметить, что замыкание контура обратной связи от индивидуальных
характеристик пациента предусмотрено также в современных методах адаптивного
биоуправления (neurofeedback). В этих методах человеку предъявляются сенсорные
стимулы (зрительные, слуховые, тактильные, электрические), отражающие теку-
щую активность определенных нервных структур, которые лежат в основе его по-
ведения или патологии [31]. Позволяя выявлять причинные взаимоотношения
между мозговой активностью и поведением, такая обратная связь обеспечивает че-
ловеку возможность обучения осознанной регуляции собственных функций, при
которой сенсорные стимулы несут не лечебную, а лишь информационную нагруз-
ку [32, 33]. Однако существенный недостаток технологий нейробиоуправления за-
ключается в том, что значительное число (до 30%) пациентов не могут обучиться на-
выку осознанной модификации собственных функций для достижения требуемых
лечебных эффектов, а остальные нуждаются в очень длительном обучении [34]. Дан-
ная “проблема необучаемости” обусловлена зависимостью успешности обучения
от мотивации и настроения человека [35], а также трудностью корректного декоди-
рования мысленных команд и использованием неэффективных стратегий обуче-
ния [36].

Таким образом, ключевая особенность методов адаптивной нейростимуляции
заключается в том, что регулировка параметров лечебного воздействия, управляе-
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мого сигналами обратной связи от текущих физиологических показателей пациен-
та, осуществляется автоматически, без участия его сознания [37]. Адаптивность
нейростимуляции достигается за счет того, что воздействие, сформированное в
каждый данный момент на основе зарегистрированных физиологических парамет-
ров, приводит под влиянием стимуляции к их адаптивным изменениям, которые, в
свою очередь, модулируют параметры следующего цикла стимуляции. Благодаря
принципу автоматического замыкания обратной связи методы адаптивной нейро-
стимуляции могут достигать высокой эффективности и персонализации воздей-
ствий [38]. Кроме того, они приобретают характер зависимой от состояния мозга
стимуляции [39], которая учитывает текущую динамику микросостояний нервной
системы. По сравнению с традиционными методами нейростимуляции, адаптив-
ная нейростимуляция с обратной связью может повысить эффективность терапии,
исключить длительный начальный период для программирования и регулировки
стимулятора, обеспечить индивидуальное лечение и автоматически поддерживать
адаптивные параметры воздействия [40, 41].

2. ДОСТИЖЕНИЯ МЕТОДОВ АДАПТИВНОЙ НЕЙРОСТИМУЛЯЦИИ
С ОБРАТНОЙ СВЯЗЬЮ

Анализ литературы показывает, что наиболее широкое распространение и при-
знание получили адаптивные методы глубинной электростимуляции мозга (closed-
loop deep brain stimulation) [42–44]. В этих методах параметры лечебной электро-
стимуляции динамически контролируются обратной связью от биомаркеров патоло-
гической активности мозга [45]. Стимулом к развитию данной линии исследований
послужил тот факт, что патологическая нейронная активность может быть зарегистри-
рована непосредственно от целевой области мозга с помощью стимулирующих элек-
тродов и использоваться для адаптации параметров стимуляции в соответствии с
персонализированной терапевтической потребностью [46]. В настоящее время
адаптивные методы глубинной электростимуляции мозга успешно используются
для лечения хронической боли [47, 48], синдрома Туретта [49], тремора [50], пар-
кинсонизма [51–53] и других двигательных расстройств, а поиск биомаркеров и ал-
горитмов стимуляции активно продолжается [54, 55]. Получают также признание
методы адаптивной оптогенетической стимуляции, обеспечивающие автоматиче-
скую подстройку параметров оптической стимуляции на основании данных ней-
ронального ответа [56, 57].

Описанные методы являются инвазивными, так как предполагают необходи-
мость имплантации стимулирующих электродов в определенные структуры мозга.
В то же время в литературе отмечается особая актуальность и перспективность ме-
тодов адаптивной нейростимуляции, способных неинвазивно осуществлять мони-
торинг физиологического состояния [58] и персонализированную терапию выяв-
ленных расстройств [59].

Современные технические средства позволяют неинвазивно регистрировать па-
раметры функционирования практически любой системы организма и использо-
вать их в качестве сигналов, управляющих стимуляцией. Так, например, проде-
монстрировано успешное применение глубинной стимуляции мозга, управляемой
сигналами обратной связи от кожного сопротивления [60]. Показано также, что
эффективность функциональной электрической стимуляции может быть повыше-
на при использовании управляющих сигналов от электромиограммы (ЭМГ) [61].

Наибольший интерес представляют лечебные сенсорные воздействия, автома-
тически модулируемые текущими ритмическими процессами пациента – ритмами
сердечно-сосудистой и дыхательной систем, а также ритмами электроэнцефало-
граммы (ЭЭГ). Действительно, эти ритмические процессы являются источником
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жизненно важных для человека интероцептивных сигналов, которые обеспечива-
ют восприятие внутренних телесных ощущений [62–64]. Нарушения интероцеп-
ции в настоящее время рассматривают в качестве патогенетического механизма
психосоматических заболеваний и потенциальной мишени терапевтического воз-
действия [65–67].

Концепция использования эндогенных ритмических процессов человека в ка-
честве фактора модуляции параметров стимуляции была сформулирована еще в
1996 г. [68]. В работе было показано, что даже при однократном применении элек-
тронейростимуляции, автоматически управляемой ритмом дыхания пациента,
достигается быстрое снятие болевых синдромов и сохранение эффектов обезбо-
ливания на длительный срок. Впоследствии управляемая дыханием пациента
электростимуляция была успешно использована рядом авторов при лечении хро-
нических нейропатических болей [69–71]. Успешными для достижения состоя-
ния релаксации оказались также комплексные акустические воздействия, авто-
матически управляемые текущими значениями вариабельности сердечного рит-
ма пациента [72].

Особенно активное развитие получили методы адаптивной нейростимуляции,
использующие обратную связь от ЭЭГ пациента. Это обусловлено такими преиму-
ществами ЭЭГ, как неинвазивность, высокое временное разрешение, простота приме-
нения и возможности извлечения данных в режиме реального времени [73, 74].

Наглядной иллюстрацией актуальности данной линии исследований являются
многочисленные работы, в которых показано, что с помощью неинвазивных
сенсорных воздействий, синхронизированных с определенными текущими пара-
метрами ЭЭГ, оказывается возможным улучшать качество сна, усиливать когни-
тивные функции и процессы консолидации памяти. Подобные эффекты в по-
следние годы продемонстрированы в экспериментах с использованием транс-
краниальной электрической стимуляции, управляемой медленноволновыми
(0.5–1.2 Гц) компонентами лобной ЭЭГ [75] или фазой тета (4–8 Гц) ЭЭГ ритма в
лобных отведениях [76]. Авторы данной работы указывают, что разработанный
метод может привести к повышению эффективности лечения в домашних усло-
виях, но только после совершенствования силовых и временных параметров воз-
действий.

Возможность существенного улучшения качества сна и процессов консолида-
ции памяти показана также при использовании акустических воздействий (розо-
вый шум и чистые тона разной частоты), управляемых сигналами обратной связи
от различных параметров ЭЭГ – “сонных ЭЭГ веретен” [77], медленноволновых
(0.25–4.0 Гц) осцилляций в лобной ЭЭГ [78] и усредненной мощности низкоча-
стотных (<2 Гц) компонентов многоканальной ЭЭГ, вычисляемой в реальном вре-
мени с помощью специального алгоритма [79].

При лечении депрессивных расстройств очень успешными оказались процеду-
ры транскраниальной магнитной стимуляции, управляемой в реальном времени
компонентами альфа-ритма ЭЭГ в префронтальных отведениях [80, 81]. Авторы
подчеркивают, что лечебные эффекты накапливаются в течение дней/недель бла-
годаря прогрессивному вовлечению механизмов нейропластичности. Успешное
устранение состояний тревожности и депрессии достигалось при аудиовизуальной
стимуляции, автоматически управляемой сигналами обратной связи от узкоча-
стотных спектральных компонентов ЭЭГ в центральном лобном отведении [82].

В ряде работ обратная связь от ЭЭГ используется путем компьютерных преобра-
зований текущих параметров биоэлектрической активности мозга в акустические
сигналы. Так, разработан метод биоакустической коррекции [83, 84], который поз-
воляет “услышать” работу мозга в реальном времени благодаря преобразованию
параметров ЭЭГ в музыкоподобный звукоряд. При преобразовании используется
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операция согласования значений периодов колебаний ЭЭГ с множеством звуко-
вых образцов, где каждому периоду колебания ЭЭГ в диапазоне от 1 до 30 Гц соот-
ветствует образец звука с определенной частотой основного тона. Метод успешно
использован для коррекции неблагоприятных функциональных состояний при на-
рушениях когнитивной и эмоционально-волевой сферы [85, 86].

Акустические воздействия, автоматически генерируемые путем трансформации
доминирующих ЭЭГ ритмов в музыкальные тоны, продемонстрировали высокую
эффективность при лечении посттравматического стрессового расстройства [87, 88],
а также при оптимизации автономных функций и улучшении качества сна [89, 90].
Авторы процитированных работ считают, что обновление в реальном времени соб-
ственных ЭЭГ паттернов и резонанс между слышимыми акустическими сигналами
и осцилляторными мозговыми сетями дают организму возможность автокалибров-
ки, релаксации и преодоления устойчивых патологических состояний [88].

В наших исследованиях мы исходили из того, что повышенной эффективностью
могут обладать музыкально-терапевтические воздействия при условии их модуля-
ции собственными параметрами ЭЭГ человека [91]. В разработанном музыкальном
нейроинтерфейсе текущие значения доминирующих у субъекта спектральных ЭЭГ
компонентов (ЭЭГ осцилляторов) преобразуются в музыкоподобные сигналы, по
тембру напоминающие звуки флейты, плавно варьирующие по высоте тона и ин-
тенсивности. Данный нейроинтерфейс был успешно использован при коррекции
стресс-индуцированных расстройств [92]. Впоследствии описанный метод ЭЭГ-
управляемой музыкальной стимуляции был усовершенствован путем добавления
второго контура обратной связи, в котором одновременно с музыкоподобной сти-
муляцией предъявляются световые ритмические воздействия, формируемые на ос-
нове нативной ЭЭГ пациента [93, 94]. Созданный метод свето-музыкальной сти-
муляции с двойной обратной связью от ЭЭГ был успешно применен для когнитив-
ной реабилитации пациентов с инсультом [95], при лечении посттравматического
стресса и профессионального выгорания [96], при коррекции негативных функци-
ональных состояний [35], при лечении постковидного синдрома [97], а также при
когнитивной реабилитации специалистов высокотехнологичного профиля [98].

При расположении рассмотренных публикаций в хронологическом порядке
можно проследить динамику развития неинвазивных методов адаптивной нейро-
стимуляции с обратной связью от ритмических процессов человека (табл. 1).

Данные таблицы показывают, что количество публикаций, использующих не-
инвазивные методы адаптивной нейростимуляции с обратной связью от эндоген-
ных ритмических процессов организма, демонстрирует интенсивный рост, осо-
бенно в последние 5 лет. При этом значительно расширяется как набор используе-
мых видов стимуляции, так и спектр биомедицинских приложений данного вида
воздействий.

3. ПЕРСПЕКТИВЫ РАЗВИТИЯ МЕТОДОВ АДАПТИВНОЙ
НЕЙРОСТИМУЛЯЦИИ С ОБРАТНОЙ СВЯЗЬЮ

Анализ литературы показывает, что большое внимание исследователей привле-
кают перспективы развития такого инвазивного метода адаптивной нейростимуля-
ции с обратной связью, как глубинная электростимуляция мозга. Данный метод
предполагает использование имплантируемых внутричерепных электродов, бата-
рей питания и генераторов импульсов с обратной связью, что позволяет целена-
правленно осуществлять основанную на нейронных сетях нейромодуляцию. По-
этому в качестве ближайших перспектив рассматриваются достижения в области
инженерии, такие как создание надежных электродов и более совершенных кон-
струкций батарей, а также разработка эффективных методов стимуляции с замкну-
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Таблица 1. Динамика развития неинвазивных методов адаптивной нейростимуляции с об-
ратной связью от эндогенных ритмических процессов организма

Цель/эффект
воздействия Вид воздействия Параметр обратной связи Ссылка [№]

Устранение болевых 
синдромов

Электростимуляция Ритм дыхания Fedotchev, 1996 
[68]

Биоакустическая кор-
рекция состояния

Акустическая
стимуляция

Компоненты (1–30 Гц)
лобной и затылочной ЭЭГ

Константинов 
и др., 2014 [83]

Лечение хронической бо-
ли

Электростимуляция Ритм дыхания Li et al., 2016 [69]

Устранение последствий 
стресса

Музыкоподобная
стимуляция

Узкочастотные ЭЭГ осцилля-
торы в диапазоне 
альфа (8–13 Гц)

Fedotchev et al., 
2017 [92]

Лечение посттравмати-
ческого стресса

Акустические стимулы Доминирующие ЭЭГ компо-
ненты в отведениях F, C, T, P, O

Tegeler et al., 2017 
[87]

Лечение хронической бо-
ли

Электростимуляция Ритм дыхания Karri et al., 2018 
[70]

Улучшение качества сна 
и консолидации памяти

Транскраниальная элек-
трическая стимуляция

Мощность лобной ЭЭГ в диа-
пазоне 0.5–1.2 Гц

Ketz et al., 2018 [75]

Оптимизация автоном-
ных функций, улучше-
ние качества сна

Акустические стимулы Доминирующие ЭЭГ компо-
ненты в отведениях F, C, T, P, O

Shaltout et al., 2018 
[89]

Индукция состояния ре-
лаксации

Музыкоподобная 
стимуляция

Ритм сердцебиений Yu et al., 2018 [72]

Улучшение качества сна 
и консолидации памяти

Акустические стимулы “Сонные ЭЭГ веретена” Ngo et al., 2019 [77]

Коррекция последствий 
стресса

Свето-музыкальная
стимуляция

Альфа ЭЭГ осцилляторы
(звук) + нативная ЭЭГ (свет)

Fedotchev et al., 
2019 [93]

Улучшение качества сна 
и когнитивного контроля

Транскраниальная элек-
трическая стимуляция

Мощность и фаза лобной ЭЭГ 
в диапазоне 4–8 Гц

Mansouri et al., 
2019 [76]

Лечение посттравмати-
ческого стресса

Акустические стимулы Доминирующие ЭЭГ компо-
ненты в отведениях F, C, T, P, O

Tegeler et al., 2020 
[88]

Лечение депрессивных 
расстройств

Транскраниальная
магнитная стимуляция

Мощность и фаза альфа
(8–12 Гц) в отведении F5

Zrenner et al., 2020 
[80]

Когнитивная реабилита-
ция при инсульте

Свето-музыкальная
стимуляция

Альфа ЭЭГ осцилляторы 
(звук) + нативная ЭЭГ (свет)

Mukhina et al., 
2021 [95]

Лечение хронической
боли

Электростимуляция Ритм дыхания Karri et al., 2021 
[71]

Лечение посттравмати-
ческого стресса и выго-
рания

Свето-музыкальная
стимуляция

Альфа ЭЭГ осцилляторы
(звук) + нативная ЭЭГ (свет)

Fedotchev et al., 
2021 [96]

Биоакустическая кор-
рекция состояния

Акустическая
стимуляция

Компоненты (1–30 Гц) лобной 
и затылочной ЭЭГ

Иванова,
Кормушкина, 
2021 [85]

Коррекция негативных 
функциональных состоя-
ний

Свето-музыкальная
стимуляция

Альфа ЭЭГ осцилляторы 
(звук) + нативная ЭЭГ (свет)

Fedotchev et al., 
2021 [38]

Коррекция состояний 
тревоги и депрессии

Аудиовизуальная
стимуляция

Узкочастотные спектральные 
компоненты ЭЭГ в отведении 
Fz

Pino, 2021 [82]

Лечение депрессивных 
расстройств

Транскраниальная
магнитная стимуляция

Мощность и фаза альфа
(6–13 Гц) в отведении F3

Faller et al., 2022 
[81]

Улучшение качества сна 
и консолидации памяти

Акустические стимулы Медленноволновые
(0.25–4.0 Гц) ЭЭГ компоненты

Debellemаnière 
et al., 2022 [78]
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тым циклом и дистанционного программирования [99, 100]. Предполагается, что в
течение 5 лет на рынок выйдут сложные имплантируемые системы нейромодуля-
ции, способные к стимуляции с обратной связью и применению новых, более эф-
фективных видов воздействия, а через 5 лет ожидается интеграция адаптивной се-
тевой нейромодуляции с предиктивным искусственным интеллектом, которая
обеспечит автоматическую настройку мозгом и внешними датчиками и будет кон-
тролироваться через облачные приложения [101].

При рассмотрении перспектив развития адаптивной глубинной электростиму-
ляции мозга важная роль отводится двунаправленным имплантируемым интер-
фейсам мозг–компьютер, которые могут обнаруживать и выборочно модулировать
патофизиологическую активность мозговых цепей. Указывается, что терапевтиче-
ский успех будет достигаться за счет комплексной разработки стратегий по иден-
тификации сигналов обратной связи, подавления артефактов, обработки сигналов
и режимов управления для точной локализации стимуляции с учетом индивиду-
альных особенностей пациента [102]. Для оптимизации устройств глубинной элек-
тростимуляции мозга предлагается в будущем использовать модели машинного
обучения, которые способны предсказывать/идентифицировать наличие симпто-
мов заболевания на основе на нейронной активности и могут адаптивно модулиро-
вать стимуляцию [103].

Что касается перспектив неинвазивной адаптивной нейростимуляции с обрат-
ной связью, заслуживает внимания активно развивающаяся линия исследований,
связанная с понятиями “осциллопатии” и “осциллотерапия” [104]. Концептуаль-
ной основой данной линии являются следующие положения. Осцилляторная ак-
тивность мозга отражает и поддерживает многие физиологические функции, от
моторного контроля до познания и эмоций. При неврологических и психических
расстройствах, таких как эпилепсия, паркинсонизм, болезнь Альцгеймера, шизо-
френия, тревожные, депрессивные и другие расстройства, обычно наблюдаются
нарушения нормальной осцилляторной деятельности мозга. Такие расстройства
можно рассматривать как общие дефекты колебаний, или “осциллопатии”, являю-
щиеся биомаркером соответствующих симптомов. Внешние ритмические воздей-
ствия могут направленно модулировать эндогенные осцилляции через резонанс-
ные механизмы или механизмы усвоения ритма. Поэтому многие авторы указывают
на перспективность использования колебаний нейронной сети в качестве терапев-

Лечение постковидного 
синдрома

Свето-музыкальная
стимуляция

Альфа ЭЭГ осцилляторы
(звук) + нативная ЭЭГ (свет)

Polevaya et al., 2022 
[97]

Биоакустическая кор-
рекция состояния

Акустическая
стимуляция

Компоненты (1–30 Гц) лобной 
и затылочной ЭЭГ

Щегольков и др., 
2022 [86]

Коррекция стресс-вы-
званных расстройств

Свето-музыкальная
стимуляция

Альфа ЭЭГ осцилляторы 
(звук) + нативная ЭЭГ (свет)

Fedotchev et al., 
2022 [94]

Улучшение качества сна 
и его восстановительных 
функций

Акустические
стимуляция

Усредненная мощность низко-
частотных (< 2 Гц) компонен-
тов многоканальной ЭЭГ

Ruch et al., 2022 
[79]

Когнитивная реабилита-
ция специалиста

Свето-музыкальная
стимуляция

Альфа ЭЭГ осцилляторы + на-
тивная ЭЭГ

Fedotchev, 2022 
[98]

Оптимизация автоном-
ных функций, улучше-
ние качества сна

Акустические стимулы Доминирующие ЭЭГ компо-
ненты в отведениях F, C, T, P, O

Tegeler et al., 2023 
[90]

Цель/эффект
воздействия Вид воздействия Параметр обратной связи Ссылка [№]

Таблица 1. Окончание
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тических мишеней при организации процедур “осциллотерапии” путем примене-
ния активно развивающихся методов адаптивной нейростимуляции с обратной
связью [105, 106].

В этой связи перспективным представляется недавно предложенный метод
“трансплантации” состояний мозга через сенсорную или транскраниальную сти-
муляцию, сформированную на основе ЭЭГ характеристик “донора” [107]. Автор
исходит из того, что сенсорная и транскраниальная стимуляции, вовлекающие
мозг в определенные мозговые ритмы, могут эффективно вызывать желаемые со-
стояния мозга (например, состояние сна или состояние внимания), коррелирую-
щие с такими корковыми ритмами. Поэтому представляется возможным вызывать
желаемое состояние мозга, воспроизводя эти нейронные корреляты через стиму-
ляцию. Для этого предлагается осуществлять запись ЭЭГ характеристик “донора”,
находящегося в определенном функциональном состоянии, и использовать их в
качестве управляющих сигналов обратной связи при сенсорной или транскрани-
альной стимуляции “реципиента”. Автор считает, что предложенный метод откры-
вает новый эффективный нейромодуляционный подход к неинвазивному немеди-
каментозному лечению различных психических и неврологических расстройств,
для которых современные методы лечения в основном ограничиваются фармако-
терапевтическими вмешательствами [107].

В наших экспериментальных работах также наметились некоторые перспектив-
ные направления дальнейших исследований. Одно из них связано с введением в
ЭЭГ-управляемый музыкальный нейроинтерфейс дополнительного контура
управления от сердечного ритма [108]. В строго контролируемых исследованиях
было показано, что комплексная обратная связь от биопотенциалов мозга и сердца
позволяет существенно повысить эффективность лечебных процедур при коррек-
ции стресс-индуцированных состояний [109] и приводит к максимальному приро-
сту мощности α-ритма ЭЭГ относительно фона, сопровождаемому положительны-
ми эмоциональными реакциями и сдвигами функционального состояния организ-
ма за счет вовлечения интероцептивных сигналов в механизмы мультисенсорной
интеграции, нейропластичности и резонансные механизмы мозга [110].

Еще одно перспективное направление исследований связано с применением ре-
зонансного сканирования, или светодиодной ритмической фотостимуляции с по-
степенно возрастающей частотой в диапазоне основных ритмов ЭЭГ [111]. В недав-
ней работе показано, что резонансное сканирование может служить своеобразной
предварительной настройкой мозга, вызывая активацию потенциальных резонато-
ров в спектре ЭЭГ и увеличивая реакции мозга на последующую ЭЭГ-управляе-
мую адаптивную нейростимуляцию [112]. В результате такой комбинации экзоген-
ных и эндогенных ритмических воздействий значимые позитивные эффекты при
коррекции стресс-индуцированных состояний и когнитивной реабилитации чело-
века регистрируются уже после однократной лечебной процедуры и усиливаются
при повторении обследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Представленные данные позволяют заключить, что методы адаптивной нейро-
стимуляции с обратной связью представляют собой активно развивающееся и пер-
спективное направление нейрофизиологии. Судя по рассмотренным публикаци-
ям, наибольшее развитие и эффективность демонстрируют методы, использующие
мультимодальную сенсорную стимуляцию, автоматически модулируемую сигналами
обратной связи от собственных ритмических процессов человека – ритма дыхания,
ритма сердцебиений и ритмов ЭЭГ. Комплексная обратная связь от этих ритмов
способствует участию значимых для человека интероцептивных сигналов в меха-
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низмах мультисенсорной интеграции, нейропластичности и резонансных меха-
низмах мозга. Благодаря использованию управляющих сигналов от эндогенных
ритмов, такая неинвазивная стимуляция за счет учета динамики микросостояний
мозга достигает высокой персонализации и эффективности лечебных воздействий.

Особенно перспективной линией исследований представляется автоматическая
модуляция сенсорных воздействий текущими параметрами ЭЭГ человека. Автома-
тическое управление лечебными сенсорными воздействиями дает возможность ис-
пользовать ЭЭГ-управляемую адаптивную нейростимуляцию в условиях, не требу-
ющих осознанных усилий испытуемых, что особенно важно при проведении ле-
чебных сеансов с детьми и с пациентами, для которых характерны измененные
психические состояния или противопоказана медикаментозная терапия.

Перечисленные достоинства методов адаптивной нейростимуляции с обратной
связью открывают перспективы для их применения в реабилитационных меропри-
ятиях широкого профиля, в образовательных учреждениях для активизации позна-
вательной деятельности человека и процессов его обучения, в военной и спортив-
ной медицине, медицине катастроф, научных исследованиях.
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Features, Achievements and Prospects for Development
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An innovative approach to the organization of stimulation procedures is analyzed –
closed-loop adaptive neurostimulation, in which the parameters of sensory stimulation
are automatically controlled by feedback signals from the person’s own physiological
characteristics. The effects of using invasive and non-invasive magnetic and electrical
brain stimulation, as well as the effects of closed-loop acoustic and audiovisual stimula-
tion, controlled by human rhythmic processes are considered. Numerous examples
demonstrate the features and achievements of a new approach in the treatment of vari-
ous psychosomatic disorders and cognitive rehabilitation of a person. The prospects for
development of this research area are outlined. The results of the author’s own research
in this direction are presented.

Keywords: sensory stimulation, feedback, functional state correction, automatic modula-
tion, electroencephalogram (EEG), heart rate, respiratory rhythm
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В настоящее время не вызывает сомнений, что целый ряд заболеваний психонев-
рологического спектра ассоциированы со стрессом в детском возрасте. Для изу-
чения механизмов раннего стресса используют различные модели на лаборатор-
ных грызунах, позволяющие получить данные о механизмах патогенеза психопа-
тологий, которые невозможно исследовать на людях. Для успешной трансляции
данных необходимо, в частности, сравнение процессов нейроонтогенеза в мо-
мент предъявления воздействия и последующие периоды. В литературе немало
сравнительных исследований, касающихся развития нейронов и нейрональных
сетей, а также изменений гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой оси. В по-
следние годы достоверно показано, что важным участником как развития мозга,
так и его реакции на стресс являются глиальные клетки. Подкрепляется мнение
о том, что именно микроглия и астроциты представляют наиболее перспектив-
ные мишени для терапевтического воздействия при стресс-зависимых заболева-
ниях. Тем не менее, до сих пор отсутствуют сравнительные аналитические иссле-
дования, охватывающие как стресс-реализующие системы, так и нейрональные
и глиальные маркеры развития. Данный обзор, заполняющий этот пробел, мо-
жет дать новый ракурс для рассмотрения проблем моделирования детского
стресса и трансляции полученных данных. Представленный анализ суммирован
в сравнительной схеме основных событий нейроонтогенеза лабораторных грызу-
нов и человека в гипочувствительный к стрессу период, эта схема дополняет су-
ществующее представление о соответствии этапов развития мозга у лаборатор-
ных грызунов и человека. Представленные данные позволяют наметить точки ро-
ста и ставят новые вопросы перед исследователями стресса в раннем онтогенезе.

Ключевые слова: детский стресс, гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковая ось,
гипочувствительный к стрессу период, микроглия, астроглия
DOI: 10.31857/S0869813923090078, EDN: ORQDAW

ВВЕДЕНИЕ

К настоящему времени разработано множество моделей стресса в раннем онто-
генезе на животных. Спектр психических и неврологических заболеваний, модели-
руемых путем воздействия в раннем возрасте, очень широк: от аутизма и шизофре-
нии до депрессии и болезни Альцгеймера. При этом в разных работах, как правило,

Список использованных сокращений: АКТГ – адрено-кортико-тропный гормон; ГД – гестационный
день; ГСП – гипочувствительный к стрессу период; КРФ – кортикотропин рилизинг фактор; НБ –
неделя беременности; ПД – постнатальный день.
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исследуют влияние стресса изолированно на нейроны и/или связи между ними [1],
на различные типы глиальных клеток: астроглию [2, 3], микроглию [4–6], олиго-
дендроциты [7]. При этом очень редко рассматривают взаимодействие различных
типов клеток между собой, как это сделано в работах [8, 9].

Сравнение изменений маркеров развития различных систем, а также изменения
в их соотношении, вызванные экспериментальным воздействием, необходимо для
понимания более полной картины последствий экспериментального воздействия.
Несомненно, что при трансляции в клинику данных, полученных на животных мо-
делях, необходимо по возможности убедиться, будут ли эти соотношения сходны-
ми с таковыми для человека, чтобы можно было предполагать, что вызванные экс-
периментальным воздействием изменения отражают ситуацию в клинике. Приня-
то считать, что последовательность событий в развитии нейронов одинакова для
всех млекопитающих и основные различия касаются только временных масштабов
[10, 11]. При этом с 70-х годов, на основании данных Dobbing и Sands по измере-
нию массы развивающегося мозга, сложилось представление о том, что первая
постнатальная неделя жизни лабораторных грызунов соответствует развитию моз-
га в третьем триместре у человека [12]. Это соответствие показано для развития
нейронов и, в целом, оно хорошо соблюдается [10]. Учитывая взаимовлияние раз-
ных типов клеток ЦНС, в том числе и во время их развития, несомненна необходи-
мость проверить это соответствие и для основных типов глиальных клеток (микро-
глии, астроцитов, олигодендроцитов). Однако до настоящего времени не было
опубликовано аналитических обзорных данных, охватывающих развитие всех трех
типов глиальных клеток в раннем постнатальном онтогенезе, тем более в сравне-
нии с развитием нейронов. В связи с этим, основной целью этого обзора является
попытка совмещения на одной временной шкале развития нейронов и глиальных
клеток для лабораторных грызунов и для человека с целью сравнения этих соответ-
ствующих видовых шкал.

В развитии лимбико-гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой оси важным
этапом является гипочувствительный к стрессу период (ГСП), и в большинстве
моделей детского стресса стрессирующее воздействие предъявляется именно в этот
период, в связи с чем в данном обзоре основное внимание уделено развитию в
ГСП. Объем данных по развитию каждого из типов клеток огромен, и в одном об-
зоре невозможно подробно рассмотреть все данные, поэтому, в основном, собрана
информация по неокортексу и гиппокампу, использованы только некоторые, наи-
более изученные маркеры развития и события клеточного онтогенеза. Каждый
раздел данного обзора в дальнейшем необходимо будет значительно дополнить и
провести более детальный анализ в рамках соответствующих самостоятельных ра-
бот. Этот обзор призван впервые создать целостное представление о соответствии
развития разных типов клеток ЦНС в период раннего онтогенеза.

1. РАЗВИТИЕ НЕЙРОНОВ И ИХ СВЯЗЕЙ

Последовательность основных стадий развития мозга в ходе онтогенеза консер-
вативна среди млекопитающих и достаточно подробно описана [13, 14]. На основе
этих описаний создаются математические модели, позволяющие соотносить со-
зревание мозга различных видов млекопитающих (в первую очередь лабораторных
грызунов и приматов, в том числе человека) [15, 16]. Существуют также он-лайн базы
данных, созданные именно для сравнительного анализа развития мозга разных видов
млекопитающих: www.translatingtime.org, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/8361683/.
Зачастую добавление в математическую модель новых событий нейронального он-
тогенеза приводит к смещению установленных ранее соответствий. При этом во
всех работах отмечается сложность сопоставления развития в постнатальном пери-
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оде по сравнению с пренатальным периодом, поскольку в постнатальном периоде
развитие существенно зависит от афферентации как сенсорного входа извне (окру-
жающая среда) [17–20], так и собственной двигательной активности организма
[21–23]. Тем не менее, многие этапы развития мозга, проходящие у грызунов в
раннем постнатальном периоде, у человека и высших приматов происходят прена-
тально. Изначально это предположили Dobbing и Sands [12]. Эти авторы сравнива-
ли скорость изменения веса мозга во время развития у 7 видов млекопитающих,
оценивая возраст максимального скачка роста мозга, который они определили как
максимальное увеличение отношения веса развивающегося мозга к весу взрослого
(зрелого) мозга. Оказалось, что для крыс такой скачок роста мозга приходится на
конец первой постнатальной недели (ПД7), а у людей – примерно на день рожде-
ния [12]. Это основанное на довольно грубом измерении (только один и при этом
макроскопический параметр) представление существовало несколько десятиле-
тий, прежде чем стали появляться сравнительные анализы и модели, учитывающие
более тонкие структурные изменения. Тем не менее, более современные исследо-
вания в большинстве своем подтверждают это представление, при этом углубляя и
уточняя его. Сравнения развития различных видов проводятся по определенным
ключевым событиям нейронального онтогенеза, таким как нейрогенез, массивный
апоптоз, синаптогенез, элиминация синапсов, миелинизация. Очевидно, что для
различных структур мозга эти события происходят в различные временные интер-
валы. Ниже рассмотрено сравнение этих процессов (для более детального рассмот-
рения можно обратиться к [10, 24]).

По нейрогенезу сопоставление сроков дает следующую картину. У грызунов
нейрогенез в большинстве корковых и подкорковых структур начинается в геста-
ционный день (ГД) 9.5 и заканчивается к 15 постнатальному дню (ПД) [25] (если не
принимать во внимание активность нейрогенных ниш взрослого мозга). У людей
нейрогенез в отделах коры происходит преимущественно во время эмбрионально-
го развития, но может продолжаться до 2.5-летнего возраста [26, 27]. В гиппокампе
пик нейрогенеза у грызунов отмечается в период ГД 14–17 [10], а у людей на 9-й не-
деле беременности (ГД60) [13]. Важно учитывать, что пирамидные слои аммонова
рога гиппокампа развиваются раньше гранулярного слоя зубчатой фасции. Так, на
момент рождения у грызунов большинство пирамидных нейронов гиппокампа уже
существуют, в то время как в зубчатой фасции присутствует только около 15% гра-
нулярных нейронов [28], а у приматов (макак-резусов) к моменту рождения появ-
ляется около 80% гранулярных нейронов [29]. У человека максимальное число гра-
нулярных нейронов зубчатой фасции достигается пренатально, примерно на 34-й
неделе беременности [30, 31], в то время как у грызунов максимум наблюдается
постнатально, к концу 1-го месяца [32].

Другим важным событием нейронального онтогенеза в развитии мозга является
формирование синапсов. Первые исследования синаптогенеза в развивающемся
мозге человека были проведены Huttenlocher и соавт. [33]. Авторы продемонстри-
ровали, что синаптогенез начинается около 20-й недели эмбриогенеза. Значитель-
ное повышение числа новых синапсов происходит после рождения, особенно в
первые постнатальные месяцы, и 50% взрослого уровня синаптической плотности
достигаются примерно к двум годам. Последующие работы подтверждали эти дан-
ные [34] и уточняли временные периоды синаптогенеза для различных структур:
в первичной зрительной коре пик синаптической плотности приходится на воз-
раст 8–12 мес. [35], а в префронтальной коре на возраст 2–4 года [27]. Для гиппо-
кампа характерны следующие базовые временные точки: появление синапсов на
дистальных участках дендритов пирамидных нейронов поля СА3 – 3–7-й постна-
тальные месяцы; появление синапсов на проксимальных частях дендритов пира-
мидных нейронов поля СА3 – при рождении; созревание синапсов пирамидных
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нейронов поля СА3 – в возрасте 3–5 лет [30]; плотность синапсов в молекулярном
слое зубчатой фасции достигает уровня взрослого мозга на 7–10-й постнатальные
месяцы [36]. При этом в префронтальной коре синаптогенез может идти вплоть до
подросткового возраста [37].

У грызунов критический период синаптогенеза происходит в первые 3 постна-
тальные недели с пиком на 2-й неделе. Так, синаптическая плотность соматосен-
сорной коры у крыс и мышей довольно низкая в первую постнатальную неделю,
начинает нарастать с ПД10 и достигает взрослого уровня к ПД30 [38, 39]. В молеку-
лярном слое зубчатой фасции до ПД4 число синапсов составляет менее 1% от
взрослого уровня, а уровень плотности синапсов, близкий к уровню во взрослом
мозге, достигается к ПД25 [40]. Начало увеличения числа синапсов на дендритах
пирамидных нейронов поля СА3 гиппокампа соответствует ПД7–9, а уровень, харак-
терный для взрослого мозга, достигается к ПД21 [41]. Одним из маркеров окончания
периода синаптогенеза является созревание перинейрональных сетей, окружающих
тела и начальные сегменты отростков тормозных нейронов. Перинейрональные сети
представляют собой внеклеточный матрикс, состоящий из хондроитинсульфата, гиа-
луроновой кислоты и протеогликанов (в частности аггрекана). Показано, что в коре
мозга крыс созревание перинейрональных сетей заканчивается к ПД14–26 [42].
В работе [43] показано, что у человека аггрекан начинает экспрессироваться в пре-
фронтальной коре через 2 мес. после рождения, а в гиппокампе – не раньше, чем в
2 года. Примерно к 8-ми годам перинейрональные сети приобретают вид, неотли-
чимый от перинейрональных сетей взрослого мозга. В другой работе показано, что
в возрасте от 12 до 25 лет у человека перинейрональные сети почти не изменяются,
и это косвенно подтверждает представление о том, что созревание перинейрональ-
ных сетей заканчивается раньше 12 лет [44].

Важным событием нейронального онтогенеза является сдвиг в сигналинге
ГАМКергической системы. Активация рецепторов ГАМК в незрелом мозге запус-
кает деполяризацию и возбуждение, в то время как во взрослом мозге реализуется
тормозная роль ГАМК-сигналинга [45]. Опосредованное ГАМК возбуждение в не-
зрелом мозге считают важным во многих процессах, происходящих при развитии,
включая дифференцировку нейронов и ветвление дендритного дерева [45, 46].
В основе происходящего при развитии функционального изменения ГАМКерги-
ческой системы лежит градиент внутри- и внеклеточной концентрации хлорид
анионов. В развивающемся мозге внутриклеточная концентрация этих ионов вы-
ше за счет специфических транспортеров, включающих NKCC1 (Na–K–Cl ко-
транспортер, осуществляющий импорт хлорида) и KCC2 (K–Cl котранспортер,
осуществляющий экспорт хлорида) [47]. Экспрессия NKCC1 достаточно высока во
время эмбриогенеза и в раннем постнатальном периоде, а активность KCC2 в это
время минимальна, в результате чего хлорид анион накапливается в незрелых ней-
ронах. Экспрессия KCC2 увеличивается к концу второй постнатальной недели в
коре мозга крыс [46, 48], а у людей примерно через 40 недель после зачатия [49].

Таким образом, по таким показателям, как нейрогенез и экспрессия транспор-
теров хлорид-анионов, развитие мозга приматов, и в частности человека, в третьем
триместре беременности, действительно, соответствует примерно ПД1–ПД7–10 у
лабораторных грызунов. При этом значительная часть синаптогенеза в коре у обе-
их этих групп млекопитающих проходит в постнатальном периоде (рис. 1).

2. СОЗРЕВАНИЕ ДРУГИХ ТИПОВ КЛЕТОК

Принципиально важно, что для нормального созревания нейронов необходима
соответствующая среда. Эту среду в значительной степени формируют глиальные
клетки: микроглия и астроглия. Поэтапное созревание нейронов и их связей ассо-
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Рис. 1. Сравнение основных событий нейроонтогенеза лабораторных грызунов и человека в гипочув-
ствительный к стрессу период (ГСП) (по данным, представленным в работах [10, 30, 42, 43, 48, 49, 56,
61, 62, 67, 68, 82]). Поскольку соответствие шкал возрастов довольно условное, эти шкалы нормированы
именно по ГСП. Как у грызунов, так и у человека в ГСП проходят синаптогенез и созревание астроци-
тов, что соответствует предположению об ассоциации ГСП с усиленной адаптацией к условиям внеш-
ней среды в раннем онтогенезе. При этом основная волна нейрогенеза и переключение транспортеров
хлорид-ионов на тормозных нейронах у человека происходит до ГСП, в то время как у грызунов идет во
время ГСП. Обращает на себя внимание, что созревание микроглии происходит у человека, в основном,
до рождения, в то время как у грызунов последние стадии созревания микроглии идут именно в ГСП.
Способность зрелой микроглии к активации у взрослых программируется у незрелой микроглии глюко-
кортикоидами. Потенциально более высокая подверженность микроглии активации может быть ассо-
циирована с повышенным риском развития психоневрологических заболеваний. Поэтому созревание
микроглии у лабораторных грызунов и человека на разном “глюкокортикоидном фоне” вызывает во-
просы, как к правомерности трансляции данных модельных экспериментов в клинику, так и к самой
постановке модельных экспериментов. ГСП выделен серым фоном. ПД – постнатальный день; KCC2 –
K–Cl котранспортер.
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циировано с поэтапным созреванием глиальных клеток. Клетки микроглии не

только фагоцитируют апоптотирующие нейроны, но и выделяют разнообразные

факторы, способствующие выживанию нейронов и прорастанию аксонов [50, 51].

В свою очередь, нейроны зависимо от их активности влияют на состояние микро-

глиальных клеток [52]. Одним из механизмов такого влияния может быть выделе-

ние нейронами фракталкина (хемокина CX3CL1) [53, 54]. Созревание астроцитов

также происходит параллельно с созреванием нейрональных сетей, и при этом осу-

ществляется взаимовлияние этих типов клеток. Например, астроциты секретируют

компоненты внеклеточного матрикса тромбоспондины, протеогликаны глипика-

ны и многие другие молекулы, необходимые для синаптогенеза [55], при этом само

развитие/созревание астроцитов зависит от активности нейронов [56]. Неудиви-

тельно, что проводятся исследования взаимовлияния трех типов клеток (нейронов,

астроцитов и микроглии) [57]. Получены данные о влиянии уже зрелых микро-

глиоцитов на процесс миелинизации: не влияя на созревание олигодендроглии са-

мо по себе, микроглия регулирует степень миелинизации, выделяя трансформиру-

ющий фактор роста бета (TGFbeta) [58]. Ниже проведено сравнение периодов со-

зревания каждого типа глиальных клеток у лабораторных грызунов и у человека.

Более развернутое описание созревания микроглии и астроцитов описано и про-

анализировано в нашей недавней работе [59].

