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Сахарный диабет, наряду с ишемией, входит в десятку патологий, являющихся при-
чиной смертности населения планеты, по последним данным ВОЗ. Данные кли-
нических исследований выявили высокий риск инсульта и инфаркта у пациентов, 
страдающих диабетом. Вместе с тем в настоящее время нет четкого представления 
об участии белка паннексина 1 (Panx1) в ишемии мозга на фоне диабета. В пред-
ставленном исследовании с  использованием линии мышей с  нокаутом гена Panx1 
на  моделях стрептозотоцин-вызванного диабета и  фотоиндуцированной ишемии 
было изучено влияние белка Panx1 на выраженность ишемического поражения моз-
га и системное воспаление у мышей на фоне сочетания ишемии мозга и диабета. 
Установлено, что в условиях экспериментального диабета нокаут гена Panx1 значи-
мо снижает размер ишемического очага, стабилизирует вызванное ишемией повы-
шение проницаемости гематоэнцефалического барьера, снижает количество ошибок 
животных в сенсомоторном тесте и уровень нейтрофилов в крови. Важно отметить, 
что нокаут Panx1 проявляет протекторное действие только на фоне сахарного диабе-
та, не оказывая значимого воздействия на выраженность ишемического поражения 
мозга у мышей без стрептозотоцин-вызванного диабета. Нокаут гена Panx1 также не 
влиял на выраженность гипергликемии у животных в этой модели диабета. Можно 
предположить, что эффективность лечения инсульта в сочетании с сахарным диа-
бетом может быть повышена включением в комплексную терапию блокаторов пан-
нексиновых каналов как нового направления лечения таких тяжелых заболеваний.
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ВВЕДЕНИЕ

Инсульт является одной из основных причин смертности населения планеты, со-
ставляя 11% от общего числа смертей за 2020 г. [1]. К настоящему времени сахарный 
диабет (СД) также вошел в список десяти основных причин смертности населения [2]. 
При этом СД дает двукратный избыточный риск для широкого спектра сосудистых за-
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болеваний, включая инсульт [3]. Данные клинических исследований указывают на по-
вышение риска неблагоприятного краткосрочного исхода инсульта у больных на фоне 
диабета [4], что свидетельствует о  необходимости дополнительного обследования 
и коррекции фармакотерапии с учетом наличия данного заболевания у пациентов с ин-
сультом. На данный момент отсутствуют специфичные терапевтические подходы для 
лечения последствий ишемического инсульта, осложненного диабетом, а признанные 
методы терапии инсульта ограничены тромболизисом. Поэтому остается актуальной 
ĸаĸ для фундаментальной, таĸ и для ĸлиничесĸой медицины задача поисĸа новых ми-
шеней ĸорреĸции такого состояния.

Одной из таĸих мишеней могут быть отĸрытые в 2000 г. ĸаналы, сформированные 
белĸом паннеĸсином-1 (Panx1). В  физиологических условиях эти каналы участвуют 
в транспорте нуклеотидов как из нейронов и астроцитов, так и из эндотелия сосудов 
и эритроцитов в условиях недостатка кислорода [5]. Данные литературы свидетельст-
вуют о вовлечении данного белĸа в ряд патологичесĸих реаĸций при ишемии, таĸих 
ĸаĸ нарушение ионного гомеостаза, потенцирование глутаматной эĸсайтотоĸсичности, 
ĸальциевой перегрузĸи ĸлеток [6]. Однако данные экспериментов in vivo не дают одноз-
начного ответа об участии Panx1 в ишемическом повреждении головного мозга. Было 
показано, что нокаут Panx1 не влиял на выраженность повреждения мозга в модели ок-
клюзии средней мозговой артерии (МСАО) у мышей [7]. В то же время были продемон-
стрированы протекторные эффекты как блокады канала Panx1 инъекциями мефлохина 
и пробеницида, так и системного нокаута гена данного белка в модели кратковременной 
МСАО на мышах, что выражалось в уменьшении очага повреждения, нейровоспаления, 
реактивности микроглии и сенсомоторного дефицита, уменьшении отека за счет сни-
жения экспрессии аквопорина-4 и повышения выживаемости нейронов [8, 9]. В работе 
Freitas-Andrade с соавт. сообщалось о проявлении протекторного действия нокаута дан-
ного белка только у самок мышей в модели постоянной МСАО, что авторы связывают 
с вовлечением Panx1 в передачу сигнала от эстрогеновых рецепторов типа β. При этом 
у самок линии дикого типа, на основе которой был сделан тотальный нокаут, общая 
экспрессия Panx1 в условиях ишемии была выше, чем у самцов [10].

