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Гемостаз и реакции иммунитета представляют собой эволюционно и функцио-
нально связанные системы, от скоординированной работы которых зависят жиз-
ненно важные процессы – защита от кровопотери и патогенов. Тромбин – цен-
тральный фермент системы коагуляции, который обладает выраженной провос-
палительной активностью и играет важную роль в патогенезе широкого спектра
заболеваний инфекционной и неинфекционной природы. Многие гуморальные
факторы иммунитета, регулирующие воспаление (IL-1α, компоненты компле-
мента) и миграцию клеток в очаг повреждения (остеопонтин, химерин), могут
активироваться в результате протеолитического расщепления тромбином. Основ-
ные рецепторы тромбина – протеаза-активируемые рецепторы (PARs), экспресси-
руются на многих клетках иммунной системы и рассматриваются как неклассиче-
ские паттерн-распознающие рецепторы (PRRs). Действие тромбина на клетки
врожденного иммунитета может быть не связано с его ферментативными эффек-
тами. Последние исследования показывают, что тромбин может действовать как
алармин, стимулировать созревание дендритных клеток и реакции адаптивного
иммунитета. Продукция этого фактора также влияет на поляризацию Т хелперов,
определяющую выбор стратегии защитных реакций. Исследование иммунных
функций компонентов системы коагуляции раскрывает новые патогенетические
механизмы развития стерильного воспаления и расширяет возможности терапии
аллергических, аутоиммунных и нейровоспалительных заболеваний.

Ключевые слова: тромбин, гемостаз, протеаза-активируемый рецептор, воспале-
ние, врожденный иммунитет, адаптивный иммунитет
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ВВЕДЕНИЕ

Эволюция многоклеточных организмов сопровождалась развитием сложных
механизмов защиты, позволяющих противостоять угрозам окружающей среды,
связанными с повреждением тканей, кровотечением и инвазией патогенов. В то
время как в ходе развития беспозвоночных реализовалась стратегия, при которой
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защиту от кровопотери и защиту от инфекции обеспечивает гемолимфа, у позво-
ночных для решения этих задач сформировались две различные системы защиты:
система гемостаза и иммунная система [1]. Неудивительно поэтому, что фермента-
тивные каскады системы коагуляции и различные компоненты иммунитета (си-
стема комплемента, система цитокинов, лейкоциты) высоко интегрированы и вза-
имно регулируются. От скоординированной работы этих процессов зависит выжи-
вание организмов. Дисбалансы, которые выражаются в избыточной, стойкой
активации системы гемостаза и/или иммунной системы, приводят к дисфункции
органов, возникающей при атеросклерозе, инсульте, ишемической болезни сердца,
метаболическом синдроме, сепсисе, аутоиммунных/воспалительных нарушениях
(артрите, воспалительном заболевании кишечника) и ряде васкулопатических и
нейродегенеративных синдромов [2]. Несмотря на очевидную тесную взаимосвязь,
реакции гемостаза и иммунные реакции долгое время изучаются как совершенно
отдельные защитные системы.

Бесспорно, основной целью гемостаза является остановка кровотечения из по-
врежденного кровеносного сосуда. Не менее важно, что локальный тромбоз огра-
ничивает возможное распространение микробных патогенов путем создания “ме-
ханического” барьера [3, 4], поэтому продуцируемые в ходе развития инфекции
факторы врожденного иммунитета способны активировать систему гемостаза. На-
пример, компонент лектинового пути каскада комплемента, сериновая протеаза –
MASP2 превращает протромбин в тромбин на поверхности бактериальной клетки,
что приводит к локальной выработке фибриноген-пептидов [5, 6]. Необходимый
для сшивки нитей фибрина фактор XIIIa генерируется в результате тромбиновой
активации фактора XIII, и такой же активностью обладает компонент комплемен-
та MASP1 [6, 7]. Комплекс С5b-9 может катализировать превращение протромбина

Список сокращений: ЛПС – липополисахарид; ADP – аденозиндифосфат (adenosine diphosphate);
aPC – активированный протеин С (activated protein C); Bcl10 – B-cell lymphoma/leukemia 10; CLR –
лектиноподобные рецепторы С-типа (C-type lectin-like receptors); CX3CL1 – фракталкин (fractalkin);
DAG – диацилглицерол (diacylglycerol); DAMP – признак повреждения своего (Damage-Associated
Molecular Patterns); EPCR – рецептор протеина С эндотелиальных клеток (Endothelial cell protein C re-
ceptor); Erk – extracellular signal-regulated kinases; FPR2 – N-formyl peptide receptor 2; GM-CSF – грану-
лоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор (granulocyte-macrophage colony stimulat-
ing factor); GTP – гуанозинтрифосфат (guanosine triphosphate); ICAM-1 – межклеточная молекула ад-
гезии 1 (intercellular adhesion molecule 1); IFNγ – интерферон γ (interferon γ); IL – интерлейкин
(interleukin); iNOS – индуцибельная синтаза оксида азота (Inducible Nitric Oxide Synthase); IP-10 – In-
terferon gamma-induced protein 10; JNK – c-Jun N-terminal kinases; MALT1 – Mucosa-associated lym-
phoid tissue lymphoma translocation protein 1; MAPK – mitogen activated kinase; MASP1–2 – mannose-
binding protein-associated serine protease 1, 2; MCP-1 – Monocyte Chemoattractant Protein 1; MCSF –
макрофагальный колониестимулирующий фактор (Macrophage colony-stimulating factor);
МНСII – главный комплекс гистосовместимости II (main histocompability complex II); MIF – фак-
тор, ингибирующий миграцию макрофагов (macrophage migration inhibitory factor); MIP-2 – Mac-
rophage inf lammatory protein; MMP-9 – Matrix metallopeptidase 9; MyD88 – Myeloid differentiation
primary response gene (88); NET – внеклеточные ловушки нейтрофилов (neutrophil extracellular
nets); NLR – NOD-подобные рецепторы (NOD-like receptors); NF-κB – ядерный фактор κ – усили-
тель легкой цепи активированных B клеток (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells); OPN – остеопонтин (osteopontin); PAMP – молекулярные паттерны, ассоциированные с пато-
генностью (Pathogen Associated Molecular Patterns); PAR – рецептор, активируемый протеазой (prote-
ase-activating receptor); PDGF – Platelet-derived growth factor; PI3K – фосфоинозитид-3-киназа; PKC –
Protein kinase C; PLC – фосфолипаза С (Phospholipase C); PRR – рецептор распознавания образов па-
тогенности (pattern recognizing receptor); Ras – Rat sarcoma virus; RhoA – Ras homolog family member A;
SMOC1 – Inactivation of secreted modular Ca2+-binding protein 1; S1P – сфингозин 1 фосфат (sphingosin 1
phosphate); SphK1 – сфингозинкиназа 1 (sphingosinkinase 1); S1PR – рецептор сфингозин 1 фосфата
(sphingosin 1 phosphate receptor); TAFI – активируемый тромбином ингибитор фибринолиза (thrombin
induced fibrinolysis factor); TF – тканевой фактор (tissue factor); TGF-β1 – Transforming growth factor β1;
Th – Т хелпер (T helper cell); Th0 – “наивный” Т хелпер (naïve T helper cell); Thr-OPN – остеопонтин,
расщепляемый тромбином (thrombin-cleaved ostenpontin); TIL – инфильтрирующие опухоль лимфо-
циты (Tumor-infiltrating lymphocytes); TLR – толл-подобный рецептор (toll like receptor), TNFα – фак-
тор некроза опухоли α (tumor necrosis factor α); Treg – регуляторный Т хелпер (regulatory T helper, sup-
pressor T helper cell); TRIF – Toll/IL-1R domain-containing adaptor-inducing IFN-β; TxA2 – тромбоксан
А2 (thromboxane A2); VCAM-1 – эндотелиальная молекула адгезии 1 (vascular cell adhesion molecule 1);
vWF – фактор фон Виллебранда (von Willebrand factor).
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в тромбин [8]. Накапливается все больше данных, которые демонстрируют обрат-
ный процесс, когда активные компоненты системы коагуляции запускают воспа-
ление.

Тромбин является центральным ферментом свертывания крови, который ини-
циирует так называемый вторичный гемостаз – превращение фибриногена в фиб-
рин и образование сгустков фибрина. В настоящее время описано 13 функций
тромбина в гемостазе [9]. Однако многие биологические процессы, не связанные с
коагуляцией, также в значительной степени регулируются с участием этой серино-
вой протеазы [10]. Тромбин индуцирует секрецию провоспалительных цитокинов
эндотелиальными [11, 12], гладкомышечными клетками, перицитами [13], эпите-
лиальными клетками [14], адипоцитами [15] и иммунными клетками [16–18]. Он
оказывает хемотаксическое действие на лейкоциты, индуцирует экспрессию на
этих клетках молекул адгезии [19] и способствует высвобождению биологически
активных субстанций из тромбоцитов [20]. Тромбин активирует комплемент [21],
привлекая иммунные клетки [22, 23] в участки повреждения для быстрого и лока-
лизованного воспалительного и прокоагулянтного ответа, модулирует проницае-
мость сосудов [24–26]. Нарастает количество исследований, в которых зарегистри-
ровано повышение концентрации тромбина при различных хронических заболева-
ниях [27–30]. С каждым годом появляется все больше данных, подтверждающих
важную роль тромбина в патогенезе неинфекционных воспалительных заболева-
ний – аллергических [31], аутоиммунных [32], нейровоспаления [33] и др. Новый
виток интереса к изучению этой протеазы был спровоцирован появлением корона-
вирусной инфекции 2019 г. (COVID-19), впервые зарегистрированой в Ухане (Ки-
тай) декабре 2019 г. [34]. 11 марта 2020 г. Всемирная организация здравоохранения
охарактеризовала чрезвычайную ситуацию в области здравоохранения, связанную
с COVID-19, как пандемию [34]. У пациентов с COVID-19 было описано серьезное
нарушение регуляции гемостаза, повышение различных параметров свертывания
крови, таких как D-димеры, протромбиновое время, фибриноген и продукты его
распада [34–38].

В обзоре проводится обобщение и анализ данных о роли тромбина в регуляции
реакций иммунитета.

РОЛЬ ТРОМБИНА В СИСТЕМЕ ГЕМОСТАЗА

Физиологическая инициация каскада свертывания (так называемый внешний
путь) реализуется при повреждении сосуда, когда субэндотелиальный тканевой
фактор (TF) на поверхности активированных лейкоцитов взаимодействует с фак-
тором VIIa (FVIIa) (рис. 1). В дальнейшем комплекс FVIIa/TF – “внешняя теназа”
активирует фактор X (FX). Образовавшийся FХа формирует на фосфолипидной
мембране тромбоцитов комплекс “протромбиназы” – FХа/FVa/Ca2+, который
расщепляет протромбин до тромбина [39, 40].

Внутренний путь коагуляции запускает активация так называемой “контактной
системы плазмы”, в состав которой входит две протеазы, фактор Хаггемана (FXII)
и прекалликреин плазмы, а также неферментативный кофактор – высокомолеку-
лярный кининоген. Эти факторы спонтанно активируются в присутствии отрица-
тельно заряженных поверхностей, которые могут быть неприродного (полимерные
поверхности для катетеризации, диализа, сердечно-легочном шунтировании, ис-
кусственные клапаны сердца) или природного происхождения (ДНК, РНК, дена-
турированные белки (например, β-амилоид), открытый коллаген стенки сосуда,
полифосфат тромбоцитов, нейтрофильные внеклеточные ловушки) [41–43]. Свя-
зывание FXII с такими поверхностями сопровождается конформационными изме-
нениями, приводящими к активации фермента. Кининоген плазмы также обладает



1300 СТАРИКОВА и др.

способностью связываться с отрицательно заряженной поверхностью, представляя
прекалликреин для протеолиза и активации под действием FXIIa. Активирован-
ный калликреин может в свою очередь расщеплять и активировать больше FXII,
образуя мощную петлю обратной положительной связи. Ограниченный протеолиз
фактора IX (FIX) в FIXа фактором XIа (FXIa) приводит к формированию комплек-
са “внутренней теназы” (FIXа/FVIII), который активирует фактор Х (FX). Так же
как внешний, внутренний путь коагуляции приводит к выработке активированного
FXа тромбина, завершается образованием нитей фибрина и стабильного тромбо-
цитарно-фибринового сгустка [44].

Тромбин не только превращает фибриноген в фибрин, но и активирует другие
факторы каскада коагуляции (FV, FVIII, FXIII, протеин С и активируемый тром-
бином ингибитор фибринолиза – TAFI). По механизму обратной положительной
связи тромбин может усиливать свое собственное образование, активируя FV,

Рис. 1. Ключевая роль тромбина в системе гемостаза.
Тромбин участвует в образовании нитей фибрина (активация FI) и их стабилизации (активация FXIII).
Тромбин амплифицирует каскад коагуляции за счет формирования петель обратной положительной свя-
зи в рамках внутреннего пути коагуляции (активация FVIII) и общего пути коагуляции (активация FV).
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FVIII и FXI, которые участвуют в формировании комплекса “альтернативной или
внутренней теназы” (VIIIa и IXa). “Внутренняя теназа” поддерживает и усиливает
формирование “протромбиназы” и тромбина [39, 40].

Процесс образования кровяного сгустка из активированных тромбоцитов и ко-
валентно связанного фибрина может запускать накапливающиеся при воспалении
и/или повреждении ткани растворимые активаторы тромбоцитов, такие как тром-
боксан А2 (TxA2), аденозиндифосфат (ADP) и тромбин [45]. Повреждение эндоте-
лия сосудов тоже приводит к попаданию TF и коллагена из субэндотелиальной
ткани в кровь и высвобождению преформированных в тельцах Вейбеля–Паладе
фактора фон Виллебранда (vWF) и P-селектина. Под воздействием TF, коллагена и
vWF тромбоциты активируются и дополнительно усиливают гемостаз, секретируя
преформированные в гранулах TxA2, ADP, фибриноген, а также FV. Даже неболь-
шие количества тромбина могут вызвать свертывание крови и активацию тромбо-
цитов, которые все вместе образуют гемостатическую пробку [10, 46].

Активность тромбина в крови жестко регулируется. Существуют множествен-
ные механизмы ингибирования гемостаза по механизму обратной отрицательной
связи, которые локализуют и ограничивают каскад коагуляции и рост тромба. В
частности, связывание с тромбомодулином, интегральным мембранным белком,
экспрессируемым на эндотелии сосудов, увеличивает сродство тромбина к протеину С
и активирует его (aPC). aPC ингибирует протромбиназный комплекс (FXa + FVa) [47].
Для предотвращения случайных, спонтанных или избыточных тромбин-зависи-
мых процессов в организме постоянно продуцируются естественный ингибитор
тромбина – антитромбин-III. Свободно циркулирующий тромбин блокируется
этим ингибитором. При этом генерация протромбина находится в обратной зави-
симости от активности антитромбина-III [48].

РЕГУЛЯЦИЯ ПРОДУКЦИИ ТРОМБИНА

Образование тромбина происходит в результате протеолитического расщепле-
ния его ферментативно неактивной формы – протромбина. Хотя в организме
взрослого человека протромбин в основном синтезируется в гепатоцитах, в мень-
шем количестве он также образуется в тканях головного мозга [49], в нейронах после
церебральной ишемии [50], в эмбриональных тканях [30, 49]. Продукция протром-
бина усиливается при различных острых и хронических воспалительных процессах
[29, 30, 51, 52].

Протеолитическое расщепление протромбина катализируется фактором систе-
мы коагуляции FXа и контролируется различными механизмами отрицательной
обратной связи (см. выше). Тем не менее мутации, которые просто увеличивают
экспрессию протромбина (например, F2 20210 G > A), могут нарушать хорошо сба-
лансированное равновесие в системе гемостаза [53, 54]. Даже незначительное (в
1.5–1.7 раза) увеличение экспрессии гена протромбина [54, 55] может привести к
клинически значимой тромбофилии [56, 57]. Это показывает, что экспрессия про-
тромбина тоже нуждается в жестком контроле, однако лежащие в основе этого
процесса молекулярные механизмы слабо изучены.

Вероятными триггерами экспрессии протромбина являются воспалительные
процессы [28, 29, 58–62]. В частности внеклеточные стимулы индуцируют экс-
прессию гена протромбина через активацию р38 MAPK. p38 MAPK фосфорили-
рует регуляторные белки, которые катализируют ремоделирование стимулирую-
щих рибонуклеопротеиновых комплексов и повышают эффективность процес-
синга 3'-конца мРНК протромбина. Этот механизм позволяет контролировать
количество вырабатываемого белка и играет важную роль в патофизиологиче-
ских процессах [60].
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Решающая роль тромбина при ангиогенезе [63], гиперэкспрессия в ответ на
ишемию [50] или в опухолевом микроокружении [60] предполагает, что регуляция
экспрессии этой сериновой протеазы может находится под контролем факторов
гипоксии HIF.

КЛЕТОЧНО-МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИИ ФАКТОРОВ 
ИММУНИТЕТА ПОД ВЛИЯНИЕМ ТРОМБИНА

Тромбин рассматривается как мощный провоспалительный фактор, многие его
эффекты схожи с эффектами провоспалительных цитокинов. Однако действие
тромбина на клетки реализуется с помощью принципиально отличных механиз-
мов, которые, главным образом, связаны с его ферментативной активностью.
Тромбин может оказывать прямое действие на клетки посредством необратимого
сайт-специфичного протеолитического расщепления N-концевого внеклеточного
участка рецепторов, известных как протеаза-активируемые рецепторы (PARs) [64,
65]. PARs принадлежат к уникальному семейству рецепторов, связанных с G-бел-
ками [66]. Протеолитическое расщепление приводит к изменению конформации
PARs, после чего они приобретают способность активировать опосредованные G-бел-
ками внутриклеточные сигнальные каскады [63, 67, 68].

G-белки подразделяются на четыре семейства в соответствии со структурой их
α-субъединицы – Gαs, Gαi, Gαq/11 и Gα12/13. Субъединица Gaq, в свою очередь,
существует в четырех вариантах – Gαq, Gαq/11, Gαq/14 и Gαq15/16, каждый из ко-
торых контролирует различные внутриклеточные сигнальные пути. Так, Gαs и Gαi
регулируют активность аденилатциклазы, в то время как Gaq активирует сигналь-
ный путь фосфолипазы С-β (PLC-β), а Gα12/13 – белки семейства каскад малых
Rho GTPase [69].