2.1. Микроглия

В период массированного апоптоза нейронов микроглия в развивающемся моз-

ге еще не зрелая (так называемая “пре-микроглия” [60]). Пре-микроглия отличает-

ся от микроглии во взрослом мозге формой, паттерном экспрессии генов, набором

белков. Этот период, в котором микроглия находится в переходной форме, у гры-

зунов продолжается с ГД14 по ПД9 [60]. Несмотря на то, что, как считают, основ-

ная функция пре-микроглии – фагоцитоз апоптотирующих нейронов (и эта функ-

ция сохраняется у зрелой микроглии), эта форма микроглии отличается от амебо-

идной микроглии взрослого мозга, появляющейся в патологических условиях:

пре-микроглия лишь незначительно секретирует провоспалительные цитокины, и

профиль экспрессии ее генов значительно отличается от такового активированной

микроглии взрослого мозга [61, 62]. У грызунов этот этап созревания микроглии

заканчивается к концу первой постнатальной недели. Изменяется форма клеток,

паттерн экспрессии генов и одной из основных функций микроглии становится

фагоцитоз синапсов (synapse pruning) [63]. К концу второй постнатальной недели

паттерн экспрессии генов микроглии фактически не отличается от такового у мик-

роглии во взрослом мозге [62]. Однако время созревания микроглии различается в

разных структурах. Так, например, в гиппокампе микроглия аммонова рога (полей

СА1 и СА3) созревает раньше, чем в зубчатой фасции [64], а в преоптическом ядре

гипоталамуса в ПД2 идет уже прунинг синапсов микроглией, требующий более

зрелой формы клеток [65]. В течение первых двух постнатальных недель парал-

лельно с созреванием происходит увеличение числа клеток [66]. У людей, предполо-

жительно, стадия пре-микроглии начинается со второй половины беременности: в это

время заканчивается миграция клеток микроглии и начинается трансформация

морфологии клеток – клетки принимают более зрелую, рамифицированную фор-

му [67]. К 35-й неделе беременности клетки микроглии человеческого плода уже

имеют морфологию, полностью сходную с таковой микроглии во взрослом мозге

[68]. Стадия пре-микроглии идет параллельно с массированным нейрогенезом, со-

провождающимся значительным апоптозом. У грызунов созревание микроглии и

окончание массированного нейрогенеза совпадают по времени (ПД14–15), а у лю-

дей созревание микроглии заканчивается несколько раньше окончания массиро-
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ванного нейрогенеза [68–70], хотя для того, чтобы с уверенностью можно было это

утверждать, необходимо уточнение данных по структурам. Интересно, что и созре-

вание иммунной системы человека (и высших приматов) считается завершенным

на 40-й неделе беременности [71], т.е. по срокам этот период совпадает с созрева-

нием микроглии.

Как и у лабораторных грызунов, у людей период синаптогенеза связан с увели-

чением числа клеток и качественными изменениями микроглии. Так, показано,

что у людей число микроглиоцитов во фронтальной коре (поле 6) нарастает с рож-

дения и достигает максимума в период 3–7 лет, после чего начинает снижаться

[72]. Авторы считают, что повышение плотности микроглиоцитов происходит па-

раллельно со снижением числа пирамидных нейронов и может быть связано с фа-

гоцитированием апоптотических телец. Исследование [73] показало, что гиппо-

кампальную микроглию по свойствам транскриптома можно разделить на 5 подпо-

пуляций. Одна из них соответствует большинству клеток во взрослом гиппокампе,

и доля клеток этого типа от общего числа микроглиальных клеток увеличивается с

возрастом, не прекращая увеличиваться даже после пубертатного периода. Клетки

этого типа экспрессируют белок комплекса гистосовместимости II CD83, цитокин

CCL2 и транскрипционный фактор EGR3, а сам тип клеток связывают с монито-

рингом окружения и определяют как “специфичный для человека основной го-

меостатический подтип с небольшой степенью активации”. Доля клеток другой

подпопуляции, экспрессирующих гликопротеин внеклеточного матрикса секрети-

руемый фосфопротеин 1 (SPP1) и триггерный рецептор миелоидных клеток 2

(TREM2, трансмембранный метаботропный рецептор, ассоциированный с актива-

ций кальций-зависимых киназ внутри клетки, связанный с фагоцитирующей

функцией микроглии) уменьшается с возрастом, начиная с раннего детского, а по-

сле подросткового составляет лишь малую часть всей популяции. Этот тип клеток

ассоциируют с аутофагией и нейровоспалительным ответом. Другие подпопуля-

ции по паттерну экспрессируемых ими генов связывают с ремоделированием аксо-

нов и синапсов, а также с дифференцировкой глии и миелинизацией. Число кле-

ток этих типов не меняется с возрастом. Таким образом, у людей изменения мик-

роглии более пролонгированы, чем у лабораторных грызунов, у которых не

обнаружено развития микроглиальных клеток позднее ПД14 [61, 62].

2.2. Астроглия

Синаптогенез является следующей ключевой стадией развития нейронов после

пролиферации и апоптоза. В этом процессе принимают активное участие как мик-

роглия, так и астроциты. У грызунов в коре мозга этот процесс активно происходит

на протяжении 2 и 3 постнатальных недель. Активная пролиферация астроцитов

идет на первой постнатальной неделе [74], когда астроциты участвуют в формиро-

вании гемато-энцефалического барьера [75]. Также на первой неделе астроциты

начинают экспрессировать рецепторы и транспортеры глутамата (транспортер воз-

буждающих аминокислот 1, EAAT-1, и транспортер глутамата 1, GLT-1) [76, 77].

В период ПД14–26 в неокортексе происходит созревание протоплазматических

астроцитов и обволакивание синапсов концевыми пластинками астроцитов [56].

Тромбоспондины, глипиканы и другие молекулы, секретируемые астроцитами в

этот период, необходимы для формирования возбуждающих путей, которое в это

время идет особенно активно [55, 78]. Параллельно происходит созревание самих

астроцитов, а также связей между ними [79, 80]. Если у грызунов массированный

астроцитогенез следует за нейрогенезом, то у людей нейрогенез и глиогенез, по

всей видимости, существенно перекрываются по времени [81, 82]. У грызунов диф-

ференцировка астроцитов из клеток-предшественников идет, в основном, постна-
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тально, в то время как у людей зрелые, полностью дифференцированные астроци-

ты присутствуют уже в первой половине беременности [83]. Тем не менее, и у лю-

дей, и у грызунов значимое увеличение плотности популяции астроцитов в коре

происходит постнатально. Так, показано, что плотность популяции астроцитов

возрастает в неокортексе (поля 6 и 17) почти в 2 раза у грудных детей по сравнению

с плодами второй половины беременности, а затем постепенно снижается к юно-

шескому возрасту, причем снижение составляет около 15% [84]. Если во взрослом

мозге мышей соотношение астроцитов к нейронам составляет 1 : 3, то у людей оно

1 : 1.4 [85]. Но различие астроцитов в мозге грызунов и людей не ограничивается их

относительным количеством: опубликованы работы о качественных различиях, и

полученные данные показывают, что астроциты людей как морфологически [86],

так и функционально отличны от астроцитов грызунов [87]. Сравнительный ана-

лиз транскриптомов астроцитов мыши и человека показал, что в астроцитах чело-

века повышена экспрессия гена вовлеченного в метаболизм жирных кислот аполи-

попротеина C-II (APOC2), а также генов ферментов альфа-амилазы 2B (AMY2B) и

кинуренин аминотрансферазы 2 (AADAT), участвующих соответственно в метабо-

лизме гликогена и возбуждающей трансмиссии, опосредованной трансаминазой

[88]. В то же время в астроцитах мыши наиболее высока экспрессия генов, вовле-

ченных в митохондриальное дыхание [89]. Для человеческих астроцитов характерна

повышенная секреция внеклеточных факторов и элементов внеклеточного мат-

рикса [89]. Например, когда ближе к окончанию периода массированного синап-

тогенеза снижается секреция астроцитами тромбоспондинов TSP1 и TSP2, начи-

нается секреция TSP4 [78], который считается ответственным за поддержание си-

наптогенеза во взрослом мозге. При этом показано, что в мозге человека

экспрессия TSP4 значимо выше, чем экспрессия во взрослом мозге других видов,

включая низших нечеловекообразных приматов [90]. Таким образом, как и в случае

с микроглией, развитие астроцитов сопровождает развитие нейрональных сетей. Од-

нако, несмотря на это сходство с развитием астроцитов у лабораторных грызунов,

специализация астроцитов человека и выполняемые ими функции значительно

шире, и развитие астроцитов более пролонгировано. Учитывая перечисленные вы-

ше факты, сравнение периодов развития таких эволюционно неконсервативных

клеток представляется довольно сложным, и это по крайней мере должно быть

учтено при интерпретации данных на лабораторных животных с трансляцией на

человека.

2.3. Олигодендроциты и миелинизация

Миелинизация является одним из важных нейрональных событий онтогенеза.

Несмотря на то, что некоторые процессы миелинизации уже идут в ГСП, наиболее

активно миелинизация происходит уже после него. Так, у грызунов пик миелини-

зации приходится примерно на ПД20 [91], а у людей – на 17 лет [92]. Несомненно,

стрессирующие воздействия в более ранний период влияют на процесс миелиниза-

ции в соответствующих возрастах, но такое влияние может осуществляться путем

регуляции созревания олигодендроцитов, а также опосредованно путем изменения

состояния микроглии и астроцитов. У крыс в возрасте с ПД0 по ПД7 в неокортексе

и гиппокампе возрастает число предшественников олигодендроцитов (OPC, oligo-

dendrocyte precursor cells) [93], а с ПД7 по ПД11 примерно в 2.5 раза увеличивается

число пре-олигодендроцитов (немиелинизирующих, митотически активных пред-

шественников олигодендроцитов) [94]. У людей пре-олигодендроциты преоблада-

ют в популяции (с учетом всех клеток, относящихся к разным типам олигодендро-

цитов) в период с 18-й по 28-ю неделю после зачатия, а в период 28–40 нед преоб-

ладают уже незрелые олигодендроциты (постмитотические, миелинизирующие)
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[95, 96]. В постнатальном периоде в гиппокампе процент предшественников оли-

годендроцитов и пре-олигодендроцитов, экспрессирующих транскрипционный

фактор, связанный с экспрессией ренина, SOX-6, снижается от примерно 35% от

всей популяции олигодендроцитов у новорожденных до 20% у подростков и далее

остается неизменным до взрослого возраста [73]. Таким образом, у крыс идет ак-

тивная пролиферация предшественников олигодендроцитов и дифференцировка

пре-олигодендроцитов в ранний постнатальный период, в то время как у человека

эти процессы, в основном, проходят пренатально, но процесс дифференцировки

олигодендроцитов в гиппокампе проходит в постнатальный период.

3. СРАВНЕНИЕ ГИПОЧУВСТВИТЕЛЬНОГО К СТРЕССУ ПЕРИОДА

Известно, что в первые две недели жизни у грызунов функционирование систе-

мы стресс-реакции значительно отличается от такового у взрослых животных: уро-

вень циркулирующих глюкокортикоидов низкий, и отсутствует повышение уровня

адренокортикотропного гормона (АКТГ) и кортикостерона в ответ на ряд стресси-

рующих воздействий [97]. Предполагается, что в этот период происходит форми-

рование обратных связей гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой оси [98].

Важно, что для развития (в том числе деления и дифференцировки клеток) необхо-

дим определенный уровень глюкокортикоидов. Несмотря на то, что высокий их

уровень подавляет развитие, глюкокортикоиды необходимы для регуляции экс-

прессии глицерол-3-фосфатдегидрогеназы, необходимой для миелинизации [99].

Определенный уровень глюкокортикоидов необходим также для оптимального ба-

ланса нейротрансмиттеров в верхнем шейном ганглии [100]. Если предполагать,

что такой относительно низкий и стабильный уровень глюкокортикоидов необхо-

дим для тех процессов нейроонтогенеза, которые происходят у крыс в ПД2–14,

то аналогичную стабилизацию кортизола на некотором невысоком уровне можно

было бы ожидать у людей во второй половине третьего триместра и до 6 месяцев–

года. Однако в третьем триместре у плода наблюдают повышение секреции кор-

тизола [101, 102]. Примерно с 34–35-й недели беременности снижается уровень

фермента 11-бета-гидроксистероиддегидрогеназы типа 2 (11beta-HSD-2) [103, 104],

инактивирующей в ходе беременности кортизол матери. Предполагается, что уве-

личение доли материнского кортизола на последних сроках беременности приво-

дит к снижению секреции АКТГ плодом, что, в свою очередь, должно гарантиро-

вать своевременное созревание органов плода [105]. Возможно, что этот механизм

отчасти является аналогом ГСП у грызунов (имея в виду часть этого периода с ПД2

по ПД7–10). При этом кажется логичным, что развитие гипоталамо-гипофизарно-

надпочечниковой (и тем более лимбико-гипоталамо-гипофизарно-надпочечнико-

вой) оси должно происходить постнатально, так как именно в постнатальный пе-

риод значительно повышается количество стрессирующих стимулов и, следова-

тельно, необходимость адаптации к ним. Действительно, показано, что у новорож-

денных постепенно снижается ответ на стрессирующий стимул в течение первого

полугода жизни [106], и вплоть до дошкольного возраста уровень кортизола у детей

почти не повышается в ответ на стрессирующие стимулы [107]. При интерпрета-

ции этих данных следует учесть ряд экспериментальных ограничений. Во-первых,

применяют неинвазивные методики определения кортизола у детей, как правило,

используя в качестве биоматериала слюну, оценка кортизола в которой имеет ряд

недостатков [108]. Во вторых, у детей сложно измерить уровень АКТГ (так как это

требует взятия крови) и, тем более, кортикотропин рилизинг фактора (КРФ),

оценка достоверного уровня которого требует в качестве биоматериала церебро-

спинальную жидкость. В-третьих, на уровень кортизола у детей влияет присут-

ствие значимого взрослого во время стрессирующего воздействия: в отсутствие
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значимого взрослого уровень кортизола поднимается на те стимулы, которые оста-

ются незначимыми в его присутствии [107]. Важно, что у крыс в случае депривации

кормящей самки также появляется увеличение уровня циркулирующих глюкокор-

тикоидов в ответ на стрессирующее воздействие в ГСП [109]. В-четвертых, реакция

на стресс существенно зависит от темперамента ребенка [110] и от семейной

предыстории (например, наличии у матери депрессии на поздних сроках беремен-

ности или после родов) [111]. Тем не менее, период с 6 месяцев и до дошкольного

возраста (4–6 лет) выделяется исследователями как период с отсутствием повыше-

ния уровня кортизола в ответ на стрессирующее воздействие [107, 112]. В это время

у детей идет развитие мозжечка (миграция клеток, дифференцировка и миелини-

зация), активны синаптогенез и миелинизация в соматосенсорной, слуховой и ас-

социативной областях коры, а также параллельно с этими процессами идет глиоге-

нез (не столько пролиферация, сколько созревание самих клеток, связей между

ними и формирование миелиновых оболочек олигодендроцитами) [10]. До настоя-

щего времени неясно, в какой степени отсутствие ответа стресс-реализующей си-

стемы связано с созреванием и ростом органов, в том числе ЦНС, а также с созре-

ванием и стабилизацией самой системы стресс-реализации (лимбико-гипоталамо-

гипофизарно-надпочечниковой).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

При исследовании стресса в детском возрасте необходимо учитывать то, что за-

частую воздействие наносится во время ГСП. И у лабораторных грызунов, и у лю-

дей этот период является постнатальным: он начинается через небольшое время

после рождения (у грызунов – в ПД2, у людей – с 6 мес.) и заканчивается раньше

подросткового возраста (у грызунов – в ПД14, у людей – примерно в 4–6 лет).

В данном обзоре был проведен анализ развития трех типов глиальных клеток (мик-

роглии, астроцитов и олигодендроцитов) в ГСП в сравнении с развитием нейро-

нов. Основные выводы этого анализа схематически суммированы на рис. 1. Сфор-

мировавшееся представление о том, что стабильный низкий уровень глюкокорти-

коидов необходим для адекватного развития нейрональных систем, представляется

очень логичным и разумным, но непонятно, как увязать его с тем фактом, что на

данный постнатальный период развития как у грызунов, так и у людей приходятся

различные ключевые события нейроонтогенеза, зависимые от глюкокортикоидов.

Так, у грызунов ГСП совпадает с периодом массивного нейрогенеза, в то время как

у людей массивный нейрогенез происходит пренатально, т.е. до ГСП. Взрослый

уровень экспрессии KCC2 в мозге грызунов достигается к концу ГСП, при этом у

людей он отмечается уже на момент рождения, т.е. также раньше ГСП. Синаптоге-

нез и созревание астроцитов и у людей, и у грызунов начинается раньше ГСП и

продолжается после него. В контексте стресса в раннем онтогенезе и связанных с

ним психоневрологических заболеваний особое внимание обращает на себя тот

факт, что у грызунов окончание ГСП совпадает с созреванием микроглии, а у лю-

дей созревание микроглии, в основном, происходит пренатально, в третьем три-

местре. Для микроглии показано “программирование” глюкокортикоидами, опре-

деляющее порог активации микроглии фактически на всю последующую жизнь.

Следовательно, у грызунов микроглия созревает на фоне пониженного уровня

циркулирующих глюкокортикоидов, в то время как у людей для периода созрева-

ния микроглии (третий триместр) показан повышенный уровень циркулирующих

глюкокортикоидов. Иммунная система грызунов дозревает постнатально, и ее до-

зревание совпадает как с созреванием микроглии, так и с ГСП. У людей иммунная

система считается зрелой к моменту рождения, т.е. ее созревание и созревание

микроглии совпадают между собой, но не совпадают с ГСП. Учитывая важность
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состояния микроглии при развитии заболеваний психоневрологического спектра,

тот факт, что ее развитие происходит у людей и на моделях у грызунов на разном

фоне циркулирующих глюкокортикоидов, позволяет ставить вопрос о корректно-

сти прямой трансляции данных, полученных на моделях детского стресса с предъ-

явлением воздействия в раннем постнатальном периоде. Необходимо дальнейшее

исследование созревания микроглии у людей в постнатальном периоде с учетом

различных маркеров конкретных структур мозга для того, чтобы можно было с уве-

ренностью говорить о сравнении механизмов этиологии заболеваний, вызванных

стрессом в раннем онтогенезе, у лабораторных грызунов и человека и корректно

транслировать экспериментальные данные в клинику.
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Nowadays there is a number of neuropsychiatric diseases that are considered to be asso-

ciated with early life stress. Various models are used on laboratory rodents to elucidate

the mechanisms of the pathogenesis of psychopathologies that cannot be studied in hu-
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mans. For successful translation of data, it is necessary to compare the processes of neu-

roontogenesis at the moment of exposure and subsequent periods. There are many com-

parative studies concerning the development of neurons and neuronal networks, as well

as changes in the hypothalamic-pituitary-adrenal axis. In recent years, it has been reli-

ably shown that glial cells are an important participant in both brain development and its

response to stress. The opinion that it is microglia and astrocytes that represent the most

promising targets for therapeutic intervention in stress-related diseases is supported.

However, there are still no comparative analytical studies covering both stress-realizing

systems and neuronal and glial markers of development. This review fills this gap. Here

we provide a new perspective for considering the problems of modeling childhood stress

and translating the data obtained. The presented analysis, on the one hand, supplements

the existing understanding of the correspondence between the stages of brain develop-

ment in laboratory rodents and humans, and, on the other hand, marks points of growth

and raises new questions for researchers of stress in early ontogenesis.

Keywords: early life stress, hypothalamic-pituitary-adrenal axis, hyporesponsive stress

period, microglia, astroglia
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Стратегия депривации аргинина рассматривается как перспективное направле-
ние терапии раковых заболеваний. Целью исследования было изучение влияния
аргининдеиминазы пиогенного стрептококка на клетки лимфобластной лейке-
мии Jurkat. Для этого сравнивали эффекты супернатантов разрушенных стрепто-
кокков исходного штамма, экспрессирующего аргининдеиминазу, и его изоген-
ного мутанта с инактивированным геном аргининдеиминазы – arcA. Пролифе-
рацию клеток оценивали в МТТ-тесте. Остальные параметры исследовали с
помощью проточной цитометрии. Распределение клеток по фазам клеточного
цикла изучали с использованием ДНК-связывающего красителя DAPI и антител
против циклина А2. Интенсивность аутофагии оценивали с помощью реагента
LysoTracker™ Green DND-26. Для оценки жизнеспособности клетки докрашива-
ли DAPI. Исследования показали, что стрептококковый фермент подавлял про-
лиферативную активность клеток Jurkat, повышал долю клеток в фазах покоя
G0/G1, снижал долю клеток в фазах синтеза S/G2 и усиливал аутофагию без сни-
жения жизнеспособности. Добавка аргинина нивелировала эффекты аргининде-
иминазы. Полученные результаты открывают возможность использования арги-
нин-гидролизующей активности стрептококкового фермента для сочетанной те-
рапии онкологических заболеваний.

Ключевые слова: стрептококковая аргининдеиминаза, аргинин, клетки линии Jur-
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ВВЕДЕНИЕ

Аргинин является условно незаменимой аминокислотой, которая вовлечена в
жизненно важные физиологические и патологических процессы [1]. Аргинин не-
обходим для эффективного иммунного ответа и регенерации [2, 3]. В условиях
стресса и различных катаболических состояниях, включая гемолитические анемии

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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[4–7], астму [8, 9], беременность [10], сепсис, ожоги и травмы [2, 11–13], когда спо-
собность эндогенного синтеза аминокислоты не может компенсировать потребно-
сти организма, аргинин становится незаменимым.

Метаболизм аргинина играет двойственную роль при опухолевом росте. С одной
стороны, дефицит этой аминокислоты вызывает иммуносупрессию и подавление
противоопухолевых иммунных реакций [3, 14]. С другой стороны, опухолевые
клетки сами нуждаются в аргинине для поддержания высокого уровня пролифера-
тивной активности [3, 15].

Аргинин относится к протеиногенным аминокислотам, поэтому в случае его де-
фицита останавливается синтез белка [16]. При этом в клетке из-за накопления не-
заряженных аминоацил-тРНК происходит активация стресс киназы – general con-
trol nonderepressible 2 (GCN2) и ее нижележащей мишени – фактора инициации
трансляции (eukaryotic translation initiation factor 2A, eIF2A). Когда содержание ар-
гинина истощается, клетки подвергаются остановке клеточного цикла при G0/G1 и
пребывают в состоянии покоя до тех пор, пока концентрация аргинина не повы-
сится до нормального уровня [17].

В исследованиях in vitro было установлено, что в опухолевых клетках на ранней
стадии аргининового голодания (0–48 ч) происходит инактивация аргинин-зави-
симого сигнального каскада mechanical target of rapamycin – mTOR [18]. Одним из
последствий этого становится усиление киназной активности Unc-51 like autophagy
activating kinase – ULK1/2, которая запускает фосфорилирование Autophagy Related
13 – Atg13 и аутофагию [19, 20]. Во время депривации аргинина на поздних стадиях в
различных типах раковых клеток (рак поджелудочной железы, острый лимфобласт-
ный лейкоз, рак мочевого пузыря и печени) происходит индукция апоптоза [21].

Производные аргинина – оксид азота (nitric oxide, NO), полиамины, нуклеоти-
ды, пролин и глутамат способствуют росту и мутагенезу опухолевых клеток [15].
Роль аргинина при опухолевом росте подтверждают данные о том, что ферменты
метаболизма аргинина (орнитиндекарбоксилаза, индуцибельная синтаза оксида
азота (inducible nitric oxide synthase, iNOS), аргиназа) и переносчики аминокислот
(cationic amino acid transporter (CAT) и Solute Carrier Family 6 Member 14 (SLC6A14))
задействованы в развитии опухоли [18]. Опухолевые клетки нуждаются в аргиназах
для лучшей пролиферации и метастазирования. Например, аргиназа 1 в клетках ней-
робластомы запускает экспрессию сигнальных каскадов AKT и ERK, индуцирую-
щих деление клеток [22]. Активность аргиназы II в опухолях щитовидной железы
связана с повышенной экспрессией пролиферативных маркеров Ki-67 и PCNA [23].
Экспрессия аргиназы II на клетках меланомы способствует пролиферативному и
миграторному фенотипу клеток с высоким уровнем молекулы адгезии ICAM-1 [24].
Экспрессия iNOS при раке мочевого пузыря человека считается плохим прогно-
стическим фактором, связанным с инвазией и рецидивом опухоли [25]. Подавле-
ние экспрессии iNOS приводит к значительному снижению темпов роста клеток
глиомы линии C6 [26].

Аргининдеиминаза (АДИ) – микробный фермент, который осуществляет гид-
ролиз аргинина с образованием цитруллина и аммиака [27, 28]. Ферменты, полу-
ченные из Lactococcus lactis ssp. lactis, Pseudomonas plecoglossicida, Thermophilic Asper-
gillus fumigatus KJ434941, Mycoplasma arginini прошли и проходят множество клини-
ческих испытаний в разных странах в качестве препаратов для сочетанной терапии
онкологических заболеваний [29–32]. Было показано, что конъюгированная с по-
лиэтиленгликолем аргининдеиминаза (ADI-PEG20) через истощение аргинина
индуцирует аутофагию и последующую гибель раковых клеток [33]. ADI-PEG20
хорошо зарекомендовала себя в клинических испытаниях II стадии у пациентов с
гепатоцеллюлярной карциномой [34]. Кроме того, ADI-PEG20 показала высокую
эффективность у пациентов с аргининосукцинатсинтетаза-1(ASS1)-негативной мела-
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номой [35]. Наилучшие эффекты наблюдались при использовании ADI-PEG20 в со-
четании с ингибитором аутофагии – хлорохином [36] или цитостатиками [37].

В данном исследовании изучали противоопухолевую активность стрептококко-
вой АДИ в отношении клеток лимфобластной лейкемии линии Jurkat. Путем срав-
нения эффектов исходного штамма, экспрессирующего АДИ, и его изогенного му-
танта с инактивированным геном АДИ – arcA было установлено, что стрептокок-
ковый фермент подавлял пролиферативную активность и усиливал аутофагию
клеток без снижения их жизнеспособности.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение супернатантов разрушенных стрептококков
Исследование проводили с использованием Streptococcus pyogenes штамма М49-

16 и его изогенного мутанта М49-16delArcA с инактивированным геном аргининде-
иминазы arcA. Штаммы, а также супернатанты разрушенных стрептококков были
получены и стандартизированы, как описано в [38], и любезно предоставлены про-
фессором А.Н. Суворовым (Отдел молекулярной микробиологии ФБГНУ “ИЭМ”). Су-
пернатанты разрушенных стрептококков (СРС) исходного и мутантного штаммов,
содержащие внутриклеточные биологически активные вещества стрептококков,
получали согласно описанной ранее методике [39].

Культивирование клеток линии Jurkat
Клетки линии Jurkat были получены из Российской коллекции клеточных куль-

тур позвоночных (Институт цитологии РАН). Линия Jurkat была выделена из крови
больного Т-лимфобластной лейкемией. Клетки культивировали в среде RPMI-1640
(ПанЭко, Россия) с добавлением 10% инактивированной эмбриональной телячьей
сыворотки (Invotrigen, США), 2 мМ глутамина (Биолот, Россия), 50 мкг/мл гента-
мицина (Биолот, Россия) (полная культуральная среда) во влажной атмосфере с
5%-ным содержанием СО2 при температуре 37°С. Пересев культуры осуществляли
1 раз в 3–4 дня. Кратность пересева составляла 1 : 5.

Влияние аргининдеиминазы на пролиферацию клеток Jurkat
Влияние стрептококковой АДИ на пролиферацию клеток Jurkat изучали в

МТТ-тесте. Для этого 100 мкл клеточной суспензии в концентрации 1 млн/мл вно-
сили в 96-луночный плоскодонный планшет (Sarstedt, Австрия). Здесь и далее дей-
ствие АДИ на исследуемые параметры изучали путем сравнения СРС исходного и
мутантного штаммов. СРС вносили в разведении 1/200 и 1/400 (v/v). Для подтвер-
ждения того, что действие фермента связано с деплецией аргинина, в среду для
культивирования клеток добавляли L-аргинин (Sigma, США) в супрафизиологиче-
ской концентрации 2 мМ. Клетки инкубировали 72 ч и на последние 4 ч в лунки
вносили МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолиум бромид)
(Sigma, США) в концентрации 0.5 мг/мл. Для лизиса клеток и растворения кри-
сталлов формазана в лунки вносили 100 мкл лизирующего буфера, содержащего
10%-ный додецилсульфат натрия (Serva, Германия) в 0.01 N HCl и инкубировали
18 ч при 37°С. Оптическую плотность измеряли на спектрофотометре (Bio-Rad,
Япония) при длине волны 570 нм. Оптическую плотность контрольных лунок при-
нимали за 100% пролиферативной активности.

Для изучения распределения по фазам клеточного цикла клетки засевали в 12-луноч-
ный планшет (Sarstedt, Австрия) по 1 млн клеток в 1 мл полной культуральной среды и
инкубировали с исследуемыми субстанциями 72 ч при 37°С во влажной атмосфере
с 5%-ным содержанием СО2. Клетки пермеабилизировали 80%-ным ледяным ме-
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танолом в течение 5 мин. Для оценки доли клеток в фазах синтеза (S/G2) проводи-
ли окрашивание клеточной суспензии меченными FITC антителами против цик-
лина А2 (Becman Coulter, США, кат. № PNA22327) в соответствии с рекомендациями
производителя. Для оценки количества ДНК в клетках дополнительно проводили
окрашивание клеточной суспензии ДНК-связывающим красителем DAPI (Invitro-
gen, США). Краситель вносили в концентрации 300 нM и инкубировали 10 мин.
Анализ образцов проводили с использованием проточного цитофлуориметра Navios™
(Beckman Coulter, США). Распределение клеток по фазам клеточного цикла оце-
нивали с помощью алгоритма Michael H. Fox, встроенного в программное обеспе-
чение Kaluza Analysis 2.1 (США). Результаты выражали в процентах.

Влияние аргининдеиминазы на процессы аутофагии
Для оценки влияния СРС на процессы аутофагии в лунки 24-луночного план-

шета (Sarstedt, Австрия) вносили 500 мкл клеточной суспензии в концентрации
1 млн/мл. После этого добавляли СРС в разведении 1/400 (v/v) и L-аргинин (Sig-
ma, США) в концентрации 2 мМ. По окончании 24-часовой инкубации пробы пе-
реносили в пробирки для цитометрии. Клетки осаждали путем центрифугирова-
ния при 300 g в течение 5 мин при комнатной температуре. Пробы окрашивали
красителем Lysotracker Green DND-26 (Invitrogen, США) в концентрации 50 нМ.
После 15-минутной инкубации проводили две отмывки клеток путем центрифуги-
рования в фосфатно-солевом буфере (pH 7.0) при 300 g в течение 5 мин. Для оцен-
ки доли клеток в состоянии некроза и исключения их из анализа клеточную сус-
пензию окрашивали ДНК-связывающим красителем DAPI в концентрации 300 нм.
Пробы анализировали на проточном цитометре Navious (Beckman Coulter, США).
Результаты выражали в средней интенсивности флуоресценции (mean f luorescence
intensity, MFI).

Статистическая обработка
Статистическую обработку данных проводили с помощью программ Microsoft

Office Excel 2010, Statistica 12.0, Kaluza Analysis 2.1 и GraphPad Prism 8. Для анализа
нормальности распределения выборки использовали критерий Шапиро–Уилка.
Далее выборку анализировали на наличие статистических значимых различий с
помощью однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) в случае нормально-
го распределения, или критерия Крускала–Уоллиса при ненормальном распреде-
лении. Затем проводили поиск попарных достоверных различий, при нормальном
распределении использовали апостериорный тест Тьюки, при ненормальном рас-
пределении – критерий Данна. Данные в случае нормального распределения,
представлены как среднее ± ошибка среднего (M ± SEM), при ненормальном рас-
пределении – как медиана [25 квартиль; 75 квартиль] (Med [Q25; Q75]). Во всех
экспериментах различия считали значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Сравнение влияния супернатантов разрушенных стрептококков 
исходного (S. pyogenes M49-16) и мутантного (S. pyogenes M49-16delArcA) 

штаммов на пролиферативную активность клеток Jurkat
В присутствии СРС исходного штамма в разведениях 1/400 и 1/200 пролифера-

тивная активность клеток статистически значимо снижалась по сравнению с кон-
тролем (рис. 1). СРС мутантного штамма в разведении 1/400 также статистически
значимо, но слабее, чем исходный штамм подавлял пролиферацию. Введение до-
бавки аргинина приводило к статистически значимому снижению исследуемого
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показателя в стандартных условиях культивирования и в присутствии СРС мутант-
ного штамма. При этом добавка аргинина достоверно восстанавливала уровень
пролиферации, подавленный под влиянием СРС исходного штамма. Для подтвер-
ждения этих результатов в дальнейших исследованиях изучали действие АДИ на
распределение клеток по фазам клеточного цикла.

Анализ распределения клеток по фазам клеточного цикла показал, что в стан-
дартных условиях большая часть (60.2 ± 3.2%) клеток находилась в фазе покоя
(G0/G1), доля клеток в фазе синтеза (S) составляла 27.3 ± 2.7%, а доля клеток в фазе
G2 и делящихся клеток (M) – 12.4 ± 3.4% (рис. 2). Доли клеток в фазах клеточного
цикла в присутствии СРС мутантного штамма не отличались от этих показателей в
контроле. В присутствии СРС исходного штамма происходило статистически зна-
чимое изменение доли клеток в фазах G0/G1 и S: доля клеток в фазах покоя увели-
чивалась на 10%, напротив, доля клеток в фазе синтеза уменьшалась на 7%. Добав-
ление аргинина в культуру клеток, которые инкубировали в присутствии СРС ис-
ходного штамма, восстанавливало соотношение доли клеток в фазах клеточного
цикла до значений близких к контролю.

Далее проводили анализ экспрессии в клетках циклина А2, уровень которого
строго синхронизирован с ходом клеточного цикла. Комплекс циклин – cyclin-de-
pendent kinase 2 (A2-CDK2) – инициирует репликацию ДНК и необходим для про-
грессирования S-фазы. Для прохождения через фазу G2 в фазу M циклин A2 обра-
зует комплексы с CDK1, после чего деградирует по убиквитин-зависимому пути
протеолиза на ранних стадиях митоза [40]. Исследования подтвердили ранее полу-
ченные результаты. В частности, в контроле доля клеток в фазах синтеза S/G2 со-

Рис. 1. Сравнение влияния супернатантов разрушенных исходного (S. pyogenes M49-16) и мутантного
(S. pyogenes M49-16delArcA) штаммов на пролиферативную активность клеток Jurkat.
Пролиферативную активность изучали в МТТ-тесте. Данные представлены как Med [Q25; Q75], n = 18.
Отличия статистически значимы по сравнению с контролем при ***p < 0.001; пролиферация клеток в
присутствии СРС S. pyogenes М49-16delArcA достоверно выше, чем пролиферация клеток в присутствии
СРС S. pyogenes М49-16, при ###р < 0.001; отличия статистически значимы по сравнению с этим пара-
метром без добавки аргинина, при †† p < 0.01, † p < 0.05.
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ставляла приблизительно 40%. В присутствии СРС мутантного штамма значение
этого параметра не отличалось от контроля. Культивирование клеток в присут-
ствии СРС исходного штамма приводило к двукратному снижению доли клеток в
фазах синтеза до 20%. Введение добавки аргинина полностью отменяло ингибиру-
ющее действие СРС исходного штамма, но не оказывало никакого действия на
клетки, которые культивировали в стандартных условиях и в присутствии мутант-
ного штамма.

Таким образом, с помощью МТТ-теста и анализа распределения клеток по фа-
зам клеточного цикла и доли циклин А2-позитивных клеток было установлено, что
стрептококковая АДИ подавляет пролиферацию клеток Jurkat за счет истощения
аргинина в культуре.

Сравнение влияния супернатантов разрушенных стрептококков 
исходного (S. pyogenes M49-16) и мутантного (S. pyogenes M49-16delArcA) 

штаммов на интенсивность процессов аутофагии клеток Jurkat

Дефицит нутриентов приводит к активации в клетках процессов аутофагии, ко-
торые призваны компенсировать недостающие аминокислоты и другие метаболи-
ты [41]. Поэтому в дальнейших исследованиях проводили изучение влияния арги-
нидеиминазы на процессы аутофагии. Для этого использовали краситель Lyso-

Рис. 2. Сравнение влияния супернатантов разрушенных исходного (S. pyogenes M49-16) и мутантного
(S. pyogenes M49-16delArcA) штаммов на распределение клеток Jurkat по фазам клеточного цикла.
Клеточную суспензию окрашивали ДНК-связывающим красителем DAPI. Здесь и далее образцы ана-
лизировали с использованием проточной цитометрии. Процент клеток в различных фазах клеточного
цикла подсчитывали с использованием программного обеспечения для анализа Kaluza 2.2, основанного
на алгоритме Майкла Х. Фокса. Данные представлены как M ± SEM, n = 18. Отличия статистически
значимы: *p < 0.05 по сравнению с контролем; † p < 0.05 – по сравнению с этим параметром без добавки
аргинина.
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Tracker Green DND-26, который накапливается в органеллах с низким уровнем рН, а
интенсивность флуоресценции клеток отражает уровень процессов аутофагии [42].
Было установлено, что в присутствии СРС мутантного штамма интенсивность
аутофагии не отличалась от таковой в контроле (рис. 4). При культивировании кле-
ток в присутствии СРС исходного штамма происходило статистически значимое
двукратное усиление интенсивности аутофагии по сравнению с этим показателем
в стандартных условиях культивирования. При этом введение добавки аргинина
снижало уровень аутофагии до значений этого параметра в контроле.

Сравнение влияния супернатантов разрушенных стрептококков 
исходного (S. pyogenes M49-16) и мутантного (S. pyogenes M49-16delArcA)

штаммов на жизнеспособность клеток Jurkat

В дальнейших исследованиях изучали, не связано ли ингибирующее пролифера-
цию клеток действие АДИ, а также усиление процесса аутофагии, со снижением их
жизнеспособности. Для этого проводили анализ доли клеток в состоянии некроза
(рис. 5). Было установлено, что в присутствии СРС исходного штамма происходи-
ло слабое повышение доли клеток в состоянии некроза, однако эти изменения не
были достоверными. В других условиях культивирования достоверного снижения
жизнеспособности клеток тоже не было зарегистрировано.

Рис. 3. Сравнение влияния супернатантов разрушенных исходного (S. pyogenes M49-16) и мутантного
(S. pyogenes M49-16delArcA) штаммов на долю циклин А2-позитивных клеток Jurkat.
Репрезентативные проточно-цитометрические гистограммы, отражающие прогрессию клеточного цик-
ла. (a) – культуральная среда (контроль); (b) – СРС M49-16; (c) – СРС M49-16delArcA; (d) – 2 мМ арги-
нина; (e) – СРС M49-16 и 2 мМ аргинина; (f) – СРС M49-16delArcA и 2 мМ аргинина; (g) – контроль
изотипических антител. Проводили окрашивание клеточной суспензии меченными FITC антителами
против циклина А2. Пробы анализировали на проточном цитометре Navious (Beckman Coulter) и про-
граммного обеспечения Kaluza Analysis 2.1. Данные представлены как M ± SEM, n = 5–6. Отличия ста-
тистически значимы при p < 0.001: *** – по сравнению с контролем, ### p < 0.001 – по сравнению с
СРС исходного штамма S. pyogenes М49-16 (S. pyogenes M49-16).
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Рис. 4. Сравнение влияния супернатантов разрушенных исходного (S. pyogenes M49-16) и мутантного
(S. pyogenes M49-16delArcA) штаммов на процессы аутофагии клеток Jurkat. 
(a) – гистограмма, основанная на данных проточной цитометрии, показывающая количественные раз-
личия уровня аутофагии клеток Jurkat. (b) – репрезентативные гистограммы проточной цитометрии,
отражающие уровень аутофагии клеток Jurkat. Пробы окрашивали Lysotracker DND-26 Green и анали-
зировали методом проточной цитометрии. Данные представлены как M ± SEM, n = 4–9. Отличия стати-
стически значимы: * p < 0.05 по сравнению с контролем, † – по сравнению с этим параметром без до-
бавки аргинина.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Сопоставление эффектов СРС исходного и мутантного штаммов показало, что
стрептококковая АДИ подавляет пролиферацию клеток линии Jurkat (рис. 1–3),
что согласуется с данными, полученными ранее, с использованием АДИ других
микробов. Так, в 2000 г. Gong и соавт. установили, что АДИ, выделенная из мико-
плазмы, ингибировала прохождение Jurkat по фазам клеточного цикла. Причем,
было показано, что для блокировки прохождения клеточного цикла клеток Jurkat
требовалась меньшая концентрация фермента, по сравнению с той, которая была не-
обходима для первичных лимфоцитов. А высокие концентрации фермента (200 нг/мл)
вызывали апоптоз клеток [43].

Позже было установлено, что культивирование Jurkat в течение 24 ч в среде, не
содержащей аргинин, приводило к снижению экспрессии зета-цепи (CD3zeta)
T-клеточного рецептора. Введение добавки аргинина восстанавливало уровень
экспрессии этой молекулы до контрольных значений. Также при культивировании
в дефицитной по аргинину среде наблюдалось значительное снижение пролифера-
ции клеток. Таким образом, было установлено, что депривация аргинина может
подавлять пролиферацию Jurkat за счет регуляции сигналов от Т-клеточного ре-
цептора [44]. Антипролиферативное действие на клетки линии Jurkat было также
описано для ADI-PEG20, выделенной из Vibrio alginolyticus [45].