Таким образом, несмотря на существующие данные о вовлеченности каналов, фор-
мируемых Panx1, в  развитие ишемического поражения, эксперименты на  животных 
с использованием модели МСАО не дают однозначного представления о протекторной 
роли блокады комплекса Panx1 или нокаута гена данного белка. Сами авторы исследо-
ваний отмечают, что противоречивость полученных результатов в значительной сте-
пени может быть связана с использованием различных экспериментальных подходов 
к моделированию ишемического инсульта. В связи с этим становится очевидным, что 
для всестороннего исследования участия каналов Panx1 в развитии ишемического по-
ражения мозга необходимо использовать различные модели данной патологии. В этом 
отношении фотоиндуцированная ишемия является одной из наиболее перспективных 
моделей ишемического инсульта ввиду малоинвазивности и высокой воспроизводимо-
сти четко заданной локализации ишемического очага [11].

Наряду с ишемией, в десятку патологий, являющихся причиной смерти населения 
планеты, по последним данным ВОЗ, входит СД. Пациенты, страдающие диабетом, 
входят в группу риска развития инсульта и инфаркта. В литературе мы не обнаружи-
ли данных о  вовлечении Panx1 в  развитие ишемического поражения мозга на  фоне 
СД. Однако было показано, что экспрессия Panx1 была повышена как в мозге крыс 
со стрептозотоцин-индуцированным диабетом, так и в культуре нейронов через 24 ч 
после воздействия среды с высокой концентрацией глюкозы. Обработка культуры про-
бенецидом, блокирующим каналы Panx1, в гипергликемических условиях снижала со-
держание активной каспазы-1 и уровень секреции IL-18, повышала жизнеспособность 
нейронов. В  качестве механизма, посредством которого каналы Panx1 вносят вклад 
в воспаление на фоне повышенного уровня глюкозы, авторы рассматривают паннек-
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син-зависимую активацию рецепторных белков инфламмасом NLRP. АФК, продукция 
которых повышается при гипергликемии, могут увеличивать проводимость поры кана-
ла Panx1. В то же время окислительный стресс, сопровождающий диабет, индуцирует 
появление молекулярных фрагментов, ассоциированных с  повреждением (DAMPs), 
которые проникают в клетку через расширенную пору канала и активируют рецептор-
ные белки NLRP, опосредуя сборку инфламмасом [12]. Наличие в литературе данных 
о протекторной роли блокады каналов Panx1 в нейронах на фоне гипергликемии ука-
зывает на возможность участия данного белка в диабет-индуцированных изменениях 
физиологических процессов в нервной ткани.

Несмотря на  то, что каналы Panx1 представляют собой перспективную и  актив-
но изучаемую мишень коррекции патологий, нами не обнаружено данных о его роли 
в ишемии мозга на фоне СД, в связи с чем представляется актуальной задача выясне-
ния его роли в условиях сочетания этих патологий. 

Цель работы – изучить влияние нокаута гена Panx1 на последствия ишемии голов-
ного мозга у мышей в модели стрептозотоцин-индуцированного диабета.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования
Эксперименты были проведены на самцах мышей линии C57BL/6J и родственной 

линии с нокаутом гена паннексина-1 (Panx1–/–) (любезно предоставлены Институтом 
цитологии и  генетики Сибирского отделения Российской академии наук, г. Новоси-
бирск [13]) массой 20–35 г в возрасте 10–12 недель. Животных содержали в условиях 
вивария с контролируемой температурой 22 °С и режимом освещения 12 ч свет (9:00–
21:00)/12 ч темнота без ограничения доступа к воде. 

Использованные вещества и препараты
Во всех процедурах с  наркотизированными животными, кроме магнитно-резо-

нансной томографии (МРТ), в  качестве общей анестезии использовали смесь ком-
мерческих препаратов «Золетил100 ©» (VirbacSanteAnimale, Франция) и  «Ксила  ©» 
(Interchemiewerken «DeAdelaar» B.V., Нидерланды) в дозах 35 и 3.5 мг/кг (в/б) соответ-
ственно. Во время проведения МРТ использовали ингаляционный наркоз (Изофлуран, 
Laboratorios Karizoo, Испания). Для моделирования диабета был использован неселек-
тивный токсичный алкилирующий агент стрептозотоцин (Sigma Aldrich Co., США). 
В качестве фотосенсибилизатора при моделировании ишемического инсульта исполь-
зовали 0.15%-ный раствор бенгальского розового (БР, Sigma Aldrich Co., США). Для 
измерения проницаемости гематоэнцефалического барьера использовали 2.4%-ный 
раствор красителя Эванса синего (ЭС, Sigma Aldrich Co., США), а также диметилсуль-
фоксид (ДМСО) (MPBiochemicals, Франция). При оценке соотношения числа нейтро-
филов и  лимфоцитов препарат фиксировали метанолом (FisherChemical, Германия) 
и окрашивали красителем Гимза (ПанЭко, Россия).