Трансдукцию сигналов от PARs опосредуют Gαq/11, Gαi/o или Gα12/13 субъ-
единицы. На сегодняшний день описаны четыре PARs (PAR1–PAR4), которые
экспрессируются на разных типах клеток, включая тромбоциты, эндотелиальные
клетки, клетки гладкой мускулатуры сосудов, фибробласты, гепатоциты, Т-лим-
фоциты и моноциты. PAR1 и PAR3 являются высокоаффинными рецепторами
тромбина и могут активироваться при низких (<5 нМ) концентрациях тромбина,
тогда как низкоаффинный рецептор тромбина PAR4 активируется при более высо-
ких концентрациях фермента [64]. PAR2 – единственный рецептор, который непо-
средственно не активируется тромбином, но способен к трансактивации под влия-
нием PAR1 [64, 70]. Термин “трансактивация” используется для описания фено-
мена, при котором активации одного G-protein-coupled receptor (GPCR), быстро и
в отсутствие синтеза белка de novo приводит к немедленной цитозольной генера-
ции нисходящего сигнала от другого рецептора на поверхности клетки [71].

Внутриклеточные домены неактивных PARs связаны с Gα и Gβγ субъединицами
G-белков. При активации рецепторов замена GTP на GDP в составе Gα-субъеди-
ницы приводит к диссоциации комплекса Gα и Gβγ [72]. В зависимости от условий,
таких как продолжительность активации, концентрация лиганда, а также наличие
корецепторов, происходит активация одного из множества вариантов внутрикле-
точных Ga субъединиц (см. выше), что определяет дальнейший внутриклеточный
сигнал и клеточный ответ [73]. Так, Gαq/11 преимущественно активирует сигналь-
ные пути PLС–PKC–Ras–Erk и IP3–DAG–PKC, регулирующие активацию, про-
лиферацию и жизнеспособность клеток. Активация Gαi приводит к ингибирова-
нию внутриклеточных путей аденилатциклазы, которые модулируют реакции
тромбоцитов, барьерные функции эндотелия [63, 74], а также играют важную роль
в регуляции воспаления [64]. Активация Gα12/13 преимущественно индуцирует
MAPK–RhoA GTPase сигнальные каскады, которые регулируют перестройки ци-
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тоскелета [75, 76] и связанные с этим проницаемость эндотелия сосудов и миграцию
клеток [77, 78]. Активированные PARs быстро интернализуются и подвергаются ли-
зосомальной деградации, что служит механизмом ограничения их функции [9].

В зависимости от условий, тромбин может оказывать разнонаправленное дей-
ствие на клетки. Он способствует как противо- так и провоспалительным процес-
сам, как усиливает проницаемость, так и повышает барьерные функции эндоте-
лия, может вызывать как расширение, так и сужение сосудов [30, 79, 80].

Одним из факторов, который определяет разнообразие эффектов тромбина яв-
ляется его концентрация [81]. Например, низкие концентрации (20–75 пкМ) уси-
ливают барьерную функцию эндотелия [82, 83], тогда как более высокие концен-
трации (>100 пкМ) повышают проницаемость эндотелиального барьера [25]. Раз-
ные концентрации тромбина посредством активации одного и того же рецептора –
PAR1 могут как повышать жизнеспособность клеток, так и индуцировать их гибель
[25]. Предполагают, что проапоптотические и антиапоптотические эффекты тром-
бина регулируют одни и те же внутриклеточные сигнальные пути (RhoА GTPase и
PKC) [78, 84]. Частично это объясняется различной скоростью передачи внутри-
клеточного сигнала в ответ на высокие и низкие концентрации агониста. При от-
носительно высоких концентрациях тромбина (>500 нМ), которые приводят к апо-
птозу, активность RhoA в клетке возрастает в течение нескольких минут. При низких
уровнях тромбина (1–100 мкМ) происходит небольшое, постепенное увеличение ак-
тивности RhoA, что оказывает протективное действие на клетки [25, 78]. Кроме того,
высокие концентрации тромбина действуют на клетки через другой, низкоаффин-
ный рецептор – PAR4 [24].

Другим возможным объяснением разнонаправленных эффектов тромбина мо-
жет быть способность PARs образовывать гомо-, гетеродимеры и олигомеры между
собой и другими рецепторами [85]. Состав димера влияет на структуру внутрикле-
точного сигнального каскада [86]. Описаны гомодимеры PAR1–PAR1, PAR2–PAR2 и
PAR4–PAR44, а также гетеродимеры PAR1–PAR2, PAR1–PAR3 и PAR1–PAR4
[87]. Считается, что PAR1–PAR3 регулируют клеточные процессы в физиологиче-
ских условиях [86]. PAR1 образует гетеродимеры с PAR3 так же легко, как и гомо-
димеры [86]. Если передача сигналов от PAR1 индуцирует активацию Gαq и
Gα12/13 субъединиц, гетеродимер PAR1–PAR3 активирует только Gα12/13 [64, 88].
Под действием высоких концентраций тромбина (>10 нМ), которые в основном
регистрируются при патофизиологических состояниях (на ранней стадии сепсиса,
повреждении эндотелия, опухолевом росте), активируется рецептор PAR4, а также
его гетеродимеры с PAR1 [86, 89]. Гетеродимер PAR1–PAR4 обеспечивает сигналь-
ный путь активации клеток, отличный от PAR1 и PAR1–PAR3 [86]. Хотя специфи-
ческое картирование субъединицы Ga гетеродимера PAR1–PAR4 еще не проводили,
известно, что этот комплекс может играть роль при воспалении, диабетической
васкулопатии и раке [90–92].

PAR2 – единственный рецептор из четырех других PARs, который не может
быть непосредственно активирован тромбином. Однако PAR2 может быть тран-
сактивирован под действием PAR1 [93]. Трансактивация PAR2 вовлечена в разви-
тие системного воспаления и гиперактивации системы свертывания крови, как это
происходит при сепсисе [94]. Гетеродимер PAR1–PAR2 играет ключевую роль на
поздней стадии сепсиса, в гиперпластических реакциях на повреждение артерий и
в цитопротекторных процессах [86, 94]. Гетеродимер PAR1–PAR2 регулирует субъ-
единицу Gαi, Rac1 сигнальный путь и отвечает за усиление барьерных функций
эндотелия [82, 94]. Опосредованная PAR1 трансактивация PAR2 приводит к инги-
бированию системы комплемента [95]. Альтернативным вариантам внутриклеточ-
ной передачи сигнала от тромбина способствуют разные механизмы интернализа-
ции гомо- и гетеродимеров PARs [86, 96–99].
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Считается, что даже незначительное количество тромбина (в диапазоне от 0.51
до 2 нМ), которое образуется во время фазы инициации свертывания крови, доста-
точно для быстрой активации PAR1 и PAR4, а также факторов коагуляции FVIII и
FV. В дальнейшем вырабатывается дополнительное количество фермента, способ-
ствующее образованию фибрина. Большая часть тромбина (>95%), образующегося
после формирования тромба, нейтрализуется высокоаффинным связыванием с ре-
цептором тромбомодулина на поверхности неповрежденной стенки сосуда и эф-
фективно ограничивает дальнейшее распространение тромба [100]. Предполагают,
что низкие концентрации тромбина необходимы и достаточны для активации коа-
гуляции, а высокие концентрации тромбина стимулируют клетки иммунной си-
стемы и воспалительные реакции [101].

В зависимую от концентрации регуляцию эффектов тромбина, кроме PARs, во-
влекаются также другие рецепторы. Низкиe концентрации тромбина связываются
тромбомодулином, что индуцирует формирование комплекса aPC–Endothelial cell
protein C receptor (EPCR). aPC–EPCR, взаимодействуя с PAR1, инициирует
Gαi/Rac1-опосредованные цитопротекторные реакции на эндотелии [24, 83, 102,
103]. При повышении концентрации свободный тромбин вытесняет комплекс
APC–EPCR с рецептора PAR1 и запускает сигнальные каскады Gαq, Gα12/13 и
RhoA, усиливающие проницаемость эндотелия, апоптоз и прочие, связанные с
воспалением, изменения [83, 102, 104]. Таким образом, повышение концентрации
тромбина отменяет цитопротекторное действие APC–EPCR в отношении эндоте-
лия сосудов и вызывает разрушение эндотелиального барьера [24].

Было установлено также, что дивергентное взаимодействие PAR1 с рецепторами
сфингозин-1-фосфата – S1PR также влияет на результат активации клеток [10, 72].
Внутриклеточный сигнал от PAR1 при его активации тромбином запускает про-
дукцию S1P, который, в свою очередь, может подавлять разрушительные эффекты
тромбина в отношении эндотелиального барьера. Значительную роль в регуляции
этих взаимодействий играет соотношение концентраций тромбина и S1P, которые
динамически изменяются при активации гемостаза и воспаления [105].

Помимо концентрации, время воздействия тромбина тоже может влиять на ва-
риабельность клеточного ответа. Так, воздействие высоких концентраций тромби-
на в течение 16 ч приводит к необратимой гибели клеток [84], а кратковременное
воздействие низких концентраций тромбина, напротив, защищает клетки от гибе-
ли. Эти данные показывают, что в случаях быстрой и интенсивной повышении
концентрации тромбина (например, при травме или инсульте), может существо-
вать временной диапазон, по истечении которого защитные реакции гемостаза пе-
реключаются на запуск воспаления, апоптоза и нарушение эндотелиального барье-
ра [9].

Недавно было показано, что первоначально идентифицированные как эндосо-
мальные посредники b-аррестины работают как каркасные белки во время актива-
ции рецепторов, связанных с G-белками [106, 107]. На сегодняшний день известно,
что b-аррестины 1 и 2 участвуют в активации PARs. В зависимости от концентра-
ции тромбина, b-аррестины способны работать в синергии или в антагонизме с
G-белками, активируя или ингибируя нижестоящие сигнальные каскады PI3K и
RhoA [108–110].

Предполагают, что активация PARs тромбином может приводить к 2224 различ-
ным вариантам фосфорилирования сигнальных мишеней в клетке [73]. Такая
сложная регуляции клеточной активности, вероятно, придает этой системе значи-
тельную гибкость и многовариантность, но осложняет ее исследование и делает
трудновыполнимой задачу терапевтической коррекции процессов гемостаза и вос-
паления.
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Было установлено, что часть эффектов тромбина не связана с его ферментатив-
ной активностью. Так, блокада активного центра тромбина диизопропилфторфос-
фатом не влияла на его хемотаксическую активность в отношении лейкоцитов.
Ферментативно-неактивный тромбин стимулировал пролиферацию гладкомы-
шечных клеток сосудов, аналогично нативному тромбину [111]. Также сообщалось,
что ферментативно-неактивный тромбин индуцирует секрецию ростового фактора
GM-CSF в гладкомышечных клетках и обладает непрямой митогенной активно-
стью. А термически денатурированный тромбин индуцирует продукцию провоспа-
лительных факторов макрофагами [111]. Эти эффекты предполагают наличие дру-
гих, пока еще не определенных рецепторов тромбина, не зависящих от фермента-
тивной активности протеазы [112].

Действие тромбина на клетки может быть связано с его способностью активиро-
вать белки системы комплемента. Различные типы клеток, лейкоциты, тромбоци-
ты и эндотелиальные клетки имеют рецепторы к C3a и C5a компонентам компле-
мента [6, 40]. Продукты расщепления фибриногена, которые генерируются при об-
разовании тромбина, способны активировать клетки врожденного иммунитета
через TLR4 [31], и это может служить дополнительным механизмом запуска и ам-
плификации воспаления под действием тромбина.

Учитывая широкую представленность рецепторов тромбина на клетках, неуди-
вительно, что они участвуют в самых разных физиологических (ангиогенез [12, 113,
114], заживление ран [115–117] и воспаление [118–122]), а также патофизиологиче-
ских (атеросклероз [123, 124], сепсис [125], рак [126–128] и невропатология [33,
129]) процессах.

МЕХАНИЗМЫ АКТИВАЦИИ ИММУННЫХ
РЕАКЦИЙ ПОД ВЛИЯНИЕМ ТРОМБИНА

Гуморальные факторы врожденного иммунитета
Тромбин является одной из наиболее хорошо охарактеризованных сериновых

протеаз. Его классические субстраты, связанные с коагуляцией, включают факто-
ры свертывания V, VIII, XI, XIII, фибриноген и протеин С [130]. Этот список про-
должает неуклонно расширяться. Почти все сериновые протеазы в системе сверты-
вания крови регулируют систему комплемента и наоборот, протеолитические ком-
поненты комплемента действуют на систему свертывания крови [40, 131]. Тромбин
тоже является частью этой сложной сети “коагуло-комплементома”. Активный
тромбин, особенно в высоких концентрациях, непосредственно осуществляет про-
теолиз С3 и С5 компонентов комплемента [6, 40] (рис. 2). Эти реакции рассматри-
вают как 4-й путь активации каскада комплемента [6].

Одной из интересных находок стало открытие ферментативной роли тромбина в
продукции IL-1α. Ключевой провоспалительный цитокин IL-1α участвует в запус-
ке и прогрессировании целого ряда тяжелых заболеваний, включая сердечно-сосу-
дистые заболевания, воспалительные заболевания кишечника, нейровоспаление,
атеросклероз и рак. IL-1α часто обозначается как “алармин” – сигнал тревоги для
иммунной системы [132]. IL-1α конститутивно экспрессируется в проформе (про-
IL-1α) многими клетками гемопоэтического и негемопоэтического ряда, но при
накоплении молекул, которые высвобождаются из своих собственных разрушен-
ных клеток (DAMPs), эволюционно консервативных структур патогенов (PAMPs),
под влиянием окислительного стресса, ишемии–реперфузии, радиации и других
факторов, связанных с повреждением клеток, происходит активация внутрикле-
точных каспаз, которые переводят про-IL-1α в его активную форму. Было установ-
лено, что тромбин тоже расщепляет про-IL-1α до активной формы цитокина. Важ-
ная роль тромбина в регуляции продукции активного IL-1α была подтверждена в
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исследованиях in vivo с использованием трансгенных мышей (ТМ IL-1α) с мутаци-
ей тромбина, которая ослабляла опосредованное тромбином расщепление pro-IL-1α.
У мышей-мутантов (ТМ IL-1α) наблюдалась заметно сниженная локальная гене-
рация зрелого IL-1α, замедленное заживление кожных ран, снижение миграции
нейтрофилов и моноцитов по сравнению с соответствующими параметрами у мы-
шей дикого типа. Авторы также подтвердили, что p18 – расщепленный тромбином
фрагмент IL-1α, концентрация которого повышается у септических мышей дикого

Рис. 2. Механизмы регуляции иммунных реакций под влиянием тромбина.
Активный тромбин осуществляет протеолиз С3 и С5 компонентов комплемента с последующим высво-
бождением анафилотоксинов С3а, С5а, которые привлекают и активируют нейтрофилы. Тромбин осу-
ществляет протеолиз про-IL-1α до активной формы провоспалительного цитокина IL-1α. Тромбин об-
ладает протеолитическим действием в отношении химерина, который обеспечивает мобилизацию мак-
рофагов, дендритных клеток и натуральных киллеров в места повреждения и активирует эндотелий
сосудов. Тромбин вызывает активацию тромбоцитов, высвобождение медиаторов воспаления, индуци-
рует экспрессию на этих клетках TLR4,9. Тромбин напрямую активирует эндотелиальные клетки, по-
вышает экспрессию адгезионных молекул и продукцию хемокинов и провоспалительных цитокинов,
модулирует барьерную функцию эндотелия. Тромбин является хемоаттрактантом для нейтрофилов, из-
меняет состав нейтрофильных внеклеточных ловушек, снижает содержание гистонов, нейтрофильной
эластазы, дефензинов и азуроцидина. Тромбин модулирует поляризацию макрофагов и продукцию
этими клетками медиаторов воспаления. Тромбин вызывает дегрануляцию тучных клеток и усиливает
продукцию медиаторов воспаления. Тромбин стимулирует адаптивные реакции иммунитета, созрева-
ние дендритных клеток, повышает экспрессию молекул МНСII, костимуляторных молекул, продукцию
медиаторов воспаления и хемоаттрактантов (CCL18, MCP-1, S1P), привлекающих незрелые дендрит-
ные клетки и лимфоциты в участок повреждения. Тромбин осуществляет протеолитическое расщепле-
ние остеопонтина (OPN), что усиливает хемокин-индуцированную миграцию DC. Тромбин способ-
ствует поляризации “наивных” Т клеток (Th0) в Th17, Th2 и подавляет поляризацию Th1 и Treg.
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типа и у людей с сепсисом, не удалось обнаружить в циркуляции септических ТМ
IL-1α мышей [130]. Следует подчеркнуть, что IL-1α стимулирует свертывание кро-
ви, и эти двунаправленные взаимодействия IL-1α с тромбином взаимно поддержи-
ваются и взаимно усиливаются [133].

Сериновые протеазы участвуют в регуляции вездесущего хемоаттрактанта плаз-
мы, химерина. Химерин – это небольшой (18 кДа) белок, который регулирует мно-
гочисленные биологические процессы, такие как адипогенез, гомеостаз глюкозы,
опухолеобразование, воспаление, ангиогенез, миогенез и миграцию иммунных
клеток [134, 135]. Химерин вырабатывается печенью и выделяется в кровоток в ка-
честве предшественника. Он также экспрессируется в некоторых тканях, где может
быть активирован локально. Сериновые протеазы (фактор XIIa и плазмин коагуля-
ционного и фибринолитического каскадов, эластаза и катепсин G), высвобождае-
мые из активированных гранул нейтрофилов, а также триптаза тучных клеток, яв-
ляются мощными активаторами химерина. Тромбин способен расщеплять прохи-
мерин с образованием активных форм химерина [136]. Как правило, у людей
циркулирующая форма химерина не является биологически активной. В ходе про-
теолиза белка-предшественника из 163 аминокислот с С-концевым доменом, чув-
ствительным к протеолизу, могут образовываться изоформы с более короткой ами-
нокислотной последовательностью – химерины 125, 152, 154, 155, 156, 157 и 158
[137, 138]. В результате расщепления лабильного карбоксильного конца в любом из
нескольких различных участков каскадами сериновых протеаз, белок приобретает
хемотаксическую активность и запускает быстрые защитные реакции в стерильных
участках повреждения тканей, а также местах инфекционного и аллергического
воспаления [139]. Было установлено, что тромбин в диапазоне концентраций 0–
100 нМ обладал дозозависимым протеолитическим действием в отношении 15-мерно-
го фрагмента химерина (YFPGQFAFSKALPR). При более длительном времени ин-
кубации обнаруживался 10-мерный фрагмент (YFPGQFAFSK). Если 15-мерный
фрагмент был практически инертен в анализе хемотаксиса, то расщепленные
тромбином 14-мерный и 10-мерный фрагменты вызывали миграцию клеток с
трансфецированным рецептором химерина – CMKLR1. Полноразмерный прохи-
мерин также активировался тромбином в концентрации 100 нМ [136]. Хемоаттрак-
ция – важная роль химерина, которая обеспечивает мобилизацию макрофагов,
дендритных клеток и натуральных киллеров в места повреждения [140–142]. Под
воздействием химерина на эндотелиальных клетках повышается экспрессия меди-
аторов воспаления (IL-6, TNFα и С-реактивного белка), что приводит к повыше-
нию адгезивности эндотелия для лейкоцитов [143–147]. Химерин также вызывает
избыточную продукцию АФК [144], подавляет вызванную оксидом азота релакса-
цию сосудов и образование циклического гуанозинмонофосфата (цГМФ) [148, 149].
Все это может способствовать опосредованной химерином эндотелиальной дис-
функции [148, 150].