Сопоставление полученных в нашей работе результатов с данными других ис-
следователей показывают, что ингибирующее пролиферацию клеток Jurkat дей-
ствие АДИ СРС S. pyogenes M49-16 было выражено слабее, если сравнивать с анти-
пролиферативными эффектами фермента, выявленными в работах других авторов.
Эти может быть прежде всего связано с тем, что ферменты, выделенные из разных
микроорганизмов, отличаются по своим биохимическим характеристикам (опти-
мум pH, удельная активность, процессивность, сродство к субстрату). Также нуж-
но учитывать некоторые методические отличия, как например, использование ре-
комбинатного белка, его коньгата с полиэтиленгликолем или фермента в составе
супернатанта разрушенных стрептококков.

Также в литературе встречается ряд исследований, в которых изучали эффекты
аргиназы или дефицитной по аргинину среды. Bernard и соавт. показали, что аргина-
за эритроцитов значительно подавляла пролиферацию клеток Jurkat за счет сниже-
ния содержание аргинина в культуральной среде. Анализ с использованием селек-
тивного ингибитора Nor-NOHA показал, что подавление активности этого фермен-
та восстанавливает пролиферацию клеток, обработанных эритроцитами [13].

В другой работе [46], изучали молекулярные механизмы нарушения функцио-
нальной активности лимфоцитов при их культивировании в дефицитной по арги-
нину среде. Было установлено, что в отсутствие аргинина происходила остановка в
фазах G0/G1 клеточного цикла активированных митогеном Jurkat. Восполнение
дефицита аминокислоты восстанавливало нормальный профиль клеточного цикла
и пролиферацию клеток. Кроме того, депривация аргинина вызывала подавление
экспрессии ряда мембранных антигенов, включая CD247, и развитие ER-стресса.
С помощью генетического и биохимического подходов было подтверждено, что
истощение аргинина также индуцировало развитие аутофагии клеток Jurkat. А ин-
гибирование аутофагии при голодании клеток приводило к развитию апоптоза
[46]. Результаты наших исследований согласуются с этими данными и показывают,
что стрептококковая АДИ за счет создания дефицита аргинина запускает в клетках
Jurkat процесс аутофагии (рис. 4), что, вероятно, спасает их от гибели, как подтвер-
ждают данные по оценке жизнеспособности (рис. 5).

В исследовании Di Marzio и соавт. изучали действие супернатантов разрушен-
ных Streptococcus thermophilus и Lactobacillus brevis, авторами было установлено, что
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после 18 ч инкубации в присутствии бактериальных факторов уровень апоптоза в
культуре клеток линии Jurkat возрастал до 86% по сравнению с 3% в контроле. Ав-
торы предположили, что апоптоз был вызван высоким уровнем активности АДИ,
которая, истощая субстрат для аргиназы, может подавлять синтез полиаминов, не-
обходимых для пролиферации клеток [47]. Однако наши эксперименты с исполь-
зованием разных методов оценки жизнеспособности клеток показали, что стреп-
тококковая АДИ не вызывала значительного усиления гибели клеток в культуре
(рис. 5).

Результаты данного исследования показывают, что стрептококковая АДИ обла-
дает потенциальным противоопухолевым действием. Под влиянием фермента про-
исходит подавление пролиферации клеток, что, вероятно, вызвано их голоданием.
При этом не наблюдается усиления гибели клеток, но происходит компенсаторное
усиление процессов аутофагии. Полученные данные подтверждает возможность
использования аргинин-гидролизующей активности стрептококкового фермента
для сочетанной терапии онкологических заболеваний.
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Arginine deprivation strategy is considered as a promising trend in cancer therapy. The
aim of the study was to investigate the influence of streptococcal arginine deiminase on
Jurkat lymphoblastic leukemia cells. The effects of the supernatants of the destroyed
streptococci of the original strain expressing arginine deiminase and its isogenic mutant
with the inactivated arcA gene were compared. Cell proliferation was evaluated in an
MTT-test. The remaining parameters were examined using flow cytometry. The cell
cycle changes were studied using DAPI dye and anti-cyclin A2 antibodies. The autopha-
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gy intensity was assessed using the LysoTracker ™ Green DND-26 reagent. To investi-
gate cell viability DAPI staining was performed. Streptococcal arginine deiminase sup-
pressed proliferative activity Jurkat lymphoblastic leukemia cells, increased the propor-
tion of cells in the G0/G1 phases, reduced S/G2 phases proportion of cells and enhanced
autophagy, without declaing viability. Arginine supplementation leveled the effects of
the enzyme. The obtained results open up the possibility of using arginine-hydrolyzing
activity of the streptococcal enzyme for combined therapy of oncological diseases.

Keywords: streptococcal arginine deiminase, Jurkat cells, proliferation, cell cycle, auto-
phagy
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Болезнь Паркинсона (БП) является прогрессирующей возрастной нейродегене-
ративной патологией центральной нервной системы, при которой происходит
избирательная потеря дофаминергических нейронов нигростриарного пути и
для которой характерно наличие специфических включений (телец Леви) в до-
фаминовых нейронах. Для изучения механизмов возникновения данной патоло-
гии и для поиска возможных путей ее коррекции созданы генетические модели
БП на мышах. Трансгенные мыши линии B6.Cg-Tg(Prnp-SNCA*A53T)23Mkle/J
(далее в тексте B6.Cg-Tg) имеют мутацию A53T в гене альфа-синуклеина челове-
ка и представляют собой модель БП. Целью данной работы было исследование
локомоторной активности и уровня тревожности, а также плотности нейронов в
головном мозге самцов мышей линии B6.Cg-Tg в возрасте шести месяцев. В ка-
честве контроля были использованы мыши C57BL/6J (дикий тип) того же пола и
возраста. Полученные результаты показывают, что для мышей B6.Cg-Tg харак-
терна высокая двигательная активность и низкая тревожность. Наряду с этим у
них было обнаружено избирательное снижение плотности нейронов в субвен-
трикулярной зоне, черной субстанции, а также зонах СА1, СА3, СА4 и грану-
лярном слое зубчатой извилины гиппокампа. Таким образом, мыши линии
B6.Cg-Tg в возрасте шести месяцев лишь частично соответствуют основным па-
тофизиологическим признакам БП, таким как снижение плотности нейронов в
черной субстанции, а также в СА1 и СА3 зонах гиппокампа. Однако при этом у
них отсутствует брадикинезия и тревожность.
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ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Паркинсона (БП) является прогрессирующей возрастной нейродегене-
ративной патологией центральной нервной системы (ЦНС), характеризующейся
избирательной потерей дофаминергических нейронов нигростриарного пути и на-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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личием специфических включений (телец Леви) в дофаминовых нейронах [1, 2].
Данное заболевание является вторым по распространенности среди нейродегене-
ративных расстройств после болезни Альцгеймера и представляет собой разновид-
ность синуклеинопатии [3, 4]. При точечной мутации A53T у людей с БП белок
альфа-синуклеин накапливается в различных отделах головного мозга [5, 6]. Обыч-
но альфа-синуклеин распределяется в пресинаптической мембране нейронов,
контролируя транспорт синаптических везикул [7]. Избыточное накопление аль-
фа-синуклеина характерно для патологических состояний, а его агрегаты распре-
деляются в телах клеток или нейритах, нарушая функционирование ядра, повре-
ждая синаптические везикулы и большинство органелл нейронов [8]. Такие изме-
нения в ЦНС приводят по мере развития БП к неконтролируемому тремору,
ригидности, нарушению двигательной активности и постуральных реакций, ко-
гнитивным расстройствам, дисфункции вегетативной нервной системы и наруше-
нию сна [9]. У пациентов с БП выделяют пять стадий развития патологии, при кото-
рых наблюдают нарушения в различных структурах головного мозга, в частности в
черной субстанции, гиппокампе, полосатом теле и префронтальной коре [10–23].
Черная субстанция является одной из структур головного мозга, которая поража-
ется к третьей стадии БП, что сопровождается чрезмерным накоплением в ее клет-
ках альфа-синуклеина и приводит к двигательным нарушениям [10, 15, 20]. К чет-
вертой стадии БП у пациентов обнаружено накопление альфа-синуклеина в СА2
зоне гиппокампа, важной структуре, отвечающей за обработку пространственной
информации, эпизодическую и социальную память [11]. Наряду с этим при БП об-
наружены нарушения в СА1 и СА3 зонах гиппокампа [18, 21, 22]. При помощи
функциональной магнитно-резонансной томографии было установлено, что в со-
стоянии покоя у людей с БП имеет место снижение спонтанной нейронной актив-
ности в префронтальной коре, а также уменьшение серого вещества в данной обла-
сти, что связывают с нарушением когнитивных функций при БП [13, 14]. Также
было показано уменьшение объема хвостатого ядра полосатого тела при БП, что
может быть признаком прогрессирования заболевания [16].

Помимо исследований на людях, БП широко изучают на токсических [24–26] и
генетических [27–36] моделях БП, созданных на мышах. Генетические модели БП
считаются надежными для изучения патогенетических механизмов развития пар-
кинсонизма [27, 28, 37, 38]. Такие модели представлены трансгенными линиями
мышей, у которых экспрессируется мутантная форма A30P и/или A53T гена альфа-
синуклеина человека [24, 27, 28].

Основными симптомами БП у мышей считают нарушения локомоторной ак-
тивности, изменение уровня тревожности и когнитивных функций, а также нару-
шения в различных структурах головного мозга, которые не полностью гомологичны
нарушениям, характерным для БП человека [24, 35, 38–41]. Трансгенные гемизи-
готные мыши линии B6.Cg-Tg(Prnp-SNCA*A53T)23Mkle/J (далее по тексту B6.Cg-Tg) с
мутацией A53T в гене альфа-синуклеина человека были созданы в Джексоновской
лаборатории (США) [42] и выбраны в качестве модели БП для нашего исследова-
ния. Мыши этой линии демонстрируют изменения локомоторной активности в
более раннем возрасте, чем мыши с мутацией A30P [28], что создает определенные
предпочтения в пользу выбора именно первой модели.

Для изучения двигательного поведения, тревожности, исследовательской актив-
ности и когнитивных способностей у мышей с симптомами БП используют тест
открытого поля (ОП), приподнятый крестообразный лабиринт (ПКЛ), ротарод,
водный тест Морриса, тесты с вращающимся стержнем и тест на распознавание
нового объекта [26, 38, 40, 41, 43, 44]. В качестве поведенческих маркеров линий
мышей, являющихся моделями БП, чаще всего выбирают двигательную актив-
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ность и уровень тревожности, хотя результаты этих работ достаточно противоречи-
вы [38–41, 45, 46].

Помимо исследования поведения, у мышей с симптомами БП при помощи ги-
стологических и иммуногистохимических методов изучали развитие нервной си-
стемы [26, 30, 44, 47]. Гиппокамп находится в центре внимания этих исследований,
поскольку изменения в гиппокампе характерны для БП и некоторых других нейро-
дегенеративных заболеваний [48–50]. В частности, в зонах СА2 и СА3 гиппокампа
обнаружены изменения как на генетической модели БП, созданной на мышах
B6.C3-Tg(Prnp-SNCA*A53T)83Vle/J (линия B6.C3-Tg), так и у людей при данной
патологии [10].

В нашей работе была исследована трансгенная линия B6.Cg-Tg, у которой экс-
прессируется мутантная форма A53T гена альфа-синуклеина человека, а также
имеется ряд биохимических и поведенческих особенностей, характерных для си-
нуклеинопатий [29, 30, 51]. Эта модель воспроизводит основные симптомы си-
нуклеинопатии, включая развивающуюся с возрастом нейродегенерацию, харак-
терную для БП [35, 37]. У мышей B6.Cg-Tg показана обонятельная дисфункция
[51]. Однако по координации движений и равновесия в тестах ротарод и подвеши-
вание на проволоке различий с контролем обнаружено не было [51]. Ранее было
показано, что мыши B6.Cg-Tg в возрасте пяти–шести месяцев отличаются повы-
шенной локомоторной активностью [52, 53]. До проведения настоящего исследо-
вания уровень тревожности у мышей линии B6.Cg-Tg в этом возрасте не оценивали.

В возрасте пяти месяцев у мышей B6.Cg-Tg была обнаружена низкая активность
аутофагии в префронтальной коре, стриатуме и черной субстанции по сравнению с
контрольными мышами C57BL/6J, а также снижение уровня тирозингидроксила-
зы в стриатуме, но не в черной субстанции [29]. Кроме того, у B6.Cg-Tg линии вы-
явлено снижение уровня мРНК Cst3 (цистатина С) в стриатуме и миндалевидном
теле по сравнению с контролем [30]. По уровню апоптоза нейронов в субвентрику-
лярной зоне различий между линиями мышей обнаружено не было, однако было
установлено снижение нейрогенеза у мышей B6.Cg-Tg [51]. Между тем плотность
нейронов в таких важных для развития БП отделах мозга, как префронтальная ко-
ра, структуры нигростриарного пути и гиппокамп на данной модели до сих пор не
изучали, хотя на сходных моделях было обнаружено уменьшение числа нейронов в
различных зонах гиппокампа, а также в черной субстанции [10, 36].

Настоящее исследование направлено 1) на анализ общей и исследовательской
активности, а также уровня тревожности; 2) на оценку плотности нейронов в пре-
фронтальной коре, CA1, CA2, CA3, СА4 областей и зубчатой извилины гиппокам-
па, хвостатого ядра полосатого тела и субвентрикулярной зоны, а также черной
субстанции у контрольных мышей C57BL/6J (дикий тип) и мышей B6.Cg-Tg (мо-
дель болезни Паркинсона).

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
В эксперименте были исследованы две линии мышей, а именно: семь самцов

B6.Cg-Tg(Prnp-SNCA*A53T)23Mkle/J (далее по тексту – B6.Cg-Tg), гемизиготные
мыши, моделирующие БП, полученные из Джексоновской лаборатории (США)
[42] и 15 самцов контрольной линии C57BL/6J (далее по тексту – C57BL). Живот-
ных содержали в SPF-виварии Института цитологии и генетики СО РАН (Новоси-
бирск, Россия) в индивидуально вентилируемых клетках OptiMice (Animal Care,
США) размером 34.3 × 29.2 × 15.5 см, при температуре 22–24°C и влажности 40–
50%, с инвертированным 12:12-часовым циклом дня–ночи (рассвет в 3 ч утра); в
качестве подстила использовали березовую щепу, фракционную для содержания
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лабораторных животных (ТУ 16.10.23-001-0084157135-2019). Животные имели по-
стоянный доступ к автоклавированному стандартизированному комбикорму для
лабораторных крыс и мышей “Дельта Фидс” ЛбК 120 Р-22, ГОСТ 34566-2019 (Био-
Про, Россия) и очищенной воде “Северянка” (Экопроект, Россия), обогащенной
минеральными добавками.

Анализ поведения
Изучение поведения проводили у семи самцов B6.Cg-Tg и 15 самцов C57BL в

возрасте шести месяцев. Общую двигательную активности и тревожность изучали
с помощью тестов открытое поле (ОП) и приподнятый крестообразный лабиринт
(ПКЛ). Каждого самца помещали в чистую, индивидуально вентилируемую клетку
за два дня до тестирования. Для устранения запахов все поверхности камер для те-
стирования очищали после каждого животного 6%-ным раствором перекиси водо-
рода. Поведение регистрировали с помощью вертикальных видеокамер и анализи-
ровали с помощью программно-аппаратного комплекса EthoVisionXT (Noldus, Ни-
дерланды).

Тест открытое поле
Тест OП традиционно используют для оценки поведенческих профилей грызу-

нов [54, 55]. Время проведения испытания с 16:00 до 18:00, что совпадало с началом
темного времени суток в комнате содержания животных (16:00), то есть в период
наибольшей активности животных. Для проведения теста использовали круглую
арену (OpenScience, Россия) диаметром 60 см из белого поливинилхлорида, огоро-
женную стенкой высотой 30 см. Продолжительность теста составляла пять минут.
Регистрировали стандартные параметры: 1) пройденное расстояние, 2) время, про-
веденное в центре, 3) время, проведенное на периферии, 4) число вертикальных
стоек и 5) число грумингов. Регистрацию поведения проводили два исследователя
вручную.

Тест приподнятый крестообразный лабиринт
Тест ПКЛ используют для оценки уровня тревожности и двигательной активно-

сти, часто в сочетании с тестом ОП [55, 56]. Лабиринт, использованный в данном
исследовании, состоял из двух открытых (25 × 5/30 × 5.5 см) и двух закрытых
(25 × 5 × 30/30 × 5.5 × 14.5 см) рукавов, разделенных центральной ареной (5 × 5 см).
Установка располагалась на высоте 50 см над поверхностью пола и освещалась
лампой накаливания (40 Вт), расположенной сверху на высоте 130 см. Продолжи-
тельность теста составляла пять минут. Регистрировали стандартные параметры:
1) доля времени нахождения в открытых и закрытых рукавах, 2) доля исследован-
ной площади в открытых и закрытых рукавах, 3) число свешиваний с рукавов и
4) число вытягиваний [55, 56].

Интракардиальная перфузия
Перфузию осуществляли через систему кровообращения для фиксации тканей

головного мозга, как описано ранее [57]. Сразу после окончания поведенческих те-
стов мышей наркотизировали, вводя им внутримышечно 75 мкл (на 10 г массы тела)
медетомидина гидрохлорида (Медитин, 1 мг/мл; Апи-Сан, Россия) и 60 мкл (на
10 г массы тела) золетила (Virbac, Франция). Далее им вводили через кровеносную
систему 30–50 мл фосфатно-солевого буфера (PBS), а затем 4%-ный раствор фор-
малина, приготовленного на PBS. После этого мозг извлекали и помещали в 30%-ный
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раствор сахарозы, приготовленный на PBS с добавлением 10% формалина, при
4°C для обезвоживания и последующей фиксации в течение следующих 2 недель,
пока фиксированный материал не опустится на дно колбы. Образцы мозга погру-
жали в Tissue-Tek O.C.T. (Sakura Finetek, США), затем замораживали и хранили
при –70°С.

Приготовление замороженных срезов мозга

По пять животных каждой из исследуемой линии были выбраны случайным об-
разом с целью гистологического анализа мозга. В соответствии с координатами ат-
ласа Paxinos и соавт. [58], делали замороженные срезы следующих областей голов-
ного мозга: 1) префронтальной коры (ПК) на расстоянии 2.46–2.22 мм от брегмы;
2) хвостатого ядра полосатого тела (ПТ) и субвентрикулярной зоны (subventricular
zone – SVZ) на расстоянии 0.74–0.26 мм от брегмы; 3) гиппокампа (области CA1,
CA2, CA3, СА4 и зубчатая извилина, dentate gyrus – DG) на расстоянии –1.46 (–1.82) мм
от брегмы; 4) черной субстанции (ЧС) на расстоянии –3.20 (–3.60) мм от брегмы.
Срезы толщиной 10 мкм готовили при –25°С на криотоме HM550 OP (Thermo Sci-
entific, США) и помещали на предметные стекла Superfrost Plus, Menzel-Glaser
(Thermo Fisher Scientific, США).

Иммуногистохимическое окрашивание

Окрашивание образцов проводили по протоколам производителей наборов с
небольшими модификациями [57]. Перед процедурой окрашивания срезы обезво-
живали с последующей регидратацией в течение пяти минут в PBS. Затем после ре-
гидратации в 10 мМ щелочно-цитратного буфера (pH 9) при 95°C на водяной бане
(TW-2.02, Elmi, Латвия) в течение 10 мин проводили индуцированную нагреванием де-
маскировку эпитопов. После этого срезы удаляли из буфера и охлаждали до ком-
натной температуры. Затем образцы трижды промывали в буфере PBS-Tween: PBS
с добавлением 0.1% Tween-20 P9416-100ML (Merck, Германия). После этого в каж-
дую секцию на 30 мин добавляли ProteinBlock (ab64226, Abcam, Великобритания) и
удаляли лишнюю жидкость в соответствии с рекомендацией производителя. После
этого добавляли 50 мкл первичного антитела и оставляли на ночь при 4°C во влаж-
ной темной камере.

Используемые концентрация антитела составляли 1:750 для anti-NeuN
(ab177487, Abcam, Великобритания). Затем срезы промывали буфером PBS-Tween,
удаляли лишнюю жидкость, добавляли 50 мкл вторичного антитела Goat Anti-Rab-
bit IgGH & LAF488 (ab150077, Abcam, Великобритания) в концентрации 1 : 650 и
оставляли во влажной среде в темной камере на два часа при 4°С. После этого об-
разцы промывали буфером PBS-Tween, удаляли излишки жидкости и монтировали
на предметные стекла в среде ProLong, Glass Antifade Mountant (Thermo P36982,
Thermo Fisher Scientific, США). После добавления антител срезы обрабатывали в
темной камере, защищенной от света.

Анализ плотности нейронов

Анализ плотности меченных антителами нейронов проводили с использованием
прямого флуоресцентного микроскопа ZEISS AxioImager 2 (Carl Zeiss, Германия)
для ПК (2/3 и 5/6 слоев), ПТ, SVZ, ЧС, а также СА1, СА2, СА3, СА4 (переходная
область между СА3 и полиморфным слоем DG) и DG (гранулярного и полиморф-
ного слоев) областей гиппокампа. Для создания поля зрения (5000 мкм2) использо-
вали программу ImageJ. Вычисляли среднее число клеток, меченных антителами в
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интересующей области с четырех срезов для каждого животного, и рассчитывали
среднюю плотность (миллионов клеток, n × 106) в объеме (мм3).

Статистический анализ
Анализ результатов проводили с использованием программы STATISTICA v. 12.0

(StatSoft, Inc., США). Все данные были проверены на нормальность с помощью те-
ста Колмогорова–Смирнова. Поведенческие параметры оценивали с помощью од-
нофакторного дисперсионного анализа с последующим апостериорным сравнением
LSD-методом Фишера. Плотность нейронов во всех исследуемых областях голов-
ного мозга сравнивали между группами по t-критерию Стьюдента. Данные пред-
ставлены в виде среднего ± стандартная ошибка среднего (m ± SEM). За уровень
значимости принимали р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Тест открытое поле
Результаты исследования мышей в тесте ОП представлены в табл. 1. Однофак-

торный ANOVA выявил эффект линии [F(1,19) = 22.813; p < 0.001] на параметр
“пройденный путь”. Post-hoc анализ при помощи Fisher LSD сравнения показал,
что самцы B6.Cg-Tg проходили большую дистанцию (p < 0.001), чем самцы C57BL.
Однофакторный ANOVA выявил эффект линии [F(1,19) = 37.59; p < 0.01] на пара-
метр число вертикальных стоек. Post-hoc Fisher LSD показал, что самцы B6.Cg-Tg
делали больше стоек (p < 0.01), чем самцы C57BL. Оба параметра свидетельствуют
о высокой локомоторной активности мышей B6.Cg-Tg линии.

Тест приподнятый крестообразный лабиринт
Данные тестирования в тесте ПКЛ представлены в табл. 2. Однофакторный

ANOVA выявил эффект линии [F(1,19) = 4.7674; p < 0.05] на пройденный путь. Post-hoc
Fisher LSD показал, что самцы B6.Cg-Tg проходили большую дистанцию (p < 0.05),
чем самцы C57BL. Однофакторный ANOVA выявил эффект линии [F(1,19) =
= 10.822; p < 0.01] на время, проведенное в открытых рукавах. Post-hoc Fisher LSD
показал, что самцы B6.Cg-Tg дольше находились в открытых рукавах (p < 0.01), чем

Таблица 1. Поведение в тесте открытое поле самцов мышей C57BL и B6.Cg-Tg в возрасте ше-
сти месяцев

Параметры
Группа

F, p
C57BL B6.Cg-Tg

Пройденный путь, см 2365.3 ± 182.5 3956.8 ± 300.1 F(1,19) = 22.813
p = 0.0001

Время в центре, % от общего 11.0 ± 2.0 7.2 ± 1.4 F(1,19) = 1.5214
p > 0.05

Время на периферии,
% от общего

89.0 ± 2.0 92.8 ± 1.4 F(1,19) = 1.5214
p > 0.05

Число грумингов 14.0 ± 2.4 22.4 ± 8.6 F(1,19) = 1.5209
p > 0.05

Число вертикальных стоек 27.8 ± 3.2 45.0 ± 4.8 F(1,19) = 37.59
p < 0.01
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самцы C57BL. Однофакторный ANOVA выявил эффект линии [F(1,19) = 9.3112; p < 0.01]
на число выглядываний. Post-hoc Fisher LSD показал, что самцы B6.Cg-Tg выгля-
дывали из рукавов лабиринта чаше (p < 0.01), чем самцы C57BL. Однофакторный
ANOVA выявил эффект линии [F(1,19) = 7.7549; p < 0.05] на общее время выглядыва-
ний. Post-hoc Fisher LSD показал, что самцы B6.Cg-Tg дольше выглядывали из за-
крытых рукавов (p < 0.05), чем самцы C57BL. Результаты теста ПКЛ свидетельствуют о
высокой локомоторной активности и низком уровне тревожности у мышей B6.Cg-Tg
линии.

Анализ плотности нейронов
Данные по плотности нейронов в ПК (2/3 и 5/6 слоях), SVZ, ПТ и ЧС представ-

лены на рис. 1–3. Статистический анализ не выявил различий по числу нейронов в
ПК (2/3 и 5/6 слоях) и ПТ головного мозга у мышей B6.Cg-Tg и C57BL (рис. 1–2).
Однако было обнаружено уменьшение числа нейронов (p < 0.01) в SVZ у мышей
B6.Cg-Tg по сравнению с C57BL (0.28 × 106 ± 0.01 × 106 против 0.35 × 106 ± 0.02 × 106)
(рис. 2). Кроме того, статистический анализ выявил уменьшение числа нейронов
(p < 0.05) в ЧС у мышей B6.Cg-Tg группы по сравнению с контролем (0.11 × 106 ±
± 0.01×106 против 0.14 × 106 ± 0.01 × 106) (рис. 3).

Данные по плотности нейронов в СА1, СА2, СА3, СА4 и DG областях гиппокам-
па представлены на рис. 4–5. Статистический анализ выявил уменьшение числа
нейронов (p < 0.05) в СА1 области у мышей B6.Cg-Tg по сравнению с особями груп-
пы C57BL (1.09 × 106 ± 0.06 × 106 против 1.28 × 106 ± 0.03 × 106) (рис. 4). Однако в
СА2 области гиппокампа различий по числу нейронов выявлено не было (рис. 4).
Также было обнаружено уменьшение числа нейронов в СА3 (p < 0.05) и СА4 (p < 0.01)
областях гиппокампа, а также в гранулярном слое DG области (p < 0.01) у мышей
B6.Cg-Tg по сравнению с контролем (0.72 × 106 ± 0.03×106 и 0.85 × 106 ± 0.03 × 106

Таблица 2. Поведение в тесте приподнятый крестообразный лабиринт самцов мышей C57BL
и B6.Cg-Tg в возрасте шести месяцев

Параметры
Группа

F, p
C57BL B6.Cg-Tg

Пройденный путь, см 1109.9 ± 77.6 1403.5 ± 109.7 F(1,19) = 4.7674
p < 0.05

Время в закрытых рукавах,
% от общего

75.9 ± 3.3 67.6 ± 4.7 F(1,19) = 2.0883
p > 0.05

Время в центре, % от общего 11.7 ± 2.0 11.5 ± 2.8 F(1,19) = 2.2484
p > 0.05

Время в открытых рукавах,
% от общего

7.4 ± 2.4 20.9 ± 3.3 F(1,19) = 10.822
p < 0.01

Число выглядываний 8.5 ± 3,0 24.3 ± 4.2 F(1,19) = 9.3112
p < 0.01

Общее время выглядываний, с 2.8 ± 256 15.2 ± 3.6 F(1,19) = 7.7549
p < 0.05

Число вытягиваний 11.6 ± 1.3 10.4 ± 1.8 F(1,19) = 0.2698
p > 0.05

Общее время вытягиваний, с 5.2 ± 1.4 9.5 ± 2.0 F(1,19) = 3.1685
p > 0.05
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для СА3; 0.29 × 106 ± 0.01 × 106 и 0.33 × 106 ± 0.01 × 106 для СА4; 1.43 × 106 ± 0.04 × 106 и
1.62 × 106 ± 0.02 × 106 для DG) (рис. 5). Однако для полиморфного слоя DG обла-
сти не было обнаружено различий по числу нейронов у мышей B6.Cg-Tg и C57BL
(рис. 4).

Рис. 1. Плотность нейронов в префронтальной коре головного мозга (2/3 и 5/6 слои) у самцов мышей
B6.Cg-Tg и C57BL, нейроны мечены антителами против NeuN; (a) – число нейронов (в миллионах на мм3);
(b) – схематическое обозначение исследуемой области в головном мозге.
Микрофотографии срезов мозга данной области: (c–d) – C57BL (2/3 и 5/6 слои соответственно); (e–f) –
B6.Cg-Tg (2/3 и 5/6 слои соответственно).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

У мышей B6.Cg-Tg была обнаружена высокая локомоторная активность, что бы-
ло подтверждено в тестах открытое поле и приподнятый крестообразный лаби-
ринт. Наши данные согласуются с результатами, полученными ранее на мышах
этой линии [52, 53], а также на других линиях, являющихся моделями БП [46].
У мышей линии hA53T, которая также моделирует БП, двигательная активность
также была повышена по сравнению с контролем (диким типом) [46]. В то же вре-
мя некоторые исследования свидетельствуют, что в определенном возрасте двига-
тельная активность у трансгенных мышей, моделирующих БП, может быть ниже
таковой контрольных животных [38, 40, 41]. Так, у трансгенных мышей с мутацией
A53T в гене альфа-синуклеина человека наблюдается снижение двигательной ак-

Рис. 2. Плотность нейронов в субвентрикулярной зоне (subventricular zone – SVZ) и хвостатом ядре по-
лосатого тела (caudoputamen – CP), нейроны мечены антителами против NeuN; (a) – число нейронов (в
миллионах на мм3); (b) – схематическое обозначение исследуемых областей в головном мозге. 
#Микрофотографии срезов мозга данной области: (c) – C57BL; (d) – B6.Cg-Tg. ** p < 0.01.
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тивности в возрасте восьми месяцев по сравнению с контролем в тесте ОП [39–41],
как и у мышей линий SNCA [59] и A53T-a-Syn [38].

В нашем исследовании впервые изучено поведение мышей B6.Cg-Tg в тесте
ПКЛ. Результаты этого теста свидетельствуют о снижении уровня тревожности у
мышей B6.Cg-Tg. Ранее на трансгенных мышах TG hA53T SN, которые также мо-
делируют БП, наблюдали снижение уровня тревожности по сравнению с диким
типом [45]. В других работах у трансгенных мышей hA53T и A53T-a-Syn, моделиру-
ющих БП, наблюдали сложную динамику изменения уровня тревожности с воз-
растом [38, 46]. Так, в двухмесячном возрасте мыши hA53T проводили меньше вре-
мени в открытых рукавах по сравнению с мышами дикого типа, в восьмимесячном –
различий по данному параметру с контролем не наблюдали, а в 12-месячном, на-
оборот, животные данной модели БП проводили больше времени в открытых ру-
кавах по сравнению с контролем [46]. Уровень тревожности у мышей линии A53T-
a-Syn, еще одной модели БП, также становился ниже с возрастом [38]. Следует от-
метить, что на особенности поведения мышей, относящихся к моделям БП, влияет

Рис. 3. Плотность нейронов в черной субстанции (substatia nigra – SNC), нейроны мечены антителами
против NeuN; (a) – число нейронов (в миллионах на мм3); (b) – схематическое обозначение исследуе-
мой области в головном мозге.
Микрофотографии срезов мозга данной области: (c) – C57BL; (d) – B6.Cg-Tg. * p < 0.05.
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способ получения трансгенной линии, а также их гомозиготность/гетерозигот-
ность по соответствующему гену [27, 45].

Тревога и депрессивно-подобное состояние характерны для БП человека и про-
являются еще до появления двигательных симптомов [60]. Механизмы, связанные
с изменением поведения в тестах ОП и ПКЛ у мышей B6.Cg-Tg, моделирующих
данное заболевание, остаются неясными. Между тем, следует отметить, что нейро-
медиатор дофамин вовлечен в тревожно-подобное поведение [61]. У трансгенных
мышей A53T, моделирующих БП, в возрасте семи месяцев экспрессия дофамина
снижена в прилежащем ядре и полосатом теле, что может быть связано с повышен-
ной гиперактивностью, характерной для этой линии [28]. Имеются свидетельства
того, что альфа-синуклеин влияет на дофаминовые системы головного мозга через
модуляцию его выделения из нейронов [62, 63], влияя на синтез дофамина [64, 65].
Экспрессия A53T может приводить к нарушению регуляции синтеза дофамина у
трансгенных мышей, приводя к гиперактивности по механизму, который наблю-
дают у животных с нокаутом дофамина [66, 67]. Исходя из полученных в нашей ра-
боте результатов можно сделать вывод о том, что мыши B6.Cg-Tg в возрасте шести
месяцев имеют изменения в поведении, в частности повышение двигательной ак-
тивности и снижение тревожности, что нехарактерно для БП человека. Однако
можно предположить, что с возрастом поведение может поменяться, как уже было
показано для некоторых линий мышей с синуклеопатией.

В настоящей работе у мышей B6.Cg-Tg не было обнаружено изменения плотно-
сти нейронов в префронтальной коре, полосатом теле, а также в СА2 зоне и поли-
морфном слое DG области гиппокампа по сравнению с диким типом. Однако в
субвентрикулярной зоне, черной субстанции, а также СА1, СА3, СА4 зонах и гра-
нулярном слое DG областей гиппокампа у мышей B6.Cg-Tg число нейронов было
существенно ниже по сравнению с контрольной линией. У пациентов с БП также
обнаруживают нарушения в гиппокампе, в частности в СА1, СА2 и СА3 зонах [10–

Рис. 4. Плотность нейронов в СА1, СА2 и в гранулярном слое DG областей гиппокампа, нейроны мече-
ны антителами против NeuN; (a) – число нейронов (в миллионах на мм3); (e) – схематическое обозна-
чение исследуемых областей в головном мозге.
Микрофотографии срезов мозга данных областей: (b–d) – C57BL (СА1, СА2 и гранулярного слоя DG
области гиппокампа соответственно); ( f–h) – B6.Cg-Tg (СА1, СА2 и гранулярного слоя DG области
гиппокампа соответственно). * p < 0.05, ** p < 0.01.
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12, 21–23]. Роль CA1 в когнитивных нарушениях при БП была подтверждена ауто-
псией [21] и при помощи магнитно-резонансной томографии [22]. Было показано
снижение объемов СА2–СА3 зон и эпизодической памяти при БП [23]. Снижение
числа нейронов в SVZ и ЧС головного мозга у мышей B6.Cg-Tg может быть связано
со снижением уровня нейрогенеза в субвентрикулярной зоне, что было подтвер-
ждено экспериментально на данной линии [51], либо с обнаруженным у них низ-
ким уровнем аутофагии в черной субстанции [29]. Деградация нейронов в данной
области головного мозга было отмечено также у мышей линии Pitx3-A53Tα-Syn,
являющейся трансгенной моделью БП [36], и характерно для болезни Паркинсона
у людей [15, 20].

Наблюдаемое нами снижение общей плотности нейронов в СА3 области гип-
покампа может быть связано с повышенной экспрессией альфа-синуклеина и
уменьшением числа соматостатин-позитивных нейронов в данной области, что
было показано на мышах трансгенной линии B6.C3-Tg [10], которая очень похо-
жа на изучаемую нами модель БП. Снижение плотности кальретинин- и каль-
биндин-позитивных нейронов обнаружено у мышей B6.C3-Tg в СА1 зоне, а также
кальретинин-позитивных нейронов в гранулярном слое DG области гиппокампа
[10]. Именно в этих областях нами было обнаружено снижение общего числа ней-
ронов у мышей линии B6.Cg-Tg.

Особый интерес представляет СА4 область гиппокампа, в которой у мышей был
обнаружен уникальный набор нейронов, отличный от соседних областей гиппо-
кампа [68]. Данная зона представляет собой структуру между СА3 и DG областями
и состоит преимущественно из пирамидных клеток, играет важную роль в форми-
ровании ассоциативной памяти, за счет опосредованных возбуждающих и тормо-
зящих сигналов от СА3 зоны к гранулярному слою зубчатой извилины [69]. Неко-

Рис. 5. Плотность нейронов в СА3 и СА4 областях гиппокампа, нейроны мечены антителами против

NeuN; (a) – число нейронов (в миллионах на мм3); (d) – схематическое обозначение исследуемых обла-
стей в головном мозге.
Микрофотографии срезов мозга данных областей: (b, e) – СА4 область гиппокампа (C57BL и B6.Cg-Tg со-
ответственно); (c, f) – СА3 область гиппокампа (C57BL и B6.Cg-Tg соответственно). * p < 0.05, ** p < 0.01.
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торые исследователи не выделяют СА4 как отдельную область, считая ее частью
полиморфного слоя DG [69]. Однако было показано, что область СА4 у мышей от-
личается плотностью рецепторов от зон СА3 и DG; в частности, в ней наблюдали
высокие показатели экспрессии каинатных и AMPA-рецепторов [69]. Кроме того,
зона СА4 отличается более низкой плотностью катехоламинергических и бензоди-
азепиновых, но не ГАМК-А-рецепторов по сравнению с другими областями гип-
покампа [69]. Эти различия, а также функциональная специфика позволяет выде-
лить CA4 в самостоятельную область гиппокампа у мышей [69]. Ранее анализ плот-
ности нейронов в СА4 области гиппокампа у мышей, моделирующих БП, не
проводили. В нашем исследовании впервые показано уменьшение плотности ней-
ронов в СА4 области гиппокампа у мышей B6.Cg-Tg.

Гиппокамп является структурой мозга, имеющей ключевое значение для разных
типов памяти [70]. На поздних этапах БП для нейронов этой структуры характерно
накопление альфа-синуклеина, что сопровождается деменцией [71, 72]. Обнару-
женное в настоящем исследовании изменение плотности нейронов в областях
СА1, СА3, СА4 и гранулярном слое зубчатой извилины гиппокампа можно рас-
сматривать как один из биомаркеров данной патологии, что показано как в нашем
исследовании на модели B6.Cg-Tg, так и частично обнаружено другими авторами
на сходной генетической модели БП, созданной на мышах [10].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе у самцов мышей B6.Cg-Tg линии было установлено повышение
локомоторной активности, снижение тревожности и уменьшение плотности ней-
ронов в субвентрикулярной зоне, черной субстанции, а также в СА1, СА3, СА4 и
гранулярном слое зубчатой извилины гиппокампа, что можно рассматривать как
биомаркеры синуклеопатии. Дальнейшие исследования будут сосредоточены на
попытках направленного воздействия в ходе пренатального развития, чтобы, в ко-
нечном итоге, обнаружить новые мишени для профилактики этой патологии.
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Analysis of Behavior and Brain Neuronal Density 
in B6.Cg-Tg(Prnp-SNCA*A53T)23Mkle/J Mice Modeling Parkinson’s Disease

I. N. Rozhkovaa, S. V. Okotruba, E. Yu. Brusentseva, T. A. Rakhmanovaa, b, 
D. A. Lebedevaa, b, V. S. Kozenevaa, b, N. V. Khotskina, and S. Ya. Amstislavskya, *

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

bNovosibirsk State University, Novosibirsk, Russia
*e-mail: amstis@yandex.ru

Parkinson’s disease (PD) is a progressive age-related neurodegenerative pathology of the
central nervous system, characterized by a selective loss of dopaminergic neurons of the
nigrostriatal pathway and by the presence of specific inclusions (Lewy bodies) in dopa-
mine neurons. To study the mechanisms of this pathology and to search for possible
ways to correct it, genetic models of PD in mice have been created. Transgenic mice of
the B6.Cg-Tg(Prnp-SNCA*A53T)23Mkle/J strain (referred as B6.Cg-Tg further in the
text) represent a model of PD, have the A53T mutation in the human alpha-synuclein
gene. The aim of this work was to study the locomotor activity and the level of anxiety, as
well as the density of neurons in the brain of male B6.Cg-Tg mice at the age of six
months. Wild type C57BL/6J mice of the same sex and age were used as controls. The
results of the current study demonstrate that B6.Cg-Tg mice are characterized by the
high locomotor activity and the low anxiety. Besides, a selective decrease in the density
of neurons in the subventricular zone, the substantia nigra, as well as the CA1, CA3, CA4
zones and the granular layer of the dentate gyrus of the hippocampus was observed in
these mice. Thus, mice of the B6.Cg-Tg strain at the age of six months only partially cor-
respond to the main pathophysiological signs of PD. Decrease in the density of neurons
in the substantia nigra, as well as in the CA1 and CA3 zones of the hippocampus of
B6.Cg-Tg mice resemble similar changes in PD. However, these mice demonstrated nei-
ther bradykinesia nor high level of anxiety.

Keywords: mice, C57BL/6J, B6.Cg-Tg(Prnp-SNCA*A53T)23Mkle/J, Parkinson’s dis-
ease, locomotor activity, anxiety, brain, neuronal density
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У людей с хронической болезнью почек часто развиваются сердечно-сосудистые
осложнения, среди которых отмечаются эндотелиальная дисфункция, артери-
альная гипертензия и атеросклероз. Целью данной работы было провести срав-
нительный анализ реактивности сосудов микроциркуляторного русла (МЦР) ко-
жи, оцененной методом лазерной допплеровской флоуметрии и брыжеечных ар-
терий у крыс с резекцией 5/6 массы почек. Крысы Wistar были разделены на две
группы: животным NE-группы (n = 15) удаляли 5/6 массы ткани почек, кон-
трольным животным SO-группы (n = 15) выполняли ложную операцию. Через
8 нед. проводили оценку реактивности микрососудов кожи крыс на ионофорез
ацетилхолина (ACh) и нитропруссида натрия (NP). Через неделю у крыс в усло-
виях in vivo оценивали влияние нефрэктомии на реактивность предварительно
сокращенных фенилэфрином брыжеечных артерий при действии агонистов, ис-
пользуя микрофото- и видеорегистрацию диаметра. Показано, что нефрэктомия
не влияет на среднюю величину перфузии в коже крыс в покое, однако изменяет
структуру частотного диапазона спектра колебаний показателя МЦР, повышая
величину эндотелиального, нейрогенного и миогенного тонуса. NE приводит к
развитию эндотелиальной дисфункции брыжеечных артерий и сосудов МЦР ко-
жи, которая выражается в снижении реактивности на действие эндотелий-зави-
симого (ACh) и независимого от эндотелия (NP) вазодилататоров. Таким обра-
зом, развитие экспериментальной дисфункции почек приводит к изменениям
спектральных составляющих флуктуаций показателя МЦР в коже, указываю-
щим на повышение тонических влияний различного генеза на сосуды. Нефрэкто-
мия сопровождается снижением реактивности микрососудов кожи и брыжеечных
артерий, однако корреляции между увеличением показателя МЦР и амплитудой
релаксации брыжеечных артерий при действии вазодилататорных агонистов на
данном сроке наблюдения отсутствуют.