Моделирование ишемии мозга на фоне сахарного диабета
Животных случайным образом разделяли на 4 группы, по ≥ 5 животных в каждой: 

две группы без диабета, дикого типа (WT) и с нокаутом гена паннексина-1 (KO), и две 
группы со стрептозотоцин-индуцированным диабетом тех же линий (WTd и КОd). Жи-
вотных содержали в условиях вивария с контролируемой температурой 22 °С и режи-
мом освещения 12 ч свет (9:00–21:00)/12 ч темнота без ограничения доступа к воде 
и к стандартному комбикорму, за исключением дней измерения уровня глюкозы, ког-
да за 3 ч до  измерения животным ограничивали доступ к  корму. У  всех животных 
до  начала эксперимента определяли базовый уровень глюкозы в  крови, массу тела, 
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соотношение нейтрофилов и лимфоцитов в мазке крови. Диабет индуцировали сери-
ей внутрибрюшинных инъекций стрептозотоцина, растворенного в натрий-цитратном 
буфере (pH 4.5) в дозе 55 мг/кг, ежедневно в течение 5 последовательных дней. Контр-
ольным животным внутрибрюшинно вводили растворитель в эквивалентном объеме. 
Уровень глюкозы у животных измеряли с помощью глюкометра Diacont Classic 2598 
(OK Biotech Co., Ltd., Тайвань) на 8-, 10-, 12- и 16-й дни. Критерием развития устой-
чивой гипергликемии был уровень глюкозы 16.7 мМ (300 мг/дл) на момент последнего 
измерения (перед катетеризацией яремной вены) [14]. Каплю крови для анализа в глю-
кометре отбирали пункцией латеральной вены хвоста с помощью иглы 27G. Живот-
ных взвешивали ежедневно в первые две недели с первой инъекции стрептозотоцина 
и ежедневно после операции катетеризации яремной вены. Животным ограничивали 
доступ к корму на 4–6 ч в вечернее время в дни инъекций стрептозотоцина  и измере-
ния концентрации глюкозы.

На 13-й день после первой инъекции стрептозотоцина всем животным проводили 
операцию введения полиуретанового катетера во внутреннюю яремную вену для по-
следующего моделирования ишемического инсульта посредством фототромбоза (ФТ) 
по ранее описанной методике [15]. Через двое суток после катетеризации с помощью 
стереотаксической установки устанавливали лазер (λ 532 нм, диаметр апертуры 3 мм, 
величина освещенности на поверхности черепа 55–60 лк, Viacho, Китай) так, чтобы 
он светил в область сенсомоторной коры (ML = –2.2 мм, АР = 0 мм [16]). В качест-
ве фотосенсибилизатора использовали 0.15%-ный раствор бенгальского розового (БР, 
Sigma, США), который вводили внутривенно через катетер в дозе 10 мг/кг в течение 
15 с  (объем введения не превышал 300 мкл), и через 3 минуты включали лазерную 
установку на 5 мин. 

Измерение объема ишемического поражения головного мозга
Объем повреждения головного мозга, вызванного ишемией, оценивали с  помо-

щью МРТ через 48 ч после фототромбоза на томографе BRUKER BioSpec 70/30 USR 
(Германия) с индукцией магнитного поля 7 Tл, на основе Т2-взвешенных изображе-
ний. Область сканирования 16 срезов толщиной 0.4 мм составила 18 х 18 мм2, ма-
трица сканирования – 180 х 180, общее время сканирования для каждого животного 
не превышало 30 мин. Изображения серий фронтальных срезов мозга анализировали 
в программе ImageJ (National Institutes of Health, США). Чтобы скорректировать вы-
числяемый объем с учетом отека поврежденного полушария, вводили множитель 1/k. 
Степень отека ипсилатерального повреждению полушария (k) подсчитывали по фор-
муле k = d*(∑Aипсилат./∑Aконтралат.), где ∑Aипсилат. и ∑Aконтралат. – сумма пло-
щадей ипсилатерального и контралатерального полушария в серии срезов толщиной d. 
Объем поражения определяли по формуле (d*∑A)/k, где ∑A – сумма площадей области 
повреждения в серии срезов толщиной d.