Используя подход “бактериофаговых индикаторов” (“phage display approach”),
Gallwitz и соавт. в протеоме человека было идентифицировано еще 73 потенциаль-
ных субстрата тромбина, большинство из которых регулируют клеточную адгезию,
развитие/дифференцировку, работу нервной и кровеносной системы [151].

КЛЕТОЧНЫЕ ФАКТОРЫ ИММУНИТЕТА

Тромбоциты
Учитывая малый размер и безъядерный статус тромбоцитов, представления об

их активности долгое время были связаны исключительно с кратковременным уча-
стием в гемостазе и заживлении ран [152, 153]. Однако дальнейшие исследования
показали, что тромбоциты являются важными эффекторами врожденного и адап-
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тивного иммунитета благодаря реакциям, которые индуцируются и развиваются в
течение нескольких часов после гемостатических реакций [154]. Тромбоциты акти-
вируются после взаимодействия с белками внеклеточного матрикса, которые об-
нажаются при повреждении сосудов или воспалении [155]. Адгезия к эндотелию
способствует высвобождению тромбоцитами преформированных медиаторов,
факторов свертывания, ростовых факторов, цитокинов – из α-гранул или серото-
нина и нуклеотидов – из плотных гранул, а также запускает синтез эйкозаноидов, в
частности, TхA2. Эти медиаторы аутокринно усиливают активацию тромбоцитов и
реакции гемостаза [156, 157], а также их адгезию посредством интегринов и селек-
тинов [158, 159].

Тромбин является наиболее эффективным агонистом активации тромбоцитов и
многие, регулирующие воспаления эффекты тромбина опосредованы активацией
этих клеток. Тромбин вызывает PAR1/PLC-зависимую дегрануляцию тромбоци-
тов, в результате чего происходит высвобождение из этих клеток упоминавшихся
выше биологически активных субстанций. Кроме того, под действием тромбина на
поверхности тромбоцитов происходит повышение экспрессии рецептора фибри-
ногена GPIIb-IIIa, P-селектина и костимуляторной молекулы CD40L. Первые два
усиливают агрегацию тромбоцитов [160] и опосредуют адгезивность лейкоцитов к
эндотелию [161]. CD40L индуцирует секрецию эндотелиальными клетками хемо-
кинов и экспрессию адгезионных молекул, усиливая сигналы для рекрутирования
и экстравазации лейкоцитов [162]. В цитоплазме тромбоцитов содержатся молеку-
лы РНК и сохраняются зависимые от активации посттранскрипционные механиз-
мы, обеспечивающие синтез иммунорегуляторных белков (IL-1β) и антимикроб-
ных пептидов (b-дефензины) [163–165]. Тромбоциты обнаруживаются вне сосудов
в тканях и могут запускать местные иммунные реакции [166–168] в синовиальной
оболочке при ревматоидном артрите [169, 170], в легких при гриппе [167] и в тканях
солидных опухолей при раке [171].

Тромбоциты экспрессируют рецепторы распознавания образов патогенности
(PRRs), поэтому способны активироваться под влиянием DAMPs, а также PAMPs,
инициируя воспалительные и иммунные реакции [172–174]. Toll-подобные рецеп-
торы (TLRs) играют решающую роль в активации иммунной системы. В 2004 г.
впервые было показано, что мышиные и человеческие тромбоциты экспрессируют
функциональные TLR [175]. В настоящее время установлено, что кроме TLR,
тромбоциты экспрессируют NOD-подобные рецепторы (NLR) и лектиноподоб-
ные рецепторы С-типа (CLR) [172–174, 176]. Среди TLR, которые экспрессируют
тромбоциты (TLR1, 2, 4 и 6 на поверхности, и TLR3, 7 и 9 в эндосомах) [173, 177–
179] лучше всего охарактеризован TLR4 [180–185]. TLR4 содержатся преформиро-
ванными в составе α-гранул. При активации тромбином, в результате дегрануля-
ции, TLR4 выносится на поверхность клеточной мембраны тромбоцитов [175]. Под
действием агонистов TLR4 в тромбоцитах происходит активация MyD88 или
TRIF-зависимых сигнальных путей и транскрипционного ядерного фактора кB
(NF-кB) [182, 183], который выполняет не связанные с транскрипционной актив-
ностью функции [186–189].

В отличие от других ядросодержащих клеток, которые экспрессируют TLR9 ис-
ключительно внутри эндосом, тромбоциты при активации могут транслоцировать
TLR9 на поверхность [190]. Тромбин так же, как и другие классические агонисты
активации тромбоцитов может индуцировать поверхностную транслокацию этого
рецептора [191]. Стимуляция тромбоцитов через TLR9 запускает их дегрануляцию
[192], активацию и агрегацию [193].
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Эндотелиальные клетки
Тромбин индуцирует широкий спектр воспалительных реакций эндотелия сосу-

дов, усиливает его проницаемость, адгезивность и способствует рекрутированию
лейкоцитов в очаг воспаления [122]. В частности, под влиянием этого фактора ин-
дуцируется выработка фактора активации тромбоцитов (platelet-activating factor),
эндотелина, фактора фон Виллебранда, активатора плазминогена и его ингибито-
ра. В ответ на тромбин культивируемые эндотелиальные клетки секретируют по-
вышенные уровни PDGF, который является мощным митогеном и хемоаттрактан-
том для гладкомышечных клеток сосудов [194, 195]. Тромбин усиливает выработку
эндотелиальными клетками цитокинов острой фазы воспаления – IL-6 [196] и
MIF [23], а также продукцию IL-8, который является хемоаттрактантом нейтрофи-
лов и моноцитов [22]. Экспрессия молекул адгезии (VCAM-1, ICAM-1, E- и P-се-
лектина) и связанная с этим миграция лейкоцитов в ткани также усиливаются на
под влиянием тромбина [197]. В исследованиях in vitro было установлено, что инду-
цированная тромбином повышенная экспрессия фракталкина (CX3CL1) и продук-
ция MCP-1 эндотелиальными клетками, способствуют привлечению моноцитов в
участки воспаления [197].

Провоспалительное действие тромбина в отношении эндотелия было подтвер-
ждено на мышиной модели перитонита. Введение ингибитора тромбина, гируди-
на, подавляло стимулированную адгезию макрофагов к эндотелию [198] и, напро-
тив, введение очищенного тромбина стимулировало адгезию макрофагов и повы-
шенную экспрессию IL-6 и MCP-1 [198]. Роль тромбина в регуляции сосудистого
эндотелия также была продемонстрирована на модели ксенотрансплантации серд-
ца мыши крысе. В этих экспериментах рекрутирование моноцитов и NK-клеток в
трансплантат было вызвано опосредованной тромбином активацией PAR1 и ло-
кальной генерацией MCP-1 эндотелиальными клетками [199].

Тромбин играет важную роль в регуляции проницаемости эндотелия сосудов
как в физиологических, так и в патологических условиях. Тромбин-зависимые
клеточные реакции вызывают нарушения барьерной функции эндотелия при ост-
рых (травма или сепсис) или хронических (например, атеросклероз) состояниях.
Эти процессы преимущественно опосредуют PAR1, PAR4 [82] и сигнальные пути
Gα12/13/RhoA/MLC [122]. PAR1, рецептор тромбина, также индуцирует разруше-
ние эндотелиального барьера посредством митоген-активируемого протеинкина-
зозависимого пути p38, который не интегрирован в путь RhoA/MLC. Сигнальные
пути PAR1-p38, которые способствуют эндотелиальной дисфункции, остаются
плохо изученными. С использованием мультиплексной количественной масс-
спектрометрии в культивируемых эндотелиальных клетках человека были иденти-
фицированы 5491 уникальных фосфопептидов, 2317 фосфопротеинов и четыре
различных динамических фосфопротеомных профиля которые, как предполагает-
ся, регулируют р38-зависимую передачу сигналов тромбина. Ингибирование ак-
тивности p38 и направленное siRNA-истощение изоформы p38-альфа приводило к
усилению PAR1-зависимого фосфорилирования Erk1/2. Роль р38 в фосфорилиро-
вании α-катенина, компонента адгезивных соединений, рассматривается как важ-
ный механизм тромбин-индуцированной эндотелиальной дисфункции [122].

На поздней стадии сепсиса, характеризующейся системным воспалением, по-
вышенной активацией системы коагуляции и продукцией высоких концентраций
тромбина, длительная активация PAR1 вызывает трансактивацию PAR2 и пере-
ключает внутриклеточный сигнал на Gαi/Rac1, что приводит к усилению барьер-
ной функции эндотелия [6].

Другой механизм регуляции проницаемости эндотелия связан с продукцией ге-
патоцитами природного ингибитора тромбина – тромбомодулина. В физиологиче-
ских условиях комплекс тромбин-тромбомодулин осуществляет протеолиз и акти-
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вацию протеина С. Активированный протеин С связывается со своим рецептором
(EPCR) и PAR-1. Этот комплекс активирует S1PR1, поддерживающий барьерные
функции эндотелия через внутриклеточные сигнальные пути Gαi, аденилатцикла-
зы, AKT и Rac1. Активация классического рецептора тромбина PAR1 также регу-
лирует целостность эндотелиального барьера через aPC и его рецептор EPCR, ин-
дуцируя экспрессию сфингозинкиназы 1 (SphK1) тромбоцитов и эндотелиальных
клеток. Вызванное этими эффектами увеличение выработки S1P, в свою очередь,
активирует S1PR1/Rac1 сигнальный путь, что повышает барьерные функции,
ограничивая индуцированное тромбином повреждение эндотелия [105, 200]. При
активации системы гемостаза избыточный свободный тромбин напрямую связы-
вается с PAR1, что способствует его ассоциации с S1PR3. Внутриклеточный сигнал
S1PК3 связан с Gq/11/PLC- и G12/13/RhoA-каскадами, которые нарушают барьер-
ную функцию эндотелия и усиливают его проницаемость [26].

Таким образом, активируемый тромбином PAR1, с одной стороны, нарушает це-
лостность эндотелиального барьера посредством сигнального пути Rho, с другой
стороны, тромбин индуцирует экспрессию SphK1, увеличивает выработку S1P,
что, в свою очередь, трансактивирует S1PR1, приводя к активации защитного сиг-
нального пути Rac1 [201].

Было показано, что CBM сигналосома – сигнальный белковый комплекс, со-
стоящий из каркасного белка CARMA3, линкерного белка (Bcl10) и эффекторного
белка (MALT1), является неотъемлемой частью тромбин-зависимого NF-κB внут-
риклеточного сигнального каскада в эндотелиальных клетках. Недавно CBM сиг-
налосома была идентифицирована как связующее звено между PKC и комплексом
IKK [202]. Нарушение CBM ингибирует способность тромбина индуцировать экс-
прессию молекул адгезии ICAM-1 и VCAM-1, а также снижает тромбинзависимую
адгезию из моноцитов к эндотелию [26].

Разнообразные реакции, запускаемые тромбином на эндотелии, могут поддер-
живать воспалительные процессы при атеросклерозе, массивном тромбозе, васку-
литах [65, 93, 197, 203], аутоиммунных [32] и аллергических заболеваниях [31, 204].

Нейтрофилы
Нейтрофилы являются самой многочисленной популяцией лейкоцитов крови.

Во время инфекции нейтрофилы первыми мигрируют в очаг воспаления и участву-
ют в элиминации патогена [205]. Благодаря разнообразному набору защитных ме-
ханизмов [205] нейтрофилы, помимо непосредственного уничтожения микробов,
влияют на образование тромбов [37]. При активации нейтрофилов образование
внеклеточных ловушек нейтрофилов (NET) способствует агрегации тромбоцитов
[205, 206]. Считается, что нейтрофилы не экспрессируют TF и не могут самостоя-
тельно запускать внутренний путь коагуляции [206]. В то же время продукция NET
рассматривается как ключевой фактор, который обеспечивает адгезию, активацию
тромбоцитов и таким образом способствует тромбовоспалению. Ведущая роль
NET в тромбовоспалении при сепсисе, тромбозе глубоких вен и злокачественных
новообразованиях была доказана с использованием как in vitro, так и ex vivo моде-
лей [37, 207, 208]. Присутствие NET в тромбах было описано в экспериментах на
мышиной модели тромбоза глубоких вен [207].

Крайне слабо исследованы рецепторы тромбина на нейтрофилах. В работе Kahn
и соавт. было установлено, что по сравнению с тромбоцитами и мононуклеарными
лейкоцитами, нейтрофилы имеют высокий уровень экспрессии mRNA PAR2, со-
поставимый уровень mRNA PAR3 и значительно более низкий уровень mRNA
PAR1 и PAR4 [209]. В другом, более позднем исследовании было показано, что ин-
тактные нейтрофилы конститутивно экспрессируют мРНК PAR-2 и PAR-3, но не
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PAR-1 или PAR-4. Стимуляция клеток опсонизированными бактериями специфи-
чески повышает экспрессию белка PAR-2, что не зависит от транскрипции или
синтеза белка de novo. Первичные гранулы нейтрофилов являются источником
преформированных PAR-2, который может быть быстро мобилизован на поверх-
ность клетки при дегрануляции [210]. Принимая во внимание, что PAR 2 не явля-
ется самостоятельным рецептором тромбина, а только способен к трансактивации
другими PARs, вопрос, может ли, и если может, то как, тромбин регулировать ак-
тивность нейтрофилов, остается нерешенным.

Несмотря на тесную связь между активацией нейтрофилов и системой гемоста-
за, исследований, доказывающих их взаимодействия с тромбином, поразительно
мало. Ранние работы показывают, что α-тромбин оказывает хемоаттрактантное
действие на нейтрофилы, сравнимое по величине с эффектом бактериального хе-
мотаксического пептида formyl-Met-Leu-Phe. Действие протеазы не зависит от ее
ферментативной активности и не связано с рецепторами PARs [211].

В одном из исследований было показано, что тромбин изменяет состав NET.
Исследования протеома NET после обработки тромбином показало сниженные
уровни гистонов, которые, как было установлено ранее, обладают антимикробны-
ми свойствами [212] и способствуют антимикробной активности NET [213]. Свя-
занные с NET или свободные гистоны являются цитотоксичными. Помимо этого,
ДНК и/или гистоны стимулируют выработку тромбина и вызывают тромбоз in vivo
как независимым от тромбоцитов, так и зависимым от них образом [214–216]. Кро-
ме того, гистоны могут стабилизировать тромбы, повышая устойчивость фибрина
к фибринолизу [217]. Обработка тромбином также модулировала уровни других ан-
тимикробных белков, связанных с NET, таких как дефензины и азуроцидин [218].
Уровень NET-ассоциированной нейтрофильной эластазы также снижался в при-
сутствии тромбина. Авторы предполагают, что экзогенные протеазы, такие как
тромбин, могут модулировать интегральные функции NET в различных физиоло-
гических контекстах [218].

Макрофаги
Клетки моноцитарно-макрофагального ряда являются основными индукторами

внутреннего пути коагуляции за счет того, что при активации повышают уровень
экспрессии тканевого фактора. Макрофаги считаются центральными регулятора-
ми защитных реакций иммунитета и последующих процессов репарации. Это пла-
стичные и гетерогенные клетки, которые в ответ на различные стимулы микрокру-
жения могут претерпевать фенотипические изменения. При воздействии цитокинов,
таких как интерферон γ (IFN-γ) или микробных агонистов, включая липополиса-
харид, макрофаги принимают M1-фенотип, для которого характерна продукция
медиаторов воспаления – активных форм кислорода, оксида азота, фактора некро-
за опухоли α (TNFα), IL-1, IL-12. Под влиянием цитокинов 2-го типа воспаления
макрофаги продуцируют IL-4, IL-13, IL-10 и TGFβ, которые считаются маркерами
М2-противовоспалительного фенотипа и способствуют регенерации тканей и про-
дукции коллагена за счет экспрессии аргиназы 1 [219].

Было установлено, что тромбин может направлять поляризацию макрофагов –
производных моноцитов костного мозга мышей – в М1-подобный воспалитель-
ный фенотип, что подтверждается усилением экспрессии iNOS. Кроме того, тромбин
усиливает экспрессию в макрофагах провоспалительных цитокинов (IL-6, TNFα)
и хемокинов (IP-10) [16]. Эти данные подтверждаются исследованиями, проведен-
ными с использованием модели ишемии–реперфузии у мышей, в ходе которых бы-
ло установлено, что введение цитотопического ингибитора тромбина PTL060 усили-
вало инфильтрацию тканей M2-макрофагами [220]. Предполагают также, что тромбин
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в концентрации, которая индуцирует воспалительную реакцию (30 Ед/мл), может
контролировать функциональное программирование макрофагов, что выражается
в сниженной выработке цитокинов при рестимуляции лирополисахарида [16]. Од-
нако эти исследования требуют подтверждения соответствующими эксперимента-
ми in vivo. При стимуляции тромбином макрофагов и клеток линии THP-1 продук-
ция IL-8 индуцируется Rho/JNK-зависимым образом, при этом NF-κB является
ключевым регулятором транскрипцию гена IL-8 [194]. Продукцию TNFα макро-
фагами, стимулированными тромбином, по-видимому, опосредует сигнальный
путь PI3K/AKT [16, 194].

В другом исследовании на макрофагах, полученных из моноцитов костного моз-
га мышей, были найдены противоположные результаты. Основываясь на экспрес-
сии генов и секреции цитокинов, было показано, что поляризация тромбином ин-
дуцирует противовоспалительный, М2-подобный фенотип макрофагов (CCL22,
CD36, MMP9), профиль экспрессируемых генов которых соответствовал промежу-
точному состоянию между M2a и M2c и проявлял как сходства, так и различия с
классической M2a поляризацией. Действие тромбина усиливало фагоцитоз окис-
ленного липопротеина низкой плотности макрофагами, а кондиционированная
среда из тех же клеток увеличивала пролиферацию эндотелиальных клеток. Дей-
ствие протеазы на клетки было опосредовано секретируемым модульным Са2+-
связывающим белком 1 [16]. В целом результаты исследований влияния тромбина
на макрофаги носят противоречивый характер и требуют дальнейшего изучения.