Ключевые слова: хроническая болезнь почек, лазерная Допплеровская флуометрия,
вазодилатация, эндотелий, брыжеечная артерия, микроциркуляция
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ВВЕДЕНИЕ

У людей с хронической болезнью почек (ХБП) высока вероятность развития
сердечно-сосудистых заболеваний. Дисфункция почек может приводить к разви-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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тию патологических изменений сердца, в частности к усилению гипертрофии ле-
вого желудочка, диастолической дисфункции, миокардиальному фиброзу [1].
Установлено, что у людей с нарушением почечной функции риск развития ишеми-
ческой болезни сердца (ИБС) на 40–50% выше, чем у пациентов с отсутствием за-
болеваний почек [2]. Общепринятые факторы риска атеросклероза, такие как гипер-
холестеринемия, артериальная гипертензия, сахарный диабет, гипергомоцистеине-
мия, считают причиной формирования дисфункции эндотелия при патологии почек
[3, 4]. Атеросклероз и его проявления в коронарных артериях являются ключевым
связующим звеном между ХБП и сердечно-сосудистой заболеваемостью и смертно-
стью, однако патофизиологические механизмы изменений функционального со-
стояния сосудов, связанных с ХБП, до конца не изучены. ХБП способствует разви-
тию атеросклероза и ИБС, индуцируя повреждение эндотелиальных клеток [5], а
также запускает хронические сосудистые воспалительные процессы, что отражает-
ся увеличением маркеров воспаления в крови пациентов [6–8]. Было показано, что
повышенные уровни воспалительных биомаркеров, таких как С-реактивный бе-
лок, интерлейкин-6 или фактор некроза опухоли, связаны с высоким риском ин-
фаркта миокарда у пациентов со снижением функции почек [9, 10].

Эндотелий участвует в регуляции тонуса кровеносных сосудов посредством вы-
работки биологически активных веществ, которые по своему действию делятся на
вазодилататоры и вазоконстрикторы. Чтобы контролировать сосудистый тонус,
эндотелий синтезирует и высвобождает сосудорасширяющий оксид азота (NO) из
аминокислоты L-аргинин. Кроме того, NO играет важную роль в регуляции про-
ницаемости сосудов, адгезии лейкоцитов и пролиферации гладкомышечных кле-
ток [11, 12]. Показано, что при ХБП эндотелиальная дисфункция развивается в
ранние сроки и характеризуется снижением биодоступности NO [13, 14], обуслов-
ленном, в частности, снижением синтеза NO вследствие инактивации эндотели-
альной NO-синтазы (eNOS) и дефицита L-аргинина [15].

Важными медиаторами эндотелиальной дисфункции при ХБП являются уреми-
ческие токсины, такие как асимметричный диметиларгинин (АДМА) и индоксил-
сульфат, накапливающиеся у пациентов при снижении функции почек. Эндотели-
альные клетки являются источником АДМА, и его образование повышается в при-
сутствии высоких концентраций метионина или гомоцистеина [16]. АДМА нарушает
функцию эндотелия путем конкурентного ингибирования eNOS и тесно связан с на-
личием ИБС при ХБП [17]. Повышенные уровни АДМА у больных ХБП могут мо-
дулировать их атерогенный профиль и способствовать прогрессированию заболе-
вания почек [16, 18]. Имеющиеся в настоящее время данные позволяют полагать,
что роль уремических токсинов может также распространяться на участие в слож-
ных взаимоотношениях сердца и почек в качестве медиатора эндотелиальной дис-
функции. Таким образом, причинами эндотелиальной дисфункции у больных
ХБП могут являться: накопление уремических токсинов, оксидативный стресс,
дислипидемия, ингибирование eNОS повышенной продукцией асимметричного
диметиларгинина, артериальная гипертензия [19, 20].

Таким образом, несмотря на то, что в последние годы были выявлены различ-
ные потенциальные патофизиологические механизмы эндотелиальной дисфунк-
ции при ХБП, многие детали остаются неизвестными. Дальнейшее изучение моле-
кулярных механизмов, участвующих в этом сложном процессе, имеет решающее
значение для разработки новых терапевтических подходов.

В клинической практике для оценки состояния сосудов часто используют метод
лазерной допплеровской флуометрии (ЛДФ) [21, 22], позволяющий регистриро-
вать изменения потока крови в микроциркуляторном русле [23]. Применяют метод
ЛДФ и в экспериментальных исследованиях [24]. По состоянию микроциркуля-
торного русла (МЦР) делают заключение о развитии нарушений регуляции тонуса
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сосудов [25, 26]. Принято считать, что сосуды МЦР кожи по своим механизмам
функционирования сходны с сосудами большего диаметра, и по изменению пара-
метров ЛДФ можно судить о степени эндотелиальной дисфункции в крупных ре-
зистивных сосудах [27–29]. При этом наиболее информативными являются иссле-
дования динамики ЛДФ-параметров кожного кровотока у человека при проведе-
нии функциональных проб, например, постокклюзионной реактивной гиперемии.
В нашем исследовании мы оценивали параметры МЦР кожи до и после проведения
ионофореза вазодилатирующих агентов - ацетилхолина (ACh) и нитропруссида (NP).

Необходимо отметить, что в настоящее время имеются единичные данные об
изменении реактивности МЦР кожи у пациентов с дисфункцией почек [30]. При
асимптомной протеинурии было выявлено снижение вазодилататорной реакции
на ACh, введенный в кожу ионофорезом. Умеренно увеличенное содержание С-ре-
активного белка коррелировало с эндотелиальной дисфункцией сосудов кожи [31].
Учитывая универсальность механизмов регуляции тонуса сосудов, можно предпо-
ложить, что изменения функционального состояния сосудов МЦР может быть
сходным с сосудами других бассейнов.

Однако вопрос о том, насколько по изменению реактивности сосудов МЦР кожи
можно судить об изменении функционального состояния более крупных сосудов, тре-
бует дальнейшего решения [28]. В частности, это относится и к оценке сердечно-
сосудистых осложнений у больных с нарушением функции почек. Существенный
вклад в решение данной проблемы может внести оценка функционального состоя-
ния крупных сосудов и сосудов МЦР кожи у одного и того же животного при экс-
периментальном моделировании ХБП. Известно, что регуляция сосудистого тонуса
осуществляется несколькими механизмами, эффективность которых различается в
зависимости от диаметра и типа сосуда. Наши предыдущие исследования (in vitro)
на изолированных сегментах крупных сосудов крыс с экспериментальным умень-
шением количества функционирующих нефронов показали развитие эндотелиаль-
ной дисфункции, проявляющейся, в частности, в снижении ACh-индуцируемой
дилатации колец аорты и верхней брыжеечной артерии [32]. В данном исследова-
нии основное внимание уделено оценке реактивности более мелких брыжеечных
артерий 2–3 порядка, регуляторные механизмы которых обладают большей схоже-
стью с сосудами МЦР кожи. Кроме того, был выбран режим in vivo, при котором
сохраняется естественный кровоток по исследуемому сосуду.

Таким образом, целью данной работы было провести сравнительный анализ ре-
активности сосудов МЦР кожи, исследованной с помощью ЛДФ, и брыжеечных
артерий в условиях in vivo у крыс с резекцией 5/6 массы почек.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты выполнены на половозрелых самцах крыс стока Wistar (Центр коллек-
тивного пользования “Биоколлекция” Института физиологии им. И.П. Павлова РАН),
исходной массой 280–320 г. Крысы были случайным образом распределены на
2 группы.

Для создания экспериментальной дисфункции почек животным первой группы
(n = 15) удаляли 5/6 массы ткани почек (5/6 NE). Операцию выполняли в два этапа
с интервалом в одну неделю. На первом этапе осуществляли резекцию 2/3 части
левой почки, на втором – полностью удаляли правую почку. Вторую (контроль-
ную) группу составляли ложнооперированные (SO) крысы (n = 15). Во время про-
ведения ложной операции выполняли хирургические манипуляции, аналогичные
нефрэктомии, но без удаления почечной ткани. В качестве наркоза использовали
тилетамин/золазепам (10 мг/кг, Золетил 100, Virbac Sante Animale, Франция) в ком-
плексе с ксилазин гидрохлоридом (5 мг/кг, Рометар, Bioveta, Чешская республика).
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Длительность наблюдения составила 2 месяца после второго этапа операции. Во
время эксперимента все животные получали стандартный пищевой рацион и име-
ли доступ к пище и воде ad libitum. Крыс содержали по 5 особей в клетке при темпе-
ратуре 20–22°C и световом режиме 12 ч свет/12 ч темнота.

Перед началом и окончанием эксперимента у бодрствующих животных измеряли
артериальное давление (АД) манжеточным методом на хвосте, используя электро-
манометр фирмы (ELEMA, Швеция). Среднее трех последовательных измерений
считали величиной АД. Исходное АД (систолическое) у крыс NE-группы составляло
122 ± 5 мм рт. ст., SO-группы – 120 ± 6 мм рт. ст. (р > 0.05).

Эвтаназию животных осуществляли сразу после исследования реактивности
брыжеечных артерий введением избыточной дозы наркоза, после этого отбирали
пробу крови для последующего анализа. Концентрацию мочевины в сыворотке
крови определяли на биохимическом анализаторе FURUNO-90 (Япония).

За неделю до окончания эксперимента проводили оценку кожной МЦР методом
ЛДФ с помощью анализатора лазерной микроциркуляции крови “ЛАКК-ОП”
(НПП “Лазма”, Россия). Длина волны исходящего излучения была 1064 нм, мощ-
ность лазерного излучения на выходе волоконного оптического зонда – не более
1 мВт. Калибровку “нулевого” показания проводили на специальном диске из
фторопласта, встроенном в прибор.

Для исследования МЦР крыс наркотизировали тилетамин/золазепамом (20 мг/кг,
Золетил 100, Virbac Sante Animale, Франция). Анализатор размещали на дорзо-ла-
теральной поверхности поясничной части спины крысы, с которой предварительно
удаляли шерсть и дезинфицировали. Датчик располагался свободно на поверхно-
сти кожи, не сдавливая микрососуды. При записи исходной ЛДФ место располо-
жения датчика фиксировали, чтобы стандартизировать место записи после ионо-
фореза вазоактивных агентов.

В физиологических условиях происходят постоянные изменения радиуса крове-
носных сосудов, что вызывает непрерывное колебание интенсивности общей МЦР
кожи, которое отражается в соответствующих флуктуациях регистрируемого сигнала.
Вейвлет-анализ позволяет оценить характеристики периодических составляющих
этих колебаний в различных диапазонах. В зависимости от генеза, для крыс принято
выделять 5 диапазонов спектра: 0.01–0.05 Гц – эндотелиальный, 0.15–0.4 Гц – мио-
генный, 0.05–0.15 Гц – нейрогенный, 2–5 Гц – сердечный и 0.4–2.0 Гц – дыхатель-
ный [33]. В наших экспериментах мы оценивали только эндотелиальный, нейро-
генный и миогенный диапазоны.

Для оценки функционального состояния сосудов МЦР кожи часто используют
тестовые воздействия (ионофорез вазоактивных препаратов, микродиализ) [26].
В нашем исследовании для изучения реактивности сосудов кожи были выбраны
обладающие сосудорасширяющим действием АCh (Sigma-Aldrich, США) и NP
(ICN Biomedicals, США), которые в течение 2 мин вводили в кожу методом ионо-
фореза 1%-ного раствора соответствующего вазодилататора с помощью прибора
для ионофореза “ЭЛФОР-ПРОФ” (Россия). Оценивали изменение показателей
МЦР кожи до и после действия АCh и NP.

Исследование показателей МЦР у каждой крысы выполняли в четыре этапа,
ЛДФ записывали в течение 8 мин на каждом этапе. Сначала регистрировали исход-
ную МЦР, затем проводили ионофорез АCh на этом же участке кожи, после чего
снова записывали МЦР. Аналогичный протокол использовали для исследования
реакции МЦР на NP. Зоны оценки МЦР и ионофореза для каждого агониста не
перекрывались.

По результатам ЛДФ оценивали следующие показатели. Показатель МЦР –
среднее значение амплитуды МЦР за период наблюдения, Кv – коэффициент ва-
риации амплитуды МЦР, максимальные значения колебаний перфузии в эндоте-
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лиальном (Аэ), нейрогенном (Ан) и миогенном (Ам) диапазонах. На основе полу-
ченных характеристик проводили расчет эндотелиального (ЭТ) компонента сосу-
дистого тонуса по формуле:

где ЭТ – эндотелиальный тонус, σ – среднее квадратическое отклонение показате-
ля МЦР, Р – среднее артериальное давление, Аэ – наибольшее значение амплиту-
ды колебаний перфузии в эндотелиальном диапазоне, М – среднее значение пока-
зателя МЦР.

Нейрогенный (НТ) и миогенный (МТ) тонус рассчитывали аналогично, заменяя
в формуле Аэ на соответствующие тонусу Ан или Ам.

Через неделю после ЛДФ исследовали реактивность брыжеечных артерий, оце-
нивая динамику диаметра сосудов в ответ на действие вазодилататорных агентов в усло-
виях in vivo. Для этого животных наркотизировали тилетамин/золазепамом (20 мг/ кг
массы крысы, Золетил 100, Vibrac, Франция). Через разрез стенки брюшной поло-
сти выводили петлю тонкого кишечника, расправляли и помещали в специальный
желоб, который фиксировали в термостабилизированной при температуре 37°С
камере с протекающим раствором следующего состава (ммоль/л): NaCl – 120.4;
KCl – 5.9; CaCl2 – 2.5; MgCl2 – 1.2; NaH2PO4 – 1.2; NaHCO3 – 15.5; глюкоза – 11.5.
Раствор сатурировали газовой смесью, состоящей из 95% О2 и 5% СО2, рН раствора
поддерживали на уровне 7.4. Перед тестированием сосуд 30 мин стабилизировали.
Затем проводили исследования согласно выбранному протоколу.

Для оценки эндотелийзависимой и эндотелийнезависимой вазодилатации использова-
ли введение в омывающий сосуд раствор ACh 1 × 10−5 моль/л или NP 1 × 10−6 моль/л на
фоне предварительного сокращения сосуда PE (Sigma-Aldrich, США) 1 × 10−5 моль/л.
Амплитуду дилатации выражали в процентах от амплитуды констрикции, вызван-
ной PE. Маточные растворы ACh, NP, PE готовили на основе дистиллированной
воды.

Микрофото- и видеорегистрацию брыжеечных артерий у крыс in vivo осуществ-
ляли с использованием микроскопа Биомед МС-1Т-ZOOM (Россия) и камеры
BASLER acA4600-10uc (Германия), измерение диаметра артерий выполняли в про-
грамме MultiMedia Catаlog (MMC).

Статистическую обработку полученных данных проводили в программе Statistica v.12.
Данные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего
(М ± SЕ). Для сравнения двух выборок с нормальным распределением использова-
ли однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA). В случае распределения ва-
риант в выборке, отличном от нормального, при сравнении двух независимых
групп применяли U-критерий Манна–Уитни. Различия считали статистически
значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проведенные исследования показали, что через 2 мес. у нефрэктомированных
крыс уровень мочевины крови повышался и составлял 14.2 ± 0.9 ммоль/л по срав-
нению с контролем (4.9 ± 0.6 ммоль/л, р < 0.001). У животных с уменьшением коли-
чества функционирующих нефронов наблюдался также подъем уровня систоличе-
ского АД (в NE-группе – 152 ± 9 мм рт. ст.; в контрольной группе – 127 ± 8 мм рт. ст.,
р < 0.001).

На первом этапе исследования была проведена оценка реактивности сосудов
МЦР кожи крыс. Анализ исходных ЛДФ-грамм показал, что среднее значение по-
казателя МЦР у крыс после нефрэктомии значимо не отличалось от показателя у

( ) ( )= σЭТ АэМ ,Р
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контрольных животных (рис. 1), можно лишь отметить некоторую тенденцию к его
снижению, oднако Кv был на 9.4% ниже, чем в контрольной группе.

С помощью Вейвлет-анализа спектральных составляющих колебаний показате-
ля МРЦ выявлено, что уменьшение количества функционирующих нефронов при-
водит к снижению осцилляций перфузии во всех трех исследованных диапазонах:
максимальная амплитуда колебаний показателя МЦР снижалась на 26.7% – в эн-
дотелиальном, на 26.4% – в нейрогенном и на 29.4% – в миогенном диапазонах
спектра (рис. 2а). Рассчитанные показатели ЭТ, НТ и МТ сосудов кожи крыс, под-
вергнутых NE, отличались от животных SO-группы (рис. 2b). Величина ЭТ у крыс
после удаления 5/6 массы ткани почек была выше аналогичного показателя кон-
трольных животных на 53.1%, НТ – на 43.8%, МТ – на 25.5%.

Для оценки реактивности сосудов МЦР кожи крыс проводили регистрацию
ЛДФ-граммы после ионофореза AСh. Эксперименты показали, что показатель
перфузии после введения AСh у NE-крыс оказался в среднем на 18.1% ниже, чем в
контрольной группе (рис. 3а), при этом его увеличение у животных после нефрэк-
томии составляло 37.7 ± 4.4% от исходного показателя МЦР, а у контрольных –
58.9 ± 4.2% (р < 0.001). Кроме того, у NE-крыс ионофорез AСh вызвал снижение Кv
на 18.7 ± 7.7% по сравнению с исходным значением, тогда как у SО-животных Кv
увеличился на 49.3 ± 7.4% по сравнению с величиной до ионофореза.

Проведение ионофореза NP также вызывало увеличение показателя МЦР кожи.
Однако реактивность на NP различалась у крыс исследованных групп (рис. 3b).
Так, величина показателя МЦР при действии NP у животных после нефрэктомии
оказалась на 8.4% меньше, чем у SO-животных (р < 0.05), при этом NP у NE-крыс
вызвал увеличение показателя микроциркуляции на 47.4 ± 4.7% от исходного уров-
ня, а у животных SO-группы – на 62.7 ± 3.2% – (р < 0.01). Изменение Кv после
ионофореза NP было аналогичным у крыс обоих групп, Кv снижался на 19.3 ± 3.4%
у животных NE-группы, на 23.1 ± 8.9% у SO-крыс.

Рис. 1. Влияние нефрэктомии на микроциркуляцию кожи крыс. По оси абсцисс – характеристики мик-
роциркуляции: М – среднее значение показателя микроциркуляции, Кv – коэффициент вариации ам-
плитуды МЦР; по оси ординат – показатель микроциркуляции, PU – перфузионные единицы. Экспе-
риментальные группы: SO – ложнооперированные крысы, 5/6 NE – крысы после удаления 5/6 массы
действующих нефронов. Данные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка. р –
значимость различий между группами.
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На втором этапе исследования (через 5–6 дней после ЛДФ) изучали влияние NE
на величину дилатации предварительно сокращенных PE брыжеечных артерий
крыс при действии тех же сосудорасширяющих агонистов – AСh и NP, что и при
регистрации показателя перфузии МЦР кожи. Однако сначала оценивали кон-
стрикторные ответы на PE у животных разных групп, поскольку для стандартиза-
ции измерений амплитуду релаксации принято выражать в процентах от величины
сокращения сосуда при действии PE. Анализ полученных результатов показал, что
на данном сроке эксперимента NE не оказывала влияния на величину вызванной
PE констрикции брыжеечных артерий крыс: у животных с NE амплитуда кон-

Рис. 2. Влияние нефрэктомии на эндотелиальный, нейрогенный и миогенный компоненты тонуса со-
судов микроциркуляторного русла кожи крыс. (а): по оси абсцисс – диапазон колебаний (Аe – эндоте-
лиальная, An – нейрогенная, Am – миогенная частотная составляющая спектра), по оси ординат – мак-
симальная амплитуда колебаний показателя микроциркуляции, PU – перфузионные единицы. (b): по
оси абсцисс – диапазон ЕТ (эндотелиального), NT (нейрогенного) и МТ (миогенного) тонуса; по оси
ординат – величина тонуса, усл. ед. Экспериментальные группы: SO – ложнооперированные крысы,
5/6 NE – крысы после удаления 5/6 массы действующих нефронов. Данные представлены в виде сред-
него значения ± стандартная ошибка. р – значимость различий между группами.
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стрикции составляла 63.1 ± 5.4%, у животных SO-группы – 63.9 ± 4.8% (p > 0.05) от
исходного диаметра сосудов.

Действие AСh в концентрации 1 × 10−5 моль/л на предварительно сокращенные
PE сосуды вызывало их релаксацию, величина которой различалась у крыс иссле-
дуемых групп (рис. 4). Нефрэктомия приводила к снижению реактивности сосудов –
амплитуда AСh-индуцированной дилатации брыжеечных артерий крыс данной
группы была в среднем на 32.5% меньше, чем в контроле.

Для оценки реактивности брыжеечных артерий на различные концентрации
AСh было проведено исследование кумулятивного эффекта ступенчатого повыше-
ния концентрации в пределах 1 × 10−10 моль/л–1 × 10−5 моль/л. Результаты показа-
ли, что NE приводит к значительному снижению дилататорной реакции на AСh
по сравнению с SO-группой: уже при концентрации 1 × 10−8 моль/л релаксация
была значимо ниже, а при повышении концентрации AСh эта разница усилива-
лась (рис. 5a).

Подсчет площади под кривой для AСh показал, что общая реактивность брыже-
ечных артерий у животных с дисфункцией почек была в среднем в 2 раза меньше,
чем у контрольных крыс (рис. 5b).

Нефрэктомия также вызывала ослабление дилатации брыжеечных артерий в от-
вет на действие NP (рис. 4b). Введение NP в омывающий раствор приводило к ва-
зодилатации, при этом амплитуда релаксации артерий крыс после нефрэктомии
была в среднем на 42.2% меньше, чем у SO животных.

Сравнение двух характеристик реактивности сосудов: амплитуды АХ-индуциро-
ванной дилатации брыжеечной артерии и степени увеличения показателя перфу-
зии кожи после ионофореза АХ, полученных для каждой крысы, не выявило зна-
чимых корреляционных зависимостей (r = –0.38).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Проведенные исследования показали, что через 2 мес. после удаления 5/6 массы
почек у крыс развивалась уремия, сопровождающаяся изменениями сосудистой

Рис. 3. Влияние нефрэктомии на реактивность сосудов микроциркуляторного русла кожи крыc. Сред-
нее значение показателя микроциркуляции (М) и коэффициент вариации (Кv) амплитуды МЦР после
ионофореза ацетилхолина (а) и нитропруссида натрия (b). По оси ординат – показатель микроциркуля-
ции, PU – перфузионные единицы. Экспериментальные группы: SO – ложнооперированные крысы,
5/6 NE – крысы после удаления 5/6 массы действующих нефронов. Данные представлены в виде сред-
него значения ± стандартная ошибка. р – значимость различий между группами.
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Рис. 5. Влияние нефрэктомии на АХ-индуцированную реактивность брыжеечных артерий крыс, кумуля-
тивный эффект. (а): амплитуда дилатации предварительно сокращенных фенилэфрином (1 × 10−6 моль/л)
брыжеечных артерий при введении в омывающий раствор ацетилхолина в ступенчато повышающейся
концентрации (ACh от 1 × 10−10 до 1 × 10−5 моль/л). По оси ординат – амплитуда релаксации, выра-
женная в процентах от амплитуды констрикции сосуда при действии фенилэфрина. (b): площадь под
кривой доза-эффект для ацетилхолина. По оси ординат – площадь под кривой зависимой от концен-
трации ацетилхолина амплитуды дилатации, усл. ед. Экспериментальные группы: SO – ложноопериро-
ванные крысы, 5/6 NE – крысы после удаления 5/6 массы действующих нефронов. Данные представле-
ны в виде среднего значения ± стандартная ошибка. Значимость различий между группами: * – р < 0.05,
*** – р < 0.001.
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Рис. 4. Влияние нефрэктомии на реактивность брыжеечных артерий крыс. Амплитуда дилатации пред-
варительно сокращенных фенилэфрином (1 × 10−6 моль/л) брыжеечных артерий при введении в омы-
вающий раствор: ацетилхолина (ACh, 1 × 10−5 моль/л) и нитропруссида натрия (NP, 1 × 10−6 моль/л).
По оси ординат – амплитуда релаксации, выраженная в процентах от амплитуды констрикции сосуда
при действии фенилэфрина. Экспериментальные группы: SO – ложнооперированные крысы, 5/6 NE –
крысы после удаления 5/6 массы действующих нефронов. Данные представлены в виде среднего значе-
ния ± стандартная ошибка. р – значимость различий между группами.
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системы, в частности, подъемом уровня АД, нарушением функционального состо-
яния микрососудов кожи и брыжеечных артерий. Развитие артериальной гипер-
тензии является частым осложнением ХБП у людей [34]. Наши исследования также по-
казали подъем АД у крыс после NE. Однако, несмотря на разницу в уровне АД,
средние показатели перфузии в коже между NЕ- и SO-группами не отличались, то
есть микрососуды кожи крыс с экспериментальным уменьшением количества
функционирующих нефронов на данном сроке наблюдения поддерживали нор-
мальный уровень перфузии. При этом нефрэктомия приводила к снижению эф-
фективности регуляторных влияний на сосуды МЦР кожи, о чем свидетельствует,
в частности, статистически значимое уменьшение коэффициента вариации пока-
зателя перфузии (Kv).

Следует отметить, что кроме показателей М и Kv, характеризующих общее со-
стояние микроциркуляции, интерес представляет оценка отдельных механизмов
регуляции перфузии. Такую возможность дает вейвлет-анализ ЛДФ-граммы, кото-
рый позволяет рассмотреть параметры различных компонентов спектра, отражаю-
щих генез соответствующих флуктуаций показателя МЦР [35]. Результаты наших
исследований показали, что у крыс с дисфункцией почек происходит подавление
колебаний микроциркуляции в трех диапазонах: эндотелиальном, нейрогенном и
миогенном. Поскольку существует обратная зависимость между амплитудой коле-
баний показателя микроциркуляции и величиной тонуса в каждом спектральном
диапазоне, то, соответственно, после нефрэктомии наблюдалось увеличение рас-
четной величины ЭТ, НТ и МТ.

Принято считать, что флуктуации показателя MЦP в эндотелиальном диапазо-
не отражают в основном состояние артерий и артериол [36] и связаны с влиянием
на тонус сосудов продуцируемых эндотелием вазоактивных веществ, в основном
NO [37]. Вероятно, отмеченное в данном исследовании уменьшение амплитуды
колебаний показателя перфузии в эндотелиальном диапазоне указывает на нару-
шение NO-зависимой регуляции тонуса микрососудов кожи крыс, подвергнутых
нефрэктомии.

Величина НТ во многом определяется симпатическими влияниями на сосуды
МЦР [38]. В настоящее время также имеются экспериментальные данные, свиде-
тельствующие о том, что при нарушениях функции почек определенный вклад в
повышение уровня АД может вносить симпатикотония [39]. В связи с этим можно
предположить, что рост НТ отражает повышение симпатических регуляторных
влияний на микрососуды кожи крыс после нефрэктомии.

Механизм формирования миогенных колебаний показателя перфузии связывают с
синусоидальными колебаниями просвета артериол вследствие флуктуации пото-
ков Са2+ через мембраны гладкомышечных клеток (ГМК), опосредованной функ-
ционированием локальных пейсмеккеров [40]. Уменьшение максимальной ампли-
туды в миогенном частотном диапазоне а, следовательно, повышение МТ в покое у
крыс с дисфункцией почек свидетельствует о исходно сниженной дилатации мик-
рососудов кожи по сравнению с ложнооперированными животными.

Для оценки реактивности сосудов МЦР кожи крыс было выполнено исследова-
ние изменения показателей перфузии кожи после ионофореза ACh и NP. Проведе-
ние функциональных проб с вазоактивными агентами дает возможность оценить
эффективность механизмов, модулирующих интенсивность кровотока [41]. Наши
исследования показали сниженную реакцию на вазодилататорные агонисты у жи-
вотных после нефрэктомии: величина перфузии в коже NE-крыс после ионофоре-
за АCh увеличилась лишь на 37.7 ± 8.2%, тогда как у SO – на 58.9 ± 6.7% (р < 0.01),
после ионофореза NP – на 49.4 ± 4.5% по сравнению с 62.7 ± 5.1% – у SO (р < 0.05).
Эти результаты свидетельствуют о нарушениях функционального состояния сосу-
дов МЦР кожи крыс уже через 8 нед. после 5/6 NE и согласуются с клиническими
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исследованиями, показавшими снижение реактивности сосудов МЦР кожи на
ионофорез ACh и NP у людей с дисфункцией почек [42].

Уменьшение реактивности кожного кровотока крыс NE-группы на NP свиде-
тельствует о снижении чувствительности ГМК к NO, что ухудшает возможность
МЦР адекватно реагировать на изменение физиологических условий или действие
вазодилататоров. И действительно, в данном исследовании отмечено подавление
реакции кожных микрососудов на ACh после NE. Известно, что вазодилатация
микрососудов кожи при действии ACh осуществляется теми же путями, которые
существуют и в крупных сосудах, и опосредованы NO, простагландинами и эндо-
телиальной гиперполяризацией [43, 44]. Учитывая полученные в исследовании ре-
зультаты об изменении интенсивности кожной микроциркуляции после действия
NP, можно предположить, что одной из причин уменьшения реакции на ACh мо-
жет быть снижение чувствительности ГМК к NO. Однако наши предыдущие экс-
перименты на сегментах верхней брыжеечной артерии in vitro показали менее вы-
раженное снижение амплитуды ACh-индуцированной дилатации сосудов после
инкубации с блокатором NO-синтазы L-NAME у животных с дисфункцией почек
по сравнению с SО-группой [32]. Данные клинических исследований также демон-
стрируют, что инфузия L-NAME перед проведением функциональной пробы сни-
жает NO-зависимую вазодилатацию у людей с ХБП [34]. Вероятно, в нашем иссле-
довании подавление реакции кожных микрососудов на ACh также частично может
быть обусловлено снижением продукции NO эндотелием. Учитывая наши преды-
дущие исследования in vitro, выявившие снижение эффективности механизма эн-
дотелиальной гиперполяризации в верхней брыжеечной артерии у крыс после
нефрэктомии [32], нельзя исключать возможность подавления данного механизма
релаксации и для микрососудов кожи.

Таким образом, результаты исследования кожного кровотока методом ЛДФ по-
казали, что уменьшение количества функционирующих нефронов на данном сроке на-
блюдения не вызывает изменения базового уровня перфузии в коже крыс, однако
приводит к подавлению реактивности сосудов МЦР кожи на вазодилататорные
воздействия.

У экспериментальных животных также была проведена оценка реактивности
более крупных резистивных сосудов на вазодилататорные стимулы. Результаты по-
казали, что, несмотря на рост АД, нефрэктомия не изменяла реактивность брыже-
ечных артерий к вазоконстрикторным стимулам: амплитуда вызванных РЕ сокра-
щений сосудов крыс NE- и SO-групп не различались. В то же время у крыс с дис-
функцией почек наблюдались изменения в реакциях брыжеечных артерий in vivo
на вазодилататорные агонисты. Так, у животных, подвергнутых нефрэктомии, бы-
ла значительно подавлена реакция артерий на действие NP и ACh. Учитывая, что
NP-индуцированная дилатация не зависит от синтеза NO эндотелием, а концен-
трация введенного в ванночку с сосудом NP была одинаковой в обеих группах, то
снижение реакции на NP сосудов крыс после нефрэктомии может быть связано с
нарушением процессов внутриклеточной сигнализации в ГМК, отвечающей за ди-
лататорное действие NO. Возможность влияния нефрэктомии на связанный с рас-
творимой гуанилатциклазой (рГЦ) путь была показана в экспериментах in vivo, где
авторы выявили инверсию ответа мелких пиальных артерий на ACh (с вазодилата-
ции на вазоконстрикцию) у NE-крыс после блокады рГЦ метиленовым синим [45].
В нашем исследовании уменьшение почечной массы приводило к подавлению
ACh-индуцированной дилатации брыжеечных артерий, при этом амплитуда релак-
сации при действии ACh в концентрации 10–5 моль/л у животных NЕ-группы была
на 25.2% меньше, чем у SO-крыс.

Известно, что эндотелий-зависимая ACh-индуцированная вазодилатация опо-
средуется взаимодействием трех основных механизмов: связанных с NO, проста-
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гландинами и эндотелиальным гиперполяризующим фактором [46]. Наши преды-
дущие исследования на сосудах в условиях in vitro показали, что снижение вызванной АХ
релаксации верхней брыжеечной артерии происходило вследствие нарушения био-
доступности NO (уменьшения синтеза NO-синтазой и снижения чувствительности
ГМК к NO), а также меньшей эффективностью механизма эндотелиальной гипер-
поляризации [32]. Сходные изменения в реактивности сосудов в условиях in vivo и
in vitro позволяют предположить, что нефрэктомия приводит к угнетению ACh-ин-
дуцированной вазодилатации брыжеечных артерий 2–3-го порядка вследствие по-
вреждения как NO-зависимого механизма, так и механизма эндотелиальной ги-
перполяризации. Тонус более мелких сосудов МЦР кожи регулируется теми же ме-
ханизмами, которые характерны для крупных артерий, но выраженность этих
влияний может варьировать в зависимости от величины сосуда и его расположе-
ния. Вероятно, что различия в выраженности реакции на ACh между более круп-
ными сосудами и микрососудами кожи определяются отличием в эффективности
отдельных механизмов вазодилатации в ответ на действие агонистов. Следует под-
черкнуть, что функциональное состояние сосудов МЦР крыс после нефрэктомии
позволяет поддерживать нормальный уровень перфузии в коже в покое, однако
при проведении функциональных и фармакологических проб признаки эндотели-
альной дисфункции становятся очевидными.

Причина развития эндотелиальной дисфункции после нефрэктомии может
быть связана с действием на эндотелий и ГМК образующихся при ХБП метаболи-
тов, уремических токсинов, активных форм кислорода [34]. В частности, показано,
что у пациентов с ХБП продукция эндотелием NO значительно снижается при по-
вышении уровня АДМА [16, 18], а также гомоцистеина [47]. Кроме того, у людей с
нарушением функции почек значительно усиливается окислительный стресс, при-
водящий к избыточному образованию активных форм кислорода и дефициту анти-
оксидантов [34], что считается одним из факторов риска развития нарушений сер-
дечно-сосудистой системы.

К сожалению, нам не удалось подтвердить предположение о том, что реактив-
ность сосудов МЦР в количественном отношении отражает функциональное со-
стояние более крупных резистивных сосудов. Сравнение амплитуды ACh-индуци-
рованной вазодилатации брыжеечных артерий и степени повышения показателя
МЦР кожи после ионофореза NP или ACh не выявило значимой корреляционной
зависимости. Причиной различной выраженности реакции на ACh крупных и мел-
ких сосудов могут быть как индивидуальные особенности в строении сосудистого
русла кожи и исходном диаметре взятых в исследование брыжеечных артерий, так
и степени участия различных механизмов вазодилатации в сосудах разных типов.
Так, показано, что в крупных артериях эндотелий-зависимая вазодилатация осу-
ществляется в основном NO-зависимым путем, а при уменьшении диаметра сосу-
дов возрастает роль механизма эндотелиальной гиперполяризации [48].

Таким образом, проведенные эксперименты показали, что удаление 5/6 массы
ткани почек у крыс Wistar через 2 месяца приводит к уремии и росту АД. Уменьше-
ние количества функционирующих нефронов на данном сроке эксперимента не
оказывает влияния на среднюю величину фоновой перфузии в коже крыс, однако
изменяет структуру частотного диапазона спектра колебаний показателя микро-
циркуляции, что отражает повышение эндотелиального, нейрогенного и миогенного
тонуса сосудов МЦР кожи. Нефрэктомия приводит к развитию эндотелиальной дис-
функции брыжеечных артерий и сосудов микроциркуляторного русла кожи, выража-
ющейся в снижении их реактивности на действие эндотелий-зависимого и незави-
симого от эндотелия вазодилататоров. Отсутствие прямой корреляции величины
ацетилхолин-индуцированной вазодилатации между брыжеечной артерией и сосу-
дами микроциркуляторного русла кожи можно объяснить индивидуальными раз-
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личиями в исходном диаметре сосудов и архитектуре сосудистой сети, а, следова-
тельно, в степени участия отдельных механизмов в вазодилатации сосудов разных
типов.
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Functional State of the Mesenteric Arteries and Vessels of the Skin Microcirculation Bed 
in Rats with Experimental Kidney Dysfunction

G. T. Ivanovaa, * and O. N. Beresnevab

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

*e-mail: ivanovagt@infran.ru

Chronic kidney disease is accompanied by cardiovascular complications, including en-
dothelial dysfunction, arterial hypertension, and atherosclerosis. The aim of this work is
to compare the reactivity of the vessels of the microcirculatory bed (MCR) of the skin,
assessed by laser Doppler f lowmetry (LDF) and mesenteric arteries in rats with resec-
tion of 5/6 of the mass of the kidneys, and to evaluate the possibility of using LDF anal-
ysis as a method that reflects the functional state of large resistive vessels. Wistar rats
were divided into two groups: animals of the NE-group (n = 15) had 5/6 of the mass of
kidney tissue removed, control animals of the SO-group (n = 15) underwent a sham op-
eration. After 8 weeks, the reactivity of rat skin microvessels to acetylcholine (ACh) and
sodium nitroprusside (NP) iontophoresis was assessed. A week later, in rats, the effect of
NE on the reactivity of mesenteric arteries preconstricted with phenylephrine was evalu-
ated in vivo using microphotographic and video recording of the diameter. It has been
shown that NE does not affect the average value of perfusion in the skin of rats at rest,
however, it changes the structure of the frequency range of the spectrum of f luctuations
in the MCR index, increasing the value of endothelial, neurogenic, and myogenic tone.
NE led to the development of endothelial dysfunction of the mesenteric arteries and
MCR vessels of the skin, which was expressed in a decrease in vascular reactivity to the
action of endothelium-dependent (ACh) and endothelium-independent (NP) vasodila-
tors. Thus, the development of experimental kidney dysfunction led to changes in the
spectral components of f luctuations in the MCR index in the skin, indicating an in-
crease in tonic effects of various genesis on the vessels. NE was accompanied by a de-
crease in the reactivity of microvessels of the skin and mesenteric arteries, however, there
was no correlation between an increase in the MCR index and dilatation of the mesen-
teric arteries under the action of vasodilator agonists.

Keywords: chronic kidney disease, laser Doppler f lowmetry, vasodilation, endothelium,
mesenteric artery, skin microcirculation
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Статья посвящена исследованию электрического ремоделирования “спортивно-
го сердца” с использованием многоканального ЭКГ-картирования для проведе-
ния более детального и информативного анализа процесса возбуждения миокар-
да, ремоделированного физическими нагрузками. Исследование электрической
активности сердца проведено от 64 униполярных электродов на поверхности
грудной клетки синхронно со стандартными отведениями от конечностей у вы-
сококвалифицированных лыжников-гонщиков (n = 15) и молодых нетрениро-
ванных мужчин (n = 19) в состоянии покоя. Измеряли амплитудно-временные и
пространственно-временные характеристики электрического поля сердца, по
характерному типу распределения областей отрицательных и положительных
потенциалов оценивали длительности деполяризации и ее отдельных фаз. На
ЭКГII определяли длительности интервалов R–R, PQ (PR), QRS, QT, QTс (по
формуле Базетта), в грудном отведении V5 – время внутреннего отклонения
(ВВОV5). У спортсменов длительности интервалов PQII, QTII, QTcII были стати-
стически значимо больше, чем у нетренированных мужчин. Анализ электриче-
ского поля сердца показал различие соотношения фаз деполяризации желудоч-
ков сердца у спортсменов и нетренированных лиц в покое. Начало деполяриза-
ции желудочков сердца и первая инверсия областей кардиопотенциалов у
спортсменов были статистически значимо раньше, чем у неспортсменов, тогда
как завершение и общая длительность периода деполяризации желудочков не
различалась. У лыжников длительность первой инверсии была значимо больше,
чем у нетренированных лиц, также показана тенденция к укорочению второго
периода стабильного расположения потенциалов на поверхности торса. Исполь-
зование поверхностного ЭКГ-картирования позволило выявить различия в про-
странственно-временной организации деполяризации желудочков сердца между
лыжниками-гонщиками и нетренированными мужчинами в покое. Результаты
исследования могут быть полезны при анализе электрического ремоделирования
сердца у спортсменов, тренирующих физическое качество выносливость.