Измерение проницаемости гематоэнцефалического барьера (ГЭБ)
Для измерения проницаемости ГЭБ через сутки после ФТ животным внутривенно че-

рез катетер вводили 2.4%-ный раствор витального красителя Эванса синего (ЭС, Sigma, 
США) в дозе 80 мг/кг (объем введения не превышал 150 мкл). Далее через сутки про-
водили транскардиальную перфузию гепаринизированным физиологическим раствором 
(40 ед/мл) по стандартной методике [17] для выведения крови и красителя ЭС из крове-
носного русла. Проницаемость ГЭБ оценивали по предложенной ранее методике, опре-
деляя содержание ЭС в гомогенате выделенных полушарий мозга животных после экс-
тракции красителя в ДМСО (MPBiochemicals, Франция) на термошейкере (48 ч, 37 °С) 
и центрифугирования (9000 g, 25 мин) с последующим определением оптической плот-
ности (λ 620 нм) полученного экстракта [18]. На основе калибровочного графика рассчи-
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тывали концентрацию красителя в образце (массу красителя, содержащуюся в 100 мг 
ткани мозга) и вычисляли его относительное содержание в ипсилатеральном полушарии 
(в контралатеральном полушарии данный показатель был принят за 100%) [14].

Тест «Решетка»
Для оценки неврологического статуса непосредственно перед и через двое суток 

после фототромбоза проводили сенсомоторный тест «Решетка» [19]. На 5-минутной 
видеозаписи подсчитывали два параметра: общую двигательную активность живот-
ного, оцениваемую как число шагов, которые мышь совершает задней ипсилатераль-
ной конечностью – n общ., и число случаев свободного проскальзывания лап мыши 
в ячейки – n (моторные ошибки). Вычисляли число моторных ошибок, нормированное 
на 100 шагов животного, по формуле (n/n общ. х 100), результаты представляли в виде 
разности соответствующих показателей до  и после индукции ишемии: (n после/n 
общ. – n до/n общ.) х 100.

Оценка воспалительного статуса животных
Для оценки системного воспаления определяли процентное соотношение нейтро-

филов в мазках крови из латеральной хвостовой вены у мышей исследуемых групп. 
Референсными значениями для взрослых мышей линии C57BL/6J считали: сегментоя-
дерные нейтрофилы: 8–20%, лимфоциты 76–91% [20]. Каплю крови наносили на пред-
метное стекло и  делали тонкий мазок пластиковым шпателем. После высушивания 
на воздухе препарат фиксировали метанолом (FisherChemical, Германия) и высушива-
ли в химическом шкафу с вытяжкой, а затем окрашивали красителем Гимза (ПанЭко, 
Россия) в течение 7 мин. Затем стекла промывали водой, удаляя остатки красителя. Чи-
сло лимфоцитов и нейтрофилов подсчитывали на микроскопе (ЛОМО, Россия) вруч-
ную с помощью программы WBC Counter (Kazuyoshi Sasaoka, Япония). Для каждого 
мазка подсчет клеток продолжали до достижения общего числа лейкоцитов 100, после 
чего рассчитывали процент нейтрофилов, поскольку именно его увеличение отражает 
выраженность воспалительного процесса.

Статистический анализ
Статистический анализ был выполнен с использованием программы GraphPadPrism 

8.4.3 (GraphPad Software Inc., США). Нормальность распределения полученных дан-
ных определяли с помощью критерия Шапиро – Уилка. Статистическую значимость 
различий оценивали с помощью непарного t-теста или трехфакторного дисперсионно-
го анализа. Множественные сравнения проводили с помощью апостериорного теста 
Шидака. Для исключения выпадающих значений использовали метод ROUT. Различия 
считали статистически значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Динамика развития стрептозотоцин-вызванного диабета у мышей
Используемый нами протокол введения стрептозотоцина приводил к развитию ди-

абета у животных на 10–12-й день эĸсперимента, что подтверждалось стойким повы-
шением уровня глюкозы (рис. 1). Концентрация глюкозы в крови мышей KO уже на 8-й 
день достигала 13.9 ± 6.6 мМ, что значимо отличалось от исходных показателей и от 
значений у контрольной группы животных. Стойкая гипергликемия (содержание глю-
козы в крови выше 16 мМ) у мышей с нокаутом гена Panx1 развивалась на 10-й день, 
а  у животных дикого типа на 12-й, на что указывает наличие достоверных отличий 
измеряемого показателя в сравнении с 1-м днем эксперимента. 
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Рис. 1. Динамика изменения уровня глюкозы в крови у мышей исследуемых групп. WT – дикий тип (без 
диабета), Panx 1 KO – нокаут гена паннексина 1 (без диабета), WTd, KOd – соответствующие группы мышей 
с экспериментальным диабетом. WT n = 7, WTd n = 9, КО n = 18, КОd n = 15. Данные представлены в виде 
средних ± стандартное отклонение. Трехфакторный ДА, апостериорный тест Шидака, различия достоверны: 
** – p < 0.01, # – p < 0.0001 (по сравнению с той же группой в 1-й день эксперимента).