Многие реакции макрофагов на тромбин опосредованы PAR1, но не исключает-
ся также участие PAR3, поскольку он может функционировать как кофактор PAR1
[16, 194, 221]. Это значит, что для активации макрофагов необходима фермента-
тивная активность протеазы. Однако тромбин, по-видимому, может модулировать
функции макрофагов, независимо от своих ферментативных или прокоагулянтных
активностей [16]. Было показано, что денатурированный термической обработкой
тромбин был способен индуцировать секрецию медиаторов воспаления в макро-
фагах в меньшей (TNFα, M-CSF и MCP-1), аналогичной (MIP2) или даже боль-
шей (RANTES и CXCL10) степени, чем нативный α-тромбин. Тромбин, обрабо-
танный гирудином, индуцировал такие же уровни RANTES и IP-10, как термически
обработанный [16]. Авторы не исключают, что в этом случае, провоспалительная
активность тромбина в отношении макрофагов могла быть реализована независи-
мо от PARs, через активацию PRRs – рецепторов врожденного иммунитета.

Тучные клетки
Дегрануляция и секреция различных вазоактивных и провоспалительных меди-

аторов тучными клетками лежат в основе патогенеза аллергических и воспалитель-
ных заболеваний [1]. Этот процесс может быть вызван целым рядом факторов,
включая антигены (аллергены), анафилатоксины и даже физические раздражители
[222]. Некоторые заболевания, такие как воспалительное заболевание кишечника
[119, 223] и хроническая спонтанная крапивница [224], в патогенез которых вовле-
чены тучные клетки, сопровождаются значительной активацией системы коагуля-
ции. Было обнаружено, что тромбин может вызывать быструю, зависимую от каль-
ция, дегрануляцию тучных клеток [17]. Тромбин индуцировал секрецию IL-6, но
не TNFα из тучных клеток мыши посредством активации рецептора тромбина и
сигнального пути Fс�RI [225]. В исследованиях на тучных клетках мыши P815 также
было установлено, что воздействие различных концентраций тромбина в течение
16 ч повышало экспрессию PAR1, PAR2, PAR3 и PAR4, а также секрецию этими
клетками VEGF, TNFα, IL-6, хемокинов CCL-2, CXCL-1 и CXCL-5. Эти измене-
ния сопровождались повышением уровня фосфо-форм белков IkBa, SAPK/JNK
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MAPK, p38 MAPK (Thr180/Tyr182), ERK1/2 MAPK (p44/42) и могли быть заинги-
бированы гирудином [17].

Дендритные клетки
Дендритные клетки служат связующим звеном между реакциями врожденного и

адаптивного иммунитета. На основе фенотипа и способности к праймингу “наив-
ных” Т-клеток дендритные клетки обычно подразделяют на незрелые, индуцирующие
Т клеточную анергию/толерантность и зрелые, вызывающие Т клеточную актива-
цию и поляризацию реакций адаптивного иммунного ответа. Функциональные из-
менения от незрелых к зрелым дендритным клеткам происходят под влиянием
PAMPs и/или DAMPs в очаге воспаления [205]. Предполагают, что формирующий-
ся при инфекции и/или гемостазе тромбин может выполнять роль адъюванта, ин-
дуцирующего дифференцировку зрелых дендритных клеток. Более того, некото-
рые авторы рассматривают PARs как “неклассические” PRRs, которые также за-
пускают реакции врожденного иммунитета [226–228]. В пользу этого указывает
способность PARs активироваться под влиянием протеиназ патогенов или протеи-
наз, которые генерируются при повреждении тканей [72]. Более того, были задоку-
ментированы как прямые (т.е. коиммунопреципитация PAR2–TLR4 [226], так и
непрямые (т.е. пересечение сигнальных путей) PAR–TLR взаимодействия в усло-
виях стимуляции клеток липополисахаридом и агонистами TLR in vitro и in vivo
[226–229]. PARs также, по-видимому, способны взаимодействовать с сигнальными
путями NLR [230]. Однако эти реакции слабо изучены [231].

Действие тромбина на дендритные клетки опосредовано рецептором PAR1 [232,
233]. Как плазмацитоидные, так и миелоидные дендритные клетки экспрессируют
этот рецептор и могут активироваться тромбином для выработки MCP-1, IL-10 и
IL-12 [18]. Активация PAR1 тромбином зрелых дендритных клеток также может
индуцировать экспрессию CCL18 и, таким образом, привлекать незрелые дендрит-
ные клетки и Т-лимфоциты [234] в очаг воспаления. Предполагают, что сразу по-
сле повреждения ткани сигнальный путь тромбин/PAR1 способствует активации
дендритных клеток для максимальной презентации антигена. В подтверждение
этой точки зрения, удаление PAR1 защищает мышей от индуцированного фиброза
печени за счет уменьшения инфильтрации тканей Т-клетками [235]. Показано, что
под влиянием тромбина дендритные клетки секретируют провоспалительные ци-
токины MCP-1, IL-10 и IL-12. Кроме того, тромбин повышает на этих клетках уро-
вень экспрессии HLA-DR и CD86 [236], а также их способность эффективно сти-
мулировать пролиферацию аллогенных Т-лимфоцитов [18].

Тромбин модулирует действие на дендритные клетки других регуляторных мо-
лекул. Функции иммунных клеток, их миграция и жизнеспособность в значитель-
ной степени зависят от регуляции продукции S1P и передачи сигналов S1P в клет-
ку. Незрелые дендритные клетки преимущественно экспрессируют S1PR1, но при
активации и созревании на этих клетках повышается уровень другого рецептора -
S1PR3. Было установлено, что стимуляция дендритных клеток тромбином индуци-
ровала выработку S1P, которая через S1PR3 приводила к аутокринному усилению
коагуляции и воспаления за счет увеличения выработки TF и IL-1β [237].

Остеопонтин (OPN) – плейотропный цитокин, продуцируемый как иммунны-
ми, так и неиммунными клетками, действующий на различные клеточные мишени,
контролирующий их подвижность, адгезию и жизнеспособность [238], недавно
был идентифицирован как еще одна мишень тромбина. Выработка OPN усилива-
ется при патологических состояниях, включая аутоиммунные заболевания (напри-
мер, волчанку, рассеянный склероз и ревматоидный артрит) и опухолевый рост
[239, 240]. Протеолитическое расщепление OPN тромбином приводит к измене-
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нию конформации и экспозиции нового интегрин-связывающего мотива (Thr-
OPN), что существенно влияет на его биологические функции, усиливает хемо-
кин-индуцированную миграцию дендритных клеток [241]. Предполагают, что это
может служить механизмом усиления миграции дендритных клеток в очаг воспале-
ния. В подтверждение этому было установлено, что Thr-OPN критически вовлечен
в обострение фиброза печени. Уровень Thr-OPN был значительно выше у пациен-
тов с циррозом печени, чем у пациентов с хроническим гепатитом В, а также здо-
ровых лиц контрольной группы и положительно коррелировал со степенью фибро-
за печени. Эти данные были подтверждены в исследованиях на мышах. Кроме то-
го, было показано, что по сравнению с полноразмерным белком OPN, Thr-OPN
демонстрировал большую способность стимулировать активацию, пролиферацию
и миграцию звездчатых клеток печени. Эффекты Thr-OPN были опосредованы α9-
и α4-интегринами, с вовлечением MAPK и NF-κB сигнальных каскадов [242].

Таким образом, тромбин может модулировать миграционную активность денд-
ритных клеток, выполнять роль адъюванта и запускать развитие адаптивного им-
мунитета. Эти данные позволяют предполагать, что массивная продукция тромби-
на может играть важную роль в активации Т-клеток даже в отсутствие инфекции и
провоцировать иммунный ответ на аутоантигены или амплифицировать уже раз-
вивающийся аутоиммунный процесс.

Лимфоциты

Исследования экспрессии мРНК и белка основных рецепторов тромбина на по-
пуляциях лимфоцитов человека показывают, что высокоаффинный рецептор
тромбина PAR1, наиболее распространенный представитель семейства PAR, при-
сутствующий на поверхности этих клеток. Натуральные киллеры экспрессируют
PAR1, PAR2 и PAR3, CD4+ Т- клетки экспрессируют PAR1 и PAR2, а на γδ и CD8+
популяциях Т-лимфоцитов экспрессируется только PAR1. При этом на В-клетках
экспрессия PARs не была обнаружена [243]. Несмотря на важную роль лимфоци-
тов в реакциях адаптивного иммунитета и вовлеченность этих клеток в усиление
воспалительных реакций, при разных патологических процессах, данные о влия-
нии тромбина на эти клетки крайне скудны.

Ранние исследования показали, что в физиологических концентрациях (1–10 мкг/мл,
30–300 нМ) тромбин значительно усиливает пролиферацию Т-клеток в ответ на
митогены, суперантигены, аллоантигены и стимуляцию анти-CD3 антителами.
Усиленная пролиферация была связана с повышенной продукцией IL-2, IL-6 и с
увеличением числа IL2Rγ (CD25)-позитивных Т-клеток. Сам по себе тромбин не
был митогенным и не индуцировал выработку IL-2 или усиление экспрессии
CD25. Однако мононуклеарные лейкоциты периферической крови, подвергшиеся
воздействию тромбина, продуцировали высокие уровни IL-6. Тромбин также уси-
ливал индуцированную под действием IL-2 пролиферацию мышиных и человече-
ских клеточных линий [244].

Другие данные о влиянии тромбина на лимфоциты косвенные, получены с ис-
пользованием экспериментальных животных моделей или исследовании биологи-
ческого материала человека. Так, было показано, что тромбин играет ключевую
роль в стимуляции аллоиммунных реакций Т-клеток при ишемически-реперфузи-
онном повреждении тканей (ИРП) после трансплантации. Ингибирование тром-
бина в сосудистой сети трансплантата улучшает приживление трансплантата и эф-
фективность Treg-инфузионной терапии, которая в настоящее время активно вво-
дится в клинику. Введение ингибитора тромбина PTL060 снижало повреждение
тканей, подавляло экспрессию хемокинов CCL2 и CCL3, но усиливало экспрес-
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сию CCL17 и CCL22, а также инфильтрацию тканей Treg. Когда PTL060 сочетали с
инфузией дополнительных Treg, эти эффекты еще больше усиливались [220].

В исследованиях на мышах C57Bl/6 с меланомой B16 было показано, что тром-
бин способствует противоопухолевому ответу в ходе анти-PD1 терапии. Терапия
анти-PD1 значительно ограничивала рост опухоли у мышей с нормальным уров-
нем протромбина. Однако терапия анти-PD1 не смогла уменьшить рост опухоли у
мышей со сниженной экспрессией протромбина. Терапия анти-PD1 приводила к
значительно большей частоте CD8+ инфильтрирующих опухоль лимфоцитов
(TIL) в опухолях, полученных от мышей с нормальным уровнем протромбина, но
не в опухолях мышей с низким уровнем протромбина. Исследования in vitro пока-
зали, что CD8+ Т-клетки мышей дикого типа, стимулированные CD3/CD28 в при-
сутствии тромбина, демонстрировали дозозависимое повышение жизнеспособно-
сти и продукции цитокинов. Генетическая делеция либо PAR1, либо PAR4 умень-
шала воздействие тромбина. Исследования показали, что PAR4, по-видимому,
является рецептором тромбина, опосредующим пролиферацию Т-клеток, а PAR2,
напротив, ограничивает пролиферацию Т-клеток и выработку цитокинов. Трансак-
тивация через PAR1 является механизмом, приводящим к активации PAR2 [245].

Был описан еще один механизм регуляции тромбином адаптивных реакций,
опосредованный S1P. Было показано, что взаимодействие PAR1 на тромбоцитах с
тромбином и последующая активация SphK1 приводит к продукции и накоплению
S1P этими клетками в участке тромбоза. Обычно высокие концентрации S1P обна-
руживаются в плазме крови, что служит механизмом, обеспечивающим рецирку-
ляцию лимфоцитов из органов иммунной системы в кровь и обратно [246]. Повы-
шение уровня S1P в периферических тканях при воспалении способствует накоп-
лению Т-клеток в тканях [247]. Примечательно, что S1P, по-видимому, поляризует
эффекторные Т-клетки в сторону Th2 и Th17, одновременно подавляет поляриза-
цию Th1 [13] и Treg [248]. Предполагают также, что S1PR1 подавляет развитие и
функциональную активность Treg посредством активации Akt-mTOR сигнального
пути [248].

Таким образом, тромбин может регулировать реакции адаптивного иммунитета,
усиливая воспаление.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Тромбин, центральная протеаза системы коагуляции, играет значительную роль
в регуляции и развитии иммунных реакций. Тромбин служит важным провоспали-
тельным фактором, который активирует эндотелий сосудов, стимулирует гумо-
ральные и клеточные факторы врожденного иммунитета. Установлено, что тром-
бин может служить алармином, способствовать созреванию дендритных клеток и
активации реакций адаптивного иммунитета. Нельзя исключать, что тромбин мо-
жет модулировать стратегию развития иммунного ответа за счет поляризации мак-
рофагов и Th популяций лимфоцитов. Усиленная выработка тромбина может вли-
ять не только на ход инфекционного процесса, но также стимулировать активацию
адаптивного звена иммунитета в отсутствие патогена. Это может служить важным
механизмом провокации стерильного воспаления, развития и поддержания ауто-
иммунных реакций. Дальнейшие исследования роли тромбина в регуляции им-
мунного ответа могут способствовать открытию новых важных связей между им-
мунной системой и системой коагуляции.
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Hemostasis and immune responses are evolutionarily and functionally related systems
on the coordinated work of which vital processes – protection from blood loss and
pathogens, depend. Thrombin is the central enzyme of the coagulation system, which
has pronounced pro–inflammatory activity and plays an important role in the patho-
genesis of a wide range of infectious and non-infectious diseases. Many humoral im-
mune factors regulating inflammation (IL-1α, C3 and C5 complement components)
and cell migration to the lesion site (osteopontin, chimerin) are thrombin targets and be-
come activated by proteolytic cleavage. The main thrombin receptors – protease-activat-
ing receptors (PARs), are expressed on many cells of the immune system and are consid-
ered as non–classical pattern-recognizing receptors (PRRs). The effect of thrombin on
innate immune cells may not be related to its enzymatic effects. Thrombin action on
adaptive immunity is just beginning to be studied. Recent studies show that thrombin
can act as an alarmin, stimulate the maturation of dendritic cells and adaptive immune
responses. The production of this factor also affects Th cell polarization, which deter-
mines immune response strategy. The study of the immune functions of the components
of the coagulation system reveals new pathogenetic mechanisms of the development of
sterile inflammation and expands existing possibilities of allergic, autoimmune and neu-
roinflammatory disease therapy.

Keywords: thrombin, hemostasis, protease-activated receptor, inflammation, innate im-
munity, adaptive immunity
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Вальпроевая кислота (вальпроат, ВА) уже несколько десятилетий широко ис-
пользуется как противоэпилептическое средство, а также в лечении биполярного
аффективного расстройства. На протяжении многих лет способность ВА купи-
ровать эпилептические приступы разного характера связывали с усилением
ГАМКергической нейротрансмиссии, угнетением глутаматергической нейро-
трансмиссии и общим снижением гиперактивности ЦНС путем воздействия на
ионные каналы, однако точные механизмы реализации противосудорожного эф-
фекта ВА до сих пор не ясны. С течением времени стало известно о влиянии ВА
на другие нейромедиаторные системы, ферменты и внутриклеточные сигналь-
ные пути, что, однако, не объясняет эффективность препарата в качестве анти-
конвульсанта и нормотимика, а лишь расширяет его фармакологический про-
филь. За последние 10 лет фокус интереса к ВА сместился в связи с его способно-
стью изменять экспрессию генов как путем ингибирования деацетилаз гистонов,
так и изменением уровня метилирования ДНК, и новые исследования скорее
раскрывают альтернативные механизмы его действия, чем пытаются проверить и
подтвердить ранее выдвинутые гипотезы.

Ключевые слова: вальпроевая кислота, эпилепсия, депрессия, расстройства аф-
фективного спектра, регуляция экспрессии генов, ингибитор деацетилаз гисто-
нов, нейропротекция
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ВВЕДЕНИЕ

Вальпроевая кислота (2-пропилпентановая кислота) – это насыщенная разветв-
ленная одноосновная карбоновая кислота (рис. 1), синтезированная еще в 1881 г.
Бертоном [1], но получившая применение в клинической практике лишь спустя
практически целый век [2]. Фармакологическое действие вальпроевой кислоты и
ее производных [3] обусловлено химическим сходством ее молекулы с такими ней-
ромедиаторами, как гамма-аминомасляная кислота (ГАМК) и глутамат (рис. 1).

Соли вальпроевой кислоты, именуемые вальпроатами (далее по тексту ВА), ши-
роко известны как противоэпилептические средства [3], применяются в терапии
аффективных расстройств [4], в профилактике и купировании мигреней [5, 6], а
также обладают слабовыраженным антидепрессивным эффектом [7]. ВА использу-
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ется для лечения практически всех типов эпилепсии, однако наибольшую эффек-
тивность он демонстрирует против абсансов, ювенильной миоклонической эпи-
лепсии, а также против эпилепсии с генерализованными тонико-клоническими
приступами [8]. Стоит отметить, что ВА обладает наименьшим показателем аггра-
вации среди всех используемых в клинической практике противосудорожных
средств, что говорит о хорошей переносимости препарата [9, 10]. Однако, несмотря
на то, что этот препарат используется в психиатрии и медицине уже более 60 лет,
лишь немногие из механизмов действия ВА доказаны и не вызывают сомнений.
В частности, одним из наиболее широко изучаемым и подтвержденным свойством
ВА является способность ингибировать деацетилазы гистонов и влиять на состоя-
ние хроматина и экспрессию генов [11–13]. Судя по всему, именно способность
вальпроата натрия влиять на эпигенетические механизмы экспрессии генов отли-
чает его от других противосудорожных, нормотимических и противомигренозных
препаратов и ответственна как за преимущества ВА перед ними, так и за нежела-
тельные побочные эффекты.

Поскольку фармакокинетика ВА уже не раз подробно рассматривалась в литера-
туре [14, 15], анализ его метаболизма и токсичности не входили в цели данного об-
зора, и основной акцент сделан на обсуждении молекулярных механизмов, обу-
словливающих его клинически значимые свойства.