Ключевые слова: сердце спортсмена, электрическое ремоделирование миокарда,
деполяризация желудочков, ЭКГ-картирование
DOI: 10.31857/S0869813923090054, EDN: ORUDUO

ВВЕДЕНИЕ

В результате тренировочного процесса у спортсменов происходит комплекс
морфофункциональных перестроек миокарда, обозначаемых термином “сердце

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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спортсмена” – “athlete’s heart”. Благодаря фундаментальным работам отечествен-
ных ученых (Г.Ф. Ланг, Ф.З. Меерсон, А.Г. Дембо, Л.А. Бутченко, Н.Д. Граевская и др.)
были установлены физиологические основы ремоделирования “сердца спортсме-
нов”, изучены основные механизмы стрессорной активации, воздействий эндо-
генного и экзогенного характера на миокард. На настоящий момент в теории
“спортивного сердца” не теряет актуальности вопрос разделения физиологической
адаптации сердца к нагрузкам (гипертрофия миокарда в сочетании с дилятацией
полостей желудочков), позволяющей максимально эффективно использовать ре-
сурсный потенциал сердца, и переходной формы, несбалансированного ремодели-
рования миокарда, ведущего впоследствии к дистрофическим изменениям (кар-
диомиопатия).

Ремоделирование сердца атлетов включает в себя изменение структурных ком-
понентов (геометрических показателей, массы) и его электрофизиологических
свойств [1, 2]. Процессы структурного и электрического ремоделирования идут па-
раллельно, но изменение электрической активности сердца предшествует морфологи-
ческим перестройкам, поскольку физическая нагрузка предъявляет повышенные тре-
бования к энергообеспечению кардиомиоцитов, что достигается изменением чув-
ствительности ионных каналов, их пропускной способностью, изменением
количества структурных клеточных элементов, а затем уже изменением роста и ко-
личества клеток [3, 4]. Более того, электрическое ремоделирование у спортсменов
напрямую не связано с анатомическими изменениями и подтверждается даже на
структурно нормальном сердце [5–7].

Наиболее распространенным способом оценки электрического ремоделирова-
ния сердца служит рутинная электрокардиография (ЭКГ), которая входит в число
обязательных инструментальных методов диагностики функционального состоя-
ния спортсменов и необходимым условием допуска к соревновательной деятель-
ности [8, 9]. Критерии для оценки электрического ремоделирования “спортивного
сердца” окончательно не сформированы, периодически пересматриваются, допол-
няются, разрабатываются новые [8, 10, 11]. В последнее время необходимость мас-
сового проведения рутинной ЭКГ оспаривается все чаще, поскольку нередко име-
ющиеся нарушения в работе сердца спортсменов не отражаются на электрокардио-
грамме, либо эти изменения малоспецифичны [12, 13]. Изменения, которые
происходят в период реполяризации миокарда у спортсменов многочисленны, и в
зависимости от физической нагрузки, используемой во время ЭКГ, имеют разную
выраженность, а при исследовании периода деполяризации нередко получают
ложноположительные результаты [9, 14], все это снижает диагностическую цен-
ность стандартной ЭКГ в исследовании электрического ремоделирования “спор-
тивного сердца”.

ЭКГ-картирование поверхности торса человека с использованием множества
униполярных отведений является информативным неинвазивным методом изуче-
ния электрической активности сердца [15–17]. Его очевидным преимуществом яв-
ляется возможность оценить не только амплитудные и временные, но и простран-
ственные характеристики процесса деполяризации миокарда, проследить последо-
вательность прохождения волны возбуждения в миокарде желудочков [18, 19].
Ранее мы показали, что электрическое ремоделирование миокарда у спортсменов
даже в покое отражается специфичными изменениями на электрическом поле
сердца на поверхности грудной клетки [20–22]. Исследования электрического по-
ля сердца на животных показали изменение длительностей отдельных фаз деполя-
ризации при ремоделировании миокарда вследствие гипертензии [23], при экстре-
мальных физических нагрузках [24], выявили высокую информативность многока-
нального картирования ЭКГ в диагностике нарушений начальной желудочковой
активности. Мы предполагаем, что исследование периода деполяризации желу-
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дочков при помощи многоканального ЭКГ-картирования позволит изучить элек-
трическое ремоделирование сердца спортсменов в состоянии покоя и более полно
оценить особенности электрофизиологических свойств миокарда атлетов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика объекта исследования
В обследовании приняли добровольное участие высококвалифицированные

(КМС России, МС России, МСМК России) лыжники-гонщики мужского пола
(n = 15) и молодые мужчины, не адаптированные к физической нагрузке (n = 19).
Согласно данным анамнеза, все участники на момент исследования не имели хро-
нических и сердечно-сосудистых заболеваний, не принимали лекарственные пре-
параты.

Эхокардиографическое исследование
Двумерную эхокардиографию выполняли в положении лежа на левом боку с по-

мощью сканера LOGIC P5 с датчиком 5 МГц (General Electric Co, США). Изобра-
жения сердца, полученные в М- и В-режимах в стандартном парастернальном по-
ложении по длинной оси и в четырехкамерном положении, в соответствии с
международными рекомендациями [25], использовали для измерения конечно-
диастолического размера левого желудочка (КДРЛЖ), конечно-диастолического
размера правого желудочка (КДРПЖ), толщины стенки межжелудочковой пере-
городки (ТМЖП) и толщины задней стенки левого желудочка (ТЗСЛЖ), массы
миокарда левого желудочка (ММЛЖ), индекса массы миокарда левого желудоч-
ка (ИММЛЖ).

Регистрация и анализ электрической активности сердца
Электрическую активность сердца у обследуемых лиц изучали при помощи мно-

гоканального ЭКГ-картирования на поверхности тела с использованием автомати-
зированной системы для синхронной многоканальной регистрации кардиоэлектриче-
ских потенциалов в период начальной желудочковой активности. Униполярные ЭКГ
регистрировали в положении испытуемых сидя от 64 электродов, равномерно рас-
положенных на вентральной и дорсальной сторонах торса от уровня ключиц до
нижнего края грудной клетки. Электроды были расположены в 8 рядов по 8 элек-
тродов в каждом (рис. 1а). Синхронно с туловищными записывали ЭКГ в стандарт-
ных биполярных отведениях от конечностей, в качестве референсного электрода
для униполярных отведений с поверхности торса использовали центральную тер-
миналь Вильсона. Строили эквипотенциальные моментные карты (ЭМК), отража-
ющие распределение потенциалов электрического поля сердца (ЭПС) в соответ-
ствующий момент начальной желудочковой активности на изображении поверх-
ности торса в виде прямоугольника (рис. 1b).

По ЭМК анализировали пространственную локализацию и траектории смеще-
ния максимальных положительных и отрицательных кардиоэлектрических потен-
циалов – экстремумов (максимум и минимум соответственно), а также их макси-
мальную амплитуду в период начальной желудочковой активности. При анализе
пространственно-временнóй динамики ЭПС на поверхности тела определяли время
начала и завершения деполяризации желудочков (по характерному типу распреде-
ления кардиопотенциалов), время начала и завершения первой и второй инверсий
областей кардиопотенциалов в период деполяризации желудочков. Под инверсией
понимали изменение взаимного расположения зон положительного и отрицатель-
ного кардиопотенциалов на ЭМК на поверхности торса. Временные характеристики
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(в мс) указывали относительно пика RII-зубца ЭКГ: до пика – цифры приведены
со знаком “–”, после пика – без знака. Были рассчитаны длительности обеих ин-
версий и фаз стабильного положения кардиопотенциалов на поверхности тела, об-
щая длительность деполяризации желудочков. Первая фаза стабильности кардио-
потенциалов соответствовала периоду от начала деполяризации желудочков до на-
чала первой инверсии, вторая фаза – периоду от завершения первой до начала
второй инверсии, третья фаза – от завершения второй инверсии до окончания пе-
риода деполяризации желудочков сердца на ЭМК. Дополнительно рассчитывали
время от начала деполяризации желудочков сердца до формирования нулевой ли-
нии, разграничивающей положительную и отрицательную области, выемки в форме
“седла”, что, согласно более ранним работам [26, 27], соответствовало периоду вре-
мени от начала активации миокарда желудочков до прорыва волны возбуждения на
субэпикард, и обозначается в литературе как “время эпикардиального прорыва”.

На ЭКГ во втором отведении от конечностей (ЭКГII) определяли длительности
интервалов R–R, PQ (PR), QRS, QT, по формуле Базетта вычисляли длительность
корригированного интервала QT (QTс). Для детализации периода деполяризации
левого желудочка от туловищного отведения ЭКГ, соответствующего отведению V5
традиционной ЭКГ, рассчитывали время внутреннего отклонения от начала ком-
плекса QRS до пика RII (ВВО) и сумму зубцов QRS комплекса в отведении V5 (со-
ответствует основному вектору электродвижущей силы сердца).

Статистический анализ
Статистический анализ проводили с использованием программного пакета Sta-

tistica (версия 10.0, StatSoft, США). Нормальность данных была проверена с ис-
пользованием теста Шапиро–Уилка; антропометрические данные и эхокардиогра-
фические параметры исследуемых соответствовали нормальному распределению,
показатели электрической активности сердца имели ненормальное распределение.
При нормальном распределении анализ производили при помощи параметриче-

Рис. 1. Схема расположения электродов на поверхности грудной клетки человека (a) и эквипотенциаль-
ная моментная карта распределения кардиоэлектрических потенциалов на поверхности грудной клетки
в период деполяризации желудочков сердца (b).
Условные обозначения: закрашены области положительных потенциалов. Знаки “+” и “–” на карте
обозначают локализацию положительного и отрицательного экстремумов соответственно. Под картой
указано время в мс (ms) относительно пика зубца RII, приведена ЭКГII с маркером времени (вертикаль-
ная черта), указаны максимальная амплитуда положительного (max) и отрицательного (min) кардиопо-
тенциалов в милливольтах (mV). Левая сторона карты соответсвует передней (вентральной), а правая
сторона – задней (дорсальной) сторонам грудной клетки.

�2.00 ms

(b)(a)

max: 2.45 mV
min: 1.67 mV
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ского t-теста для независимых выборок, результаты представлены в виде средней
арифметической ± стандартное отклонение (M ± SD). При распределении данных,
отличных от нормального, анализ проводили по непараметрическому критерию
Манна–Уитни, результаты представлены в виде медианы и квартилей (Me (Q1; Q3)).
Различия между выборками считали статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Обследованные лица были сопоставимы по антропометрическим показателям.
У спортсменов и неспортсменов не выявлено значимых различий в возрасте –
22.6 ± 6.0 и 19.7 ± 2.4 лет (t = –1.92, df = 32, p = 0.06), длине тела – 176.5 ± 3.8 и
177.0 ± 4.9 см (t = 0.28, df = 32, p = 0.77), массе тела – 74.7 ± 6.9 и 69.7 ± 8.4 кг
(t = ‒1.85, df = 32, p = 0.07) соответственно. Частота сердечных сокращений у лыж-
ников (62.2 ± 9.3 уд/мин) и нетренированных лиц (66.3 ± 13.7 уд/мин) в покое су-
щественно не различалась (t = 1.22, df = 32, p = 0.22).

Эхокардиографические измерения показали значимые различия между спортс-
менами и нетренированными лицами по морфометрическим параметрам сердца
(табл. 1).

Анализ ЭКГ показал, что у лыжников-гонщиков длительности интервалов PQII,
QTII, QTcII были статистически значимо больше, чем у нетренированных мужчин
(табл. 2).

Таблица 1. Морфометрические показатели сердца у обследованных спортсменов и нетрени-
рованных лиц (М ± SD)

Параметры Спортсмены
(n = 12)

Нетренированные
лица (n = 14)

Значение t-критерия
Стьюдента и достигнутого

уровня статистической
значимости

КДРЛЖ (мм) 57.4 ± 0.4 51.3 ± 0.3 t = 5.82, df = 24, p < 0.001
ТМЖП (см) 1.04 ± 0.07 0.91 ± 0.08 t = 1.74, df = 24, p < 0.001
ТЗСЛЖ (см) 0.95 ± 0.08 0.84 ± 0.11 t = 3.54, df = 24, p < 0.001
ММЛЖ (г) 241.0 ± 16.0 160.0 ± 28.2 t = 8.53, df = 24, p < 0.001
ИММЛЖ (г/м2) 128.25 ± 9.05 84.91 ± 13.9 t = 9.00, df = 24, p < 0.001

Таблица 2. Длительности ЭКГ интервалов у обследованных спортсменов и нетренирован-
ных лиц (Me (Q1; Q3))

Параметры Спортсмены
(n = 15)

Нетренированные 
лица (n = 19)

Значение критерия
Манна–Уитни и достигнутого

уровня статистической значимости

PQII, мс 188 (157; 201) 144 (136; 156) U = 0.00, Z = 4.92, p < 0.001
QRSII, мс 85 (80; 89) 94 (86; 103) U = 142.5, Z = –0.01, p = 0.98
RRII, мс 1020 (923; 1070) 934 (800; 1070) U = 117.0, Z = 0.86, p = 0.39
QTII, мс 401 (382; 423) 369 (345; 396) U = 0.00, Z = 4.92, p < 0.001
QTcII, мс 418 (397; 428) 388 (375; 404) U = 0.00, Z = 4.92, p < 0.001
ВВОV5, мс 32 (30; 36) 34 (31; 39) U = 109.5, Z = –1.12, p = 0.26
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Таблица 3. Временные характеристики электрического поля сердца у обследованных
спортсменов и нетренированных лиц (Me (Q1;Q3))

Параметры Спортсмены
(n = 15)

Нетренированные
лица

(n = 19)

Значение критерия
Манна–Уитни и достигнутого

уровня статистической
значимости

Начало формирования ЭПС,
типичного для деполяризации 
желудочков сердца, 
относительно пика RII, мс

–44.0
(–47.8; –42.0)

–39.0
(–39.5; –38.0)

U = 42.0, Z = –3.46, p < 0.001

Начало первой инверсии,
относительно пика RII, мс

–26.0
(–29.5; –23.3)

–18.0
(–21.0; –16.8)

U = 35.5, Z = –3.69, p < 0.001

Конец первой инверсии, 
относительно пика RII, мс

–5.0
(–9.3; 2.8)

–6.0
(–8.3; –4.0)

U = 128.0, Z = 0.48, p = 0.63

Начало второй инверсии,
относительно пика RII, мс

5.5
(–2.0; 7.0)

5.0
(4.3; 6.8)

U = 124.5, Z = –0.60, p = 0.54

Конец второй инверсии,
относительно пика RII, мс

19.0
(18.0; 22.0)

17.5
(17.3; 19.0)

U = 93.0, Z = 1.69, p = 0.86

Формирование паттерна “седло”, 
относительно начала активации 
миокарда, мс

38.5
(35.3; 41.5)

32.0
(31.0; 35.8)

U = 128.0, Z = 0.48, p < 0.01

Завершение ЭПС, относительно 
пика RII, мс

39.0
(34.5; 42.5)

40.0
(39.0; 43.0)

U = 106.0, Z = –1.24, p = 0.21

Пространственно-временные характеристики ЭПС

Начало деполяризации желудочков сердца по ЭМК и изменение взаимного рас-
положения зон (первая инверсия кардиопотенциалов) у спортсменов были стати-
стически значимо раньше, чем у людей контрольной группы. Временные парамет-
ры второй инверсии областей кардиопотенциалов и завершение деполяризации
желудочков у людей сравниваемых групп значимо не различались, хотя обнаружи-
лась тенденция к более позднему началу второй инверсии у спортсменов (табл. 3).

Выявлено изменение соотношения длительностей фаз деполяризации желудоч-
ков сердца у спортсменов и нетренированных лиц в покое (рис. 2).

Рис. 2. Соотношение длительностей фаз деполяризации желудочков по ЭМК у спортсменов и нетрени-
рованных лиц.
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У спортсменов длительность первой инверсии значимо меньше, чем у нетрени-
рованных лиц, также показана тенденция (p = 0.06) к укорочению второго периода
стабильного расположения кардиоэлектрических потенциалов на поверхности
торса (табл. 4).

Пространственные характеристики ЭПС

Расположение зон и экстремумов кардиоэлектрических потенциалов на ЭПС на
поверхности грудной клетки в период деполяризации желудочков в покое у лыж-
ников схоже с нетренированными лицами. Тип распределения потенциалов, ха-
рактерный для начала деполяризации желудочков, формировался на поверхности
тела до появления зубца Q (R) на ЭКГII. При этом положительный экстремум не-
большой амплитуды (0.01–0.03 мВ) регистрировали на вентральной поверхности в
районе ключицы или грудины, отрицательный экстремум располагался преимуще-
ственно дорсально (рис. 3a).

Затем зона положительных кардиопотенциалов увеличивалась, занимая всю
вентральную часть, а отрицательных потенциалов – дорсальную часть торса, при
этом амплитуды экстремумов нарастали (рис. 3b). В период восходящей части RII-
волны наблюдали первую инверсию областей кардиопотенциалов на ЭПС на по-
верхности тела – максимум смещался влево вниз по передней стороне торса, а ми-
нимум перемещался со спины под правую ключицу. Дальнейшее движение минимума
вниз вдоль грудины к области мечевидного отростка привело к прогибу отрицательной
зоны в виде “седла”, после формирования которого движение отрицательной зоны
остановилось (рис. 3c), затем следовал недолговременный период стабильного поло-
жения кардипотенциалов на поверхности торса.

В период нисходящей части RII-волны начиналась вторая инверсия положи-
тельной и отрицательной зон (рис. 3d) кардиоэлектрических потенциалов на ЭМК.
Положительная зона перемещалась на спину и через плечо на верхнюю область
груди, а зона отрицательных потенциалов распространялась по оставшейся перед-

Таблица 4. Длительности деполяризации желудочков и ее отдельных фаз по эквипотен-
циальным моментным картам у обследованных спортсменов и нетренированных лиц
(Me (Q1;Q3))

Параметры Спортсмены
(n = 15)

Нетренированные 
лица

(n = 19)

Значение критерия
Манна–Уитни
и достигнутого

уровня статистической
значимости

1 период стабильности, мс 18.0
(15.0; 23.0)

20.5
(18.8; 22.0)

U = 100.0, Z = –1.45, p = 0.14

Первая инверсия, мс 21.5
(17.0; 24.3)

13.0
(10.8; 15.0)

U = 65.0, Z = –2.67, p < 0.01

2-й период стабильности, мс 6.0
(3.0; 11.2)

12.5
(9.5; 14.3)

U = 88.0, Z = –1.87, p = 0.06

Вторая инверсия, мс 15.0
(11.5; 19.5)

13.0
(11.0; 14.3)

U = 103.00, Z = 1.35, p = 0.17

3-й период стабильности, мс 20.0
(16.3; 21.8)

23.0
(22.0; 24.8)

U = 65.5, Z = –2.65, p < 0.01

Общая длительность депо-
ляризации желудочков, мс

82.0
(77.3; 89.8)

80.5
(77.5; 81.3)

U = 117.0, Z = 0.86, p = 0.23
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Рис. 3. Репрезентативные эквипотенциальные моментные карты распределения кардиопотенциала на
поверхности грудной клетки в период начальной желудочковой активности у лыжника-гонщика (К. Е.)
и нетренированного человека (Л. А.) (a) – начало деполяризации желудочков; (b, c) – начало и заверше-
ние первой инверсии зон кардиопотенциалов соответственно; (d, e) – начало и завершение второй ин-
версии кардиопотенциалов соответственно; (f) – завершение деполяризации желудочков. Обозначения
те же, что и на рис. 1.

(b)

(a)

�39.50 ms max: 0.01 mV
min: �0.03 mV

�40.00 ms max: 0.01 mV
min: �0.06 mV

�26.50 ms max: 0.36 mV
min: �0.12 mV

�33.00 ms max: 0.20 mV
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(e)
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ней части торса. Остановка смещения областей обозначала завершение второй ин-
версии кардиопотенциалов (рис. 3e), за которой следовал третий период стабиль-
ного положения кардипотенциалов, продолжающийся вплоть до завершения деполя-
ризации миокарда желудочков. К концу деполяризации миокарда (восходящая фаза
SII-зубца) характер пространственного распределения потенциалов уже не изменялся
(рис. 3f), но существенно уменьшились амплитуды экстремумов.

Амплитудные характеристики ЭПС
Суммарная величина амплитуд Q, R, S в отведении V5 не показала статистически

значимых различий между спортсменами и людьми контрольной группы (табл. 5).
Амплитуды максимальных положительного и отрицательного экстремумов

сердца, а также сумма этих показателей у лыжников существенно не различались
по сравнению с таковыми у нетренированных лиц (табл. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

На сегодняшний день выявлены основные закономерности активации рабочего
миокарда у человека [19, 28], изучено отображение этих процессов на поверхности
грудной клетки [15, 18, 29]. Начало активации в левом желудочке происходит син-
хронно в трех областях субэндокарда, которые разрастаются и через 15–20 мс после
начала активации сливаются в одну зону, которая распространяется по межжелудоч-
ковой перегородке в направлении к верхушке сердца и от эндо- к эпикарду [28, 29].
На поверхности тела началу активации желудочков соответствует формирование
положительной зоны небольшой площади в прекордиальной области, а отрица-
тельной – в области лопатки или левой подмышки [30]. Затем максимум медленно
смещается левее и ниже, минимум быстро переходит к правому плечу, откуда спуска-
ется ниже, в область мечевидного отростка. Теперь область отрицательных потен-
циалов формирует “седло”, продавливая область положительных потенциалов в
виде ниши. У одних людей его появление совпадает с восходящей фазой R-волны
на ЭКГII, у других – с ее пиком. К моменту появления “седла” практически весь
субэндокард деполяризован [18]. После этого непродолжительное время отмечают
стабильное расположение зон, которое соответствует деполяризации основной
массы рабочего миокарда желудочков. Затем расположение областей кардиопотен-
циалов на поверхности грудной клетки вновь начинает меняться – максимум сме-
щается влево, переходя на спину, а минимум остается спереди. Эти процессы объ-
ясняют изменением направления волны возбуждения с области межжелудочковой

Таблица 5. Амплитудные характеристики периода деполяризации желудочков сердца (М ± SD)

Параметры Спортсмены
(n = 15)

Нетренированные 
лица

(n = 19)

Значение t-критерия
Стьюдента и достигнутого

уровня статистической
значимости

Амплитуда максимального по-
ложительного экстремума, мВ

1.96 ± 0.90 2.28 ± 1.01 t = –0.98, df = 32, p = 0.19

Амплитуда максимального от-
рицательного экстремума, мВ

–2.58 ± 0.95 –2.11 ± 0.57 t = –1.82, df = 32, p = 0.78

Сумма амплитуд экстремумов, 
мВ

4.54 ± 1.64 4.39 ± 1.38 t = 0.29, df = 32, p = 0.77

Сумма амплитуд зубцов ком-
плекса QRSV5, мВ

2.20 ± 0.69 2.10 ± 0.90 t = 0.35, df = 32, p = 0.73
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перегородки и верхушки сердца на свободные стенки к основаниям желудочков
[28, 30]. На ЭКГ в стандартных отведениях данный процесс соответствует нисходя-
щей фазе RS комплекса. За окончанием второй инверсии областей кардиопотен-
циалов следует третий период стабильного расположения областей потенциалов на
поверхности тела. К концу деполяризации, когда амплитуда потенциалов умень-
шается, у одних людей на поверхности торса основным максимумом остается экс-
тремум на спине, у других – подключичный положительный экстремум. В нашем
исследовании динамика распределения экстремумов и областей кардиопотенциа-
лов в течение деполяризации желудочков на поверхности торса у спортсменов бы-
ла сходной с нетренированными людьми, и у лиц обеих групп соответствовало
описанию для здорового человека.

Одними из самых показательных временных точек при оценке эквипотенциаль-
ных карт является момент изменения вектора электродвижущей силы сердца, ко-
торое проявляется на поверхности грудной клетки появлением отрицательного
экстремума на вентральной части в районе правой ключицы или плеча и формиро-
ванием прогиба нулевой изолинии в виде “седла” [18, 30]. Период от начала акти-
вации миокарда до появления феномена “седла” на ЭМК, соответствующий про-
рыву волны возбуждения на эпикард желудочков, этот показатель у спортсменов
значимо превышал таковой у нетренированных лиц. В исследованиях Segenoya и
Laski-Zachor и соавт. у практически здорового человека эпикардиальный прорыв
по данным многоканального ЭКГ происходит на 32–37-й мс от начала активации
миокарда [26, 27]. В этот временной диапазон укладываются значения формирова-
ния нулевой линией “седла” на поверхности грудной клетки у обследованных нами
лыжников и нетренированных лиц. Это позволяет заключить, что у спортсменов
основные закономерности прохождения фронтом волны возбуждения в миокарде
желудочков сохраняются.

В настоящем исследовании мы впервые показали, что в покое на фоне практи-
чески сходной продолжительности периода возбуждения желудочков соотношение
ее отдельных фаз у спортсменов и неадаптированных к физнагрузке лиц различа-
лось. Так, начало формирования ЭПС, характерного для деполяризации желудоч-
ков, и начало первой инверсии зон кардиопотенциалов у лыжников происходит
раньше, а длительность первой инверсии была продолжительнее, чем у нетренирован-
ных лиц. Также у спортсменов отметили укорочение второго (тенденция, p = 0.06) и тре-
тьего (p < 0.01) периодов стабильного расположения кардиопотенциалов на по-
верхности торса в период активации миокарда желудочков. Укорочение двух вы-
шеупомянутых фаз деполяризации желудочков у обследованных лыжников
компенсировалось значимым удлинением первой инверсии кардиопотенциалов,
поэтому в результате общая длительность возбуждения желудочков существенно
не различалась у спортсменов и нетренированных лиц. Согласно результатам пря-
мых исследований на сердце и соотнесению их с распределением кардиопотенциа-
лов на поверхности торса [15, 19, 28], первая инверсия кардиопотенциалов соответ-
ствует проведению возбуждения по проводящей системе сердца – возбуждение ос-
новной массы миокарда желудочков согласуется со вторым периодом стабильного
положения кардиопотенциалов, а возбуждение основания желудочков – с третьим
периодом стабильного положения кардиопотенциалов. Можно предположить, что
у лыжников удлинение второго и третьего периодов стабильности обусловлено
структурным ремоделированием миокарда, которое проявилось в увеличенных
размерах полостей правого и левого желудочков, величинах ММЛЖ и ИММЛЖ по
сравнению с людьми контрольной группы. Сравнительное эхокардиографическое
исследование у представителей различных спортивных дисциплин, развивающих
физическое качество выносливость, показало, что у лыжников-гонщиков процесс
гипертрофии миокарда идет параллельно с дилатацией полостей желудочков, по-
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этому увеличение размеров сердца влечет за собой рост массы миокарда и индекса
массы миокарда левого желудочка, достигающих у лыжников рекордных показате-
лей среди других видов спорта [31]. Сумма амплитуд комплекса QRS лежит в основе
ЭКГ-критериев при оценке гипертрофии миокарда желудочков, и у спортсменов,
развивающих выносливость, показаны наибольшие значения этого показателя сре-
ди спортивной популяции [32]. Сумма амплитуд экстремумов электрического поля
сердца также рассчитывается для оценки вольтажного размаха фронта волны депо-
ляризации и используется как критерий оценки функционального состояния мио-
карда при физической нагрузке [33]. Наше исследование показало, что, несмотря
на значимо большие морфометрические показатели левого желудочка сердца, ам-
плитуды зубцов QRS комплекса и амплитуды экстремумов электрического поля
сердца существенно не различались между спортсменами и нетренированными
людьми. Вероятно, увеличение размеров сердца на фоне сохранения толщин сте-
нок и межжелудочковой перегородки в диапазоне значений для здорового челове-
ка [25] у обследованных лыжников отразилось в изменении преимущественно вре-
менных, а не амплитудных характеристик электрического поля сердца.

При анализе стандартной ЭКГ в период деполяризации желудочков не выявлено
различий в длительности QRSII комплекса и периода деполяризации желудочков
по ЭМК между атлетами и неспортсменами. Также не различались между группа-
ми значения ВВОV5, которые у всех участников нашего исследования находились в
пределах референсных значений для здорового человека [34]. Поскольку увеличе-
ние продолжительности ВВОV6 характеризует замедление прохождения волны воз-
буждения в левом желудочке [35], можно заключить, что по данным традиционной
ЭКГ временная структура периода деполяризации желудочков у обследованных
спортсменов и неспортсменов не различалась. Таким образом, использование об-
щепринятых критериев оценки процесса деполяризации при помощи традицион-
ной ЭКГ не показало различий длительности отдельных фаз периода возбуждения
желудочков между тренированными и нетренированными лицами

Итак, в представленной работе впервые показан электрокардиотопографиче-
ский анализ электрического поля сердца у лыжников-гонщиков и нетренирован-
ных людей в покое. Выявленное изменение пространственно-временной структу-
ры процесса деполяризации желудочков сердца у спортсменов подтверждает элек-
трическое ремоделирование миокарда, не выявленное традиционным методом
анализа электрической активности сердца.
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Electric Field of the Heart on the Thorax Surface in Highly Trained Athletes 
during Initial Ventricular Activity
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The article is focused on the study of the electrical remodeling of the “sports heart” us-
ing multichannel ECG mapping to make a more detailed and informative analysis of the
excitation of the myocardium remodeled by sport activity. The study of the heart electri-
cal activity was carried out from 64 unipolar electrodes on the thorax surface synchro-
nously with standard limb leads in highly trained cross-country skiers (n = 15) and
young non-trained men (n = 19) at rest. The amplitude-temporal and spatiotemporal
characteristics of the electric field of the heart were measured. By the typical distribution
of areas of the negative and positive cardiac potentials the durations of depolarization
and its individual phases were estimated. ECGII was used to determine the duration of
the R-R, PQ (PR), QRS, QT, QTc intervals; in the unipolar lead V5 the R-wave peak
time (RWPTV5) was measured. In athletes, the duration of PQII, QTII, QTcII, RWPTV5
intervals were statistically significantly longer than in non-trained men. Analysis of the
electrical field of the heart showed a difference in the ratio of the phases of ventricular
depolarization in athletes and non-trained individuals at rest. The onset of ventricular
depolarization and the first inversion of cardiac potential in athletes were significantly
earlier than in non-trained people, while the completion and total duration of the period
of ventricular depolarization did not differ. In skiers, the duration of the first inversion
was significantly longer than in non-trained individuals; a tendency to shortening of the
second period of stable location of potentials on the thorax surface was also shown. The
use of surface ECG mapping made it possible to reveal differences in the spatiotemporal
organization of heart ventricular depolarization between cross-country skiers and non-
trained men at rest. The results of the study may be useful in the analysis of the electrical
remodeling of the heart in athletes training the physical quality of endurance.

Keywords: athlete’s heart, electrical remodeling of the myocardium, ventricular depolar-
ization, body surface potential mapping
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Na+/K+-АТФаза обеспечивает поддержание потенциала покоя в нейроне и
трансмембранного градиента катионов K+ и Na+, воздействуя таким образом на
ионный транспорт и регулируя клеточный объем. Мутации генов Na+/K+-АТФазы,
ослабляющие ее функционирование, если не являются летальными, могут при-
водить к существенным нарушениям функционирования нервной системы, в
том числе к развитию эпилепсии. В разных классах нейронов экспрессируются
различные формы Na+/K+-АТФазы, различающиеся по своим характеристикам.
Поэтому ослабление функций Na+/K+-АТФазы может по-разному сказываться
на функционировании тормозных и возбуждающих нейронов. В данной работе
мы исследовали, какие электрофизиологические характеристики пирамидных
клеток и быстроразряжающихся интернейронов изменяются под действием ан-
тагониста Na+/K+-АТФазы уабаина и как он влияет на синаптическую передачу.
Мы выявили, что 5 мкМ уабаина деполяризует мембранный потенциал покоя
обоих типов нейронов, уменьшает амплитуду и увеличивает длительность потен-
циала действия пирамидных нейронов. У быстроразряжающихся интернейронов
уабаин уменьшал амплитуду следовой гиперполяризации. У обоих типов нейро-
нов понижался порог генерации потенциала действия и ток, при котором возни-
кает деполяризационный блок. Прочие электрофизиологические характеристи-
ки нейронов не менялись при добавлении уабаина. Кроме того, уабаин приводил
к быстрому ослаблению ГАМКергической передачи, при этом на возбуждающую
синаптическую передачу он не оказывал влияния. Эти новые данные об эффек-
тах действия уабаина на возбуждающие пирамидные нейроны и тормозные ин-
тернейроны помогают лучше понять механизм изменения баланса возбуждения
и торможения в нервных сетях при ослаблении функций Na+/K+-АТФазы.

Ключевые слова: уабаин, Na+/K+-АТФаза, энторинальная кора, пирамидные
клетки, быстроразряжающиеся интернейроны, потенциал действия
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ВВЕДЕНИЕ

В клетках животных, в том числе нейронах, экспрессируется Na+/K+-АТФаза, обеспе-
чивающая градиент ионов натрия и калия внутри и снаружи клетки. Разница кон-
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центраций этих моновалентных ионов необходима для поддержания мембранного
потенциала покоя и реализации таких функций нейрона, как генерация потенциа-
ла действия, поддержание ионного гомеостаза, регуляция метаболизма, осмоса,
объема клетки и жизненного цикла [1, 2]. Na+/K+-АТФаза является и энзимом,
АТФазой, и ионной помпой. Она состоит из трех субъединиц – α, β и γ [3, 4]. Субъ-
единица α ответственна за ионный транспорт, содержит сайт связывания молеку-
лы АТФ и сайт фосфорилирования. Внеклеточный домен и переходная область
содержат сайты связывания специфического антагониста Na+/K+-АТФазы уаба-
ина и других кардиогликозидов, которые тормозят работу Na+/K+-ATФазы.
Субъединица β усиливает эффективность трансляции и стабильность α-субъеди-
ницы, а γ-субъединица влияет на аффинность для ионов Na+, K+ и молекулы
АТФ, на кинетику и транспорт, а также стабилизирует Na+/K+-АТФазу [3, 4].
В нейронах млекопитающих экспрессируются α1-, α3- и β2-субъединицы, тогда
как в глии – α1-, α2- и β1-субъединицы. Показано, что α-субъединицы различают-
ся по сродству к ионам Na+ и к уабаину. У крыс α1-изоформа Na+/K+-АТФазы об-
ладает необычно низким сродством к уабаину по сравнению с α2- или α3-изофор-
мами [5, 6]. Рассчитанные значения IC50 составляет >10 мкМ для α1- и только 10–
500 нМ для α2- и α3-изоформ [5]. Повышение внутриклеточной концентрации
ионов Na+ увеличивает активность Na+/K+-ATФазы, однако α3-изоформа имеет
более низкую аффинность к ионам Na+ – K0.5 = 25–50 мМ, для других изоформ
K0.5 = 10 мМ [4, 7, 8]. Таким образом, α3-изоформа будет подключаться при высо-
кой активности нейронов, наблюдаемой, например, при эпилептической активно-
сти. Предполагается, что α3-изоформа может преобладать в нейронах, которые
могут поддерживать высокую частоту разрядов [9, 10].

Нарушение функций Na+/K+-ATФазы в результате мутаций может приводить к
существенным нарушениям функций нервной системы и в том числе возникнове-
нию эпилепсии у человека [11–13]. У мышей линии Myk/+ мутация I810N, которая
делает неактивной α3-АТФазу, наблюдаются сложные парциальные и вторично-
генерализованные припадки, значительное снижение порога гиппокампальных
судорог in vitro, посттетаническая возбудимость гиппокампального пути СА3–СА1
и дегенерация нейронов в гиппокампе [14]. Однако конкретные молекулярные и
клеточные механизмы гипервозбудимости нейронных сетей при ослаблении функ-
ций Na+/K+-АТФазы требуют дальнейшего изучения.

Один из часто применяемых фармакологических подходов для изучения роли
Na+/K+-ATФазы – это использование ингибиторов Na+/K+-АТФазы. В срезах
сенсомоторной коры ювенильных крыс было показано, что как пирамидные клет-
ки, так и быстроразряжающиеся интернейроны деполяризуются на 3–10 мВ в от-
вет на 30-секундную перфузию дигидрубаина (100 мкM), частичного блокатора
Na+/K+-АТФазы [15]. Было выявлено, что ингибирование Na+/K+-АТФазы с по-
мощью дигидроуабаина не влияет на входное сопротивление нейронов. Основным
же открытием было то, что в состоянии покоя плотность тока, характеризующая
активность Na+/K+-АТФазы, быстроразряжающихся интернейронов была в 3–
7 раз выше, чем пирамидных нейронов. Плотность тока рассчитывалась как отно-
шение деполяризации, вызванной дигидроубаином, к входному сопротивлению и
емкости мембраны [15].

На первичной культуре нейронов коры крысы было показано, что Na+/K+-АТФаза в
основном колокализована с возбуждающими постсинапсами [16]. Было определе-
но наличие связи между α1-изоформой Na+/K+-АТФазы и GluA2-субъединицей
AMPA-рецептора. Также было показано, что спустя 1 ч после аппликации 50 мкМ
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уабаина уменьшается количество GluA1 на 56% и GluA2/3 на 80%. Уабаин приво-
дит также к долговременной депрессии AMPA-синаптической передачи.

Однако в настоящее время эффекты антагониста Na+/K+-АТФазы уабаина на
многие электрофизиологические свойства возбуждающих и тормозных нейронов
до сих пор не описаны. Поэтому в данной работе мы изучили эффект уабаина на
электрофизиологические свойства пирамидных клеток и быстроразряжающихся
интернейронов энторинальной коры, а также на синаптическую передачу.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Приготовление переживающих срезов энторинальной коры и гиппокампа
В эксперименте использовали взрослых мышей C57BL/6 (n = 16), а для оценки

коэффициента парных импульсов – 21-дневных крыс Вистар (n = 6). Животных
содержали в стандартных условиях (соотношение день/ночь составило 12 ч/12 ч,
температура 24 ± 4°С) со свободным доступом к корму и воде. Эксперименты вы-
полняли в соответствии с требованиями Комитета по биоэтике ИЭФБ РАН, разра-
ботанными на основе международных рекомендаций European Communities Council Di-
rective 1986 (86/609/EEC).

Метод приготовления горизонтальных срезов энторинальной коры и гиппокам-
па подробно описан ранее [17]. Кратко: после анестезии мышей (крыс) декапити-
ровали, затем быстро извлекали головной мозг и помещали его в охлажденную до
0°С низконатриевую искусственную спинномозговую жидкость (ИСМЖ), аэриру-
емую газовой смесью 95% O2 + 5% CO2, следующего состава (в мМ): 110 N-метил-
D-глюкамин, 2.5 KCl, 1.2 NaH2PO4, 10 MgSO4, 0.5 CaCl2, 25 NaHCO3, 25 D-глюкозы.
Срезы мозга толщиной 300 мкм нарезали на вибротоме MicromHM 650V (Ther-
moFisher Scientific, США) и помещали в аэрируемую ИСМЖ при 35°С. ИСМЖ со-
держала следующие компоненты (в мМ): 126 NaCl, 2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 1 MgSO4,
2 CaCl2, 24 NaHCO3, 10 D-глюкозы.

Регистрация ответов нейрона методом патч-кламп “целая клетка”
Изготовленные срезы перемещали в перфузируемую камеру, нейроны глубоких

слоев энторинальной коры визуализировали с помощью микроскопа Nikon Eclipse
FN1 (Nikon, Япония), оснащенного водно-иммерсионным объективом (40×), оп-
тическим блоком для дифференциального контраста и цифровой камерой Grass-
hopper3 GS3-U3-23S6M-C (FLIR, США). Электрофизиологическую регистрацию
проводили с помощью усилителя HEKA EPC-10 USB (HEKA Electronic, Германия)
и программного обеспечения PatchMaster v2x90.4 (HEKA Electronic).

Запись активности нейрона энторинальной коры производили методом патч-
кламп “целая клетка” в режиме фиксации тока, постсинаптические токи записы-
вали методом патч-кламп “целая клетка” в режиме фиксации потенциала на –77 или
+3 мВ. Для записей в режиме фиксации тока использовался внутриклеточный ка-
лий-глюконатный раствор следующего состава (в мМ): 135 K-глюконат, 10 NaCl,
5 EGTA, 10 HEPES, 4 ATP-Mg и 0.3 GTP (pH был доведен до 7.25 с помощью KOH).
Для записей в режиме фиксации потенциала использовался цезий-метансульфо-
натный раствор (в мМ): 127 CsMeS, 10 NaCl, 5 EGTA, 10 HEPES, 6 QX314, 4 ATP-Mg
и 0.3 GTP (pH был доведен до 7.25 с помощью СsOH).

Критерии поиска пирамидных клеток и быстроразряжающихся интернейронов
Пирамидные клетки в глубоких слоях коры выбирали по следующим критери-

ям: тело нейрона пирамидальной формы, хорошо различим апикальный дендрит
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нейрона, а на ступеньку тока нейрон отвечает регулярными пачками потенциалов
действия с выраженной частотной адаптацией. Коэффициент адаптации (Cad),
рассчитываемый как отношение последнего межспайкового интервала в ответе на
ступеньку тока к первому, всех пирамидных нейронов в группе составлял не менее
1.6. Быстроразряжающиеся интернейроны отбирали по следующим критериям: те-
ло нейрона круглое или в виде вертикального овала, расположено преимуществен-
но в слоях 2–3 коры, дендритное дерево мультиполярное, а на ступеньку тока ней-
рон дает высокочастотный спайковый ответ без адаптации. Ширина спайка быст-
роразряжающегося интернейрона на полувысоте была не более 0.7 мс.