Наряду с гипергликемией, другим симптомом, характерным для СД, является сниже-
ние массы тела, поэтому данный параметр оценивали регулярно наряду с изменением 
концентрации глюкозы. Было установлено, что при 2-недельном диабете снижение мас-
сы тела составило 4.43 ± 1.97 г у животных дикого типа (n = 9) и 5.23 ± 3.04 г у мышей 
с нокаутом гена Panx1 (n = 15, рис. 2). Снижение массы тела наблюдали и у контрольных 
групп (1.5 ± 1.4 г и 1.97 ± 1.46 г у дикого типа, n = 6, и нокаутов по Panx1, n = 17 соответ-
ственно), однако оно было статистически значимо ниже, чем в группах соответствую-
щего генотипа с диабетом. При этом ни в контроле, ни при диабете между животными, 
нокаутными по Panx1 и с полноценной экспрессией данного белка в изменении уровня 
глюкозы в крови и массы тела, статистический анализ не выявил значимых различий.

Рис. 2. Изменение массы тела у мышей исследуемых групп в последний день эксперимента в сравнении 
с первым днем. WT – дикий тип (без диабета, n = 6), KO – нокаут гена паннексина 1 (без диабета, n = 17); 
WTd (n = 9), KOd (n = 15) – соответствующие группы мышей с сахарным диабетом. Данные представлены 
в виде средних ± стандартное отклонение. Трехфакторный ДА, апостериорный тест Шидака, различия до-
стоверны: * – p < 0.05, *** – p < 0.001. 
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Влияние нокаута гена Panx1 на развитие поражения мозга при фототромбоз-
вызванной ишемии у мышей на фоне диабета

Размер очага повреждения является основным показателем тяжести ишемии. В ре-
зультате анализа Т2-взвешенных изображений было установлено, что ноĸаут гена 
Panx1 в 1.5 (1.2–1.7) раза снижал размер очага у животных на фоне 2-недельного ди-
абета (рис. 3). Следует отметить, что у контрольных животных, которым не вводили 
стрептозотоцин, нокаут гена Panx1 не влиял на размер ишемического очага (рис. 3), не 
было достоверных отличий и в выраженности ишемического повреждения (всех изме-
ряемых параметров за исключением теста «Решетка») у мышей при сравнении групп 
дикого типа с диабетом и без него.

Площадь экстравазации красителя эванса синего (ЭС) может применяться для оценки 
размера повреждения мозговой ткани при ишемии наряду с МРТ-методом [21]. Изме-
нения, наблюдаемые при оценке экстравазации ЭС, были сопоставимы с результатами 
МРТ (рис. 4). Так, в условиях 2-недельного диабета площадь эĸстравазации у мышей 
с ноĸаутом гена Panx1 (n = 14) была в 1.8–2 раза меньше, чем у мышей диĸого типа (n = 8).

Влияние нокаута гена Panx1 на индуцированное ишемией нарушение ГЭБ у мышей 
на фоне диабета

Ноĸаут гена Panx1 также существенно изменял фототромбоз-вызванное нарушение 
ГЭБ у мышей при 2-недельном диабете. При этом проницаемость ГЭБ у животных 
диĸого типа была в 3.8 раза выше, чем у животных, ноĸаутных по гену Panx1 (рис. 4b). 

Влияние нокаута гена Panx1 на развитие фототромбоз-вызванного нарушения 
сенсомоторного статуса у мышей на фоне диабета

Оценка сенсомоторного статуса животных при моделировании ишемии коры боль-
ших полушарий в  области пре- и  постцентральной извилин является комплексным 
показателем выраженности ишемического повреждения. В  нашей работе индукция 
ишемии приводила у животных всех групп к значимому увеличению числа моторных 
ошибок в тесте «Решетка». Ноĸаут гена Panx1 приводил ĸ почти 3-ĸратному снижению 
количества моторных ошибок у животных на фоне 2-недельного диабета (рис. 5).