ВАЛЬПРОАТ И ГАМКЕРГИЧЕСКАЯ НЕЙРОТРАНСМИССИЯ

Исторически сложилось, что противосудорожный эффект ВА чаще всего ассо-
циируется с воздействием на тормозную ГАМКергическую систему, т.к. введение
ВА приводит к повышению концентрации ГАМК в мозге [16]. В попытках объяс-
нить ГАМК-позитивный эффект ВА проводилось изучение наиболее вероятных
механизмов, с помощью которых он мог бы осуществлять такое действие. В част-
ности, было показано, что ВА повышал в срезах мозга активность глутаматде-
карбоксилазы (GAD) – фермента, синтезирующего ГАМК из глутаминовой кислоты
[17]. Введение ВА также снижало экспрессию транспортеров ГАМК GAT-1 и GAT-3 в
гиппокампе крыс и повышало уровень глутамат-аспартатного транспортера
(GLAST), приводя к повышению уровня ГАМК [18]. Также было отмечено, что
наибольший эффект ВА на уровень ГАМК имеет место в обонятельных луковицах
и гипоталамусе, которые характеризуются высокой активностью GAD и ГАМК-

Рис. 1. Строение молекулы вальпроевой кислоты, а также нейромедиаторов – гамма-аминомасляной
кислоты (ГАМК) и глутаминовой кислоты, с которыми вальпроевая кислота имеет элементы сходства,
являясь разветвленной короткоцепочечной жирной кислотой.
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трансаминазы (GABA-Т) [19, 20]. Также экспериментально подтвердилось дей-
ствие ВА на метаболические пути расщепления ГАМК [21, 22]. Несколько лет гос-
подствовало мнение, что ВА напрямую ингибирует GABA-Т, катализирующую ре-
акцию превращения ГАМК в янтарный (сукциниловый) полуальдегид [23], хотя
повышение концентрации ГАМК в тканях при введении ВА обусловлено ингиби-
рованием дегидрогеназы янтарного полуальдегида (сукцинил-полуальдегид-дегид-
рогеназы, SSADH), которая окисляет янтарный полуальдегид до сукцината [22].
Накапливаясь в присутствии ВА, янтарный полуальдегид ингибирует прямую ре-
акцию, катализируемую GABA-Т, тем самым замедляя метаболизм ГАМК и увели-
чивая ее концентрацию.

Повышение уровня янтарного полуальдегида может стимулировать обратную
реакцию GABA-Т, в ходе которой янтарный полуальдегид конвертируется в
ГАМК, приводя к еще большему повышению уровня нейромедиатора, что часто
наблюдается у пациентов с дефицитом SSADH [24]. Исследования in vitro также
подтвердили хоть и незначительное, но прямое ингибирование GABA-Т миллимо-
лярными концентрациями ВА, однако in vivo данный эффект не наблюдается, т.к.
такие крайне высокие концентрации недостижимы при введении терапевтических
доз препарата [25].

Несмотря на большое количество исследований, в которых прием вальпроата
увеличивает концентрацию ГАМК в нервной ткани и ликворе, существуют работы,
в которых было продемонстрировано, что уровень ГАМК после хронического вве-
дения вальпроевой кислоты либо остается на базальном уровне, либо вовсе пони-
жается. Так, было показано, что введение ВА пациентам со сложными фокальными
эпилептическими приступами не изменяло уровень ГАМК в затылочной доле моз-
га (измерение нейромедиаторов проводилось in vivo с помощью ЯМР-спектроско-
пии) [26]. В другом исследовании [27] было показано, что хроническое введение
ВА крысам понижало уровни ГАМК во всех исследованных отделах мозга.

Учитывая всю имеющуюся на данный момент информацию, можно предполо-
жить, что в основе противосудорожных свойств вальпроата лежит ГАМКергиче-
ский механизм [28, 29], хотя имеющиеся данные свидетельствуют о более широком
спектре его действия. Так, с использованием культур эмбриональных клеток мозга
крыс, а также стволовых клеток человека было показано, что ВА существенно по-
вышает нейрогенез и рост нейритов, превышая эффект BDNF, причем число
ГАМК-положительных нейронов увеличивается почти в десять раз [30]. Такой из-
бирательный нейрогенный эффект ВА рассматривается как возможный механизм
терапевтического действия ВА [31].

ВАЛЬПРОАТ И ГЛУТАМАТЕРГИЧЕСКАЯ НЕЙРОТРАНСМИССИЯ

Другое возможное объяснение противосудорожного действия ВА заключается
во влиянии на глутаматергическую систему [32]. На данный момент считается, что
вальпроевая кислота и ее соли подавляют кратковременную деполяризацию
(ВПСП), вызванную активацией NMDA-рецепторов (далее NMDAR) глутамата
[33]. NMDAR – это ионотропные рецепторы глутаминовой кислоты, обладающие
высокой проницаемостью для ионов Ca2+ и принимающие непосредственное уча-
стие в долговременной потенциации (LTP) – процессе, который является молеку-
лярной основой обучения и памяти. Гиперфункция NMDAR, особенно экстраси-
наптических, ассоциирована с эксайтотоксичностью, вызванной избытком ионов
кальция в клетке. На организменном уровне гиперактивация глутаматергической
системы может приводить к судорогам. Независимо друг от друга были получены
данные о том, что у крыс ВА подавляет деполяризацию, ассоциированную с введе-
нием N-метил-D-аспартата (агонист NMDAR), в медиальной префронтальной ко-
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ре крыс [34], в срезах гиппокампа [35], в клетках нейронов неокортекса in vitro [36]
и в срезах миндалевидного тела (амигдалы) [37]. Угнетение NMDAR-опосредован-
ной передачи сигналов может объяснить противоэпилептические свойства ВА.

Относительно других ионотропных глутаматных рецепторов считается, что ВА
не подавляет ВПСП, ассоциированные с AMPA-рецепторами [35]. Однако этим
влияние ВА на глутаматергическую трансмиссиию не заканчивается. Показано,
что хроническое введение вальпроата (как и лития – другого нормотимического
препарата) снижает синаптическую экспрессию GluR1-субъединицы AMPA-ре-
цепторов в гиппокампе [38], а также экспрессию GluR2-субъединицы AMPAR, на-
личие которой определяет кальциевую непроницаемость содержащих ее AMPA-ре-
цепторов [39]. Точные механизмы, лежащие в основе такой даун-регуляции AMPA-
рецепторов, содержащих данные субъединицы, все еще не выяснены. Предполага-
ют, что увеличение плотности AMPA-рецепторов на мембране нейронов является
одной из причин возникновения маниакальных и гипоманиакальных фаз, харак-
терных для биполярного и других аффективных расстройств [40], и способность
солей лития и ВА понижать уровни синаптической экспрессии GluR1 и GluR2
вносит вклад в реализацию нормотимической активности этих препаратов.

Потенциальное взаимодействие ВА с метаботропными рецепторами глутамата
(mGluR1–8) на данный момент не изучено. Тем не менее есть данные о пренаталь-
ном влиянии ВА как на систему эндоканабиноидных рецепторов, так и на систему
mGlu-рецепторов, приводящем к развитию дефицита социального поведения гры-
зунов (модель аутизма) [41, 42], однако наблюдаемые изменения в этих рецептор-
ных системах, вероятнее всего, являются результатом эпигенетической регуляции
экспрессии их генов [43].

Возвращаясь к NMDAR, следует упомянуть, что оказываемое ВА влияние на де-
поляризацию, вызванную активацией данного вида рецепторов, можно также объ-
яснить тем, что ВА является их антагонистом [44]. Однако на данный момент не
было проведено исследований сайта связывания ВА на этом рецепторе и того, свя-
зывается ли он с ним напрямую.

Важное преимущество ВА заключается в том, что он довольно редко вызывает
когнитивные и поведенческие эффекты, присущие блокаторам ионного канала
NMDA-рецептора (таким как кетамин, фенциклидин и мемантин), а именно гал-
люцинации, паранойю, когнитивный дефицит, деперсонализацию, дереализацию,
сенсорную депривацию и психоз [45].

Исходя из всей имеющейся информации, можно предположить, что ВА, скорее
всего, не является блокатором поры ионного канала NMDA-рецептора и представ-
ляет собой либо негативный аллостерический модулятор данного рецептора, либо
ортостерический антагонист сайта связывания L-глутамата или глицина, а также,
возможно, реализует свое действие на NMDAR косвенно, не связываясь с самим
рецептором. Требуется дальнейшее изучение влияния ВА на NMDA-рецептор.
В частности, на наш взгляд, довольно перспективным выглядит подробное иссле-
дование наличия или отсутствия аффинности ВА непосредственно к NMDAR, к
mGluRs, а также исследование точного молекулярного механизма подавления де-
поляризации, вызванной активацией NMDA-рецептора. Исследования вышеупо-
мянутых процессов позволят определить, играют ли NMDA-рецепторы роль в про-
тивосудорожном действии ВА.

ВАЛЬПРОАТ И ФОСФОИНОЗИТИДНАЯ СИСТЕМА

Пытаясь объяснить способность купировать симптоматику и облегчать течение
расстройств аффективного спектра у таких разных препаратов, как литий и ВА, не-
сколько научных групп обнаружили, что введение лития и ВА понижает уровень
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инозитола, фосфорилированные производные которого входят в состав мембран
всех клеток и являются внутриклеточными вторичными мессенджерами. Эти эф-
фекты обнаружены как у животных [46], так и в дрожжах [47]. Однако в действии
этих двух препаратов было выявлено отличие. Так, при введении ВА понижалась
концентрация и инозитола, и инозитол-3-фосфата, в то время как при введении
лития уровень инозитола понижался, а уровень инозитол-3-фосфата повышался
[47]. Было выяснено, что эта особенность связана с тем, что литий и ВА воздей-
ствуют на разные ферменты, регулирующие синтез инозитола. ВА, в основном,
снижает активность мио-инозитол-3-фосфат-синтазы [48] – первого фермента в
пути синтеза инозитола, катализирующего реакцию превращения D-глюкозо-6-
фосфата в 1D-мио-инозитол-3-фосфат, в то время как литий вызывает истощение
инозитола путем ингибирования инозитол-монофосфатазы [49] – следующего
фермента в цепочке биосинтеза инозитола, катализирующего отщепление фосфат-
ного остатка от 1D-мио-инозитол-3-фосфата с образованием свободного инозитола.

Однако в исследованиях in vitro было отмечено, что ВА не оказывает ингибирую-
щего действия на очищенную мио-инозитол-3-фосфат-синтазу, и исследователи
полагают, что in vivo фермент ингибируется либо метаболитами ВА, либо неопре-
деленными компонентами, которые накапливаются в присутствии ВА [48]. Таким
образом, ВА, понижая концентрацию инозитола, может влиять на фосфоиноизи-
тидный цикл, который регулирует многочисленные клеточные функции [50].

Считается, что важным аспектом в патогенезе аффективных расстройств явля-
ется гиперфункция фосфоинозитидно-кальциевого сигнального пути в различных
популяциях нейронов, что ведет к нарушению баланса процессов возбуждения и
торможения в головном мозге и циклической смене фаз мании и депрессии, что и
является главным симптомом этих заболеваний [51]. Изучение эффектов ВА на со-
стояние нервной ткани показало, что он ингибирует нарушение конусов роста сен-
сорных нейронов и увеличивает их площадь, а инозитол и ингибиторы фермента
пролилолигопептидазы (ПО) обращают эти процессы вспять [52, 53]. С другой сто-
роны, ВА непосредственно ингибирует ПО, что способствует усилению фосфои-
нозитидной передачи сигнала [54]. Таким образом, ВА регулирует возбудимость
ЦНС и способствует стабилизации настроения. Как было показано на клетках аст-
роцитомы, ВА в фармакологических дозах также способен снижать захват инози-
тола клетками при его высокой концентрации и повышать при низкой [55]. Это
объясняет дуализм действия ВА, который может или предотвращать изменение на-
строения, понижая фосфоинозитидную передачу, или предотвращать депрессию,
повышая ее [54]. Таким образом, одним из возможных механизмов, обусловливаю-
щих эффективность ВА в терапии аффективных расстройств, является его влияние
на фосфоинозитидную систему вторичных мессенджеров [56].

ВЛИЯНИЕ ВАЛЬПРОАТА НА МОНОАМИНЕРГИЧЕСКУЮ СИСТЕМУ

Серотонин, дофамин и норадреналин – это нейромедиаторы, дефицит которых
влечет к симптомам, характерным для депрессивных расстройств. Хотя моноами-
новая гипотеза депрессии на данный момент не является центральной в связи с от-
крытием роли нейровоспаления, свободных радикалов, дефицита нейротрофиче-
ских факторов и нарушения нейрогенеза в патогенезе депрессивных расстройств
[57], нельзя недооценивать важную роль этих нейромедиаторов в процессах воз-
никновения депрессии. Наличие данных о том, что ВА повышает содержание мо-
ноаминов в мозге, создало предпосылки для изучения возможности его примене-
ния в терапии депрессивных расстройств [58].

Одним из способов повысить уровни какого-либо нейромедиатора в ЦНС явля-
ется подавление его деградации. Основным ферментом, окисляющим классиче-
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ские моноамины, является моноаминоксидаза, существующая в двух изоформах –
МАО-А и МАО-Б. Анализ действия ряда антидепрессантов и нормотимиков,
включая ВА и литий, показал, что даже в высоких концентрациях (в обоих случаях
IC50 > 10000 мкмоль/л) ни ВА, ни литий не подавляли активность обеих изоформ
МАО в грубой митохондриальной фракции коры мозга свиньи [59]. В другом ис-
следовании с использованием клеток нейробластомы BE(2)C было показано, что
ВА повышал каталитическую активность MAO-A посредством влияния на уровень
экспрессии ее мРНК и активность промотора ее гена, при этом механизм действия
ВА затрагивал Akt/FoxO1 сигнальный каскад [60]. В этом же исследовании было
показано, что другие ингибиторы деацетилаз гистонов, бутират натрия и трихоста-
тин А, также повышали активность MAO-А. Это позволяет полагать, что ВА ока-
зывает свой эффект на этот фермент именно путем активации экспрессии его гена.
Тем не менее вопрос о том, каким путем ВА способен повышать уровень моноами-
нов в ткани мозга, остается открытым. Повышение уровня серотонина в ткани
мозга и сыворотке крови у потомства наблюдался также при введении ВА беремен-
ным самкам крыс на разных сроках эмбриогенеза [61]. Поскольку в данном иссле-
довании введение тератогена талидомида также вызывало повышение уровня серо-
тонина в ткани мозга и крови потомства, был сделан вывод о возможном сходстве
механизмов их действия во внутриутробный период развития, приводящих к раз-
витию аутизма.

Анализ действия ВА на крыс, подвергаемых постоянному непредсказуемому
стрессу, также показал у них повышение экспрессии ферментов тирозингидрокси-
лазы и триптофангидроксилазы в префронтальной коре мозга [62]. Это ферменты,
участвующие в синтезе дофамина (и впоследствии норадреналина) и серотонина
соответственно. Примечательно, что как хроническое, так и однократное введение
ВА также повышало уровень мРНК тирозингидроксилазы в нейронах голубого
пятна – основном скоплении норадренергических нейронов в ЦНС [63], которые
посылают свои проекции к гиппокампу, миндалевидному телу, таламусу, гипота-
ламусу, практически всему неокортексу и спинному мозгу. Таким образом, ВА, по-
зитивно влияя на синтез норадреналина в голубом пятне, повышает общую норад-
ренергическую нейротрансмиссию во всей ЦНС.

Другим примером действия ВА на моноаминергическую систему мозга может
служить модуляция дофамин-опосредованной передачи сигналов. Будучи ингиби-
тором деацетилаз гистонов, ВА повышает экспрессию белка Par-4, который конку-
рирует с кальмодулином за образование комплекса с дофаминовым D2-рецептором,
связанным с Gi-белком [64]. Одним из сигнальных каскадов, ассоциированных с
D2R, является ингибирование аденилатциклазы через Gi-белок и подавление
цАМФ-зависимого сигнального пути, а формирование комплекса между Par-4 и
D2R при низкой концентрации кальция в цитоплазме является необходимым
условием для избирательной активации сигнального каскада через Gi-белок и
дальнейшего подавления функции аденилатциклазы [65]. Примечательно то, что
мутантные мыши c нарушенным взаимодействием Par-4 и D2R демонстрировали
симптомы депрессии [65]. Более того, уровень Par-4 в посмертных образцах височ-
ной доли мозга пациентов, страдавших от длительного депрессивного расстрой-
ства, был на 67% ниже, чем уровень Par-4 в контрольной группе [66]. Судя по всему,
повышенная активность аденилатциклазного сигнального каскада в дофаминерги-
ческих путях мозга, возникающая из-за недостаточного образования комплекса
Par-4/D2R/Gi-белок, является одним из факторов возникновения депрессивных
расстройств. Таким образом, ВА, повышая экспрессию белка Par-4 и способствуя
его дальнейшему связыванию с дофаминовыми D2 рецепторами, может проявлять
антидепрессивный эффект и облегчать течение депрессии.
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ВАЛЬПРОАТ И ИОННЫЕ КАНАЛЫ

Возвращаясь к обсуждению механизмов, лежащих в основе противосудорожно-
го эффекта ВА, нельзя не упомянуть большое число исследований, посвященных
взаимодействию ВА и ионных каналов, а также влиянию ВА на возбудимость кле-
точной мембраны [67–69]. Действительно, снижение избыточной активности ней-
ронов могло бы объяснить способность ВА купировать эпилептические приступы
и проявление маниакальных состояний при расстройствах аффективного спектра.
Однако результаты опубликованных на данный момент работ расходятся между
собой и зачастую противоречат друг другу, что сильно препятствует формирова-
нию единой теории, объясняющей действие ВА на ионные каналы и насколько
оно значимо для клинической практики. Так, несколько исследовательских групп
независимо друг от друга обнаружили, что хроническое введение ВА повышает
уровень мРНК субъединиц потенциалзависимых натриевых каналов (далее Nav-
каналы) и увеличивает их плотность на поверхности клетки [70]. Однако в другой
работе было продемонстрировано как отсутствие взаимодействия ВА с Nav-кана-
лами, так и наличие какого-либо существенного влияния на параметры, характе-
ризующие электрическую активность нейронов [71]. Более позднее исследование
связывания ВА с ионными каналами NavMs прокариот Magnetococcus marinus,
функционально и структурно схожими с натриевыми каналами Nav1.1 человека
[72], показало, что он дестабилизирует их и подавляет входящие через канал токи
натрия. Методом молекулярного докинга также было показано, что сайт связыва-
ния ВА ассоциирован с сенсором напряжения, а не с гидрофобным участком поры
канала, с которым связываются многие блокаторы натриевых каналов, что сильно
отличает ВА от последних [68]. Также в другой работе было показано, что ВА се-
лективно ослабляет токи, вызванные активацией кальциевых каналов T-типа в
ганглионарных нейронах крысы [73]. Еще в одном исследовании, проведенном на
таламических нейронах, ВА не влиял на токи, ассоциированные с этим же семей-
ством низкопороговых кальциевых каналов [74]. Возможно, расхождение результа-
тов обусловлено различием в выборе исследуемых популяций нейронов, однако
окончательного объяснения пока что не предложено. Таким образом, даже спустя
30 лет с начала активного изучения взаимодействия ВА с ионными каналами ре-
зультаты нельзя считать исчерпывающими. Примечательно, что в большинстве
случаев при введении ВА отмечается подавление натриевых токов, и более совре-
менные данные предлагают возможные объяснения этому процессу. В частности,
на нейрональных клетках Neuro-2a было показано, что ВА подавляет экспрессию
гена натриевого канала SCN3A, уровень которого повышен при эпилепсии, что бу-
дет несомненно способствовать снижению возбудимости нервной ткани [75]. Спо-
собность ВА стабилизировать возбудимость нейрональных мембран и ионные токи
также рассматривается как один из механизмов его действия при лечении шизо-
френии [76, 77].