Электрофизиологические характеристики нейрона

Электрофизиологические свойства нейрона изучали с помощью протокола, со-
гласно которому подавали ступеньки гиперполяризующего и деполяризующего то-
ка нарастающей амплитуды и длительностью 1.5–2 с. Мембранный потенциал по-
коя (RMP) измеряли как средний мембранный потенциал нейрона при нулевой
ступеньке тока сразу после прорыва мембраны. Реобаза (Rb) – это минимальная
амплитуда тока, при которой генерируется потенциал действия, деполяризацион-
ный блок (DB) – это минимальный ток, при котором происходит срыв генерации
потенциалов действия. Входное сопротивление (Rin) рассчитывали как коэффи-
циент наклона вольт-амперной характеристики в интервале от –60 до 0 пА. Стаци-
онарная частота спайков определялась как число спайков за последнюю секунду
ответа на ступеньку тока, FRmax – это максимальная стационарная частота для
нейрона. Коэффициент адаптации спайков CAd рассчитывался как отношение по-
следнего межспайкового интервала к первому в записи с максимальной частотой
спайков. Порог генерации потенциала действия (VT) определялся как точка, где
прирост потенциала превышал значение 10 мВ/мс. Амплитуда, ширина и следовая
гиперполяризация измерялись для первого спайка при токе реобазы. Амплитуда
спайка (APA) определялась как разница между пиком и порогом, ширина спайка
(APD) измерялась на полувысоте, следовая гиперполяризация (AHP) рассчитыва-
лась как разница между порогом и минимальным потенциалом после спайка.

Тест парных импульсов

Два электрических импульса с амплитудой тока 50–150 мкА длительностью
100 мкс с интервалом 50 мс подавались посредством внеклеточного биполярного
нихромового электрода, установленного в глубоких слоях энторинальной коры.
В радиусе 100–200 мкм от стимулирующего электрода осуществлялась регистрация
постсинаптических токов пирамидного нейрона методом патч-кламп в конфигу-
рации “целая клетка” в режиме фиксации потенциала. Для анализа возбуждающих
постсинаптических токов потенциал удерживался на –77 мВ, для анализа тормоз-
ных – на +3 мВ. Амплитуда первого ответа измерялась как разница между базовой
линией и максимальным значением. Базовая линия определялась как среднее зна-
чение за последние 5 мс перед импульсом. В завершении рассчитывался коэффи-
циент парных импульсов (КПИ) как отношение средней амплитуды второго ответа
к средней амплитуде первого ответа.

Реактивы

Все реактивы, использованные в работе, были произведены компанией Sigma-
Aldrich (США). Для блокады Na+/K+-АТФазы использовался уабаин (5 мкМ).
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Статистическая обработка данных
Анализ первичных электрофизиологических данных производился с использо-

ванием программы Clampfit 10.5.2.6 (MolecularDevices, CША). Для статистической
обработки данных использовалась среда R-Studio2022.02.2 (R-ToolsTechnology, Ка-
нада). Нормальность распределения данных оценивалась по критерию Колмогоро-
ва–Смирнова. Эффект действия блокатора оценивался с помощью парного t-те-
ста. Все значения приведены как среднее ± стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

1. Влияние уабаина на электрофизиологические характеристики пирамидных нейронов 
и быстроразряжающихся интернейронов энторинальной коры мыши

Для того чтобы определить эффект ингибирования Na+/K+-АТФазы на элек-
трофизиологические свойства нейронов, были записаны ответы нейрона энтори-
нальной коры в срезах мозга взрослой мыши на ступеньки тока разной амплитуды
длительностью 2 с методом патч-кламп “целая клетка” в контрольных условиях
(раствор Рингера) и после аппликации уабаина (5 мкМ). Мы сравнили действие
ингибитора Na+/K+-АТФазы на возбуждающие и тормозные интернейроны.
В группу возбуждающих нейронов были включены пирамидные клетки с регуляр-
ной спайковой активностью (Pyr), а в группу тормозных нейронов – быстроразря-
жающиеся интернейроны (FS).

1.1. Уабаин деполяризует мембранный потенциал нейронов,
но не влияет на входное сопротивление мембраны

Входное сопротивление, определяемое как угол наклона вольт-амперной харак-
теристики (рис. 1), в контрольных условиях составило 175 ± 22 МОм (n = 8) для пи-
рамидных клеток и 271 ± 50 МОм (n = 5) для быстроразряжающихся интернейро-
нов. Уабаин 5 мкМ не повлиял на входное сопротивление обоих типов клеток (пар-
ный t-тест, Pyr: p = 0.16, n = 8; FS: p = 0.6, n = 5). Мембранный потенциал покоя
(RMP) пирамидных нейронов повысился на 5 мВ (p < 0.01), а FS интернейронов на
3 мВ (p < 0.05) под действием уабаина.

1.2. Характеристики паттерна потенциалов действия нейронов
Репрезентативные примеры спайковой активности нейронов в ответ на ступень-

ку тока приведены на рис. 2a, b. На рис. 2c, d отражены частотно-токовые кривые
этих нейронов соответственно. Пирамидные клетки энторинальной коры по сво-
им электрофизиологическим свойствам подразделялись на два класса, как было
показано ранее [18]: классические регулярно разряжающиеся нейроны с высоким
коэффициентом адаптации и нейроны с длительной задержкой потенциалов дей-
ствия. В среднем коэффициент адаптации (ISIlast/ISI1) для пирамидных клеток
составил 2.1 ± 0.3 (n = 7), а максимальная стационарная частота спайков 19 ± 4 Гц
(n = 8). Быстроразряжающиеся интернейроны обладали высокой частотой спайков
98 ± 15 Гц (n = 15) и слабой адаптацией 1.42 ± 0.05 (n = 7). Уабаин не изменил коэф-
фициент адаптации нейронов (парный t-тест, Pyr: p = 0.2, n = 7; FS: p = 0.14, n = 4,
рис. 2e), а максимальную частоту разрядов уменьшил у пирамидных клеток (Pyr:
p < 0.05; FS: p = 0.14, рис. 2f).

Ток, достаточный для генерации потенциала действия (ток реобазы, Rb), в кон-
трольных условиях был 91 ± 11 пА (n = 8) для пирамидных клеток и 73 ± 23 пА (n = 4)
для FS. Уабаин уменьшил ток реобазы быстроразряжающихся интернейронов, но
не изменил его для пирамидных клеток (рис. 2g, парный t-тест, Pyr: p = 0.2; FS: p < 0.05).
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При этом деполяризационный блок (DB) возникал при существенно меньшем то-
ке после ингибирования Na+/K+-АТФазы у обоих типов клеток (Pyr: p < 0.001; FS:
p < 0.01, рис. 2h). Таким образом, уабаин подействовал схожим образом на вход-
ные-выходные функции возбуждающих и тормозных нейронов, а именно сократил
диапазон передаточной функции.

1.3. Уабаин дифференциально изменяет форму потенциала действия
у пирамидных клеток и интернейронов

После применения уабаина, форма потенциала действия у пирамидных нейро-
нов существенно изменилась: полуширина увеличилась на 20% (парный t-тест, p < 0.001,
n = 8, рис. 3a, c), амплитуда уменьшилась на 15% (рис. 3d), порог генерации потен-
циала действия понизился после добавления уабаина на 1.5 мВ (рис. 3e), однако
следовая гиперполяризация не изменилась (рис. 3f). У быстроразряжающихся ин-
тернейронов (n = 5) мы не выявили значимых изменений полуширины и амплитуды
(рис. 3c–d), однако порог генерации потенциала действия понизился на 2.7 мВ
(рис. 3e), а следовая гиперполяризация уменьшилась на 5 мВ (рис. 3f). Таким обра-
зом, уабаин существенно изменяет форму спайков как пирамидного, так и быстро-
разряжающегося нейронов.

1.4. Влияние уабаина на синаптическую передачу

Для оценки влияния уабаина на синаптическую передачу мы применили метод
парной стимуляции. Сначала мы зарегистрировали вызванные синаптические то-

Рис. 1. Влияние уабаина (5 мкМ) на пассивные мембранные свойств пирамидных нейронов (Pyr) и
быстроразряжающихся интернейронов (FS) энторинальной коры. (a) – мембранный потенциал для
заданного значения тока определялся в начале действия тока, как показано на репрезентативном
примере. (b–c) – вольт-амперные характеристики пирамидных клеток (b) и быстроразряжающихся
интернейронов (c) в контроле (Ringer, кружок) и после добавления уабаина (Ouabain, треугольник).
Данные приведены как среднее значение ± стандартная ошибка. (d–e) – cтатистические данные для
входного сопротивления мембраны (Rin) и мембранного потенциала покоя (RMP), парный t-тест,
*p < 0.05, **p < 0.01.
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Рис. 2. Эффект уабаина на спайковую активность нейронов. (a–b) – репрезентативные примеры отве-
тов пирамидного (a) и быстроразряжающегося (b) нейронов на ступеньку тока в контрольных услови-
ях (Ringer) и после добавления уабаина. (c–d) – частотно-токовые кривые соответствующих нейро-
нов. (e–h) – cтатистические данные для коэффициента адаптации (CAd), максимальной стационарной
частоты разрядов нейрона (FRmax), тока реобазы (Rb) и деполяризационного блока (DB), парный
t-тест, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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ки в ответ на парную внеклеточную стимуляцию до и спустя 10 мин после апплика-
ции уабаина (5 мкM) в перфузирующий раствор. Регистрацию ответов проводили
при потенциале –77 мВ, что примерно соответствует потенциалу реверсии токов через
ГАМКа-рецепторы, и при потенциале +3 мВ, что примерно соответствует потенциалу
реверсии токов через ионотропные глутаматные рецепторы. Это позволило нам

Рис. 3. Уабаин изменяет форму спайка пирамидного (Pyr) и быстроразряжающегося (FS) нейронов.
(a) – пример первого спайка пирамидной клетки при токе реобазы в контроле (Ringer) и после добавле-
ния уабаина (Ouabain); (b) – для FS интернейрона аналогично (a); (c–f) – статистические данные для
электрофизиологических характеристик быстроразряжающихся интернейронов и пирамидных клеток
до и после добавления уабаина, длительность (APD) и амплитуда (APA) потенциала действия, порог ге-
нерации потенциала действия VT и следовая гиперполяризация (AHP) соответственно. Парный t-тест
*p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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проанализировать действие уабаина отдельно на возбуждающую и тормозную си-
наптическую передачу.

Мы не выявили значимого влияния уабаина на возбуждающую синаптическую
передачу при анализе вызванных ответов при –77 мВ, не было изменений ампли-
туды 1-го ответа (парный t-тест, n = 8, p = 0.4) или КПИ (p = 0.14, рис. 4). Однако
применение уабаина привело к уменьшению амплитуды первого ответа на 47% (p < 0.01,
n = 7), когда регистрация осуществлялась при +3 мВ. КПИ уменьшился на 22%
(p < 0.05). Эти данные показывают, что ГАМКергическая синаптическая передача
ослабляется при ингибировании Na+/K+-АТФазы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе с помощью антагониста Na+/K+-АТФазы уабаина был выявлен
ряд изменений в электрофизиологических характеристиках возбуждающих и тор-
мозных нейронов, а также обнаружено ослабление ГАМКергической, но не глута-
матергической синаптической передачи. Эти данные могут помочь лучше понять
механизмы нарушений баланса возбуждения и торможения в нейронных сетях,

Рис. 4. Тест парных импульсов указал на депрессию тормозной синаптической передачи под действием
уабаина. (a) – примеры токов, вызванных двумя электрическими ступеньками, репрезентативного ней-
рона при фиксации потенциала на уровне –77 мВ (EPSC) в контрольных условиях (Ringer) и после до-
бавления уабаина; (b) – аналогично для тормозных постсинаптических токов (IPSС) при фиксации по-
тенциала на +3 мВ. (c–d) – статистические данные для амплитуды первого ответа и коэффициента пар-
ных импульсов (КПИ, PPR) соответственно. * p < 0.05, ** p < 0.01.
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выявленные при ослаблении функции Na+/K+-АТФазы в результате мутаций.
Следует, однако, подчеркнуть, что данное исследование имеет определенное огра-
ничение, которое необходимо учитывать при интерпретации полученных резуль-
татов. Описанные в данной работе изменения относятся к быстро развивающимся
реакциям нейронов на блокаду Na+/K+-АТФазы, все они были зарегистрированы
в течение 10–15 мин после воздействия уабаина. Так как уабаин может влиять на
внутриклеточный сигналинг, регулируя различные клеточные функции [19, 20],
мы не можем уверенно говорить о том, что эти изменения являются стабильными
во времени.

В данной работе мы сравнили эффекты уабаина на быстроразряжающиеся ин-
тернейроны и пирамидные клетки. Уабаин обладает разной аффинностью к α1- и
α3-изоформам Na+/K+-АТФазы [5, 6]. Ранее также было показано, что α1- и α3-изо-
формы Na+/K+-АТФазы неравномерно распределены между различными классами ней-
ронов в разных отделах нервной системы [6, 21–23]. Например, в гиппокампе и коре
основной α3-экспрессирующей популяцией являются парвальбумин-содержащие
интернейроны [9, 23]. Так, Murata и соавт. изучили распределение изоформ α-субъеди-
ницы Na+/K+-АТФазы в разных типах клеток, оценив экспрессию матричной
РНК генов Atp1a1, Atp1a2, и Atp1a3. В парвальбумин-положительных интернейро-
нах гиппокампа и соматосенсорной коры авторы зарегистрировали низкий уровень
экспрессии гена α1-субъединицы и высокий уровень α3-субъединицы [23]. Richards
и соавт. использовали уабаин в разных концентрациях, чтобы определить распреде-
ление α-изоформ по разным типам клеток субикулума. Авторы показали с помощью
фармакологических и иммунногистохимических методов, что α1-изоформа чаще
присутствует в пирамидных клетках субикулума, а α3-изоформа – в GAD-65 интер-
нейронах [22]. Большинство парвальбумин-содержащих интернейронов коры голов-
ного мозга относится к быстроразряжающимся интернейронам, а быстроразряжаю-
щиеся интернейроны обычно являются парвальбумин-позитивными [24–26].

В этой работе мы использовали концентрацию уабаина 5 мкМ, которая полно-
стью подавляла активность α2- или α3-изоформ Na+/K+-АТФазы, но, вероятно,
относительно слабо воздействовала на α1-изоформу Na+/K+-АТФазы [5]. Учиты-
вая это, мы предполагали, что эффект уабаина на электрофизиологические свой-
ства быстроразряжающихся интернейронов будет более выраженным по сравне-
нию с его действием на пирамидные клетки. Наши предположения, однако, полу-
чили лишь частичное подтверждение. Согласно полученным данным, уабаин не
влияет на входное сопротивление ни пирамидных нейронов, ни быстроразряжаю-
щихся интернейронов энторинальной коры взрослой мыши. К такому же выводу
пришли Anderson и соавт. [15], изучив эффект дигидроуабаина на пирамидные
клетки и быстроразряжающиеся интернейроны сенсомоторной коры ювенильных
крыс. Однако в другом исследовании отмечалось, что кардиогликозиды строфан-
тидин и дигидроуабаин увеличивали входное сопротивление пирамидных нейро-
нов CA1 гиппокампа на 12% [27]. В этой же работе авторы определили, что кардио-
гликозиды деполяризовали мембранный потенциал покоя пирамидных нейронов
на 6 мВ. Согласно нашим данным, уабаин деполяризует пирамидные нейроны эн-
торинальной коры на 5 мВ, а быстроразряжающиеся интернейроны на 3 мВ, что,
вероятно, отражает электрогенную составляющую мембранного потенциала по-
коя. Согласно расчетам Dobretsov и Stimers от 9 до 45% значения мембранного по-
тенциала покоя обусловлено электрогенной активностью Na+/K+-АТФазы [10].

При действии уабаина уменьшился ток реобазы интернейронов и максимальная
частота спайков пирамидных клеток, а также уменьшилось значение тока, при ко-
тором происходит деполяризационный блок у обоих типов клеток. Порог генера-
ции потенциала действия также понизился у обоих типов клеток. Кроме того, уаба-
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ин уменьшал амплитуду и увеличивал ширину спайка пирамидного нейрона, а так-
же уменьшал следовую гиперполяризацию быстроразряжающегося интернейрона.
В целом, уабаин сильнее повлиял на форму спайка пирамидной клетки, чем быст-
роразряжающихся интернейронов. Эти изменения электрофизиологических ха-
рактеристик нейронов могут быть обусловлены несколькими причинами. Помимо
частичной деполяризации мембраны, блокада Na+/K+-АТФазы ведет к изменению
активности других ионных каналов и транспортеров в нейронах коры головного
мозга и гиппокампа. Например, было показано, что блокада Na+/K+-АТФазы мо-
жет нарушать активность Na+/Ca2+-обменника по следующему механизму. Ингиби-
рование Na+/K+-АТФазы приводит к повышению уровня Na+ в цитоплазме, что ре-
версирует работу Na+/Ca2+-обменника. Повышение внутриклеточной концентра-
ции Ca2+ вызывает высвобождение Ca2+ из внутриклеточных кальциевых депо, что
приводит к дальнейшему увеличению уровня этого катиона в цитоплазме [28, 29].

Так как используемая нами концентрация уабаина подавляла в большей степени
α3-изоформу Na+/K+-АТФазы по сравнению с α1-изоформой, то и эффект уабаи-
на должен проявляться в условиях, когда преобладает активность α3-изоформы.
Так как α3-изоформа имеет низкую аффинность к ионам Na+ – K0.5 = 25–50 мМ
[4, 7, 8], то эта изоформа Na+/K+-АТФазы эффективно работает при высокой ак-
тивности нейронов. Поэтому при пачечной активности нейронов в условиях ча-
стичной блокады Na+/K+-АТФазы повышение внутриклеточного кальция может
оказаться более существенным, и нарушения кальций-зависимых механизмов в
нейроне могут быть более выраженными. Эти причины могут обуславливать более
раннее возникновение деполяризационного блока у нейронов при действии уабаи-
на. Аналогичный механизм может лежать в основе изменений синаптических функ-
ций, так как выделение медиатора – это кальций-зависимый процесс [30]. Кроме то-
го, описан еще один интересный механизм взаимодействия Na+/K+-АТФазы и
ионотропных глутаматных рецепторов. Так как активация AMPA- и NMDA-рецеп-
торов приводит ко входу в клетку катионов Na+, то это может усиливать работу
Na+/K+-АТФазы. Логично предположить наличие взаимодействия между этими
рецепторами и Na+/K+-АТФазой. Интересно, что Na+/K+-АТФаза в изобилии при-
сутствует в синаптических участках и колокализована с AMPA-рецепторами [16]. Уа-
баин может нарушать это взаимодействие, что скорее всего будет особенно сильно
проявляться при пачечной активности нейронов. Однако в данной работе эти из-
менения экспериментально не изучались.

Ослабление функций Na+/K+-АТФазы может сопровождаться развитием эпи-
лепсии у человека [11–13], тогда как положительная модуляция функциональной
активности Na+/K+-АТФазы, согласно численным расчетам на математической
модели Эпилептор-2 [31], может оказывать противоэпилептический эффект. Наша
экспериментальная работа показывает, что частичная блокада Na+/K+-АТФазы
действительно вызывает существенное изменение электрофизиологических харак-
теристик, приводящих к повышению возбудимости нейронов в энторинальной ко-
ре и смещающих баланс возбуждения и торможения в нейронных сетях. Эти дан-
ные позволяют лучше понять механизмы эпилептизации мозга при ослаблении
функций Na+/K+-АТФазы.
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The Na+/K+-ATPase Inhibitor Ouabain Has Different Effects on the Electrophysiological 
Properties of Excitatory and Inhibitory Neurons in the Entorhinal Cortex E

E. Yu. Proskurinaa, b, *, D. S. Sinyakb, and A. V. Zaitsevb

aAlmazov National Medical Research Centre, Saint Petersburg, Russia
bSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of RAS, Saint Petersburg, Russia

*e-mail: elena.yu.proskurina@gmail.com

Na+/K+-ATPase maintains the neuron’s resting potential and the transmembrane gra-
dient of K+ and Na+ cations, thus regulating ion transport and cellular volume. Muta-
tions in Na+/K+-ATPase genes that impair its function can cause significant impair-
ments in the nervous system function, including the development of epilepsy, if not le-
thal. Different forms of Na+/K+-ATPase are expressed in various classes of neurons and
exhibit different characteristics. Thus, the impaired function of Na+/K+-ATPase may
differentially affect the functioning of inhibitory and excitatory neurons. This study aims
to determine the effects of the Na+/K+-ATPase antagonist ouabain on the electrophysi-
ological characteristics of pyramidal cells and fast-spiking interneurons, as well as its im-
pact on synaptic transmission. The results indicate that exposure to 5 μM ouabain results
in depolarization of the resting membrane potential by 5 mV, as well as decreased ampli-
tude and increased duration of the action potential of pyramidal neurons. Furthermore,
ouabain caused a decrease in the amplitude of afterhyperpolarization in fast-spiking
interneurons. Moreover, both types of neurons exhibited a decrease in the threshold of
action potential generation and the current at which depolarization block occurs. The
addition of ouabain did not alter other electrophysiological characteristics of neurons.
Furthermore, ouabain rapidly attenuates GABAergic transmission without affecting
excitatory synaptic transmission. These new findings on the effects of ouabain on excit-
atory pyramidal neurons and inhibitory interneurons contribute to the understanding of
the mechanism underlying changes in the balance of excitation and inhibition in neural
networks under Na+/K+-ATPase function impairment.

Keywords: ouabain, Na+/K+-ATPase, entorhinal cortex, pyramidal neurons, fast-spiking
interneurons, action potential
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Вазопрессин (ВП) – один из основных факторов, влияющих на внутриклубочко-
вую гемодинамику, фильтрационное давление и состояние мезангиальных кле-
ток и способствующих прогрессированию протеинурии. Цель работы – изучение
действия гормонов нейрогипофиза (ВП и окситоцин) на экскрецию белков поч-
ками. Эксперименты выполнены на крысах линии Вистар, здоровых и с микро-
альбуминурией, вызванной минимальными повреждениями гломерулярного
фильтра. Микроальбуминурию моделировали введением метилового эфира D-
нитроаргинина (D-NAME, 50 мг/кг, внутрибрюшинно). ВП (0.05 и 1.5 нмоль/кг) и
окситоцин (0.15 нмоль/кг) вводили крысам внутримышечно, V2-антагонист
(15 нмоль/кг) и V1a-антагонист (20 нмоль/кг) – внутрибрюшинно. Для сниже-
ния уровня эндогенного ВП животных напаивали водой (10 мл/кг), собирали мо-
чу в течение 2 ч, анализировали уровень общего белка, альбумина, β2-микрогло-
булина и иммуноглобулина G (IgG). У здоровых крыс ВП в дозе 0.05 нмоль/кг и
окситоцин не повлияли на экскрецию альбумина, а ВП в дозе 1.5 нмоль/кг спро-
воцировал микроальбуминурию. На модели нарушения свойств гломерулярного
фильтра, вызванного введением D-NAME, ВП в дозе 0.05 нмоль/кг и окситоцин
привели к нормализации экскреции альбумина, а ВП в дозе 1.5 нмоль/кг вызвал
выраженную протеинурию (экскреция альбумина возросла в 100 раз, IgG – в 10 раз).
Блокада V2-рецепторов усугубила потерю белка, вызванную D-NAME и ВП
(1.5 нмоль/кг), а блокада V1a-рецепторов ее предотвратила. Таким образом, ВП
при высокой концентрации в крови усиливает фильтрацию белков в почке. Этот
эффект опосредован V1a-рецепторами и, в зависимости от барьерных свойств
гломерулярного фильтра, приводит к развитию микроальбуминурии или выра-
женной протеинурии. Окситоцин и ВП в дозе, при которой он преимущественно
активирует V2-рецепторы, оказывают антипротеинурическое действие. Выяв-
ленные эффекты нейрогипофизарных гормонов на экскрецию альбумина от-
крывают новые перспективные терапевтические мишени для коррекции гломе-
рулярных дисфункций.

Ключевые слова: почка, вазопрессин, окситоцин, микроальбуминурия, протеину-
рия, D-NAME
DOI: 10.31857/S0869813923090066, EDN: OTNDTY

ВВЕДЕНИЕ

Гломерулярный фильтр является эффективным барьером, предотвращающим
потерю белков плазмы крови почками. Различные нарушения структуры гликока-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ликса эндотелия или гломерулярной базальной мембраны, дисфункции подоцитов
и мезангиальных клеток, а также изменения почечной гемодинамики (повышение
внутриклубочкового давления, гиперфильтрация) снижают барьерные свойства
почечного фильтра и приводят к повышению экскреции белков с мочой (от мик-
роальбуминурии до протеинурии нефротического уровня) [1, 2]. Показано, что
уровень экскреции альбумина является прогностическим маркером прогрессиро-
вания почечной патологии при сахарном диабете, метаболическом синдроме, арте-
риальной гипертензии и др. [3, 4]. При этом в качестве основного фактора, способ-
ствующего развитию микроальбуминурии, рассматривается повышенный уровень
гормона нейрогипофиза вазопрессина (ВП) [5]. Продемонстрировано, что у крыс с
генетическим дефектом синтеза ВП (линия Brattleboro) при стрептозотоциновом
сахарном диабете существенно меньше альбуминурия и скорость прогрессирова-
ния диабетической нефропатии по сравнению с крысами линии Long-Evans [6].
Аналогичные данные были получены в отношении прогрессирования протеину-
рии при хронической почечной недостаточности [7]. Выявлен повышенный уро-
вень ВП в крови у пациентов с сахарным диабетом и 1-го и 2-го типа [8]. Домини-
рует гипотеза, что действие гормона на экскрецию альбумина опосредовано V2-ре-
цепторами, так как у здоровых животных и добровольцев агонист V2-рецепторов
(десмопрессин) способствует микроальбуминурии, а селективный антагонист
V2-рецепторов препятствует повышению альбуминурии у крыс со стрептозотоци-
новым сахарным диабетом [8]. В наших работах ранее было показано, что у здоро-
вых крыс аналоги ВП с антидиуретической активностью снижают экскрецию бел-
ка с мочой, в то время как протеинурия и микроальбуминурия возрастают при дей-
ствии аналогов ВП с выраженной V1a-активностью [9]. Таким образом, вопрос о
механизме действия ВП на фильтрацию альбумина и прогрессирование альбуми-
нурии остается открытым и нуждается в отдельном детальном исследовании, а
влияние второго гормона нейрогипофиза, окситоцина (ОТ), на протеинурию ра-
нее не изучалось.

Цель работы – изучение влияния гормонов нейрогипофиза на экскрецию бел-
ков почками. В задачи входило исследование эффектов ВП и ОТ на выведение об-
щего белка, альбумина, β2-микроглобулина и иммуноглобулина G почками у здо-
ровых животных, а также на модели микроальбуминурии.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В исследовании были использованы аутбредные крысы Вистар в возрасте 2–4 мес.,
популяция которых поддерживается в виварии Института эволюционной физио-
логии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН. Эксперименты выполнены на самках
крыс, так как у самцов в норме в моче более высокий и вариабельный уровень бел-
ка внепочечного происхождения (спермальные и простатические белки) [10]. В ви-
варии животные получали воду и сухой гранулированный полнорационный корм
ad libitum. В связи с необходимостью проведения экспериментов натощак, крыс ли-
шали корма за 10 ч до опыта при сохранении свободного доступа к воде. Массу тела
животных регистрировали в утренние часы – в день рандомизации и в каждый из
дней проведения экспериментов для расчета объемов введения препаратов. Перед
экспериментами все животные были адаптированы к экспериментальным процеду-
рам и клеткам для сбора мочи. После опытов со сбором мочи животных возвращали
обратно в клетки вивария и повторно использовали не ранее, чем через неделю.

ВП (Sigma-Aldrich, США) и ОТ (Sigma-Aldrich, США) вводили крысам внутри-
мышечно. Дозы гормонов были подобраны ранее [11]: введение ВП в дозе
0.05 нмоль/кг вызывает антидиуретический эффект (активирует преимущественно
V2-рецепторы), а в дозе 1.5 нмоль/кг – приводит к повышению уровня гормона в
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крови, соответствующему таковому при сильном обезвоживании или гиперосмии,
и обеспечивающему активацию как V2, так и V1a-подтипов вазопрессиновых ре-
цепторов. ОТ в дозе 0.15 нмоль/кг оказывает специфическое действие, опосредуе-
мое окситоциновыми рецепторами, но не влияет на рецепторы ВП [12]. Антагонисты
V1a-рецепторов (Pmp1-Tyr(Me)2-вазопрессин, Bachem, Швейцария, 20 нмоль/кг) и
V2-рецепторов (Pmp1-D-Ile2-Ile4-вазопрессин, Bachem, Швейцария, 15 нмоль/кг)
вводили внутрибрюшинно одновременно с ВП. Непосредственно перед введением
гормонов нейрогипофиза животных напаивали водой (10 мл/кг, ВН) через резино-
вый зонд для снижения уровня эндогенного ВП и стандартизации условий водного
баланса у экспериментальных животных. Микроальбуминурию у крыс моделиро-
вали внутрибрюшинным введением D-NAME (50 мг/кг) в 1 мл/кг деионизованной
воды за 15 мин до основного воздействия [13].

На здоровых животных были выполнены следующие серии опытов: 1) интакт-
ный контроль (n = 10), 2) ВН (n = 10), 3) ВН + ОТ (n = 10), 4) ВН + ВП в дозе
0.05 нмоль/кг (n = 10), 5) ВН + ВП в дозе 1.5 нмоль/кг (n = 10). На крысах с D-NAME-
индуцированной микроальбуминурией проведены эксперименты: 6) ВН (n = 10),
7) ВН + ОТ (n = 10), 8) ВН + ВП в дозе 1.5 нмоль/кг (n = 10), 9) ВН + ВП в дозе
1.5 нмоль/кг + антагонист V1a-рецепторов (n = 10), 10) ВН + ВП в дозе 1.5 нмоль/кг +
+ антагонист V2-рецепторов (n = 10). Дизайн экспериментов представлен на рис. 1.

Крыс помещали в индивидуальные клетки для сбора мочи в течение 2 ч. Аликво-
ты проб для дальнейших анализов на отдельные белки замораживали и хранили
при –80°С. Концентрацию альбумина, β2-микроглобулина и иммуноглобулина G
измеряли иммуноферментным методом с помощью наборов (Cloud-Clone, КНР) с
использованием ридера для микропланшет ELx808 (Bio-Tek Instruments, США).
Общий белок мочи определяли с помощью пирогаллолового реактива, концентра-
цию креатинина – кинетическим методом по реакции Яффе на автоматическим
биохимическом анализаторе XL-200 (Erba Lahema, Чехия).

Рис. 1. Дизайн экспериментов. OT – окситоцин, VP – вазопрессин, V1a/V2-ant – антагонисты V1a или
V2-рецепторов, WL – напаивание крыс водой (10 мл/кг, ВН), номера в кружочках (1–10) – серии экспе-

риментов.
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Диурез, экскрецию общего белка, альбумина, β2-микроглобулина, иммуногло-
булина G рассчитывали по стандартным формулам и нормировали на кг массы те-
ла животных. Определяли отношение концентрации альбумина в пробах мочи к
содержанию креатинина (альбумин-креатининовое соотношение в мг/г). Обработку
и анализ данных проводили в программе Microsoft 365 Excel и с помощью библио-
тек Pandas и Scipy для Python. Данные представлены в виде медианы и квартилей
Me (Q1; Q3). Проверку нормальности распределения осуществляли по критерию
Шапиро–Уилка. При соответствии нормальному распределению для сравнения
групп использовали t-критерий Уэлча, при несоответствии – критерий Манна–
Уитни. При множественных сравнениях вводили поправку Бонферрони. Различия
считали статистически значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

ВП в дозе 0.05 нмоль/кг вызвал снижение диуреза по сравнению с контрольной
группой, в дозе 1.5 нмоль/кг не оказал существенного влияния на мочеотделение, а
ОТ повысил диурез (рис. 2a). Экскреция общего белка при действии гормонов ней-

Рис. 2. Диурез (a), экскреция общего белка (b) и альбумина (c), альбумин-креатининовое соотношение
в моче (d) у здоровых крыс после введения гормонов нейрогипофиза.
Всех крыс напаивали водой в объеме 10 мл/кг. VP 0.05 и VP 1.5 – вазопрессин в дозах 0.05 и
1.5 нмоль/кг, OT – окситоцин, C – контроль (1 мл/кг 0.9%-ного раствора NaCl). * – значимость разли-
чий с контролем (p < 0.05, критерий Манна–Уитни (a, d) или t-критерий Уэлча (b, c) с поправками Бон-
феррони на 3 сравнения).
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рогипофиза существенно не изменилась (рис. 2b). Анализ альбумина мочи выявил
рост его экскреции (рис. 2c) и повышение альбумин-креатининового соотношения
(рис. 2d) до уровня микроальбуминурии (диапазон 30–300 мг/г) у крыс после инъ-
екции ВП в дозе 1.5 нмоль/кг. ОТ и ВП в дозе 0.05 моль/кг не оказали влияния на
выведение альбумина почками (рис. 2c, d).

У крыс после внутрибрюшинной инъекции D-NAME (50 мг/кг) альбумин-креа-
тининовое соотношение находилось на уровне, соответствующем микроальбумину-
рии, при нормальном уровне экскреции общего белка (табл. 1). Введение этим кры-
сам ВП в дозе 1.5 нмоль/кг вызвало появление выраженной альбуминурии (рис. 3a) и
протеинурии (рис. 3b, табл. 1), альбумин-креатининовое соотношение возросло в
70 раз по сравнению со здоровыми животными, уровень диуреза при этом не изме-
нился (табл. 1). Введение ОТ крысам с D-NAME-индуцированной микроальбумину-
рией снизило экскрецию альбумина почками (рис. 3a) до нормальных значений.

Рост экскреции альбумина при действии ВП у крыс, получивших D-NAME, со-
провождался повышением выведения высокомолекулярного белка иммуноглобу-
лина G (табл. 2). Экскреция β2-микроглобулина (табл. 2) увеличилась в меньшей
степени, что указывает на клубочковый характер протеинурии.

Для анализа механизма действия ВП на экскрецию белка были использованы
селективные антагонисты вазопрессиновых рецепторов. V1a-антагонист снизил
экскрецию альбумина (рис. 3a, табл. 2) и альбумин-креатининовое соотношение
(табл. 1) до уровня микроальбуминурии, устранил протеинурию (рис. 3b) и норма-
лизовал экскрецию иммуноглобулина G и β2-микроглобулина почками (табл. 2) при
действии ВП у крыс с предварительным введением D-NAME. V2-антагонист такого
эффекта не оказал, он существенно не повлиял на потерю альбумина (рис. 3a) и ве-
личину протеинурии (рис. 3b). Таким образом, у здоровых крыс ВП провоцирует
появление микроальбуминурии, а у крыс с D-NAME-индуцированной микроаль-
буминурией резко усиливает потерю альбумина с мочой и приводит к развитию
протеинурии. Этот эффект опосредуется V1a-рецепторами.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

ВП высвобождается из нейрогипофиза главным образом в ответ на повышение
осмоляльности плазмы и уменьшение объема крови [14]. ВП оказывает антидиуре-
тическое, сосудосуживающее и тромбоцитарно-агрегирующее действие, влияет на

Таблица 1. Диурез и экскреция белка почками при действии гормонов нейрогипофиза у
крыс с микроальбуминурией, индуцированной D-NAME

Всех крыс напаивали водой в объеме 10 мл/кг (ВН). ВП вводили в дозе 1.5 нмоль/кг. Все показатели при-
ведены за 2 ч эксперимента. Величины указаны в виде Me (Q1; Q3), n = 10 во всех группах. Значимость
различий (p < 0.05, критерий Манна–Уитни с поправкой Бонферрони на 10 сравнений): * – с группой
“ВН”, & – с группой “ВН + ВП”.

Серия Объем мочи,
мл/кг

Экскреция общего
белка с мочой, мг/кг

Альбумин-креатининовое
соотношение, мг/г

ВН 12.7 (10.7; 16.6) 2.0 (1.3; 2.6) 78 (51; 132)
ВН + ОТ 16.5 (14.1; 20.5) 1.6 (1.3; 2.2) 18 (7; 25)
ВН + ВП 10.4 (9.3; 11.6) 9.8 (5.2; 15.6)* 1034 (203; 1756)*
ВН + ВП +

V1a-антагонист
3.5 (4.1; 6.2)*, & 1.9 (1.2; 2.2)& 41 (25; 54)&

ВН + ВП +
V2-антагонист

17.0 (13.8; 18.7)& 20.1 (15.4; 34.3)* 1563 (944; 3062)*
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глюконеогенез и гликогенолиз в печени, высвобождение инсулина и глюкагона
поджелудочной железой и адренокортикотропного гормона передней долей гипо-
физа [15, 16]. ВП в последние годы рассматривается как важный независимый фак-
тор риска прогрессирования почечной недостаточности и протеинурии при раз-
личных заболеваниях [17, 18]. В нескольких крупных когортных проспективных
исследованиях (DESIR во Франции (n = 5047), MDCS-CC в Швеции (n = 3 643),
PREVEND в Нидерландах (n = 7684)) показана связь между уровнем потребления
воды в сутки, уровнем ВП в крови (оцениваемого по концентрации копептина) и

Рис. 3. Влияние ВП, антагонистов вазопрессиновых рецепторов и ОТ на экскрецию альбумина (a) и об-
щего белка (b) у крыс с микроальбуминурией.
Всех крыс напаивали водой в объеме 10 мл/кг. VP – вазопрессин в дозе 1.5 нмоль/кг, V1a/V2-ant – анта-
гонисты V1a или V2-рецепторов, OT – окситоцин, C – контроль (1 мл/кг 0.9%-ного раствора NaCl).
Значимость различий (p < 0.05, t-критерий Уэлча с поправкой Бонферрони на 10 сравнений): * – с груп-
пой “C” (крысы с микроальбуминурией (MAU rats), не получавшими гормоны нейрогипофиза), # – с
группой “VP”.

*

MAU rats

*

*
#

C VP VP + VP + OT

L
g(

U
A

E
, m

kg
/k

g/
2 

h)

0
0.5
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2.0
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3.5
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*

MAU rats

*
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L
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U
PE

, m
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/2
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)

–0.2

0.2
0

0.6
0.4

0.8
1.0
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Таблица 2. Селективность протеинурии при действии ВП у здоровых крыс и у крыс с микро-
альбуминурией

Всех крыс напаивали водой в объеме 10 мл/кг (ВН). ВП вводили в дозе 1.5 нмоль/кг. Все показатели при-
ведены за 2 ч эксперимента. Величины указаны в виде Me (Q1; Q3), n = 10 во всех группах. Значимость
различий (p < 0.05, критерий Манна–Уитни, в серии опытов на крысах с микроальбуминурией введена
поправка Бонферрони на 3 сравнения): * – с соответствующей группой “ВН”, & – с группой крыс
“ВН + ВП” с микроальбуминурией.

Серия Экскреция
альбумина, мкг/кг

Экскреция
иммуноглобулина G,

мкг/кг

Экскреция
β2-микроглобулина,

мкг/кг

Опыты на здоровых крысах
ВН 30 (17; 53) 0.9 (0.8; 1.0) 2.0 (1.2; 2.9)
ВН + ВП 122 (74; 176)* 1.4 (0.8; 1.8) 8.0 (7.4; 11.6)*
Опыты на крысах с микроальбуминурией, индуцированной D-NAME
ВН 181 (88; 298)& 2.7 (2.0; 3.6)& 7.0 (5.0; 8.9)&

ВН + ВП 2543 (563; 4610)* 27.3 (21.0; 72.7)* 17.7 (15.1; 20.1)*
ВН + ВП +

V1a-антагонист
121 (49; 176)& 1.8 (1.1; 2.5)& 5.1 (2.6; 6.2)&
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развитием хронической болезни почек в общей популяции [15, 16, 19]. Данные
этих исследований свидетельствуют о том, что субоптимальное потребление жид-
кости сопровождается патофизиологически значимым высвобождением ВП, что, в
свою очередь, может способствовать развитию ряда клинических расстройств: ме-
таболический синдром с абдоминальным ожирением, сахарный диабет 2-го типа,
гипертензия, микроальбуминурия, хроническая болезнь почек, заболевания коро-
нарных сосудов и т.д. При этом микроальбуминурия может быть, по крайней мере
частично, напрямую зависима от ВП, а не опосредована другими связанными с
ним кардиометаболическими факторами риска [15]. В то же время эксперимен-
тальное клиническое исследование с увеличением на 1–1.5 л суточного потребле-
ния воды в течение года не выявило существенных различий альбуминурии и ско-
рости снижения функции почек с группой пациентов, потреблявших обычное ко-
личество жидкости (около 2 л в сутки) [20].