Влияние нокаута гена Panx1 на развитие воспаления, вызванного 
фотоиндуцированной ишемией, у мышей на фоне диабета

В качестве показателя системного воспаления в  данном исследовании оценива-
ли долю нейтрофилов в  периферической крови с  использованием оĸрашивания по 
Романовсĸому  –  Гимзе. Уровень нейтрофилов на  фоне диабета до  ФТ поĸазал, что 
у группы с ноĸаутом гена Panx1 (n = 15) ĸоличество нейтрофилов было значимо ниже, 
чем у животных диĸого типа (n = 9) (рис. 6a). При этом изолированное действие диа-
бета не вызывало значимого повышения уровня нейтрофилов по сравнению с данным 
показателем в контрольной группе (дикий тип без диабета).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Терапия сочетанных патологий сопряжена с  многочисленными трудностями, часто 
связанными со сложной системой взаимодействия повреждающих факторов различной 
природы и механизмов их патогенеза. Больных СД относят к группе риска возникновения 
инфарктов и инсультов, занимающих лидирующую позицию в списке причин смертности 
населения планеты, что, безусловно, требует пристального внимания со стороны иссле-
дователей и клиницистов. В представленной работе предпринята попытка выявить вовле-
чение белка паннексина 1 в ишемическое повреждение мозга на фоне СД у мышей. Ранее 
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Рис. 3. Вызванное фотоиндуцированной ишемией повреждение мозга у мышей дикого типа и с нокаутом 
гена Panx1 на фоне диабета. (a) – объем ишемического очага поражения после фототромбоза у мышей дикого 
типа и с нокаутом гена Panx1 на фоне диабета (данные нормированы на средние значения в соответствую-
щих контрольных группах, у животных без диабета (control = 1)), (b) – наглядные Т2-взвешенные МРТ-изо-
бражения повреждения мозга у исследуемых групп животных. WТ n = 11, WTd n = 7, КО n = 21, КОd n=13. 
Различия достоверны: ** – p < 0.01.
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исследования роли паннексина 1 и сформированных им каналов для такого сочетания не 
проводились. Для моделирования диабета у мышей нами была выбрана стрептозотоци-
новая модель СД 2-го типа. Развитие диабета у мышей мы наблюдали на 10–12-й день 
введения стрептозотоцина, что согласуется с данными литературы [14]. Выбор пробле-
мы стрептозотоцин-вызванного диабета у мышей, нокаутных по гену Panx1, был основан 
на том, что моделирование экспериментального диабета у таких животных ранее не было 
изучено. В настоящем исследовании показано, что характер нарастания уровня глюкозы 
в крови у животных дикого типа и с нокаутом гена Panx1 в целом был сходным, однако 
первые значимые признаки гипергликемии были обнаружены у  мышей, нокаутных по 
гену Panx1, на 8-й, а у мышей дикого типа – на 12-й день эксперимента. В литературе так-
же нет однозначного указания на характер участия паннексинов в регуляции метаболизма 
глюкозы. Например, было показано, что фармакологическая блокада Panx1 и тканеспеци-
фичный нокаут целевого гена ухудшали поглощение глюкозы адипоцитами в ответ на ин-
сулин, а в экспериментах in vivo приводили к тяжелой инсулинорезистентности у мышей 

Рис. 4. Оценка экстравазации красителя Эванса синего (ЭС) и проницаемости ГЭБ после фотоиндуцирован-
ной ишемии у мышей дикого типа (WTd) и с нокаутом гена Panx1 (KOd) на фоне диабета. (a) – сравнение 
экстравазации ЭС у изучаемых групп животных (WТ n = 5, WTd n = 8, КО n = 16, КОd n = 14), (b) – сравнение 
проницаемости ГЭБ у изучаемых групп животных (WТ n = 9, WTd n = 4, КО n = 21, КОd n = 9), (c) – нагляд-
ные фотографии головного мозга после фототромбоза, введения ЭС через сутки и перфузии на вторые сутки 
после ишемического повреждения у мышей. Данные нормированы на средние значения в соответствующих 
контрольных группах, у животных без диабета (control = 1). Различия достоверны: ** – p < 0.01, *** – p < 0.001.
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Рис. 5. Сенсомоторный статус животных исследуемых групп, оцененный с помощью теста «Решетка». Из-
менение доли (в процентах) моторных ошибок на 100 шагов животного после ФТ по сравнению с показа-
телями до ФТ у мышей дикого типа (WTd, n = 8) и с нокаутом гена Panx1 (KOd, n = 13) на фоне диабета. 
WT n = 5, KO n = 16. Данные нормированы на средние значения в соответствующих контрольных группах, 
у животных без диабета (control = 1). Различия достоверны: *** – p < 0.001; # – p < 0.0001.
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Рис. 6. Оценка уровня нейтрофилов у мышей дикого типа (WTd) и с нокаутом гена Panx1 (KOd) на фоне диа-
бета. (a) – сравнение доли нейтрофилов у экспериментальных групп c диабетом до фототромбоза (WТ n = 5, 
WTd n = 9, КО n = 17, КОd n = 15), (b) – изменение уровня нейтрофилов на последнем дне эксперимента по 
сравнению с первым днем (24 ч после фототромбоза на фоне диабета, WT n = 6, WTd n = 9, КО n = 16, КОd n 
= 13). Данные нормированы на средние значения в соответствующих контрольных группах, у животных без 
диабета (control = 1). Различия достоверны: ** – p < 0.01.
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с ожирением [22]. Вместе с тем согласно другим данным, нокаут гена Panx2 увеличивал 
тяжесть диабета за счет увеличения чувствительности β-клеток к сигналам апоптоза, в то 
время как Panx1 не оказывал существенного влияния на выраженность диабета [23]. 