ВАЛЬПРОАТ И ОКИСЛИТЕЛЬНЫЙ СТРЕСС

При изучении механизмов терапевтического эффекта ВА было показано, что он
обладает способностью снижать уровень окислительного стресса как у животных,
так и у человека. Так, на модели хронического стресса у крыс было показано, что
введение ВА приводит к увеличению активности двух важнейших антиоксидантных
ферментативных систем – супероксиддисмутазы и каталазы – в сыворотке крови, а
также к снижению уровня малонового диальдегида – маркера перекисного окисле-
ния липидов, повышение которого наблюдается при окислительном стрессе [78].
Многие исследования подчеркивают тесную связь между окислительным стрессом и
возникновением депрессивных расстройств и тяжестью протекания эпилепсии [79],
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а также обнаруживают антиоксидантные свойства ВА и других противосудорожных
средств [80]. Как было показано в системном исследовании на детях, страдающих
эпилепсией, монотерапия ВА в течение 6–12 месяцев приводила к восстановлению
активности антиоксидантных систем в плазме крови, коррелирующее с улучшением
их состояния и снижением судорожной активности [81]. Более того, введение ВА
крысам с аллоксановым диабетом приводило к снижению у них уровня глюкозы в
крови, а также уровня каталазы и малонового диальдегида в почках и печени с од-
новременным повышением активности супероксиддисмутазы, глутатионперокси-
дазы и улучшению липидной формулы крови [82]. Таким образом, ВА потенциаль-
но способен проявлять антиэпилептогенный, антидепрессивный и антидиабетиче-
ский эффекты, нивелируя негативное влияние окислительного стресса на
организм. В настоящее время вопрос о превентивном влиянии ВА на развитие диа-
бета 2-го типа продолжает интенсивно обсуждаться [83, 84].

ВЛИЯНИЕ НА СИГНАЛЬНЫЕ КАСКАДЫ

Помимо упомянутых выше систем, на которые ВА может действовать на клеточ-
ном и молекулярном уровнях, важно также отметить ряд сигнальных каскадов, ре-
гулирующих клеточный ответ на различные стимулы, в частности сигнал-регули-
руемый киназный путь (ERK) [85]. Как было показано, ВА в терапевтических дозах
снижал уровень фосфорилирования ERK1, JNK-1 и JNK-2 в гиппокампе крыс, ко-
торый был повышен после введения декстроамфетамина, вызывающего у живот-
ных маниакальный тип поведения [86]. При этом введение ВА приводило к восста-
новлению нормального паттерна поведения животных. Поскольку этот киназный
путь включает в себя ответ на множество сигнальных факторов и регулирует тран-
скрипцию таких генов, как Elk1 и c-Fos, возможно, что эффект ВА может затраги-
вать процессы нейрогенеза, дендритной арборизации, выживания и пластичности
нейронов [87].

С другой стороны, существует мнение, что ВА и литий способны активировать
сигнальный путь митоген-активируемой протеинкиназы (MAPK) [88]. Хотя точ-
ный механизм этой активации остается неясным, исследование на простой биоме-
дицинской модели Dictyostelium discoideum предполагает, что эффект ВА может осу-
ществляться путем ингибирования протеинкиназы А [89].

Еще один фермент, на который может оказывать действие ВА, это киназа глико-
генсинтазы GSK3, которая также была предложена в качестве мишени для лечения
биполярного аффективного расстройства [90]. Действительно, исследование на
мышах с нокаутом гена GSK3β или на мышах дикого типа, получавших ингибиторы
GSK3β, показало снижение депрессии и маниакального поведения после введения
ВА или лития [91]. В исследовании пациентов с острым маниакальным синдромом
оценка уровня белка и киназной активности GSK3 до и после лечения стабилиза-
торами настроения и атипичными антипсихотиками показала, что литий, ВА и ан-
типсихотики второго поколения оказывают ингибирующее фосфорилирование
фермента [92]. Высказывается мнение, что ингибирование GSK3 под действием
ВА происходит как прямо, так и косвенно [91], поскольку он может оказывать вли-
яние не только непосредственно на сами молекулы ферментов, но также путем из-
менения уровня экспрессии их генов.

ВАЛЬПРОАТ КАК МОДУЛЯТОР ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ

Учитывая накопленный опыт о том, что требуется около 10 дней приема ВА,
чтобы его эффект был ощутимым, а также длительность его действия после отмены
приема препарата, неизбежно возникло предположение, что механизм его дей-
ствия включает в себя не только острые и краткосрочные биохимические эффекты,
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но и изменения на геномном уровне [93]. Как было показано в многочисленных
исследованиях, ВА действительно изменяет экспрессию большого числа генов
[94–96]. При этом описываемые эффекты ВА показывают как разнонаправленный
характер регуляции экспрессии [93] и его зависимость от возраста и пола животных
[94], так и его положительный или негативный эффект на организм в зависимости
от используемой экспериментальной модели [95, 96]. В частности, пренатальное
введениe ВА часто иcпользуется для создания животных моделей аутизма [43, 97, 98].
С другой стороны, введение ВА также повышает нейропластичность и способно
вновь “открыть” критический период обучения [99]. Обучение в такие “критиче-
ские” периоды онтогенеза облегчает овладение определенными навыками. Приме-
рами таких навыков являются изучение языка и развитие абсолютного слуха [99].
По-видимому, это свойство ВА обусловлено его способностью повышать экспрес-
сию генов, кодирующих нейротрофины BDNF и GDNF, играющие важную роль в
нейрогенезе [100].

Одним из основных механизмов действия ВА на уровне генома является его
способность изменять компактизацию хроматина и изменять доступность промо-
торов генов для транскрипционных факторов [101]. При этом ВА выступает в каче-
стве ингибитора деацетилаз гистонов [11–13], а также активирует процессы деме-
тилирования ДНК [102, 103]. Более того, есть данные, что ВА индуцирует протеа-
сомальную деградацию белка DICER – важного регулятора продукции микро-
РНК. Однако поскольку под действием ВА наблюдается увеличение содержания
ряда микро-РНК, это указывает на повышение экспрессии их генов-мишеней еще
до деградации DICER [104]. Учитывая такой широкий спектр действия ВА неуди-
вительно, что часто встает вопрос о его тератогенных свойствах [105].

Среди транскрипционных факторов, связывание которых с промоторами генов-
мишеней регулируется под действием ВА, можно назвать белок-активатор 1 (AP-1)
[106] и AICD [107], которые вовлечены в патогенез болезни Альцгеймера (БА).
В связи с этим ВА рассматривался в качестве терапевтического средства для про-
филактики БА и деменции [108–110]. Кроме того, ВА рассматривается и как сред-
ство для восстановления функций мозга после травм [111] и при полиглютамино-
вых (polyQ) заболеваниях [112].

Ряд наших исследований показал, что введение ВА крысятам, подвергнутым
пренатальной гипоксии, усиливает экспрессию нейропептидазы неприлизина (да-
лее НЕП), который регулирует действие широкого спектра нейропептидов, а также
является одним из основных амилоид-деградирующих ферментов в ткани мозга
[113]. Базальный уровень НЕП у животных гипоксической группы был ниже, и у
них наблюдался когнитивный дефицит по сравнению с контрольными сверстни-
ками. Внутрибрюшинное введение ВА гипоксическим животным приводило к по-
вышению экспрессии как мРНК НЕП, так и самого белка до уровней у контроль-
ных животных. Увеличение мРНК НЕП наблюдалось в энторинальной коре, те-
менной коре и гиппокампе, но не в дорсальном стриатуме и обонятельных
луковицах, где экспрессия гена НЕП оставалась неизменно высокой. Примеча-
тельно, что после введения ВА у гипоксических крыс также восстанавливался де-
фицит обонятельной функции, что коррелирует с повышением экспрессии НЕП в
соответствующих областях мозга и говорит о роли последнего в реализации обоня-
тельной функции [114]. Активирующее действие ВА на экспрессию гена НЕП было
ранее показано на культуре клеток нейробластомы человека NB7, где он выступал
в качестве ингибитора деацетилаз гистонов [107], а позже в неокортексе и гиппо-
кампе крыс, причем паттерн усиления экспрессии зависел от возраста животных
[115]. В субстратный профиль неприлизина входят многие биологически активные
пептиды, такие как субстанция P, энкефалины, брадикинин, адреномедуллин и со-
матостатин, что говорит о способности этого фермента регулировать широкий
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спектр физиологических реакций [116]. Способность НЕП также расщеплять ами-
лоидный пептид Аβ делает его перспективной мишенью для профилактики разви-
тия БА [117, 118]. Поскольку экспрессия НЕП снижается с возрастом, при ишемии,
воздействии пренатальной гипоксии и других патологических состояниях, это
предрасполагает к накоплению в ткани мозга Аβ, а способность ВА повышать экс-
прессию НЕП позволяет предположить, что он может препятствовать накоплению
Аβ и, тем самым, снижать риск развития амилоидогенеза и связанных с ним пато-
логических процессов, характерных для БА.

Еще одним интригующим свойством ВА и его производных является способ-
ность подавлять активность вируса герпеса (Herpes simplex viruses), который вызы-
вает существенные хронические нарушения в нервной системе [119]. Более того,
относительно недавно ВА стал вызывать интерес исследователей в плане его влия-
ния на клетки иммунной системы и противовоспалительных свойств [120]. Все эти
исследования существенно расширяют наши представления о терапевтическом
потенциале ВА и продолжают вызывать интерес к изучению его свойств и механиз-
мов действия на молекулярные системы мозга и организма в целом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С момента своего “переоткрытия” и внедрения в клиническую практику валь-
проевая кислота и ее натриевая соль активно использовались в качестве средства
против эпилепсии и маниакально-депрессивного психоза, более известного как
биполярное аффективное расстройство, а к сегодняшнему дню ВА продемонстри-
ровал важное значение как ингибитор деацетилаз гистонов и регулятор экспрессии
генов, что расширяет область применения данного соединения (рис. 2). За все вре-
мя изучения ВА было предложено много механизмов, объясняющих его способно-
сти купировать эпилептические судороги и облегчать состояние пациентов с бипо-
лярным аффективным расстройством: первое свойство ВА чаще всего ассоциируют с

Рис. 2. Схема основных молекулярных механизмов действия вальпроевой кислоты и ее натриевой соли,
лежащих в основе клинически значимых эффектов. Обозначения: VA – вальпроевая кислота; SSADH –
дегидрогеназа янтарного полуальдегида; NMDAR – NMDA-рецептор глутамата; MIP-синтаза – мио-
инозитол-3-фосфат-синтаза; HDAC – деацеатилазы гистонов; Par-4 – белок-супрессор опухолей;
NEP – неприлизин; TH – тирозингидроксилаза; TPH – триптофангидроксилаза; BDNF – нейротро-
фический фактор головного мозга; CAT – каталаза; SOD – супероксиддисмутаза. Вопросительные зна-
ки отмечают те мишени, на которые влияние ВА изучено недостаточно подробно.
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?
?

Anticonvulsant effect

SSADH
NMD AR

GABA ↑
Ion channels
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Inositol

Expression of Par-4,

Antidepressant
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Procognitive effect
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NEP, TH, TPH,
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угнетением глутаматергической и усилением ГАМКергической трансдукции; вто-
рую способность связывают с влиянием ВА на метаболизм фосфоинозитидов в
нейронах ЦНС. Примечательно то, что среди перечисленных механизмов действия
ВА в научном сообществе не вызывает сомнений лишь его влияние на метаболизм
ГАМК и производных инозитола. Механизм потенциального блокирования ионо-
тропных NMDA-рецепторов глутаминовой кислоты и роль этого процесса в реали-
зации антиконвульсантного действия ВА требуют дальнейшего прояснения. Неиз-
вестным остается и возможное взаимодействие ВА с метаботропными рецептора-
ми глутамата.

Также неоднократно поднималась тема взаимодействия ВА с ионными канала-
ми, воздействие на которые могло бы объяснить сразу и противосудорожную, и
нормотимическую активность ВА, однако имеющиеся противоречивые данные
препятствуют возникновению единого мнения на этот счет.

Способность ВА усиливать экспрессию большого числа генов путем ингибиро-
вания деацетилаз гистонов также лежит в основе его антидепрессивного, нейро-
протекторного и прокогнитивного действия, однако стоит помнить, что такая не-
селективная активация экспрессии генов может негативно сказаться на состоянии
пациентов, особенно в долгосрочной перспективе. Длительное вмешательство в
эпигенетические механизмы регуляции экспрессии генов приводит к непредсказу-
емым эффектам, которые могут выразиться в соматических, психических и пове-
денческих нарушениях.

Дальнейшие работы, посвященные углубленному анализу регуляторных свойств
ВА, несомненно, помогут пролить свет на истинные процессы, лежащие в основе его
противосудорожного, антиманиакального, а также нейропротекторного эффектов.
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Valproic acid (valproate, VA) has been widely used as an antiepileptic agent for several
decades, as well as in the treatment of bipolar affective disorder. For many years, the
ability of VA to stop epileptic seizures of a different nature has been associated with in-
creased GABAergic neurotransmission, inhibition of glutamatergic neurotransmission
and a general decrease in CNS hyperactivity by acting on ion channels, however precise
mechanisms of VA anticonvulsant effects are still not clear. Over time, the effects of VA
on other neurotransmitter systems, enzymes and intracellular signalling pathways have
been revealed, however they do not explain the effectiveness of the drug as an anticon-
vulsant and mood stabilizer, but only expand its pharmacological profile. Over the past
10 years, the focus of interest in valproate research has changed due to its ability to alter
gene expression both by inhibiting histone deacetylases and by changing levels of DNA
methylation. These new studies reveal alternative mechanisms of valproate action rather
than trying to test and confirm hypotheses previously put forward.

Keywords: valproic acid, pharmacodynamics, epilepsy, depression, affective spectrum
disorders, regulation of gene expression, histone deacetylase inhibition, neuroprotection
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Органофосфаты (ОФ) – одни из наиболее распространенных ксенобиотиков
нейротоксического действия. При остром отравлении ОФ в результате подавле-
ния активности синаптической ацетилхолинэстеразы (АХЭ) развивается холи-
нергический синдром, который может трансформироваться в эпилептический
статус. В течение нескольких суток после острого отравления может развиться
так называемый промежуточный синдром, который связан с продолжительным
ингибированием АХЭ, десенситизацией никотиновых рецепторов, функцио-
нальной деградацией синапсов и мышечных волокон. Через 10–20 дней после
однократного острого или неоднократного подострого отравления может раз-
виться ОФ-индуцированная отставленная полинейропатия (ОФИП) – нейроде-
генеративное заболевание, признаками которого являются атаксия, потеря
функции дистальных отделов сенсорных и моторных аксонов периферических
нервов. Возникновение нервно-психического расстройства, вызванное хрониче-
ским воздействием относительно малотоксичных фосфорорганических соедине-
ний (ХФР), обычно не связано с острым отравлением, среди симптомов – когни-
тивные расстройства, хроническая усталость и экстрапирамидные симптомы.
Перечень возможных заболеваний или патологических состояний (синдромов),
развивающихся в результате острого, подострого или хронического воздействия
ОФ на организм человека, в последние годы расширился за счет ряда известных
нейродегенеративных заболеваний (болезни Альцгеймера, Паркинсона, рассе-
янный склероз и др.). Старение организма в целом и старение мозга в частности
рассмотрены в обзоре с точки зрения последствий отравления ОФ, которые мо-
гут служить неспецифическим триггером старения и связанных с ним нейродеге-
неративных заболеваний. Синдром Персидского залива не является следствием
интоксикации ОФ, но также представляет интерес и рассмотрен в контексте
именно ОФ-индуцированной патологии, поскольку его этиология и патогенез
связаны с воздействием на организм ингибиторов холинэстераз. Кроме того, в
обзоре представлены данные, свидетельствующие о важной роли эндотелия со-
судов в развитии ОФ-индуцированной патологии; первые предположения были
высказаны клиницистами в конце 1980-х, а первые экспериментальные данные
были получены в начале 2000-х годов. Изложены принципы терапии острых
отравлений с учетом экспериментальных данных последних лет. Представлены
некоторые методы исследования ОФ в экспериментах in vitro, ex vivo и in vivo с ла-
бораторными животными, в том числе с применением ингибиторов карбоксил-
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эстераз; важнейшей частью исследований in vivo был и остается поиск новых
биомаркеров для оценки эффективности средств адъювантной и регенеративной
терапии.

Ключевые слова: органофосфаты, холинэстераза, холинергический синдром, эпи-
лептический статус, нейродегенеративные заболевания, старение, эндотелий
DOI: 10.31857/S0869813923100059, EDN: TCRKYL

ВВЕДЕНИЕ

Органофосфаты (ОФ, общее название для фосфорорганических соединений и
фосфорорганических отравляющих веществ, ФОС и ФОВ соответственно) при-
надлежат к числу наиболее распространенных и опасных ксенобиотиков, обладаю-
щих нейротоксическим эффектом [1]. Случайные отравления загрязнителями
окружающей среды, а также преднамеренные отравления, связанные с попытками
суицида, ежегодно поражают миллионы людей во всем мире. ОФ весьма эффек-
тивны в борьбе с насекомыми-вредителями, однако, по некоторым оценкам, лишь
0.1% ОФ достигают целевого эффекта [2].