Изучение изменений фильтрации альбумина по его экскреции имеет суще-
ственные ограничения, связанные с тем, что альбумин реабсорбируется в прокси-
мальном канальце, экскретируется лишь небольшая часть профильтровавшегося
белка. Поэтому данные, полученные на здоровых животных или на моделях пато-
логий, осложняющихся микроальбуминурией, бывает сложно интерпретировать.
В данном исследовании влияние ОТ, ВП и антагонистов его рецепторов на вели-
чину протеинурии и альбуминурии изучено на модели микроальбуминурии, вы-
званной введением D-NAME, который нейтрализует отрицательные заряды в
структурах гломерулярного фильтра и снижает его барьерные свойства [13]. В этих
условиях детектировать изменения фильтрации альбумина проще, и изменения в
структурах клубочков у отдельных животных более единообразны, чем на моделях
патологий, например, сахарного диабета. В работе показано, что активация V1a-ре-
цепторов ВП способствует протеинурии, а блокада этого подтипа рецепторов
предотвращает потерю белка у крыс с D-NAME-индуцированной микроальбуми-
нурией. Эффект ВП при активации V2-рецепторов, напротив, оказался протектив-
ным, как и влияние ОТ. Это хорошо согласуется с приведенными выше данными о
влиянии уровня потребления жидкости и прогрессированием почечной патологии.
Низкие концентрации ВП в нашем исследовании действительно не усугубляют
протеинурию. Кроме того, ранее было показано, что питье воды способствует уси-
лению секреции ОТ [21]. А при длительном недостаточном потреблении воды,
приводящему к гипервазопрессинемии, уровень гормона, вероятно, достаточно
высок для того, чтобы активировать V1a-рецепторы. Интересно, что при длитель-
ной гипервазопрессинемии при сахарном диабете выявлено снижение экспрессии
V1a-рецепторов, но не V2-рецепторов, в почках [22], что может быть проявлением
компенсаторных реакций. Имеются данные, свидетельствующие о том, что акти-
вация V1a-рецепторов может способствовать повреждению клубочков, индуцируя
сокращение мезангиальных клеток и вазоконстрикцию эфферентных артериол, а
это, в свою очередь, увеличивает капиллярное давление в клубочках [23, 24]. В ряде
работ выявлен ренопротекторный эффект блокады вазопрессиновых V1a-рецепто-
ров: снижение альбуминурии у пациентов с инсулин-независимым сахарным диа-
бетом [25], снижение протеинурии у спонтанно гипертензивных крыс с частичной
нефрэктомией и солевой нагрузкой [26] и при адриамициновой нефропатии [27].
При хронической болезни почек у крыс показана эффективность монотерапии
V1/V2-антагонистом и комбинации с ингибиторами ангиотензин-превращающего
фермента или антагонистами рецепторов ангиотензина II в отношении протеину-
рии [28]. С другой стороны, у крыс со стрептозотоцин-индуцированным сахарным
диабетом показана эффективность антагониста V2-рецепторов, который препят-
ствовал прогрессированию альбуминурии в течение 9 недель наблюдения [29].
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В работах этого коллектива [6–8, 30] также выявлено протеинурическое действие
агониста V2-рецепторов, десмопрессина, у крыс и человека. Однако V2-рецепторы
или их мРНК не были обнаружены в гломерулах или почечных проксимальных ка-
нальцах [31]. V2-рецепторы представлены во всех отделах собирательных трубок и, в
меньшей степени, в тонком отделе и толстом восходящем отделе петли Генле [31].
Предполагается опосредованное действие десмопрессина на фильтрацию белка че-
рез изменение уровня системного артериального давления (эндотелиальные V2-ре-
цепторы могут опосредовать дилатацию внепочечных сосудов [32]) и активности ре-
нин-ангиотензиновой системы [30]. Еще один предполагаемый механизм – опосре-
дованное V2-рецепторами ингибирование канальцево-клубочковой обратной связи
в результате снижения концентрации соли в плотном пятне, что приводит к повы-
шению внутриклубочкового капиллярного давления и, в конечном итоге, к повре-
ждению гломерул [28]. Выявленное в нашем исследовании усиление потери белка
при действии ВП, вероятно, обусловлено непосредственным вовлечением почеч-
ных V1a-рецепторов. Этот подтип рецепторов широко представлен в почках: мето-
дом полимеразной цепной реакции мРНК V1a-рецептора выявляются в значитель-
ном количестве в клубочках, в собирательных трубках и дуговых артериях [31], в
меньшем количестве – в проксимальных извитых и прямых канальцах, тонком от-
деле и толстом восходящем отделе петли Генле. Также показано, что V1-рецепторы
присутствуют на гломерулярных мезангиальных клетках, а в культуре эти клетки
отвечают на ВП сокращением и повышением синтеза простагландинов [24].

Известно влияние ОТ на почечную гемодинамику, экскрецию воды и электроли-
тов (рост натрийуреза). При этом ОТ оказывает констрикторное влияние на гладко-
мышечные клетки сосудов и мезангиальные клетки только в высоких дозах, и эф-
фект обусловлен стимуляцией V1a-рецепторов [24, 33]. Исследований влияния ОТ на
прогрессирование почечной патологии у человека не проводилось. На животных ра-
нее было показано, что ОТ защищает крыс от цисплатин-индуцированной нефропа-
тии [34]. Механизм защиты авторы связывают, по крайней мере частично, с антиок-
сидантным действием гормона. Возможно, что ОТ действует непосредственно на
уровне клубочков. Показано, что рецептор к ОТ выявляется в корковом веществе
почки методом авторадиографии [35], преимущественно в области macula densa [36],
но его функциональная роль там не изучена. Выявлено усиление продукции цГМФ в
почке при действии ОТ [37]. Антипротеинурическое действие ОТ нами было выявле-
но впервые и его механизм нуждается в отдельном изучении.

Таким образом, ВП при высокой концентрации в крови усиливает фильтрацию
белков в почке, этот эффект опосредован V1a-рецепторами и, в зависимости от ба-
рьерных свойств гломерулярного фильтра, приводит к развитию микроальбумину-
рии или выраженной протеинурии. ОТ и ВП в дозе, при которой он преимуще-
ственно активирует V2-рецепторы, оказывают антипротеинурическое действие.
Выявленные эффекты нейрогипофизарных гормонов на экскрецию альбумина от-
крывают новые перспективные терапевтические мишени для коррекции гломеру-
лярных дисфункций.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Все применимые международные, национальные и/или институциональные
принципы ухода и использования животных были соблюдены.

Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием животных, соответ-
ствовали этическим стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, принци-
пам Базельской декларации и требованиям Регламента использования лаборатор-
ных животных в Институте эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Се-



1269ВЛИЯНИЕ ГОРМОНОВ НЕЙРОГИПОФИЗА

ченова РАН. План исследований одобрен комиссией по биоэтике, утвержденной
Приказом Директора Института эволюционной физиологии и биохимии
им. И.М. Сеченова РАН № 6 от 20.01.2022 г. (протокол № 1-15/2022 от 27.01.2022).

ИСТОЧНИКИ ФИНАНСИРОВАНИЯ

Работа выполнена при поддержке Российского научного фонда (проект № 22-25-00640).

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов интересов, связан-
ных с публикацией данной статьи.

ВКЛАД АВТОРОВ

Идея работы и планирование эксперимента (А.В.К.), сбор данных (Е.В.Б., Т.А.К., Т.В.К.,
А.В.К.), обработка данных (Е.В.Б., А.В.К.), написание и редактирование рукописи (Е.В.Б.,
Т.А.К., Т.В.К., А.В.К.).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Ballermann BJ, Nystrom J, Haraldsson B (2021) The glomerular endothelium restricts albumin
filtration. Front Med (Lausanne) 8: 766689. 
https://doi.org/10.3389/fmed.2021.766689

2. Daehn IS, Duffield JS (2021) The glomerular filtration barrier: a structural target for novel kid-
ney therapies. Nat Rev Drug Discov 20(10): 770–788. 
https://doi.org/10.1038/s41573-021-00242-0

3. Добронравов ВА, Смирнов АВ, Каюков ИГ (2009) Многогранная альбуминурия: аспекты
клинического значения. Нефрология 13(3): 33–39. [Dobronravov VA, Smirnov AV, Kayukov IG
(2009) Manysided albuminuria: aspects of clinical value. Nefrologiya 13(3): 33–39. (In Russ)].

4. Шишкин АН, Лындина МЛ (2009) Эндотелиальная дисфункция, метаболический син-
дром и микроальбуминурия. Нефрология 13(3): 24–32. [Shishkin AN, Lyndina ML (2009)
Endothelial dysfunction, metabolic syndrome and microalbuminuria. Nefrologiya 13(3): 24–
32. (In Russ)].

5. Velho G, Bouby N, Hadjadj S, Matallah N, Mohammedi K, Fumeron F, Potier L, Bellili-Munoz N, Tav-
eau C, Alhenc-Gelas F, Bankir L, Marre M, Roussel R (2013) Plasma copeptin and renal out-
comes in patients with type 2 diabetes and albuminuria. Diabetes Care 36(11): 3639–3645. 
https://doi.org/10.2337/dc13-0683

6. Bardoux P, Martin H, Ahloulay M, Schmitt F, Bouby N, Trinh-Trang-Tan MM, Bankir L (1999) Va-
sopressin contributes to hyperfiltration, albuminuria, and renal hypertrophy in diabetes mellitus:
study in vasopressin-deficient Brattleboro rats. Proc Natl Acad Sci U S A 96(18): 10397–10402. 
https://doi.org/10.1073/pnas.96.18.10397

7. Bouby N, Hassler C, Bankir L (1999) Contribution of vasopressin to progression of chronic renal
failure: study in Brattleboro rats. Life Sci 65(10): 991–1004. 
https://doi.org/10.1016/s0024-3205(99)00330-6

8. Bankir L, Bardoux P, Ahloulay M (2001) Vasopressin and diabetes mellitus. Nephron 87(1): 8–18. 
https://doi.org/10.1159/000045879

9. Кутина АВ, Наточин ЮВ (2008) Аналоги вазотоцина усиливают экскрецию белков поч-
кой крыс. Рос физиол журн им ИМ Сеченова 94(11): 1325–1334. [Kutina AV, Natochin IuV
(2008) Vasotocin analogues increase protein excretion by the rat kidney. Russ J Physiol 94(11):
1325–1334. (In Russ)].

10. Сивак КВ, Забродская ЯА, Добровольская ОА (2019) Апробация метода электрофоретиче-
ского разделения и идентификации некоторых белков мочи у крыс при токсической
нефропатии. Мед акад журн 19(3): 71–82. [Sivak KV, Zabrodskaya YA, Dobrovolskaya OA
(2019) Approval of the method of electrophoretic separation and identification of some urine
proteins in rats with toxic nephropathy. Med akad zhurn 19(3): 71–82. (In Russ)]. 
https://doi.org/10.17816/MAJ19371-82

11. Kutina AV, Golosova DV, Marina AS, Shakhmatova EI, Natochin YV (2016) Role of vasopressin
in the regulation of renal sodium excretion: interaction with glucagon-like peptide-1. J Neuro-



1270 КАРАВАШКИНА и др.

endocrinol 28(4): 1–8. 
https://doi.org/10.1111/jne.12367

12. Kutina AV, Makashov AA, Balbotkina EV, Karavashkina TA, Natochin YV (2020) Subtypes of
neurohypophyseal nonapeptide receptors and their functions in rat kidneys. Acta Naturae
12(1): 73–83. 
https://doi.org/10.32607/actanaturae.10943

13. Kutina AV, Shakhmatova EI, Natochin YuV (2010) Effect of a blocker of nitric oxide production
on albumin excretion by rat kidney. Bull Exp Biol Med 150(6): 693–695. 
https://doi.org/10.1007/s10517-011-1225-z

14. Ivanova LN (2012) Vasopressin: molecular mechanisms of its antidiuretic effect. Neurosci Be-
hav Physiol 42(7): 661–677. 
https://doi.org/10.1007/s11055-012-9618-7

15. Enhörning S, Bankir L, Bouby N, Struck J, Hedblad B, Persson M, Morgenthaler NG, Nilsson PM,
Melander O (2013) Copeptin, a marker of vasopressin, in abdominal obesity, diabetes and mi-
croalbuminuria: the prospective Malmö Diet and Cancer Study cardiovascular cohort. Int J
Obes (Lond) 37(4): 598–603. 
https://doi.org/10.1038/ijo.2012.88

16. Lang F, Guelinckx I, Lemetais G, Melander O (2017) Two liters a day keep the doctor away? Con-
siderations on the pathophysiology of suboptimal f luid intake in the common population. Kid-
ney Blood Press Res 42(3): 483–494. 
https://doi.org/10.1159/000479640

17. Meijer E, Bakker SJ, Halbesma N, de Jong PE, Struck J, Gansevoort RT (2010) Copeptin, a sur-
rogate marker of vasopressin, is associated with microalbuminuria in a large population cohort.
Kidney Int 77(1): 29–36. 
https://doi.org/10.1038/ki.2009.397

18. Student J, Sowers J, Lockette W (2022) Thirsty for fructose: arginine vasopressin, fructose, and
the pathogenesis of metabolic and renal disease. Front Cardiovasc Med 9: 883365. 
https://doi.org/10.3389/fcvm.2022.883365

19. El Boustany R, Tasevska I, Meijer E, Kieneker LM, Enhörning S, Lefevre G, Mohammedi K,
Marre M, Fumeron F, Balkau B, Bouby N, Bankir L, Bakker SJ, Roussel R, Melander O, Gan-
sevoort RT, Velho G (2018) Plasma copeptin and chronic kidney disease risk in 3 European co-
horts from the general population. JCI Insight 3(13): e121479. 
https://doi.org/10.1172/jci.insight.121479

20. Clark WF, Sontrop JM, Huang SH, Gallo K, Moist L, House AA, Cuerden MS, Weir MA, Bagga A, Brim-
ble S, Burke A, Muirhead N, Pandeya S, Garg AX (2018) Effect of coaching to increase water in-
take on kidney function decline in adults with chronic kidney disease: The CKD WIT random-
ized clinical trial. JAMA 319(18): 1870–1879. 
https://doi.org/10.1001/jama.2018.4930

21. Natochin YV, Golosova DV, Shakhmatova EI (2018) A new functional role of oxytocin: partici-
pation in osmoregulation. Dokl Biol Sci 479(1): 60–63. 
https://doi.org/10.1134/S0012496618020096

22. Trinder D, Phillips PA, Stephenson JM, Risvanis J, Aminian A, Adam W, Cooper M, Johnston CI
(1994) Vasopressin V1 and V2 receptors in diabetes mellitus. Am J Physiol 266(2 Pt 1): E217–E223. 
https://doi.org/10.1152/ajpendo.1994.266.2.E217

23. Edwards RM, Trizna W, Kinter LB (1989) Renal microvascular effects of vasopressin and vaso-
pressin antagonists. Am J Physiol 256(2 Pt 2): F274–F278. 
https://doi.org/10.1152/ajprenal.1989.256.2.F274

24. Briner VA, Tsai P, Choong HL, Schrier RW (1992) Comparative effects of arginine vasopressin
and oxytocin in cell culture systems. Am J Physiol 263(2 Pt 2): F222–F227. 
https://doi.org/10.1152/ajprenal.1992.263.2.F222

25. Nishikawa T, Omura M, Iizuka T, Saito I, Yoshida S (1996) Short-term clinical trial of 1-(1-[4-
(3-acetylaminopropoxy)-benzoyl]-4-piperidyl)-3, 4-dihydro-2(1H)-quinolinone in patients
with diabetic nephropathy. Possible effectiveness of the specific vasopressin V1 receptor antag-
onist for reducing albuminuria in patients with non-insulin dependent diabetes mellitus.
Arzneimittelforschung 46(9): 875–878.

26. Okada H, Suzuki H, Kanno Y, Saruta T (1995) Effects of novel, nonpeptide vasopressin antag-
onists on progressive nephrosclerosis in rats. J Cardiovasc Pharmacol 25(5): 847–852. 
https://doi.org/10.1097/00005344-199505000-00023

27. Okada H, Suzuki H, Kanno Y, Saruta T (1996) Evidence for the involvement of vasopressin in
the pathophysiology of adriamycin-induced nephropathy in rats. Nephron 72(4): 667–672. 
https://doi.org/10.1159/000188957



1271ВЛИЯНИЕ ГОРМОНОВ НЕЙРОГИПОФИЗА

28. Perico N, Zoja C, Corna D, Rottoli D, Gaspari F, Haskell L, Remuzzi G (2009) V1/V2 Vasopressin
receptor antagonism potentiates the renoprotection of renin-angiotensin system inhibition in
rats with renal mass reduction. Kidney Int 76(9): 960–967. 
https://doi.org/10.1038/ki.2009.267

29. Bardoux P, Bichet DG, Martin H, Gallois Y, Marre M, Arthus MF, Lonergan M, Ruel N, Bouby N, Bankir L
(2003) Vasopressin increases urinary albumin excretion in rats and humans: involvement of V2
receptors and the renin-angiotensin system. Nephrol Dial Transplant 18(3): 497–506. 
https://doi.org/10.1093/ndt/18.3.497

30. Bardoux P, Bruneval P, Heudes D, Bouby N, Bankir L (2003) Diabetes-induced albuminuria:
role of antidiuretic hormone as revealed by chronic V2 receptor antagonism in rats. Nephrol Di-
al Transplant 18(9): 1755–1763. 
https://doi.org/10.1093/ndt/gfg277

31. Terada Y, Tomita K, Nonoguchi H, Yang T, Marumo F (1993) Different localization and regula-
tion of two types of vasopressin receptor messenger RNA in microdissected rat nephron seg-
ments using reverse transcription polymerase chain reaction. J Clin Invest 92(5): 2339–2345. 
https://doi.org/10.1172/JCI116838

32. Tagawa T, Imaizumi T, Shiramoto M, Endo T, Hironaga K, Takeshita A (1995) V2 receptor-me-
diated vasodilation in healthy humans. J Cardiovasc Pharmacol 25(3): 387–392. 
https://doi.org/10.1097/00005344-199503000-00006

33. Loichot C, Krieger JP, De Jong W, Nisato D, Imbs JL, Barthelmebs M (2001) High concentrations
of oxytocin cause vasoconstriction by activating vasopressin V1A receptors in the isolated per-
fused rat kidney. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol 363(4): 369–375. 
https://doi.org/10.1007/s002100000372

34. Elberry AA, Refaie SM, Kamel M, Ali T, Darwish H, Ashour O (2013) Oxytocin ameliorates cis-
platin-induced nephrotoxicity in Wistar rats. Ann Saudi Med 33(1): 57–62. 
https://doi.org/10.5144/0256-4947.2013.57

35. Tribollet E, Barberis C, Dreifuss JJ, Jard S (1988) Autoradiographic localization of vasopressin
and oxytocin binding sites in rat kidney. Kidney Int 33(5): 959–965. 
https://doi.org/10.1038/ki.1988.94

36. Arpin-Bott MP, Waltisperger E, Freund-Mercier MJ, Stoeckel ME (1997) Two oxytocin-binding
site subtypes in rat kidney: pharmacological characterization, ontogeny and localization by in
vitro and in vivo autoradiography. J Endocrinol 153(1): 49–59. 
https://doi.org/10.1677/joe.0.1530049

37. Soares TJ, Coimbra TM, Martins AR, Pereira AG, Carnio EC, Branco LG, Albuquerque-Araujo WI, de Nu-
cci G, Favaretto AL, Gutkowska J, McCann SM, Antunes-Rodrigues J (1999) Atrial natriuretic
peptide and oxytocin induce natriuresis by release of cGMP. Proc Natl Acad Sci U S A 96(1):
278–283. 
https://doi.org/10.1073/pnas.96.1.278

Effect of Neurohypophyseal Hormones on Excretion of Proteins by the Kidneys

T. A. Karavashkinaa, E. V. Balbotkinaa, T. V. Kovalevaa, and A. V. Kutinaa, *
aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the Russian Academy of Sciences,

St. Petersburg, Russia
*e-mail: kutina_anna@mail.ru

Vasopressin (VP) is one of the main factors affecting intraglomerular hemodynamics,
filtration pressure and the state of mesangial cells and contributing to the progression of
proteinuria. The aim of this work was to study the effect of neurohypophyseal hormones
(VP and oxytocin) on urinary protein excretion. Experiments were performed on Wistar
rats, healthy and with microalbuminuria caused by minimal damage to the glomerular
filter. Microalbuminuria was modeled by administration of D-nitroarginine methyl ester
(D-NAME, 50 mg/kg, intraperitoneally). VP (0.05 and 1.5 nmol/kg) and oxytocin
(0.15 nmol/kg) were administered to rats intramuscularly, V2-antagonist (15 nmol/kg)
and V1a-antagonist (20 nmol/kg) intraperitoneally. To reduce the level of endogenous
VP, animals were given water to drink (10 ml/kg), urine was collected for 2 h, and the
levels of total protein, albumin, β2-microglobulin, and immunoglobulin G (IgG) were
analyzed. In healthy rats, VP at a dose of 0.05 nmol/kg and oxytocin did not affect albu-
min excretion, but VP at a dose of 1.5 nmol/kg provoked microalbuminuria. In a model



1272 КАРАВАШКИНА и др.

of impaired properties of the glomerular filter caused by the D-NAME administration,
VP at a dose of 0.05 nmol/kg and oxytocin led to the normalization of albumin excre-
tion, and VP at a dose of 1.5 nmol/kg caused pronounced proteinuria, albumin excretion
increased by 100 times, IgG – by 10 times. Blockade of V2 receptors aggravated protein
loss caused by D-NAME and VP (1.5 nmol/kg), while blockade of V1a receptors pre-
vented it. Thus, at high concentrations in the blood, VP enhances protein filtration in
the kidney. This effect is mediated by V1a receptors and, depending on the barrier prop-
erties of the glomerular filter, leads to the development of microalbuminuria or severe
proteinuria. Oxytocin and VP at a dose at which it predominantly activates V2 receptors
have an antiproteinuric effect. The revealed effects of neurohypophyseal hormones on
albumin excretion open up new promising therapeutic targets for the correction of glo-
merular dysfunctions.

Keywords: kidney, vasopressin, oxytocin, microalbuminuria, proteinuria, D-NAME
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Полихроматофильные эритроциты (ПХЭ) являются подходящей мишенью для
оценки уровня острого и хронического генотоксического стресса в моделях in vivo.
Для индукции генотоксического стресса в эксперименте широко применяется
митомицин С (ММС) – алкилирующий агент, приводящий к образованию попе-
речных сшивок молекулы ДНК. Микроядерный тест в полихромных эритроцитах
хорошо зарекомендовал себя в качестве стандартного анализа для оценки геноток-
сических эффектов на хромосомном уровне у мышей. Вместе с тем большинство
имеющихся исследований направлено на изучение острого генотоксического
стресса, обусловленного высокими дозами мутагенов, в то время как исследова-
ний, направленных на изучение хронического воздействия ММС, крайне мало.
Цель данного исследования – определение генотоксического потенциала ММС
без цитотоксического эффекта при хроническом воздействии на мышей, нокаут-
ных по гену аполипопротеина Е (ApoE–/–). В исследование были включены че-
тыре группы ApoE-нокаутных мышей, получавших инъекции двух различных
доз ММС (0.1 и 0.5 мг/кг) в хвостовую вену один и три раза в неделю, а также две
контрольные группы. Каждая группа состояла из четырех самок и одного самца.
Для оценки генотоксических эффектов готовили препараты костного мозга, на
каждом образце подсчитывали 1000 ПХЭ, выявляли ПХЭ с микроядрами и рас-
считывали долю ретикулоцитов. Доза 0.5 мг/кг показала явный цитотоксический
эффект, выраженный в нарушении эритропоэза, а именно в уменьшении доли
ретикулоцитов. Доза 0.1 мг/кг вызывала выраженный генотоксический, но не
цитотоксический эффект. Полученные в ходе настоящего исследования резуль-
таты могут быть полезны при выборе дозы ММС для проведения экспериментов,
требующих моделирования хронического генотоксического стресса у лаборатор-
ных животных.

Ключевые слова: микроядра, генотоксические эффекты, эритроциты, ретикуло-
циты, митомицин С
DOI: 10.31857/S0869813923090029, EDN: OSJMIA

ВВЕДЕНИЕ

Митомицин С (ММС) – противоопухолевый антибиотик, обнаруженный в
1950-х годах в ферментированных культурах Streptomyces caespitosus и широко ис-
пользующийся при лечении онкологических заболеваний [1]. Как алкилирующий

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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агент ММС оказывает цитотоксическое и генотоксическое воздействие на клетки
млекопитающих. На молекулярном уровне восстановительная активация ММС
приводит к образованию его производного, митозена, который посредством реак-
ции N-алкилирования взаимодействует с молекулой ДНК, приводя к образованию
поперечных сшивок между ее нитями. Кроме того, ММС может инициировать об-
разование активных форм кислорода и азота, вызывающих окислительный и нит-
розивный стресс [2–4]. Кроме того, ММС в низких дозах является причиной преж-
девременного клеточного старения [5]. Следует отметить, что большинство имею-
щихся исследований направлено на изучение острого генотоксического стресса,
обусловленного высокими дозами ММС [6, 7], в то время как исследований, на-
правленных на изучение хронического воздействия ММС, крайне мало.

Микроядерный тест in vivo хорошо зарекомендовал в качестве стандартного ана-
лиза для оценки генотоксических эффектов на хромосомном уровне у различных
лабораторных животных, при этом мыши являются наиболее широко используе-
мыми в подобных экспериментах видами грызунов [8], а полихроматофильные
эритроциты (ПХЭ) являются подходящей мишенью для оценки уровня острого и
хронического генотоксического стресса [9]. Особый интерес представляет изуче-
ние уровня генотоксического стресса у гиперлипидемических мышей, нокаутных
по гену аполипопротеина Е (ApoE–/–), используемых при изучении патогенеза
различных сердечно-сосудистых заболеваний [10, 11]. Ряд проведенных ранее экс-
периментов показал, что ММС-индуцированный генотоксический стресс может
приводить к развитию эндотелиальной дисфункции (являющейся триггером ате-
росклероза) в экспериментах in vitro [12, 13], при этом остается неизученным во-
прос, будет ли ММС вызвать схожие эффекты у лабораторных животных.

Целью данного исследования явилось определение генотоксического потенциа-
ла ММС без цитотоксического эффекта при хроническом воздействии на Apoe-
нокаутных мышах.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Моделирование генотоксического стресса
В исследование были использованы ApoE-нокаутные мыши в возрасте 1.5 года,

полученные из вивария отдела экспериментальной медицины НИИ комплексных
проблем сердечно-сосудистых заболеваний (Кемерово, Россия). Были сформиро-
ваны четыре экспериментальные группы, включавшие по пять мышей (четыре
самки и один самец), получавших инъекции двух различных доз ММС (AppliChem,
Испания, 0.1 и 0.5 мг/кг) в хвостовую вену один и три раза в неделю в течение ме-
сяца, а также две контрольные группы (получавшие инъекции 0.9%-ного раствора
NaCl один и три раза в неделю на протяжении всего эксперимента). Раствор ММС
готовили непосредственно перед использованием (ex tempore). Дозы ММС опреде-
ляли эмпирически с учетом литературных данных [14, 15]. Дозу препарата, рассчи-
танную для каждого животного, разводили в 0.9%-ном растворе NaCl. В ходе экс-
перимента животных перед введением препарата взвешивали и корректировали
дозы препарата. Еда и вода были доступны на протяжении всего эксперимента.

Преимущество в количестве самок в исследуемых группах было обосновано
тем, что самки данной линии характеризуются более медленным развитием ате-
росклероза.

Извлечение костного мозга
Эвтаназия животных осуществлялась с применением двуокиси углерода. Вскры-

тие проводили через семь дней от последнего введения ММС. После выделения
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бедренной кости и ее полного очищения от мышечной ткани, удаляли эпифизы,
проводили смыв костного мозга 1 мл эмбриональной телячьей сыворотки (Sigma-
Aldrich, США). Полученную суспензию центрифугировали при 1000 об./мин на
протяжении 5 мин, надосадочную жидкость удаляли и добавляли 500 мкл свежей
сыворотки, после чего снова центрифугировали и частично удаляли надосадочную
жидкость, оставляя примерно 50–100 мкл.

Подготовка цитогенетических препаратов
Небольшую каплю полученной суспензии с помощью дозатора помещали на

край обезжиренного предметного стекла и растягивали каплю по всей его поверх-
ности с помощью другого предметного стекла. После высушивания на воздухе пре-
параты фиксировали метанолом в течение 5 мин. Препараты окрашивали 2%-ным
раствором красителя Гимза в течение 10 мин, промывали проточной водой и высу-
шивали на воздухе.

Анализ цитогенетических препаратов
Препараты анализировали на микроскопе Axiostar Plus (Zeiss, Германия) при

увеличении в 1000 раз. На каждом препарате подсчитывали 200 эритроцитов, опре-
деляли количество нормахроматофильных эритроцитов и ПХЭ, после чего рассчи-
тывали долю ПХЭ. Для оценки уровня генотоксического стресса на каждом препа-
рате подсчитывали еще 1000 ПХЭ и отмечали ПХЭ с микроядрами (МЯ) (рис. 1).

Статистический анализ
Статистический анализ проводили с использованием программного обеспече-

ния StatSoft STATISTICA 10.0. Оценка нормальности распределения по методу
Колмогорова–Смирнова показало, что распределение данных по всем изученным
показателям не соответствует нормальному. Следовательно, для сравнения групп

Рис. 1. Препарат смыва костного мозга из бедренной кости мышей (a – нормахроматофильный эрит-
роцит; b – полихроматофильный эритроцит с микроядром; c – полихроматофильный эритроцит без
аномалий).

a
b

c

10 мкм
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применяли H-критерий Краскела–Уоллиса. Различия между группами считали
значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В результате проведенного исследования было показано несколько достоверных
различий по уровню ПХЭ с МЯ между экспериментальными и контрольными
группами (рис. 2a). При однократном введении ММС ПХЭ с хромосомными по-
вреждениями более чем в два раза чаще встречались в группах мышей, экспониро-
ванных обеими дозами ММС (0.1 и 0.5 мг/кг) по сравнению с контрольными груп-
пами. Экспериментальные группы как при однократном, так и при трехкратном
введении ММС не имели статистически подтвержденные различия (p > 0.05) по
количеству клеток с цитогенетическими аномалиями.

Для понимания изменения гемопоэза, а именно эритропоэза, в ответ на ММС-ин-
дуцированный генотоксический стресс, дополнительно было проанализировано
200 эритроцитов и подсчитана доля ПХЭ от общего числа эритроцитов. Было уста-
новлено, что у мышей из экспериментальных групп доля ПХЭ была на 10% и более
ниже, чем у мышей из контрольных групп, однако статистически значимые разли-
чия с контролем были отмечены только у животных, получавших трехкратную
инъекцию ММС в дозировке 0.5 мг/кг (рис. 2b). Следует отметить, что доля ПХЭ в
контрольных группах составляла примерно 50%.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Генотоксический стресс приводит к серьезным последствиям для здоровья че-
ловека, связанным с тератогенными, мутагенными и канцерогенными эффектами,
возникающими в результате хромосомных нарушений в соответствующих тканях.
При анализе способности того или иного агента инициировать повреждение ДНК,
или при оценке существующих повреждений, могут быть использованы различные
цитогенетические тесты. Они применимы как к клеткам в экспериментах in vitro,
так и к моделям in vivo с участием мелких млекопитающих. Преимущество цитоге-
нетических тестов заключается в возможности учета генетических повреждений на
уровне отдельной клетки, что позволяет определять клеточную кинетику кластоге-
на и устанавливать зависимость “доза–эффект”. Оценка “доза–эффект” является
одним из этапов в оценке рисков, связанных с воздействием химических веществ и
факторов окружающей среды, индуцирующих обратимые и необратимые измене-
ния в организме [16].

Микроядерный тест широко используется в генетической токсикологии и при-
меняется, в том числе, при разработке и тестировании лекарственных препаратов.
Микроядерный тест и FISH метод (флуоресцентная гибридизация in situ) остаются
одними из основных методов оценки влияния мутагенных факторов на геномную
нестабильность [15]. Такие цитогенетические аномалии, как микроядро, протру-
зия и нуклеоплазменный мост учитываются в анализе эритроцитов рыб и птиц для
обнаружения генотоксических факторов в окружающей среде [22, 23]. In vivo ана-
лиз уровня МЯ в эритроцитах млекопитающих (главным образом крыс и мышей),
полученных из периферической крови или костного мозга, широко используется
для выявления повреждений хромосом или митотического аппарата эритробла-
стов, вызванных исследуемым химическим веществом [17], в основном определяя
частоту встречаемости микроядер [24, 25]. В процессе превращения эритробласта
костного мозга в незрелый эритроцит (иногда также называемый ПХЭ или ретику-
лоцитом) в цитоплазме возможно появление МЯ, являющихся маркеров повре-
ждения генетического аппарата клетки [17, 18]. Визуализация МЯ в таких клетках
облегчается тем, что у них отсутствует основное ядро.
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Различные по своему типу и механизму действия мутагенные агенты по разному
влияют на образование МЯ в ПХЭ. Повреждения ДНК, вызванные различными
экзогенными и эндогенными факторами, накапливаются в клетке до тех пор, пока
не привысят возможности систем репарации повреждений ДНК. В этом контексте
важно понимать механизмы и последствия генотоксического стресса, вызванного
хроническим низкодозовым воздействием различных мутагенных агентов на жи-
вые организмы. В нашем исследовании было показано, что ММС в концентрации
0.1 мг/кг вызывает выраженный генотоксический, но не цитотоксический эффект
у гиперлипидемических мышей (что выражается в значимом увеличении частоты
ПХЭ с МЯ, с одновременным отсутствием изменения доли ПХЭ). В то же самое
время доза 0.5 мг/кг обладала выраженными цитотоксическими эффектами, вызы-
вая нарушение эритропоэза (а именно снижение доли ретикулоцитов), при этом
уровень ПХЭ с МЯ статистически значимо не различался с данным показателем
для дозы 0.1 мг/кг. Полученные нами результаты отличаются от данных, получен-
ных в ходе экспериментов по моделированию острого генотоксического стресса,
выполненных рядом исследователей. В частности, был изучен уровень ПХЭ с МЯ у
крыс линии Wistar, получавших инъекции ММС в концентрации 0.5, 1 и 2 мг/кг
внутрибрюшинно, с периодичностью один раз в сутки (всего было выполнено две
инъекции). Было показно, что только концентрации 1 и 2 мг/кг вызвавли значимое
повышение уровня повреждения ДНК по сравнению с неэкспонируемым контро-
лем, в то время как концентрации 0.5 мг/кг при двукратном внутрибрюшинном
введении не вызвала развития генотоксического стресса у животных. Более того,
ежедневные (на протяжении 13 дней) внутрибрюшинные инъекции ММС в конце-
трации 0.1 мг/кг (с забором периферической крови каждые 24 ч) также не приводи-
ли к изменению как уровня ПХЭ с МЯ, так и доли ПХЭ [19].

Morales-Ramírez и соавт. [20] в своем обзоре сравнивали различия в кинетике и
механизмах образования ПХЭ с МЯ и цитотоксичности различных противоопухо-
левых и генотоксических агентов в периферической крови мышей in vivo. Мини-
мальной дозой ММС, при которой наблюдалось максимальное снижение доли
ПХЭ, явилась концентрация 1.5 мкМ/кг, а также была показана корреляция между
генотоксическим и цитотоксическим действием ММС. Также установлено, что
внутрибрюшинные инъекции ММС в концентрации 1 мг/кг (пять инъекций в те-
чение недели) не вызывают изменений в биохимических и цитологических показа-
телях периферической крови NQO1–/–, NQO1+/– и NQO2–/– мышей, а также ги-
стологической характеристики их костного мозга [21].

Таким образом, в результате проведенного исследования показано, что дозиров-
ка ММС в концентрации 0.1 мг/кг является оптимальной для моделирования хро-
нического генотоксического стресса у мышей. Высоких доз (более 0.5 мг/кг) следует,
по видимому, избегать, так как они могут вызвать цитотоксические эффекты и на-
рушение эритропоэза. Сверхнизкие дозы (менее 0.1 мг/кг), вероятно, даже без-
опаснее, и их эффект в контексте моделирования генотоксического эффекта следует
изучить в будущих исследованиях. Полученные в ходе настоящего исследования
результаты могут быть полезны при выборе дозы ММС для проведения экспери-
ментов, требующих моделирования хронического генотоксического стресса у ла-
бораторных животных.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Исследование проводилось в соответствии с рекомендациями Хельсинкской де-
кларации и принципами гуманности, изложенными в Правилах проведения работ
с использованием экспериментальных животных. Протокол исследования одобрен
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Dose-Response of the Mitomycin C Genotoxic Effect on the ApoE Knockout Mice

M. A. Asanova, *, D. K. Shishkovaa, A. O. Poddubnyaka, M. Y. Sinitskya, A. V. Sinitskayaa, 
M. V. Khutornayaa, and A. V. Ponasenkoa

aResearch Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russia
*e-mail: asmaks988@gmail.com

Polychromic erythrocytes have been accepted as a suitable target for micronucleus (MN)
evaluation in both acute and cumulative injury. Mitomycin C (MMC) also has a wide
range of genotoxicity, including inhibition of DNA synthesis, clastogenesis and muta-
genesis. As an immediate clastogen requiring exclusively intracellular reductive activa-
tion, MMS initiates efficient DNA crosslinking. The in vivo micronucleus assay has es-
tablished itself as a standard assay for evaluating chromosomal genotoxicity in mouse
erythrocytes. Most of the studies are focused on the study of acute acute effects, which is
caused by high doses of the mutagen. In turn, there are no or very few studies aimed at
studying the chronic effects of MMS. The aim of the study is to create a chronic geno-
toxic effect of MMS without lethal outcome in ApoE–/– mice when selecting the opti-
mal dose of MMS. The design of the study included 6 groups of ApoE–/– mice, two
doses of MMC at a concentration of 0.1 and 0.5 mg/kg, single and three doses. Each
group consisted of four females and one male. To assess genotoxicity, 1000 polychromic
erythrocytes (PChE) extracted from the femoral bone marrow were counted on each
sample, PChE with micronuclei were detected, and the proportion of reticulocytes was
counted. A dose of 0.5 mg/kg showed a clear cytotoxic effect, expressed in a violation of
erythropoiesis, and more precisely in a decrease in the proportion of reticulocytes. In
our study, the concentration of the mutagen, namely 0.1 mg/kg, was shown to cause a
clear genotoxic effect without reaching the threshold of cytotoxicity. Dose-response
studies in rodents can provide useful information on the mechanisms of toxicity and
dose selection for long-term toxicity studies.

Keywords: micronucleus, genotoxicity, erythrocyte, mitomycin, reticulocyte
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Серотониновая и нитрергическая системы медиальной префронтальной коры
(мПК) вовлечены в контроль генерализации страха, но их локальное взаимодей-
ствие в ходе обеспечения этой функции исследовано мало. Целью работы было
изучить влияние блокады эндогенных нитрергических сигналов на выброс серо-
тонина в мПК во время формирования условной реакции страха (УРС – модель
страха) и на динамику ее генерализации. В исследованиях на самцах крыс линии
Спрег-Доули методами прижизненного внутримозгового микродиализа и высо-
коэффективной жидкостной хроматографии с электрохимической детекцией
было установлено, что введения в мПК через диализную канюлю ингибитора
NO-синтазы N-ω-нитро-L-аргинина (NA, 0.5 мМ) и селективного ингибитора
нейронной NO-синтазы N-ω-пропил-L-аргинина (NPLA, 2мМ) уменьшают ба-
зальный уровень внеклеточного серотонина в мПК и снижают функциональный
подъем этого показателя, вызываемый выработкой УРС (сочетание условного
сигнала (CS+) с неизбегаемым болевым раздражением). Введения NA и NPLA
увеличивали замирание животных на дифференцировочный сигнал (CS–), не
ассоциируемый с болевым раздражением, при первом тестировании, проводи-
мом через 70 мин после выработки УРС на фоне введения этих препаратов, но
уменьшали этот показатель при повторном тестировании через сутки после вве-
дений, не изменяя замирание тех же животных на потенциально опасный CS+.
Полученные данные свидетельствуют об участии эндогенного NO в активации
выброса серотонина в мПК, вызываемого формированием реакции страха. Кро-
ме того, они показывают, что блокада эндогенных нитрергических сигналов
мПК, усиливающая первоначальную генерализацию реакции страха, способствует
угасанию генерализованного страха, возможно, за счет торможения выброса серото-
нина в мПК.

Ключевые слова: медиальная префронтальная кора, прижизненный внутримозго-
вой микродиализ, выброс серотонина, NO-серотониновое взаимодействие, гене-
рализация реакции страха
DOI: 10.31857/S0869813923090108, EDN: ORFYAG

ВВЕДЕНИЕ

Нейромедиатор серотонин является одной из древнейших сигнальных молекул
[см. 1], продуцируемых животными разных биологических типов [2]. В мозге лабо-
раторных грызунов серотониновая система представлена девятью группами серо-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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тонинергических нейронов ствола мозга, иннервирующих многие, если не все, от-
делы ЦНС [3]. Такая широкая иннервация, а также анатомическое, нейрохимиче-
ское и электрофизиологическое разнообразие серотониновых нейронов [4, 5]
объясняют участие серотониновых сигналов в регуляции большого числа физиоло-
гических функций [6]. Важное место среди них занимают реакции на стресс и кон-
троль различных аспектов страха [5, 7], включая генерализованный страх (страх в
безопасных обстоятельствах) [8, 9] гипертрофированно усиливающийся при пост-
травматических стрессовых расстройствах [10]. Данные литературы и наши резуль-
таты свидетельствуют, что медиальная префронтальная кора (мПК) и ее серотони-
новая система, образуемая волокнами из дорсального и медианного ядер шва [7],
участвуют в контроле генерализации страха [9, 11]. А именно, мы показали, что
функциональный выброс серотонина в мПК, наблюдаемый во время выработки
условной реакции страха (УРС – сочетание условного звукового сигнала (CS+) с
неизбегаемым электрокожным раздражением, модель страха), является фактором,
влияющим на генерализацию страха, поскольку его фармакологическое усиление
селективно усиливает замирания крыс (показатель страха) на безопасные диффе-
ренцировочные сигналы (CS–) через сутки после выработки УРС [9].

Одним из возможных путей регуляции такого функционального выброса серо-
тонина в мПК являются локальные нитрергические влияния, поскольку накапли-
ваются сведения, что оксид азота (NO), регулирующий серотониновую нейро-
трансмиссию в разных отделах ЦНС [12, 13], в том числе и в мПК [14], может вли-
ять на процессы генерализации страха в норме [15] и при психопатологии [16]
через воздействие на активность серотониновой системы. В частности, по нашим
данным, длительная (210 мин) инфузия в мПК во время выработки УРС донора
NO диэтиламин ноноата (DEA, 1 мМ), приводящая в начале введения к кратковре-
менному увеличению уровня внеклеточного серотонина в мПК c постепенным
снижением этого показателя, тормозит функциональный выброс серотонина в
мПК, вызываемый выработкой УРС, и через сутки уменьшает замирание живот-
ных на безопасный CS–, но не на потенциально опасный CS+ [15]. Эти результаты
свидетельствуют о тормозном влиянии длительной экзогенной нитрергической
стимуляции мПК на формирование и/или консолидацию генерализованного стра-
ха, происходящем на фоне торможения функционального выброса серотонина в
мПК. Вместе с тем неизвестно, насколько такие закономерности действия донора
NO являются физиологически релевантными, и может ли эндогенный NO, про-
дукция которого, по нашим данным, увеличивается в мПК при формировании
УРС [17], оказывать похожие влияния. Настоящее исследование посвящено выяс-
нению этих вопросов.