Наблюдаемое нами снижение массы тела у животных, которым вводили стрепто-
зотоцин, что является одним из симптомов диабета, также подтверждает развитие па-
тологии у животных в выбранной нами модели стрептозотоцин-вызванного диабета.

Индукция ишемии у животных исследуемых групп на фоне экспериментального 
диабета сопровождалась развитием очага поражения мозга у мышей дикого типа боль-
шего размера по сравнению с животными, не экспрессирующими ген белка паннексина 
1. Снижение размера ФТ-индуцированного ишемичесĸого очага у мышей с нокаутом 
Panx1 по сравнению с животными диĸого типа свидетельствует о вовлечении данного 
белка в патогенез инсульта у мышей только на фоне диабета, поскольку при изолиро-
ванной фотоиндуцированной ишемии у мышей дикого типа и с нокаутом Panx1 отли-
чий не было обнаружено. Основным известным на данный момент механизмом вовле-
чения каналов Panx1 в индуцированные гипергликемией процессы в мозге является 
активация белков NLRP1, рецепторов к молекулярным фрагментам, ассоциированным 
с повреждениями (DAMPS), проникновение которых в клетку может быть опосредова-
но каналом Panx1 [12]. У нокаутных животных, вероятно, данный повреждающий фак-
тор был исключен, и на фоне 2-недельного диабета мы наблюдали уменьшение разме-
ра ишемического очага у животных в сравнении с мышами с полноценной экспрессией 
данного белка. Изучению особенностей влияния экспериментального диабета на выра-
женность ишемии посвящены единичные исследования. Так, стрептозотоцин-вызван-
ный диабет у мышей усугублял ишемический инсульт, повышая ферроптоз в клетках 
мозга, что было вызвано повышением экспрессии липокалина 2 (LCN2) в нейтрофи-
лах, инфильтрация которых была повышена у животных с диабетом [24]. В указанной 
работе исследователи использовали для индукции ишемии модель окклюзии средней 
мозговой артерии, возможно, что отсутствие выраженного увеличения очага пораже-
ния у животных дикого типа на фоне диабета в настоящем исследовании связано с осо-
бенностями используемой нами модели фототромбоза. 

Ранее нами и другими авторами продемонстрировано значимое повышение прони-
цаемости ГЭБ при фототромбоз-вызанной ишемии [15], в настоящем исследовании мы 
оценили проницаемость ГЭБ через сутки после индукции ишемии у исследуемых групп 
мышей. Нокаут гена Panx1 практически в 4 раза снижал повышение данного показателя 
у животных в условиях диабета, что согласуется с полученными нами данными по объему 
ишемического очага у этих групп мышей. Ранее нами показано, что блокада канала Panx1 
в культивируемых астроцитах крыс снижает тромбин- и липополисахарид-вызванную ак-
тивацию клеток [25], что может свидетельствовать о возможной роли белка паннексина 1 
в регуляции проницаемости ГЭБ, одним из компонентов которого выступают астроциты.

Логичным следствием протекторного действия нокаута Panx1 в моделируемом нами 
на мышах сочетании ишемии и экспериментального диабета была стабилизация сенсо-
моторного статуса мышей в отсутствие белка Panx1. Безусловно, что снижение размера 
очага ишемического повреждения в области сенсомоторной коры и стабилизация ба-
рьерной функции ГЭБ приведут к снижению числа моторных ошибок в используемом 
нами тесте «Решетка», что мы и наблюдали у нокаутных по гену Panx1 животных. 

Известно, что не только диабет 2-го типа, но и диабет 1-го типа сопряжен с повышени-
ем провоспалительного статуса организма, на что указывает нарастание уровня провоспа-
лительных цитокинов (TNF-альфа, IL-6), С-реактивного белка в крови таких пациентов, 
а  также изменение хемотаксиса иммунокомпетентных клеток, например, нейтрофилов 
[26–28]. Повышенный уровень TNF-α наблюдался у крыс со стрептозотоцин-вызванным 
диабетом, что указывает на повышение провоспалительного статуса [29]. 