В настоящее время идентифицируют четыре состояния, обусловленные нейро-
токсическим действием органофосфатов: холинергический синдром (криз), про-
межуточный синдром, ОФ-индуцированная отставленная полинейропатия
(ОФИП) и нервно-психическое расстройство, вызванное хроническим воздей-
ствием ФОС (ХФР) [3]. Однако существуют основания дополнить этот перечень
как минимум синдромом войны в Заливе (Gulf War Illness, GWI), интерес к которо-
му у зарубежных исследователей не только не угасает, но даже нарастает в послед-
ние годы: если за первые 10 лет исследований в базе PubMed зарегистрировано
около 140 публикаций по теме GWI, то за один только 2022 г. их было около 60. Бо-
лее того, появляется все больше сведений о возможности развития общеизвестных
нейродегенеративных заболеваний в качестве варианта ОФ-индуцированной пато-

Список сокращений: 2-PAM – пралидоксим; АЛТ – аланинаминотрансфераза; АФК – активные формы
кислорода; АХЭ – ацетилхолинэстераза; БА – болезнь Альцгеймера; БАС – боковой амиотрофиче-
ский склероз; БДН – болезнь двигательных нейронов; БП – болезнь Паркинсона; БХЭ – бутирилхо-
линэстераза; ВВ – внеклеточные везикулы; ГГT – гамма-глютамилтранспептидаза; ГЭБ – гематоэн-
цефалический барьер; ДАФ – диалкилфосфат ДЕК – дексмедетомидин; ДнБФ – ди-н-бутилфосфат;
ДФП – дифенилфосфат; КЭ – карбоксилэстераза; ЛДГ – лактатдегидрогеназа; ЛФХ – лизофосфати-
дилхолин; НПВП – нестероидные противовоспалительные препараты; ОП – ограничение питания;
ОФ – органофосфаты; ОФИП – ОФ-индуцированная отставленная полинейропатия; ОФЭС – ОФ-
индуцируемый эпистатус; ПАС – периферический анионный сайт ХЭ; РАС – расстройства аути-
стического спектра; РС – рассеянный склероз; СГБ – синдром Гийена–Барре; СДВГ – синдром
дефицита внимания и гиперактивности; СРП – спонтанные рецидивирующие припадки; ФОВ –
фосфорорганические отравляющие вещества; ФОС – фосфорорганические соединения; ХФР –
нервно-психическое расстройство, вызванное хроническим воздействием ФОС; ХЭ – холинэстеразы;
ЭЗЧ – декофеинизированный экстракт зеленого чая; ЭК – эндотелиальные клетки; эпистатус – эпи-
лептический статус; APN – аминопептидаза N; AСT – аспартатаминотрансфераза; BBOEP – бис(2-
бутоксиэтил)фосфат; BDCIPP – бис(1,3-дихлор-2-пропил)фосфат; BDNF – мозговой нейротрофиче-
ский фактор; CB [7] – кукурбит [7]урилы; CBDP – 2-(о-крезил)-4Н-1,3,2-бензодиоксафосфорин-2-
оксид; ChIP – иммунопреципитация хроматина; CICR – кальций-индуцированное высвобождение
Са2+; COX1 – циклооксигеназа-1; COX2 – циклооксигеназа-2; CPF – хлорпирифос; DFP – диизо-
пропилфторфосфат; DICR – индуцируемое деполяризацией высвобождение Са2+; EAAT – транспор-
теры возбуждающих аминокислот (Excitatory Amino Acid Transporters); EDRF – эндотелий-зависимый
фактор релаксации; EP2 – рецептор простагландина E2; FDA – управление по санитарному надзору
за качеством пищевых продуктов и медикаментов США; GW – Персидский залив; GWI – синдромом
войны в Заливе; H&E окрашивание – окрашивание гематоксилином и эозином; HDAC – деацетилаза
гистонов; HDAC1 – гистондеацетилаза 1; LPS – липополисахариды; MFS – прорастание моховидных
(мшистых) волокон; MNBP – моно-н-бутилфталат; nAChR – никотиновые рецепторы; NTE – нейро-
патическая эстераза; PB – пиридостигмин; PER – перметрин; PGC-1α – коактиватор 1-альфа гамма-
рецептора, активируемого пероксисомными пролифераторами; PGE2 – простагландин Е2; PLB –
фосфолипаза В; PON1 – параоксоназа 1; PON2 – параоксоназа 2; POX – параоксон; PPAR – рецепто-
ры, активируемые пероксисомными пролифераторами; PYR – пиретроиды; QMP – хинонметиды;
RyR – рианодиновый рецептор; αCM – альфа-циперметрин; λCH – лямбда-цигалотрин.
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логии. Многочисленные исследования показали, что воздействие OФ как на лю-
дей, так и на животных может привести к аберрациям в эмбриональном развитии,
дефектам нейрокогнитивных функций в раннем возрасте и существенному вкладу
в развитие нейродегенеративных заболеваний у взрослых [2, 4–7].

Три из вышеперечисленных состояний ОФ-индуцированной патологии, так
или иначе, зависят от тяжести острого отравления и степени проявления холинер-
гического синдрома, поэтому во многих странах мира фармакологи уделяют осо-
бое внимание поиску эффективной терапии острых отравлений. Базовый антидот-
ный комплекс предназначен, прежде всего, для выживания организма в догоспи-
тальный период, но не предназначен для предотвращения развития оставленных
эффектов острого отравления. Поиск препаратов, способных предотвратить по-
вреждение мозга на поздних сроках после отравления ОФ – одна из наиболее важ-
ных и сложных проблем современной токсикологии. Этот поиск, однако, невозмо-
жен или малопродуктивен без понимания молекулярно-генетических и особенно
молекулярно-клеточных механизмов развития патологии, т.к. последние являются
своеобразным “знаменателем” фенотипа заболевания и во многом определяют об-
щую направленность патогенеза.

ХОЛИНЕРГИЧЕСКИЙ СИНДРОМ

Это наиболее известное и хорошо изученное состояние, которое регистрируется
ежегодно по всему миру, но в первую очередь в слаборазвитых и развивающихся
странах, где не очень строго следят за соблюдением правил безопасности при рабо-
те с фосфорорганическими пестицидами, и где довольно высокий уровень попы-
ток суицида с применением ФОС. Смертность при острых отравлениях составляет
не менее 15% [8, 9].

Клинические симптомы и диагностические критерии холинергического син-
дрома описаны во многих статьях и учебниках по токсикологии [3, 10]. Они связа-
ны, прежде всего, с подавлением активности синаптической ацетилхолинэстеразы
(АХЭ), последующим накоплением ацетилхолина и, как следствие, гиперактива-
цией никотиновых и мускариновых рецепторов. Основные симптомы – это миоз,
потоотделение, ринорея, слезотечение и слюноотделение, спазмы кишечника, на-
рушения дыхания (кашель, одышка, хрипы), подергивания лицевых мышц и язы-
ка, тремор кистей и пальцев рук, фасцикуляции скелетных мышц, брадикардия,
бледность и цианоз, тошнота, рвота, диарея, непроизвольное мочеиспускание и
дефекация. Эти симптомы сопровождаются признаками поражения ЦНС, такими
как головокружение и головная боль, спутанность сознания, дрожь, атаксия, уста-
лость и парестезия. При более тяжелом отравлении возникают судороги, конвуль-
сии, кома и дыхательная недостаточность. Если пациент выживает в течение пер-
вых суток после острого отравления, происходят изменения личности, перепады
настроения, агрессивные действия и психотические эпизоды, включая шизоидные
реакции, генерация параноидальных идей, обострения ранее существовавших про-
блем психологического характера. Резко нарушается качество сна из-за ночных
кошмаров и галлюцинаций, ухудшается память и внимание. Смерть обычно насту-
пает вследствие дыхательной недостаточности, возникающей в результате сочета-
ния центральных и периферических эффектов, паралича дыхательных мышц и
угнетения дыхательного центра [3, 10].

Одним из клинических проявлений и ближайших последствий острого отравле-
ния ОФ является эпилептический статус (status epilepticus, эпистатус). Это состоя-
ние, при котором эпилептические припадки следуют один за другим (обычно бо-
лее 30 мин), и в промежутках между припадками больной не приходит в сознание.
Радикальным отличием эпистатуса от единичного эпилептического припадка яв-
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ляется неспособность организма к его купированию. Но почему холинергический
криз стали чуть ли не отождествлять с эпистатусом? Дело в том, что при остром
отравлении ОФ первичные судороги становятся нехолинергическими по своей
природе, что может привести к периодическому возобновлению судорожной ак-
тивности, по своим клиническим признакам напоминающей эпилептические при-
падки [11]. Ранняя фаза судорожной активности (холинергическая фаза токсико-
генной стадии отравления, до 5 мин после начала приступа) сначала обретает сме-
шанную холинергическую и нехолинергическую модуляцию (5–40 мин), а затем
трансформируется в нехолинергическую фазу токсикогенной стадии отравления
[12]. Нейропатология, вызванная судорогами, обусловлена прежде всего глутама-
тергической эксайтотоксичностью вследствие дисбаланса возбуждающих и тор-
мозных механизмов ЦНС. Неконтролируемый эпистатус существенно повышает
риск повреждения головного мозга даже при своевременном оказании медицин-
ской помощи и без серьезных сопутствующих заболеваний [13, 14]. Прогноз стано-
вится более серьезным в случае массированной химической атаки, при сопутству-
ющих травмах, заболеваниях и в отсутствие медицинской помощи [15, 16].

Общепринятой моделью эпистатуса in vitro является воздействие среды с низким
содержанием магния на смешанную культуру нейронов и глиальных клеток гиппо-
кампа. С использованием этой модели было показано, что поглощение Ca2+ эндо-
плазматическим ретикулумом было значительно ингибировано в гомогенатах из
культур, демонстрирующих электрофизиологические фенотипы судорог. Погло-
щение ионов Са2+ обеспечивают в основном нейроны, но глиальное поглощение
Ca2+ также было значительно ингибировано. При этом жизнеспособность нейро-
нов, подвергшихся воздействию низкого содержания магния, не снижалась по
сравнению с контрольными нейронами [17]. Выживаемость при ОФ-индуцируе-
мом эпистатусе (ОФЭС) сопряжена с вероятной дисфункцией настроения и памя-
ти, наряду со спонтанными рецидивирующими припадками (СРП) спустя дли-
тельное время после отравления. В эксперименте на крысах моделирование ОФЭС
осуществляют с помощью различных ОФ, например, с применением параоксона
(POX, 2 мг/кг, п/к), диизопропилфторфосфата (DFP, 4 мг/кг, п/к) или зарина
(2 мг/кг, в/м), с последующим введением атропина и пралидоксима (2-PAM) [18].
Через 1 ч после начала ОФЭС вводят мидазолам для стабилизации состояния.
Примерно через 6 месяцев после ОФЭС оценивают СРП с помощью видео- и
ЭЭГ-мониторинга, проводят гистопатологическое исследование с использованием
гематоксилина и эозина (H&E), а окрашивание сульфидом серебра (метод Тимма)
используют для оценки прорастания моховидных (мшистых) волокон (Mossy Fiber
Sprouting, MFS). Хронические СРП развиваются у более чем 60% крыс, пережив-
ших ОФЭС. Окрашивание H&E выявило значительную потерю нейронов гиппо-
кампа, тогда как окрашивание по Тимму позволило идентифицирвать обширные
области MFS в зубчатой извилине. Следовательно, ОФЭС обусловливает развитие
хронической эпилепсии. Подобного рода модели на животных создают уникаль-
ную возможность для исследования механизмов развития хронических заболева-
ний в результате отравления ОФ, для проведения скрининга средств терапии с це-
лью предотвращения развития последствий острого отравления [18].

Антидотная терапия при отравлении ОФ направлена на блокаду ацетилхолино-
вых рецепторов с помощью атропина, на реактивацию АХЭ с помощью оксимов
(карбоксим, пралидоксим, HI-6, дипироксим, токсогонин, обидоксим и ряд дру-
гих), а также на ослабление судорог с помощью агонистов бензодиазепиновых ре-
цепторов (диазепам, мидазолам и др.) [19–22]. В больших дозах атропин обладает
не только периферическим, но и центральным М-холинолитическим действием, а
также существенно снижает высвобождение дофамина в ответ на введение ОФ [23].
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Принцип реактивации заключается в разрушении химической связи между ОФ и
АХЭ, в результате чего восстанавливается структура АХЭ и ее функция. Кроме то-
го, реактиваторы АХЭ обладают Н-холинолитическими свойствами, что обосно-
вывает их применение в сочетании с атропином [24].

ПРОМЕЖУТОЧНЫЙ СИНДРОМ

Промежуточный синдром возникает с частотой от 7.7 до 84% в течение 1–4 сут
после острого отравления ОФ [25], когда клинические признаки (симптомы) холи-
нергического синдрома (миоз, фасцикуляции и т.д.) уже не проявляются. Это со-
стояние является следствием поражения нервно-мышечных синапсов дыхатель-
ных мышц (диафрагма, межреберные мышцы), сгибателей шеи, отводящих мышц
плеча и сгибателей бедер, однако его этиология и факторы риска все еще малопо-
нятны. Дыхательная недостаточность является не только одним из клинических
признаков промежуточного синдрома, но и основным фактором вероятного тана-
тогенеза. На молекулярном и ультраструктурном уровне развитие промежуточного
синдрома и сопряженной с ним миопатии связывают с продолжительным ингибиро-
ванием АХЭ, десенситизацией и сниженной экспрессией никотиновых рецепторов,
оксидативным стрессом, некрозом мышечных волокон [26]. Поражение синапсов
и мышечных волокон обусловливает повышенный уровень в крови креатинкиназы
и лактатдегидрогеназы (ЛДГ). Среди рисков возникновения промежуточного син-
дрома – задержка метаболизма ОФ, генетические предпосылки, тяжесть отравле-
ния, неадекватная терапия атропином и оксимами. Промежуточный синдром чаще
возникает после отравления ФОС, имеющими структуру диметилфосфата (фентион,
диметоат, монокротофос, дихлофос, метилпаратион), но также развивается после
отравления этилпаратионом и метамидофосом (фосфорамидат) [3, 27]. Следует отме-
тить, что практически нет сведений о возникновении промежуточного синдрома
после отравления ФОВ [28]. Правильный диагноз промежуточного синдрома и
своевременные терапевтические мероприятия позволяют предотвратить развитие
дыхательной недостаточности и обеспечить выздоровление организма, свидетель-
ством чего является последовательное восстановление функциональной активно-
сти мышц, иннервируемых черепно-мозговыми нервами, затем дыхательных
мышц, проксимальных мышц конечностей и, в последнюю очередь, мышц-сгиба-
телей шеи. Поскольку промежуточный синдром является одним из наиболее ран-
них последствий острого отравления и холинергического синдрома, терапевтиче-
ские мероприятия профилактического характера во многом совпадают с терапией
холинергического синдрома и включают в себя очистку желудочно-кишечного
тракта, применение атропина и оксимов, а кроме того – респираторную поддерж-
ку продолжительностью от одной до трех недель после отравления при условии не-
прерывного мониторинга гемодинамики и кислотно-основного состояния [3, 27].
В то же время продолжительность искусственной вентиляции легких при остром
отравлении ФОС может стать одним из факторов риска, определяющих заболевае-
мость и смертность, наряду с возрастом и тяжестью отравления [29]. Причиной тому
является повышение уровня газовых микроэмбол и/или гипероксия: эти факторы
обусловливают активацию эндотелиальных гидролаз и, как следствие, уменьшение
толщины эндотелиального гликокаликса, что, в свою очередь, приводит к наруше-
нию механотрансдукции, генерации оксида азота эндотелиальными клетками, по-
вышению уровня активных форм кислорода (АФК) и проницаемости эндотели-
ального монослоя [30]. В организме человека в норме эндотелиальный слой глико-
каликса удерживает до 1 литра плазмы крови (20%), мажорным белком которой
является альбумин; эта пристеночная фракция плазмы имеет повышенное колло-
идно-осмотическое (онкотическое) давление, составляющее порядка 60% всего
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онкотического давления плазмы крови [31]. Уменьшение гликокаликса приводит к
уменьшению онкотического давления и гиповолемии, так что соответствующая
компенсация могла бы стать одним из терапевтических факторов при остром
отравлении ФОС с целью снижения риска смертельного исхода и предупреждения
оставленной патологии. И действительно, описаны случаи успешного применения
свежезамороженной плазмы при лечении промежуточного синдрома [32].

ОФ-ИНДУЦИРОВАННАЯ ОТСТАВЛЕННАЯ ПОЛИНЕЙРОПАТИЯ (ОФИП)

Полинейропатии развиваются в результате диффузного поражения перифери-
ческих нервов – их аксонов (аксональные полинейропатии), миелиновой оболоч-
ки (демиелинизирующие полинейропатии) либо тел нейронов (нейронопатии).
В основе патогенеза полинейропатий аксонального типа лежит генерализованное
повреждение осевых цилиндров периферических нервов. Аксональная дегенера-
ция (аксонопатия) – результат нарушения метаболизма нейрона вследствие недо-
статочной выработки энергии в митохондриях и/или нарушения аксонального
транспорта. Миелиновая оболочка при аксонопатиях страдает вторично (вторич-
ная демиелинизация). Миелин может повреждаться в результате ишемии нервов
(поражение vasa nervorum), отложения токсичных для нерва веществ или иммунных
комплексов в эндоневрии [33, 34]. ОФИП обычно проявляется через 10–20 дней после
однократного острого отравления с выраженным холинергическим синдромом,
после успешного проведения терапевтических мероприятий. Однако десятки ты-
сяч случаев возникновения ОФИП в 1930 г. в США, в 1959 г. в Марокко, а также в
разные годы в Румынии, Шри Ланке, Китае и бывшей Югославии связаны с неод-
нократным отравлением триортокрезилфосфатом в составе суррогатного алкоголя
или продуктов питания без явных признаков холинергического синдрома [3].
ОФИП относится к нейродегенеративным заболеваниям, характерными призна-
ками которого являются атаксия, потеря функции дистальных отделов сенсорных
и моторных аксонов периферических нервов, а также восходящих и нисходящих
путей спинного мозга. Диагностическим критерием ОФИП является замедление
проводимости нервных волокон [35]. Ранними неврологическими симптомами
обычно бывают острые, похожие на судороги боли в икроножных мышцах, пока-
лывания в ногах и руках, сопровождаемые онемением дистальных отделов конеч-
ностей. Мышечный тонус конечностей постепенно нарастает, появляется спастич-
ность в нижних конечностях. При депрессии сухожильных рефлексов возникает
прогрессирующая слабость в ногах, пациенты теряют равновесие. Обследование
выявляет дистальную симметричную, в основном моторную полинейропатию (хо-
тя сенсорная компонента тоже присутствует) со слабостью мышц дистальных отде-
лов нижних конечностей. При тяжелой форме ОФИП наблюдается квадриплегия с
отвисанием стоп и запястий [36]. В менее серьезных случаях, при поражении пре-
имущественно дистальных отделов и сохранением морфофункциональной целост-
ности аксонов спинного мозга, наблюдается некоторое восстановление функций,
но со временем появляются пирамидные знаки, свидетельствующие о поражении
нейронов коры головного мозга. На молекулярном уровне пусковым механизмом,
обусловливающим развитие ОФИП, считается ингибирование не менее 70% ней-
ропатической эстеразы (neuropathy target esterase, NTE) – интегрального фермента
мембран нейронов, позже идентифицированного как фосфолипаза В (PLB, лизо-
фосфолипаза), физиологическим субстратом которого является лизолецитин (ли-
зофосфатидилхолин) [37, 38]. Накопление лизолецитина в мембранах нейронов
ведет к нарушению формирования нейритов (аксонов) и целостности уже суще-
ствующих аксонов, т.к. NTE (PLB) участвует в антероградном транспорте макро-
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молекул в дистальные участки аксона [39]. Подавление активности NTE связыва-
ют с нарушением баланса ионов кальция и активацией цистеиновых протеаз [40].