Цель работы заключалась в изучении эффектов блокады эндогенных нитрерги-
ческих сигналов на выброс серотонина в мПК в ходе формирования УРС и на гене-
рализацию этой условнорефлекторной реакции. Для этого было исследовано, как
введения в мПК в ходе выработки УРС ингибитора NO- синтазы (NOS) N-ω-нит-
ро-L-аргинина (NA, 0.5 мМ) и селективного ингибитора нейронной NO-синтазы
(nNOS) N-ω-пропил-L-аргинина (NPLA, 2 мМ) сказываются на выбросе серото-
нина в мПК, вызываемом выработкой УРС, а также на формировании УРС и на ее
генерализации. Таких сведений в литературе нет.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В экспериментах использованы крысы-самцы линии Спрег-Доули массой 305–
420 г из ЦКП “Биоколлекция ИФ РАН для исследования интегративных механиз-
мов деятельности нервной и висцеральных систем” (Санкт-Петербург). Живот-
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ных, взятых в эксперимент, содержали индивидуально в условиях свободного до-
ступа к воде и сухому лабораторному корму.

Крысам под наркозом (рометар, Spopha, Чешская Республика, 1.4 мг/100 г и зо-
летил, Virbac Sante Animale, Франция, 5 мг/100 г, внутримышечно) унилатерально
в мПК вживляли микродиализные канюли концентрического типа, как описано
ранее [17]. Схема экспериментов представлена на рис. 1. Через сутки (эксперимен-
тальный день 1) крыс тестировали в установке “Открытое поле” в течение 10 мин
для оценки исследовательской активности животных перед экспериментами. Ре-
гистрировали амбулацию, оцениваемую по числу пересечений границ секторов, на
которые разбита установка, и вертикальную двигательную активность (по числу
стоек). Далее начинали микродиализные эксперименты, сочетавшиеся с поведен-
ческим тестированием. Детали экспериментов и используемое оборудование опи-
саны нами ранее [9]. Вкратце, крысу помещали в дневной бокс со слоем опилок из
домашней клетки и начинали диализную перфузию мПК искусственной спинно-
мозговой жидкостью (ИСМЖ, 1мкл/мин). Состав ИСМЖ (мМ): 147 NaCl, 4 KCl,
2 CaCl2, 1 MgCl2, pH 7.0). Спустя 1 ч начинали собирать фоновые образцы диализата
(5 образцов по 15 мин). Затем крыс разделяли на 3 группы: “NA” (n = 10), “NPLA”
(n = 7) и “Без введения” (n = 10). Крысам группы “NA” в ИСМЖ для перфузии
мПК добавляли ингибитор NOS N-ω-нитро-L-аргинин (NA, 0.5 мМ, MP Biomedi-
cals, США), а крысам группы “NPLA” – селективный ингибитор nNOS N-ω-про-
пил-L-аргинин (NPLA, 2 мМ, Tocris, Великобритания) и собирали по 5 образцов
диализата (15 мин каждый). С учетом эффективности диализных канюль (20%) при
скорости перфузии 1 мкл/мин реальная концентрация NA в мПК, создаваемая
введением этого препарата, составляла 0.1 мМ, а реальная концентрация NPLA –
0.4 мМ. Затем у животных этих групп проводили выработку УРС с дискриминаци-
онным компонентом, которая включала 2 этапа. На первом этапе (выработка УРС)
каждую крысу переносили в условнорефлекторную камеру А (желтые стены, ре-
шетчатой пол) на 5 мин, где предъявляли звуковой условный сигнал – непрерыв-
ный тон частотой 1000 Гц (CS+, 10 с, 5 раз, интервал 50 с), который сочетали с не-

Рис. 1. Схема экспериментов. (CS+) – условный сигнал; (CS–) – дифференцировочный сигнал; US –
безусловный стимул (электрокожное раздражение лап).
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избегаемым электрокожным раздражением лап (0.5 мА, 1 с). Регистрировали дли-
тельность замирания на CS+ (с), отражающую ожидание болевого раздражения, а
также амбулацию по числу пересечений границ секторов установки, и стойки, от-
ражающие активные попытки избежать болевого раздражения. После этого крысу
возвращали в дневной бокс и через 70 мин проводили второй этап обучения – диф-
ференцировку 1. Крысу помещали в дифференцировочную камеру B (белый пол,
белые стены) на 5 мин и предъявляли звуковой дифференцировочный сигнал –
прерывистый тон частотой 1000 Гц (CS–, 10 с, 5 раз, интервал 50 с) без электро-
кожного раздражения. Регистрировали время замирания на CS– (с), отражающее пер-
воначальную генерализацию УРС. Затем животное возвращали в дневной бокс и
спустя 55 мин помещали в новую круглую камеру (диаметр 30 см, высота 24 см) на
10 мин и определяли уровень исследовательской активности на фоне введения
препаратов – амбулацию (по числу пересечений границ секторов) и число стоек.
После этого животное возвращали в дневной бокс и проводили “отмывку” канюли
от фармакологических препаратов, как ранее описано [9]. Животные группы “Без
введения” были подвергнуты таким же процедурам, но без добавления ингибито-
ров NO-синтазы в ИСМЖ для перфузии мПК.

На следующий день (экспериментальный день 2) животных всех групп тестиро-
вали в течение 5 мин в приподнятом крестообразном лабиринте [9], регистрируя
амбулацию (по числу пересечений границ секторов) и время пребывания (с) в закры-
тых и открытых рукавах. Затем возобновляли диализную перфузию мПК ИСМЖ.
Через 2 ч всех крыс тестировали сначала на проявления генерализованного страха,
оцениваемого по длительности замирания на CS– (с) в дифференцировочной ка-
мере B в ходе дифференцировки 2, которую проводили так же, как дифференци-
ровку 1. Спустя 70 мин крыс тестировали на проявления условнорефлекторного
страха, оцениваемого по замиранию на CS+ (c) в условнорефлекторной камере A
во время реализации УРС, которую проводили так же, как выработку УРС, но без
электрокожного раздражения.

Определение уровня серотонина в диализате мПК осуществляли методом высо-
коэффективной жидкостной хроматографии с электрохимической детекцией (Shi-
madzu, Германия) [9]. Использовали хроматографическую колонку для обращен-
но-фазной хроматографии Luna “Phenomenex”, США (150 × 2 мм, 3 мкм, C18) с предко-
лонкой 2 × 4 мм, 3 мкм, C18, “Phenomenex”, США. Напряжение на рабочем
электроде – +0.61 В. Подвижная фаза содержала: 0.1 M NaH2PO4·2H2O; 2 мМ KCl;
0.5 мМ ЭДТА (Sigma, США); 0.26 мМ октилсульфоната натрия (“Sigma”, США);
13.5% карбинола; pН 5. Поток – 0.18 мл/мин, давление около 190 бар при темпера-
туре 35 градусов. В качестве внешнего стандарта использовали гидрохлорид серо-
тонина (Sigma, США), в качестве внутреннего стандарта – 3,4-дигидроксибензиламин
(Sigma, США). Хроматограммы регистрировали и обрабатывали в режиме реаль-
ного времени (МультиХром 1.72, Амперсенд, Россия). Концентрацию серотони-
на в образцах диализата выражали в нМ, а после этого – в процентах к собственно-
му среднему фону. Процедуру эвтаназии животных проводили так же, как опубли-
ковано ранее [15]. Мозг извлекали и помещали в 10%-ный раствор формалина на
неделю. Затем изготавливали фронтальные срезы мозга (40 мкм) для проведения
морфологического контроля попаданий. В статистическую обработку отбирали
крыс с локализацией канюль в мПК.

В отдельной серии экспериментов исследовали влияние введений в мПК NA и
NPLA на чувствительность крыс к электрокожному раздражению. Животным с
вживленными в мПК диализными канюлями в течение 75 мин вводили 0.5 мМ NA
(n = 6) и 2 мМ NPLA (n = 6), добавляемых в перфузионный раствор. Части живот-
ных (n = 7) перфузию мПК проводили ИСМЖ без добавления фармакологических
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препаратов. Каждую крысу помещали в бокс с решетчатым полом и определяли
порог возникновения реакции на ток (мкА) [9].

Для статистической обработки применяли статистический пакет SigmaStat (3.0).
Данные представляли как среднее ± стандартная ошибка среднего. Сравниваемые
выборки проверяли на соответствие нормальному распределению (тест Колмого-
рова–Смирнова). Использовали однофакторный и двухфакторный дисперсион-
ный анализ (F критерий, факторы время и/или группа) и t-критерий Бонферрони
для множественного апостериорного сравнения. Попарное сравнение поведенче-
ских параметров животных осуществляли с помощью U критерия Манна–Уитни,
если данные не соответствовали критерию нормальности распределения, и с ис-
пользованием t критерия Стьюдента, если соответствовали. Использовали уровень
достоверности p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Содержание серотонина в фоновых образцах диализата мПК составляло в этих
экспериментах 0.22 ± 0.01 нМ (n = 27).

В тесте “Открытое поле” перед началом микродиализных экспериментов крысы
групп “Без введения”, “NA” и “NPLA” не различались между собой по величине
амбулации (F(2, 24) = 0.2, p = 0.8; число пересечений соответственно 49 ± 12, 44 ± 10,
53 ± 12) и по числу стоек (F(2, 24) = 0.9, p = 0.4; значения соответственно 5 ± 2, 9 ± 3,
9 ± 2).

Выработка УРС с дискриминационным компонентом, включающая тесты “вы-
работка УРС” и “дифференцировка 1”, приводила у животных группы "Без введе-
ния” к подъемам уровня внеклеточного серотонина в мПК в ходе обоих тестов от-
носительно фона (рис. 2; F(13, 117) = 17.3, p < 0.001), что соответствует нашим преж-
ним результатам [9].

Введение в мПК животных группы “NPLA” ингибитора nNOS NPLA (2 мМ)
снижало базальный уровень внеклеточного серотонина в мПК относительно этого
показателя перед введением препарата (рис. 2; F (9, 54) = 6.4, p < 0.001) и на этом фо-
не уменьшало подъемы уровня серотонина, вызываемые выработкой УРС и диф-
ференцировкой 1 (рис. 2; F(13, 210) = 1.8, p = 0.04, при сравнении с группой “Без вве-
дения” и F(18, 108 )= 4.7, p < 0.001 при сравнении с собственным фоновым уровнем).
А именно, у животных группы “NPLA” наблюдался рост уровня серотонина в мПК
во время выработки УРС относительно уровня серотонина перед тестом, снижен-
ным введением NPLA (t = 4.3, p = 0.006), но не относительно фона перед введе-
нием NPLA (t = 1.9, p = 1.00). Вместе с тем у крыс группы NPLA во время диффе-
ренцировки 1 не было выявлено достоверных изменений уровня внеклеточного се-
ротонина в мПК относительно фона перед введением NPLA (t = 0.47, p = 1.00), а
также относительно уровня серотонина непосредственно перед тестом (t = 2.04,
p = 1.00).

Введение крысам группы “NA” ингибитора NOS NA (0.5 мМ) в мПК тоже со-
провождалось снижением базального уровня внеклеточного серотонина в этой об-
ласти (рис. 3; F(9, 81) = 17.2, p < 0.001), что подтверждает результаты, полученные на-
ми ранее [14]. Уровень серотонина в мПК крыс группы “NA” оставался снижен-
ным относительно собственного фона в ходе большей части дальнейшего
эксперимента по выработке УРС с дискриминационным компонентом, за исклю-
чением временных периодов, приходящихся на сами тесты (рис. 3; F(18, 162) = 13.7,
p < 0.001). А именно, во время выработки УРС и дифференцировки 1 уровень серо-
тонина в мПК животных группы “NA” не отличался от фонового уровня перед вве-
дением NA (t = 2.2, p = 1.00; t = 2.6, p = 1.00 соответственно), но был выше уровня
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серотонина перед тестами, измененного введением NA (t = 7.0, p < 0.001; t = 7.0,
p < 0.001 соответственно). Двухфакторный дисперсионный анализ показал, что
уровень внеклеточного серотонина в мПК животных группы “NA” был ниже отно-
сительно этого показателя крыс группы “Без введения” при сравнении во время и
после выработки УРС, но не во время дифференцировки 1 (рис. 3; F(13, 252) = 3.6,
p < 0.001).

Межгрупповое сравнение не выявило различий в динамике изменений уровней
внеклеточного серотонина в мПК в ходе выработки УРС и дифференцировки 1
между крысами групп “NPLA” и “NA” (F(18, 285) = 1.2, p = 0. 3).

Во время выработки УРС крысы групп “NA” и “NPLA” не различались между
собой (рис. 4а; t = 0.4, p = 0.7) и не отличались от крыс группы “Без введения”
(рис. 4а; соответственно t = 0.9, p = 0.4 и t = 0.3, p = 0.7) по длительности замирания
на CS+ (показатель ожидания болевого раздражения). Также не было выявлено
различий между крысами с введениями в мПК NA и NPLA и животными без введе-
ний препаратов по величине горизонтальной двигательной активности в ходе это-
го теста (рис. 4b; соответственно U = 74.5, p = 0.07 и t = 0.9, p = 0.4). Вместе с тем
крысы, подвергнутые введениям NA и NPLA в мПК, совершали в ходе выработки
УРС большее количество стоек (рис. 4c; U = 77.5, p = 0.04 и U = 14.0, p = 0.04 соот-
ветственно) по сравнению с крысами группы “Без введения” и не различались
между собой по этому показателю (t = 0.75, p = 0.47).

Во время дифференцировки 1 (тест на первоначальную генерализацию УРС)
крысы групп “NA” и “NPLA” демонстрировали больший уровень замирания на
CS– (рис. 5a) по сравнению с животными группы “Без введения” (соответственно
U = 77.0, p = 0.045 и U=11.0, p = 0.02), но не различались между собой по величине
этого параметра (t = 0.7, p = 0.5).

Рис. 2. Изменения уровня внеклеточного серотонина в мПК в ходе выработки УРС (CFR Training) и
дифференцировки 1 (Differentiation 1) у крыс с введением (NPLA + CFR Training) в мПК 2мМ NPLA и
без введения (CFR Training). По оси X – время, мин; по оси Y – уровень внеклеточного серотонина, % к
фону; разброс на графике – стандартная ошибка среднего; черные стрелки – поведенческие тесты; го-
ризонтальная линия – период введения NPLA. * – p < 0.05; *** – p < 0.001 – при сравнении с фоном;
+ – p < 0.05; ++ – p < 0.01; +++ – p < 0.001 – при межгрупповом сравнении; # – p < 0.05 – при сравне-
нии с уровнем серотонина перед тестом. Однофакторный и двухфакторный дисперсионный анализ
(F критерий) и t критерий Бонферрони.
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В ходе тестирования животных на проявления генерализованного страха через
сутки после выработки УРС (дифференцировка 2, экспериментальный день 2) жи-
вотные групп “NA” и “NPLA” демонстрировали меньшую длительность замирания
на CS– по сравнению с крысами группы “Без введения” (рис. 5b; соответственно
t = 2.1, p = 0.049 и t = 4.8, p < 0.001). Не было выявлено достоверных различий меж-
ду группами “NA” и “NPLA” по этому показателю (t = 1.9, p = 0.07).

При тестировании на проявления страха во время реализации УРС (экспери-
ментальный день 2) животные групп “NA” и “NPLA” не различались между собой

Рис. 3. Изменения уровня внеклеточного серотонина в мПК в ходе выработки УРС (CFR Training) и
дифференцировки 1 (Differentiation 1) у крыс с введением (NA + CFR Training) в мПК 0.5 мМ NA и без
введения (CFR Training). ## – p < 0.001 – при сравнении с уровнем серотонина перед тестом. Осталь-
ные обозначения, как на рис. 1. Однофакторный и двухфакторный дисперсионный анализ (F критерий)
и t критерий Бонферрони.
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Рис. 4. (а) – длительность замирания на CS+, c; (b) – амбулация (Ambulation), пересечения; (c) – число
стоек (Rearing) во время выработки УРС (CFR Training) у крыс с введениями в мПК 2 мМ NPLA (NPLA),
0.5 мМ NA (NA) и у животных, не подвергавшихся введениям препаратов (No Treatment). (c) + – p <
< 0.05, – при сравнении с животными без введения препаратов (U критерий Манна–Уитни).
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по длительности замирания на CS+ (U = 43.0, p = 0.5) и не отличались по этому по-
казателю от крыс группы “Без введения” (рис. 5c; соответственно t = 1.2, p = 0.2 и
t = 0.7, p = 0.5).

Тестирование исследовательского поведения в новой круглой камере в конце
экспериментального дня 1 показало, что животные групп “Без введения”, “NA” и
“NPLA” не различаются между собой по величине амбулации, выражаемой в числе
пересечений границ секторов установки (F(2, 24) = 1.1, p = 0.3; значения соответ-
ственно 11 ± 2, 15 ± 4, 16 ± 2) и по числу стоек (F(2, 24) = 0.3, p = 0.8; значения соот-
ветственно 2.7 ± 1.2, 4.2 ± 1.8, 3.1 ± 1.1).

Сравнение поведения животных в приподнятом крестообразном лабиринте че-
рез сутки после выработки УРС (экспериментальный день 2) тоже не выявило до-
стоверных различий между крысами групп “NA”, “NPLA” и “Без введения” по вре-
мени пребывания (рис. 6a) в открытых (F(2, 24) = 0.81, p = 0.45) и закрытых (F(2, 24) = 0.82,
p = 0.46) рукавах лабиринта, а также по величине амбулации (рис. 6b) в открытых
(F(2, 24) = 2.5, p = 0.1) и закрытых (F(2, 24) = 2.9, p = 0.08) рукавах лабиринта.

Не было обнаружено различий в порогах чувствительности к электрокожному
раздражению крыс, не подвергавшихся (группа “Без введения”) и подвергавшихся
(группы “NA” и “NPLA”) в течение 75 мин введениям в мПК 0.5 мМ NA и 2 мМ
NPLA (рис. 6с; F(2, 16) = 0.14, p = 0.9).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Данные литературы, полученные на лабораторных грызунах, свидетельствуют,
что стресс активирует нитрергическую нейротрансмиссию в ряде мозговых струк-
тур [18], включая дорсальное ядро шва [16] и мПК [17, 19, 20]. При этом сильные
стрессовые воздействия, используемые в моделях тревожных и посттравматиче-
ских стрессовых расстройств, приводят к долгосрочному усилению экспрессии
nNOS и к увеличению базальной продукции NO в обоих этих отделах [16, 19, 20], а
умеренный стресс характеризуется краткосрочной активацией нитрергической си-
стемы мПК [17]. Так, по нашим прежним данным, электрокожное раздражение в
ходе выработки УРС вызывает кратковременный (25 мин) подъем продукции NO в

Рис. 5. Длительность замирания на CS– (a) – во время дифференцировки 1 (Differentiation 1) и (b) – во
время дифференцировки 2 (Differentiation 2), а также (с) – длительность замирания на CS+ в ходе реализа-
ции УРС (CFR Testing) у крыс, подвергавшихся в первый день экспериментов введениям в мПК 2 мМ
NPLA (NPLA), 0.5 мМ NA (NA) и у животных без введений препаратов (No Treatment). (а) + – p < 0.05 –
при сравнении с животными без введения препаратов, U критерий Манна–Уитни; (b)* – p < 0.05; *** – p <
< 0.001 при сравнении с животными без введения препаратов, t критерий Стьюдента.
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мПК, оцениваемый по NO-синтаза-зависимому увеличению уровня внеклеточно-
го цитруллина (сопродукта синтеза NO) в этой области [17].

Роль такой функциональной нитрергической активации мПК, предположитель-
но, связана с тормозной регуляцией нитрергическими сигналами мПК первона-
чальной генерализации УРС, поскольку ее величина отрицательно коррелировала
с замиранием животного на дифференцировочный сигнал (CS–) при первом те-
стировании, проводимом через 120 мин после выработки УРС [17]. Результаты на-
стоящей работы подтверждают это предположение, демонстрируя, что блокада
нитрергической нейропередачи в мПК во время выработки УРС локальными вве-
дениями ингибитора NOS NA (0.5 мМ) и ингибитора nNOS NPLA (2 мМ) усилива-
ет первоначальную генерализацию УРС. Это проявляется в усилении замирания
животных на CS– при первом тестировании, проводимом в день выработки УРС
на фоне введения ингибиторов NOS и nNOS (рис. 5а; дифференцировка 1). Пока-
занный эффект не является следствием изменения под действием NA и NPLA по-
движности животных или чувствительности к болевым сигналам, поскольку кры-
сы с введениями и без введений в мПК этих препаратов не различались по показа-
телям двигательной активности в новой камере и по порогу чувствительности к
электрокожному раздражению (рис. 6с). С учетом сведений об участии NO в си-
наптической пластичности в мПК [21], эти данные позволяют говорить о тормоз-
ном влиянии эндогенных нитрергических сигналов этой области коры на само
формирование генерализованного страха, запускаемое в ЦНС во время выработки
УРС и контролируемое мПК [см. 22].

В работе показано, что первоначальное усиление генерализации УРС, вызывае-
мое блокадой нитрергической передачи в мПК, происходило на фоне снижения
базального и функционального выброса серотонина в этой области (рис. 1–2).
Этот факт, с учетом недавних литературных данных о том, что усиление генерали-
зации страха обстановки в модели посттравматического стрессового расстройства
сопровождается торможением базальной активности серотониновых нейронов
ядер шва [16], позволяет предполагать возможный вклад серотониновых механиз-

Рис. 6. (a) – время пребывания, с, (b) – амбулация, пересечения, в закрытых и открытых рукавах кре-
стообразного лабиринта, (c) – порог чувствительности к электрокожному раздражению, мкА, у крыс с
введениями в мПК 2 мМ NPLA (NPLA), 0.5 мМ NA (NA) и у животных без введений препаратов (No
Treatment). U критерий Манна–Уитни и t критерий Стьюдента.
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мов мПК в показанную в работе NO-зависимую регуляцию первоначальной гене-
рализации УРС.

Вместе с тем животные, подвергнутые во время выработки УРС введениям в
мПК NA и NPLA, не только не сохраняли через сутки после введений высокий
уровень генерализации УРС (замирание на безопасный CS–), но демонстрировали
снижение данного показателя по сравнению с крысами, не подвергавшимися фар-
макологическим воздействиям (рис. 4b; дифференцировка 2). При этом показате-
ли тревожности (рис. 6a) и двигательной активности (рис. 6b) в приподнятом кре-
стообразном лабиринте, а также проявления условнорефлекторного страха (зами-
рание на CS+) при реализации УРС (рис. 5c) у таких животных значимо не
изменялись. Все это показывает, что отсроченные эффекты NA и NPLA связаны с
ускоренным угасанием генерализованных проявлений УРС, что, возможно, вызва-
но нарушением консолидации памяти о генерализованном страхе под воздействи-
ем этих препаратов. Эта точка зрения опирается на данные литературы об участии
NO в ЦНС в консолидации угасания памяти о страхе [cм. 23] и о вовлечении
мПК [24] и ее НМДА-рецепторов [25, 26] в эти процессы.

По нашему мнению, продемонстрированные в работе отсроченные тормозные
эффекты локальной блокады нитрергической передачи в мПК во время выработки
УРС на ее последующую генерализацию опосредованы торможением выброса се-
ротонина в мПК под влиянием этих препаратов. Этот вывод поддерживают наши
прежние данные, упомянутые во введении, показавшие, что активация серотони-
новой системы мПК во время выработки УРС является фактором, усиливающим
через сутки проявления генерализованного страха [9], а также данные литературы
о том, что крысы, нокаутные по гену транспортера серотонина (и, как следствие,
обладающие повышенным уровнем серотонина в ЦНС) характеризуются дефици-
том угасания памяти о страхе по сравнению с животными дикого типа [27]. Cледу-
ет подчеркнуть, что в работе получены только косвенные подтверждения участия
серотонина мПК в регуляции генерализации УРС нитрергическими сигналами
этой области, и нужны дополнительные исследования, чтобы выявить точные ми-
шени NO, вовлекаемые в эти процессы.

Значимый результат работы – в ней впервые продемонстрированы активацион-
ные влияния эндогенного NO нейронного происхождения на базальный и вызыва-
емый выработкой УРС выброс серотонина в мПК. Об этом свидетельствует сниже-
ние обоих этих показателей при введении в мПК в ходе выработки УРС ингибито-
ра nNOS NPLA (рис. 2). Ранее с использованием введений в мПК донора NO DEA
(0.1–1 мМ) мы показали, что экзогенный NO тоже увеличивает базальный уровень
внеклеточного серотонина в мПК, но такие эффекты являются дозозависимыми
только в самом начале введений [14]. А далее при введении 1 мМ DEA уровень се-
ротонина в мПК постепенно снижается [15], что, возможно, связано с десенсити-
зацией растворимой гуанилатциклазы [28], мишени NO. Причем на фоне такого
снижения функциональный выброс серотонина в мПК, вызванный выработкой
УРС, тоже снижается, и это приводит через сутки к торможению проявлений гене-
рализованного страха [15], то есть происходят изменения, совпадающие по направ-
ленности с показанными в настоящей работе эффектами локальной блокады нит-
рергической нейропередачи в мПК. Сопоставление этих данных показывает, что
длительная экзогенная нитрергическая стимуляции мПК высокими концентраци-
ями донора NO, видимо, не всегда может быть использована в качестве модели
нитрергической активации, отражающей NO-серотониновое взаимодействие в
мПК в непатологических условиях, характеризующихся кратковременной и уме-
ренной активацией нитрергической нейротрансмиссии. Косвенно подтверждают
такую точку зрения данные литературы о контрастных эффектах высоких и низких
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концентраций доноров NO на выброс серотонина в ядрах шва [29], ключевой
структуре серотониновой системы мозга.

В целом, полученные в работе новые данные свидетельствуют об активацион-
ных влияниях эндогенного NO нейронного происхождения на базальный и вызы-
ваемый выработкой УРС выброс серотонина в мПК. Кроме того, они показывают,
что блокада эндогенных нитрергических сигналов мПК во время выработки УРС,
усиливающая первоначальную генерализацию этой условнорефлекторной реак-
ции, способствует последующему угасанию проявлений генерализованного страха,
возможно, за счет торможения выброса серотонина в мПК.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Все процедуры, проводимые с животными, соответствовали этическим стандартам,

утвержденным правовыми актами РФ, принципам Базельской декларации и одобрены ко-
миссией по содержанию и использованию животных в Институте физиологии им. И.П.Пав-
лова РАН (протокол № 04/19 от 19.04.2021 г.).

ИСТОЧНИКИ ФИНАНСИРОВАНИЯ
Работа выполнена при поддержке Госпрограммы 47 ГП “Научно-технологическое разви-

тие Российской Федерации” (2019–2030), тема 0134-2019-0004.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ
Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов интересов, связан-

ных с публикацией данной статьи.

ВКЛАД АВТОРОВ
Идея работы, планирование экспериментов (Н.Б.С.), сбор данных (М.А.С., Н.А.Т.,

Н.Б.С.), статистическая обработка и анализ данных (Н.Б.С., М.А.С.), написание и редакти-
рование статьи (Н.Б.С., М.А.С., Н.А.Т.).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Mercurio S, Bozzo M, Pennati A, Candiani S, Pennati R (2023) Serotonin receptors and their in-
volvement in melanization of sensory cells in Ciona Intestinalis. 12: 1150. 
https://doi.org/10.3390/cells12081150

2. Rao STRB, Turek I, Irving HR (2023) Phylogenetic analysis of 5-hydroxytryptamine 3 (5-HT3)
receptors in Metazoa. PloS One 18(3): e0281507. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.028150

3. Okaty BW, Commons KG, Dymecki SM (2019) Embracing diversity in the 5-HT neuronal sys-
tem. Nature Reviews Neurosci 20: 395–424. 
https://doi.org/10.1038/s41583-019-0151-3

4. Prouty EW, Chandler DJ, Waterhouse BD (2017) Neurochemical differences between target-
specific populations of rat dorsal raphe projection neurons. Brain Res 1675: 27–40. 
https://doi.org/10.1016/j.brainres.2017.08.031

5. Ren J, Friedmann D, Xiong J, Liu CD, Ferguson BR, Weerakkody T, DeLoach KE, Ran C, Pun A,
Sun Y, Weissbourd B, Neve RL, Huguenard J, Horowitz MA, Luo L (2018) Anatomically defined
and functionally distinct dorsal raphe serotonin sub-systems. Cell 175: 472–487.e20. 
https://doi.org/10.1016/j.cell.2018.07.043

6. Vasudeva RK, Lin RCS, Simpson KL, Waterhouse BD (2011) Functional organization of the dor-
sal raphe efferent system with special consideration of nitrergic cell groups. J Chem Neuroanat
41: 281–293. 
https://doi.org/10.1016/j.jchemneu.2011.05.008

7. Bauer EP (2015) Serotonin in fear conditioning processes. Beh Brain Res 277: 68–77. 
https://doi.org/10.1016/j.bbr.2014.07.028

8. Asok A, Kandel ER, Rayman JB (2019) The neurobiology of fear generalization. Front Behav
Neurosci 12: 329. 
https://doi.org/10.3389/fnbeh.2018.00329



1293ВЛИЯНИЕ ИНГИБИТОРОВ СИНТАЗЫ NO НА ВЫБРОС СЕРОТОНИНА

9. Saulskaya NB, Marchuk OE (2020) Inhibition of serotonin reuptake in the medial prefrontal
cortex during acquisition of a conditioned ref lex fear reaction promotes formation of general-
ized fear. Neurosci Behav Physiol 50: 432–438. 
https://doi.org/10.1007/s11055-020-00918-x

10. Morrey RA, Dunsmoor JE, Haswell CC, Brown VM, Vora A, Weiner J, Stjepanovic D, Wagner HR
(2015) Fear learning circuitry is biased toward generalization of fear associations in posttrau-
matic stress disorders. Transl Psychiatry 5: e700. 
https://doi.org/10.1038/tp.2015.196

11. Xu W, Sudhof TC (2013) A neural circuit for memory specificity and generalization. Science
339: 1290–1295. 
https://doi.org/10.1126/science.1229534

12. Ghasemi M, Claunch J, Niu K (2019) Pathologic role of nitrergic neurotransmission in mood
disorders. Prog Neurobiol 173: 54–87. 
https://doi.org/10.1016/j.pneurobio.2018.06.002

13. Sun N, Qin Y-J, Chu C, Xia T, Du Z-W, Zheng L-P, Li A-A, Meng F, Zhang Y, Zhang J, Liu X,
Li T-Y, Zhu D-Y, Zhou Q-G (2022) Design of fast-onset antidepressant by dissociating SERT
from nNOS in the DRN. Science 378: 390–398. 
https://doi.org/10.3389/fnbeh.2018.00329

14. Saulskaya NB, Burmakina MA, Trofimova NA (2022) Effect of activation and blockade of ni-
trergic neurotransmission on serotonin system activity of the rat medial prefrontal cortex. J Evol
Biochem Physiol 58: 500–507. 
https://doi.org/10.1134/S0022093022020181

15. Saulskaya NB, Burmakina MA, Trofimova NA (2021) Nitric oxide inhibits the functional activa-
tion of the medial prefrontal cortex serotonin system during fear formation and decreases fear
generalization. Neurochem J 15: 266–272. 
https://doi.org/10.1134/s1819712421030107

16. Sun N, You Y, Yang D, Jiang Z-X, Xia T, Zhou Q-G, Zhu D-Y (2021) Neuronal nitric oxide syn-
thase in dorsal raphe nucleus mediates PTSD-like behaviors induced by single-prolonged stress
through inhibiting serotonergic neurons activity. Biochem Biophys Res Communicat 585:
139e145. 
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2021.11.048

17. Saul’skaya NB, Sudorgina PV (2016) Activity of the nitrergic system of the medial prefrontal
cortex in rats with high and low levels of generalization of a conditioned ref lex fear reaction.
Neurosci Behav Physiol 46: 964–970. 
https://doi.org/10.1007/s11055-016-0338-2

18. Zhou QG, Zhu XH, Nemes AD, Zhu DY (2018) Neuronal nitric oxide synthase and affective dis-
orders. IBRO Rep 5: 116–132. 
https://doi.org/10.1016/j.ibror.2018.11.004

19. Campos AC, Piorino EM, Ferreira FR, Guimaraes FS (2013) Increased nitric oxide-mediated
neurotransmission in the medial prefrontal cortex is associated with the long lasting anxiogenic-
like effect of predator exposure. Behav Brain Res 256: 391–397. 
https://doi.org/10.1016/j.bbr.2013.08.006

20. Villa-Verde C, Marinho ALZ, Lisboa SF, Guimaraes FS (2016) Nitric oxide in the prelimbic me-
dial prefrontal cortex is involved in the anxiogenic-like effect induced by acute restraint stress
in rats. Neuroscience 320: 30–42. 
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2016.01.040

21. Noriega-Prieto JA, Maglio LE, Gallero-Salas Y, de Sevilla DF (2019) Nitric oxide-dependent
LTD at infralimbic cortex. Neuroscience 418: 149–156. 
https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2019.08.029

22. Саульская НБ (2018) Генерализация страха в моделях на животных: нейрофизиологиче-
ские механизмы и возможные мишени коррекции. Успехи физиол наук 49: 12-29. [Saul-
skaya NB (2018) Fear generalization in animal models: neurophysiological mechanisms and
possible targets for correction. Uspekhi fiziol nauk 49: 12–29. (In Russ)]. 
https://doi.org/10.7868/S0301179818040021

23. Sadeghi MA, Hemmati S, Nassireslami E, Zoshk MY, Hosseini Y, Abbasian K, Chamanara M
(2022) Targeting neuronal nitric oxide synthase and the nitrergic system in post-traumatic stress
disorder. Psychopharmacology 239: 3057–3082. 
https://doi.org/10.1007/s00213-022-06212-7

24. Bayer H, Bertoglio LJ (2020) Infralimbic cortex controls fear memory generalization and sus-
ceptibility to extinction during consolidation. Scient Rep 10: 15827. 
https://doi.org/10.1038/s41598-020-72856-0

25. Vieira PA, Corches A, Lovelace JW, Westbrook KB, Mendoza M, Korzus E (2015) Prefrontal
NMDA receptors expressed in excitatory neurons control fear discrimination and fear extinc-
tion. Neurobiol Learn and Memory 119: 52–62. 
https://doi.org/10.1016/j.nlm.2014.12.012



1294 САУЛЬСКАЯ и др.

26. Vanvossen AC, Portes MAM, Scoz-Silva R, Reichmann HB, Stern CAJ, Bertoglio LJ (2017) Newly
acquired and reactivated contextual fear memories are more intense and prone to generalize af-
ter activation of prelimbic cortex NMDA receptors. Neurobiol Learn Mem 137: 154–162. 
https://doi.org/10.1016/j.nlm.2016.12.002

27. Brivio P, Gallo MT, Karel P, Cogi G, Fumagalli F, Homberg JR, Calabrese F (2022) Alterations
of mitochondrial dynamics in serotonin transporter knockout rats: A possible role in the fear ex-
tinction recall mechanisms. Front Behav Neurosci 16: 957702. 
https://doi.org/10.3389/fnbeh.2022.957702

28. Sayed N, Baskaran P, Ma X, van den Akker F, Beuve A. (2007) Desensitization of soluble guany-
lyl cyclase, the NO receptor, by S-nitrosylation. Proc Natl Acad Sci U S A 104: 12312–12317. 
https://doi.org/10.1073/pnas.0703944104

29. Smith JCE, Whitton PS (2000) Nitric oxide modulates N-methyl-d-aspartate-evoked serotonin
release in the raphe nuclei and frontal cortex of the freely moving rat. Neurosci Letters 29: 5–8.

Influence of NO Synthase Inhibitors on Serotonin Release in the Medial Prefrontal Cortex 
during the Formation and Generalization of the Conditioned Fear Response in Rats

N. B. Saulskayaa, *, M. A. Susorovaa, and N. A. Trofimovaa

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

Serotonergic and nitrergic systems of the medial prefrontal cortex (mPFC) are involved
in the control of fear generalization, but their local interaction during this function has
been little studied. The aim of the work was to study the effect of blockade of endoge-
nous nitrergic signals on serotonin release in the mPFC during the acquisition of a con-
ditioned fear response (CFR – a fear model) and on the dynamics of its generalization.
In male Sprague-Dawley rats using intracranial microdialysis in vivo and high-perfor-
mance liquid chromatography with electrochemical detection, we found that the intra-
mPFC infusion through the dialysis probe of the NO synthase inhibitor N-ω-nitro-L-ar-
ginine (NA, 0.5 mM) and selective neuronal NO synthase inhibitor N-ω-propyl-L-argi-
nine (NPLA, 2mM) decreased the basal level of extracellular serotonin in the mPFC and
reduced its rise, caused by the CFR acquisition (a paired presentation of a conditioned
cue (CS+) and inescapable footshock). The intra-mPFC infusion of NA and NPLA in-
creased animals’ freezing to a differential cue (CS–) not associated with footshock,
during the first test, carried out 70 minutes after the CFR acquisition, but reduced it
during repeated testing a day after the infusion, without changing freezing of the same
animals to the potentially dangerous CS+. The data obtained indicate the involvement
of endogenous NO in the activation of serotonin release in the mPFC, caused by the
CFR acquisition. In addition, they show that the blockade of endogenous nitrergic sig-
nals of the mPFC, which enhances the initial generalization of the fear reaction, con-
tributes to the extinction of the generalized fear, possibly due to inhibition of the sero-
tonin release in the mPFC.

Keywords: medial prefrontal cortex, in vivo intracranial microdialysis, serotonin release,
NO-serotonin interaction, fear generalization


	ВВЕДЕНИЕ
	1. ОТЛИЧИТЕЛЬНЫЕ ОСОБЕННОСТИ МЕТОДОВ АДАПТИВНОЙ НЕЙРОСТИМУЛЯЦИИ
	2. ДОСТИЖЕНИЯ МЕТОДОВ АДАПТИВНОЙ НЕЙРОСТИМУЛЯЦИИ С ОБРАТНОЙ СВЯЗЬЮ
	3. ПЕРСПЕКТИВЫ РАЗВИТИЯ МЕТОДОВ АДАПТИВНОЙ НЕЙРОСТИМУЛЯЦИИ С ОБРАТНОЙ СВЯЗЬЮ
	ЗАКЛЮЧЕНИЕ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	ВВЕДЕНИЕ
	1. РАЗВИТИЕ НЕЙРОНОВ И ИХ СВЯЗЕЙ
	2. СОЗРЕВАНИЕ ДРУГИХ ТИПОВ КЛЕТОК
	2.1. Микроглия
	2.2. Астроглия
	2.3. Олигодендроциты и миелинизация

	3. СРАВНЕНИЕ ГИПОЧУВСТВИТЕЛЬНОГО К СТРЕССУ ПЕРИОДА
	ЗАКЛЮЧЕНИЕ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	ВВЕДЕНИЕ
	МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	Получение супернатантов разрушенных стрептококков
	Культивирование клеток линии Jurkat
	Влияние аргининдеиминазы на пролиферацию клеток Jurkat
	Влияние аргининдеиминазы на процессы аутофагии
	Статистическая обработка

	РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	Сравнение влияния супернатантов разрушенных стрептококков исходного (S. pyogenes M49-16) и мутантного (S. pyogenes M49-16delArcA) штаммов на пролиферативн...
	Сравнение влияния супернатантов разрушенных стрептококков исходного (S. pyogenes M49-16) и мутантного (S. pyogenes M49-16delArcA) штаммов на интенсивность ...
	Сравнение влияния супернатантов разрушенных стрептококков исходного (S. pyogenes M49-16) и мутантного (S. pyogenes M49-16delArcA) штаммов на жизнеспособно...

	ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	ВВЕДЕНИЕ
	МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	Животные
	Анализ поведения
	Тест открытое поле
	Тест приподнятый крестообразный лабиринт
	Интракардиальная перфузия
	Приготовление замороженных срезов мозга
	Иммуногистохимическое окрашивание
	Анализ плотности нейронов
	Статистический анализ

	РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	Тест открытое поле
	Тест приподнятый крестообразный лабиринт
	Анализ плотности нейронов

	ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
	ЗАКЛЮЧЕНИЕ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	ВВЕДЕНИЕ
	МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	ВВЕДЕНИЕ
	МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	Характеристика объекта исследования
	Эхокардиографическое исследование
	Регистрация и анализ электрической активности сердца
	Статистический анализ

	РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	Пространственно-временные характеристики ЭПС
	Пространственные характеристики ЭПС
	Амплитудные характеристики ЭПС

	ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	ВВЕДЕНИЕ
	МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	Приготовление переживающих срезов энторинальной коры и гиппокампа
	Регистрация ответов нейрона методом патч-кламп “целая клетка”
	Критерии поиска пирамидных клеток и быстроразряжающихся интернейронов
	Электрофизиологические характеристики нейрона
	Тест парных импульсов
	Реактивы
	Статистическая обработка данных

	РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	1. Влияние уабаина на электрофизиологические характеристики пирамидных нейронов и быстроразряжающихся интернейронов энторинальной ко...
	1.1. Уабаин деполяризует мембранный потенциал нейронов, но не влияет на входное сопротивление мембраны
	1.2. Характеристики паттерна потенциалов действия нейронов
	1.3. Уабаин дифференциально изменяет форму потенциала действия у пирамидных клеток и интернейронов
	1.4. Влияние уабаина на синаптическую передачу

	ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	ВВЕДЕНИЕ
	МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
	СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	ВВЕДЕНИЕ
	МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	Моделирование генотоксического стресса
	Извлечение костного мозга
	Подготовка цитогенетических препаратов
	Анализ цитогенетических препаратов
	Статистический анализ

	РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
	СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	ВВЕДЕНИЕ
	МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
	ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