В нашей работе группы с нокаутом гена Panx1 демонстрировали значимо более низкий 
уровень нейтрофилов по сравнению с животными дикого типа, что согласуется с имею-
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щимися данными о способности Panx1 опосредовать повышение подвижности нейтрофи-
лов посредством секреции АТФ, который активирует пуринергические рецепторы на их 
мембране [29], вследствие чего у животных, не имеющих белка Panx1 в тканях, снижена 
способность рекрутировать лейкоциты к месту очага поражения. Тем не менее уровень 
нейтрофилов у животных дикого типа и с нокаутом гена Panx1 без диабета (контрольные 
группы) не различался, что еще раз свидетельствует о проявлении эффекта нокаута Panx1 
именно на фоне диабет-вызванной перестройки физиологических процессов. 

При этом изолированное действие диабета не вызывало значимого повышения 
уровня нейтрофилов по сравнению с данным показателем в контрольной группе, что 
подтверждает характеристику СД как медленно прогрессирующего воспалительного 
заболевания хронического характера. Это согласуется с данными о том, что число лей-
коцитов у мышей было увеличено на 62–86% в модели СД2, вызванного с помощью 
15 недель высокожировой диеты, однако в модели СД1 при остром подъеме уровня 
глюкозы, индуцированном D-маннугептулозой и глюкозой, изменений не наблюдалось 
[29]. Также интересно, что несмотря на повышение уровня лейкоцитов в кровотоке, 
у них была обнаружена сниженная фагоцитарная способность в отношении бактерий, 
и у животных наблюдали сниженный бактериальный клиренс на фоне инфекций [30]. 
Индуĸция ишемии на фоне диабета не приводила ĸ значимому возрастанию доли ней-
трофилов, при этом доля нейтрофилов у мышей с ноĸаутом Panx1 ниже поĸазателей 
в группе диĸого типа. Это также можно объяснить нарушением сигнального пути вне-
клеточного АТФ, в котором ключевую роль играют каналы Panx1, поэтому в отсутст-
вие этого белка не происходило резкого увеличения секреции АТФ на фоне воспале-
ния, и пуриновые рецепторы на поверхности нейтрофилов не были активированы.

Таким образом, результаты представленного исследования впервые демонстри-
руют вовлечение белка паннексина 1 в ишемическое повреждение мозга, вызванное 
сочетанным действием 2-недельного диабета и  фототромбоза у  мышей. Молекуляр-
ные механизмы обнаруженного протекторного действия нокаута белка Panx1 у мышей 
в условиях фотоиндуцированной ишемии на фоне экспериментального диабета еще 
предстоит исследовать. Однако полученные нами данные позволяют предположить, 
что эффективность терапии сочетанных с СД патологий может быть повышена вклю-
чением в фармакологический комплекс препаратов блокаторов паннексиновых кана-
лов как нового направления лечения таких тяжелых заболеваний. 
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Diabetes mellitus (DM), along with ischemia, is one of the top ten causes of death in 
the globalpopulation, according to the latest World Health Organization (WHO) data. 
Clinical research data have revealed a high risk of stroke and heart attacks in patients with 
diabetes. However, there is still a lack of understanding of the involvement of pannexin 
1 (Panx1) protein in cerebral ischemia combined with DM. In the presented study, we 
used the Panx1 gene knockout mice in models of streptozotocin-induced diabetes and 
photoinduced ischemia to investigate the effect of the Panx1 on the severity of ischemic 
brain damage and systemic inflammation in mice with a combination of cerebral ischemia 
and diabetes. It has been found that under conditions of experimental diabetes, the 
knockout of the Panx1 gene significantly reduces the size of the ischemic lesion, stabilizes 
the ischemia-induced increase in the blood-brain barrier permeability, reduces the number 
of errors in the sensorimotor test and the level of neutrophils in the blood. It is important 
to note that the Panx1 knockout exhibits a protective effect only in the presence of diabetes 
mellitus, without significantly affecting the severity of ischemic brain injury in mice 
without streptozotocin-induced diabetes. Panx1 knockout also did not affect the severity 
of hyperglycemia in animals in this diabetes model. It can be assumed that the efficacy 
of the treatment for pathologies combined with diabetes mellitus can be enhanced by 
incorporating pannexin channel blockers into the complex therapy, representing a novel 
approach to addressing these serious conditions.

Keywords: diabetes, ischemia, pannexin 1, photothrombosis, knockout, inflammation