Однако для необратимого ингибирования NTE должна иметь место вторичная
химическая реакция – деацилирование (т.н. “старение” фермента, aging) [41]. Ин-
гибирование NTE само по себе не ответственно за дегенерацию аксонов, как это
было продемонстрировано с ингибиторами иного химического строения (органо-
фосфинаты, сульфонилфториды и карбаматы), которые также ковалентно взаимо-
действуют с NTE, но без последующего деацилирования [42].

Считается, что ингибирование NTE и ОФИП (OPIDN) способствует развитию
нейродегенеративных заболеваний, патогенез которых сопряжен с дегенерацией
аксонов: это и болезнь Альцгеймера (БА), и болезнь Паркинсона (БП), и болезни
двигательных нейронов (БДН), которые включают боковой амиотрофический
склероз (БАС) и прогрессирующий бульбарный паралич [43]. Поскольку эти забо-
левания у людей в первую очередь связаны со старением, интересно отметить, что в
экспериментальных моделях возрастные животные гораздо более восприимчивы к
ОФИП (OPIDN) и гораздо хуже восстанавливаются после него по сравнению с мо-
лодыми [43]. Терапия ОФИП у людей исключительно симптоматическая, препараты
для лечения острого отравления (атропин, оксимы, диазепам) неэффективны.

НЕРВНО-ПСИХИЧЕСКОЕ РАССТРОЙСТВО И ДРУГИЕ ПОСЛЕДСТВИЯ 
ИНТОКСИКАЦИИ ОФ

Возникновение ХФР может быть не связано с острым отравлением ФОС и со-
путствующим подавлением активности АХЭ [44]. Диагностические критерии ХФР
весьма расплывчаты, так что это состояние вряд ли можно рассматривать как само-
стоятельную нозологическую единицу. Среди симптомов ХФР – когнитивные рас-
стройства (ослабление памяти, ухудшение концентрации внимания, снижение
скорости обработки информации), изменение настроения (беспокойство, депрес-
сия, психотические симптомы, эмоциональный дисбаланс, частые мысли о суициде),
хроническая усталость, периферическая нейропатия и экстрапирамидные симпто-
мы (дистония, тремор в покое, брадикинезия, постуральная нестабильность, ри-
гидность мышц лица) [3]. Депрессию и попытки суицида сельскохозяйственных
рабочих, регулярно контактирующих с ФОС-пестицидами, связывают с нарушением
баланса серотонина в ЦНС [45]. Воспалительные процессы и оксидативный стресс
служат дежурным объяснением нейротоксических эффектов малых доз ОФ [46], по-
следствием которых могут быть нейродегенеративные заболевания, такие как БП,
БА, рассеянный склероз [47]. Попытки объяснить синдром войны в Персидском
заливе хроническим отравлением ФОВ не увенчались особым успехом, в основном
из-за отсутствия доказательств отравления пострадавших военнослужащих именно
ФОВ, при наличии свидетельств другого рода – назначение военнослужащим с це-
лью профилактики различных заболеваний множества препаратов, взаимодействие
между которыми в организме человека не было изучено должным образом [48]. Бо-
лее того, анализ литературных данных выявил отсутствие в принципе убедитель-
ных доказательств возникновения психических/когнитивных расстройств вслед-
ствие хронического отравления ОФ, безотносительно истории в Персидском зали-
ве [49]. Это вовсе не означает, что таких заболеваний/расстройств нет и быть не
может; такое состояние дел можно объяснить отсутствием общепринятой методо-
логии поиска причинно-следственных связей в данной области медицины.

В связи с этим важно понимать следующее: четыре вышеописанных патологиче-
ских состояния, возникающих вследствие отравления органофосфатами, являются
как бы вершиной айсберга и не отражают всю палитру коморбидности и тем более
полиморбидности, если учитывать множество факторов генетического, климати-
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ческого, социального характера, связанных с конкретным человеком. Однократ-
ное острое, неоднократное подострое и хроническое отравление малыми дозами
ОФ с той или иной долей вероятности обусловливают развитие как известных ней-
родегенеративных и психических заболеваний, так и малоизвестных, нозологиче-
ская принадлежность которых до конца не установлена [50]. К известным, помимо
ОФИП, относятся деменция, синдром дефицита внимания и гиперактивности,
БП, БАС, рассеянный склероз и ряд других [47, 51–53]. Патогенез этих заболева-
ний сопряжен с воспалительными процессами в ЦНС, периферических нервных
волокнах и кровеносных сосудах [34, 46, 54]. Роль АФК в развитии нейродегенера-
тивных заболеваний подчеркивается практически всеми, кто занимался изучением
этого вопроса. Дифференцированные нейроны более чувствительны к токсическо-
му действию ФОС и карбаматов вследствие усиленной индукции АФК и образова-
ния карбонилированных белков [55]. Исследование некоторых ОФ-индуцирован-
ных заболеваний (в частности БАС) позволило акцентировать внимание научной
общественности на таких малоизвестных ферментах антиоксидантной защиты как
параоксоназа 2 (PON2), роль которой состоит в разложении пероксида водорода в
клетках [52]. Особое значение имеет активность PON2 в клетках эндотелия сосудов
[56, 57]. Что касается более изученной параоксоназы 1 (PON1), из двух экзонных
полиморфизмов (L55M и Q192R) и генетических вариантов в регионе промоутера
(C-108T) для оценки риска психических расстройств и нейродегенеративных забо-
леваний вследствие контакта с ОФ имеют значение исключительно экзонные по-
лиморфизмы. Так, максимальная вероятность развития БП существует у носите-
лей гомозиготных генотипов 192QQ и 55MM [58]. В то же время арилэстеразная ак-
тивность PON1 значительно ниже у больных БА [59]. Помимо PON1, вероятность
развития ОФ-индуцированной патологии определяют полиморфизмы таких фер-
ментов как цитохром Р450, глутатионтрансфераза и ацетилтрансфераза [60].

Синдром войны в Заливе

GWI – это хроническое многофакторное заболевание, проявляющееся различ-
ными симптомами, в числе которых усталость, депрессия, нарушения сна, дефи-
цит памяти и концентрации внимания, мышечно-скелетная боль и желудочно-ки-
шечные расстройства. Этим заболеванием страдает примерно треть ветеранов 1-й
войны в Персидском заливе (the Gulf War, GW). Развитие GWI связано с химиче-
ским фактором, однако это не ФОВ (хотя такие предположения и основания для
них были, см., например, дискуссии по этому вопросу в National Institutes of Health
[61]), а результат совместного воздействия бромида пиридостигмина (PB) и пер-
метрина (PER), которые регулярно принимали участники боевых действий из со-
става коалиции в качестве профилактической меры против реального отравления
ФОВ и чесотки/педикулеза соответственно [62]. Предложено несколько молеку-
лярных механизмов, участвующих в патогенезе GWI: хроническое воспаление, ми-
тохондриальная дисфункция, оксидативный стресс, дисбаланс липидов, кальция,
микробиоты кишечника, эпигенетические модификации [63]. С целью изучения
патогенеза и разработки средств терапии разрабатывают экспериментальные
симптоматические модели на грызунах. При одновременном введении мышам в
течение десяти дней PER и PB вызывают симптомы, подобные тем, которые на-
блюдаются у ветеранов GWI [62]. Т.е. органофосфаты как будто “непричастны” к
этиологии и патогенезу GWI. Однако эксперименты с применением ОФ позволи-
ли установить, что это не так, и, вероятно, любой ингибитор АХЭ при соответству-
ющем режиме применения/воздействия может стать причинным фактором син-
дрома типа GWI.
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В одной из экспериментальных моделей самцов крыс Sprague-Dawley подверга-
ли воздействию DFP (0.5 мг/кг, подкожно в течение 5 дней). Через 6 мес. после
воздействия крыс исследовали в поведенческих тестах, а нагруженные Fura-2AM
изолированные нейроны гиппокампа использовали для оценки [Ca2+]i. У крыс,
подвергшихся воздействию относительно низких доз DFP, наблюдали симптомы
хронической депрессии и когнитивный дефицит, а в нейронах гиппокампа наблю-
далось повышение концентрации [Ca2+]i наряду со значительным увеличением
числа нейронов, демонстрирующих эти повышения [64]. Такое устойчивое повы-
шение уровня ионов кальция может активировать множественные сигнальные
каскады и изменять экспрессию генов белков, участвующих в синаптической пла-
стичности, и, возможно, лежать в основе повреждения нейронов и хронических за-
болеваний при GWI за счет нейровоспаления, оксидативного стресса и поврежде-
ния митохондрий в ЦНС. Ca2+-гипотеза GWI предполагает, что устойчивое повы-
шение уровня Ca2+ в нейронах служит молекулярным триггером патологической
синаптической пластичности, которая позволила сохранить симптомы GWI [65].
Применение леветирацетама снижает повышенный уровень [Ca2+]i в нейронах и
улучшает GWI-подобные поведенческие симптомы [66]. Кроме того, в результате
введения субанестезирующих доз кетамина (3, 5 или 10 мг/кг, внутрибрюшинно)
крысам, получавшим DFP, наблюдали значительное улучшение поведенческих ре-
акций. R-кетамин оказался более сильным стереоизомером по сравнению с S-ке-
тамином [67].

Эпигенетические модификации хроматина (метилирование ДНК и ацетилиро-
вание гистонов) представляют собой регуляторные механизмы, которые могут
адаптивно или неадекватно реагировать на токсические факторы. В гиппокампе
отравленных крыс выявлено повышение уровня гистондеацетилазы 1 (HDAC1) на-
ряду со значительным увеличением активности HDAC. Локус-специфическое ис-
следование ChIP (иммунопреципитация хроматина) выявило снижение H3K9ac на
промоторе IV мозгового нейротрофического фактора (BDNF) в сочетании со зна-
чительным снижением белка BDNF. Применение ингибитора HDAC вальпроевой
кислоты снижало активность HDAC и уменьшало время неподвижности отравлен-
ных крыс в тесте принудительного плавания [68].

Установлено, что патология GWI связана с дисбиозом кишечника. В исследова-
ниях на животных моделях воздействие PB и PER приводило к аналогичным изме-
нениям в микробиоме кишечника, что и у ветеранов GW [69]. Исследования с использо-
ванием моделей на животных также показали, что развитие заболевания может быть и
усилено, и подавлено с помощью механизмов межклеточной коммуникации за
счет внеклеточных везикул (ВВ), выделяемых кишечными бактериями и кишеч-
ным эпителием. Кроме того, некоторые полифенолы из числа нутрицевтиков (кур-
кумин), способствуют уменьшению симптомов GWI в экспериментальных моде-
лях [69].

Стресс, связанный с войной, также определяется как фактор патологии GWI.
В одном из экспериментальных исследований изучалось влияние иммобилизаци-
онной стрессовой нагрузки крыс, получавших фенобарбитал, через три месяца по-
сле нагрузки. Выявлено ухудшение холинергических реакций гиппокампа на им-
мобилизационный стресс. Дополнительная иммунная нагрузка внутрибрюшин-
ным введением липополисахарида (LPS) способствовала развитию дефицита
памяти [70].

Применение повторных доз ОФ в экспериментальных моделях призвано имити-
ровать профессиональные воздействия во взрослом возрасте. В типичном исследо-
вании взрослым самцам крыс ежедневно в течение 21 дня вводили хлорпирифос
(CPF) подкожно в дозах 1, 3, 5 или 10 мг/кг/сут. В зависимости от дозы ОФ, актив-
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ность холинэстераз (ХЭ) ингибировалась на 60–80% в крови и примерно на 20–
50% в гиппокампе через 2 суток после окончания воздействия. После 12-недельно-
го периода отмечено полное восстановление активности ХЭ, однако наблюдалось
дозозависимое усиление признаков, связанных с ангедонией (тест предпочтения
сахарозы), тревогой (открытое поле и приподнятый крестообразный лабиринт) и
поведенческим отчаянием (тест принудительного плавания).

Таким образом, в экспериментальных моделях установлены элементы причин-
но-следственных отношений между “профессиональным” воздействием ОФ и
других ингибиторов АХЭ на взрослых крыс и развитием долгосрочных послед-
ствий, связанных с депрессией и повышенным риском хронического поведенче-
ского дефицита [71].

Органофосфаты и нейродегенеративные заболевания

Экотоксиканты могут взаимодействовать с различными частями систем нейро-
трансмиссии млекопитающих и человека, что в случае острого воздействия обу-
словливает отравления разной степени тяжести, а при хроническом воздействии
повышает риск отставленных последствий, в числе которых нейродегенеративные
заболевания. Холинергическая система является мишенью антихолинэстеразных
(ОФ и карбаматы) и неоникотиноидных (имидаклоприд и др.) пестицидов. Кли-
нические исследования, подкрепленные экспериментами на животных моделях,
демонстрируют нейротоксическое воздействие инсектицидов в период развития
ЦНС, при этом развивающийся мозг особенно уязвим к действию инсектицидов.
Более того, высокополиморфные системы детоксикации обусловливают широкую
вариабельность индивидуальной восприимчивости к нейротоксическим эффектам
[72]. Однократное острое, повторное подострое и хроническое воздействие ОФ
обусловливает развитие различных нейродегенеративных и психических заболева-
ний, помимо вышеуказанных [50]. Среди них деменция, БАС, БП, синдром Гийе-
на–Барре (СГБ), рассеянный склероз, синдром дефицита внимания и гиперактив-
ности, аутизм [5, 47, 51–53, 73]. Остановимся подробнее на некоторых из них.

Органофосфаты, деменция и болезнь Альцгеймера. С 1990 по 2019 гг. заболевае-
мость и распространенность БА и других деменций увеличились на 148 и 161% со-
ответственно [74]. Развитие БА происходит в значительной степени за счет хрони-
ческого дефицита холинергической активности в базальных отделах переднего
мозга, что во многом определяется повышением активности АХЭ (КФ 3.1.1.7) и бу-
тирилхолинэстеразы (БХЭ, КФ 3.1.1.8). Повышение активности ХЭ приводит к по-
степенному прекращению холинергической нейротрансмиссии и нарушению па-
мяти и когнитивных функций [75, 76].

АХЭ и БХЭ имеют примерно 50% гомологии последовательностей, схожие тре-
тичные и четвертичные структуры, обладают каталитической триадой из трех ами-
нокислот (серин, глутамат и гистидин), расположенной в глубине “ущелья” тре-
тичной структуры. Поначалу считалось, что БХЭ служит “резервом” для АХЭ в ме-
ханизмах нейротрансмиссии, но постепенно пришло понимание того, что БХЭ
позволяет людям и животным получать питательные вещества из растений, многие
из которых токсичны, если их эндогенные сложные эфиры не будут своевременно
гидролизованы в организме. Кроме того, выяснилось, что БХЭ гидролизует и в ре-
зультате инактивирует ацил-грелин, пептидный гормон, влияющий не только на
аппетит, но также на память и когнитивные функции мозга, процессы сна и бодр-
ствования. Интересно, что повышение уровня БХЭ у мышей в эксперименте при-
вело к снижению стресса и агрессии, наряду со снижением уровня грелина в плаз-
ме [77].
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От БА страдают примерно 35 миллионов человек во всем мире [78]. Для данного
обзора важно отметить, что избыток ацетилхолина в результате острого отравления
ОФ может привести к функциональному дефициту нейронов базальных ядер пе-
реднего мозга, дефициту холинергической регуляции и развитию БА, что требует
применения ингибиторов холинэстераз уже в качестве терапевтических средств,
повышающих уровень ацетилхолина.

Препаратами для лечения БА являются медленно связывающиеся ингибиторы
АХЭ и антагонист NMDA-рецепторов мемантин [79, 80]. В настоящее время
Управлением по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов
США (FDA) одобрены следующие препараты для терапии БА [81]: галантамин (Раза-
дин®, 4aS,6R,8aS-5,6,9,10,11,12-гексагидро-3-метокси-11-метил-4aH-[1]бензофу-
ро[3a,3,2-ef] [2]бензазепин-6-ол), ривастигмин (Exelon®, [3-[(1S)-1-(диметилами-
но)этил]фенил]N-этил-N-метилкарбамат) и донепезил (Aricept®, 2-((1-бензилпи-
перидин-4-ил)метил)-5,6-диметокси-2,3-дигидро-1H-инден-1-он). Первым препаратом-
ингибитором ХЭ, одобренным FDA для лечения БА, стал в 1993 г. такрин (Cognex®,
1,2,3,4-тетрагидроакридин-9-амин), но его применение было ограничено корот-
ким периодом полувыведения и признаками гепатотоксичности. Метаанализ эф-
фективности ингибиторов холинэстеразы при БА показал, что донепезил, рива-
стигмин и галантамин дают относительно минимальные, но стабильные преиму-
щества, включая улучшение когнитивных функций [82]. Донепезил и галантамин
селективны в отношении холинэстераз ЦНС, но все три могут вызывать тошноту,
диарею и другие нежелательные эффекты [82–86]. К сожалению, они практически
не влияют на прогрессирование заболевания. Интересно, что по данным Tricco и
соавт. [82], галантамин связан со снижением отношения шансов смерти, в то время
как согласно базам данных фармаконадзора в США и Канаде отношение шансов
смерти повышено при приеме ривастигмина [83].

Ряд исследований предполагают, что обе холинэстеразы играют некаталитиче-
скую “морфогенную” роль в развитии нервной системы позвоночных [87]. В связи
с этим важно отметить, что в развитии и прогрессировании БА обе холинэстеразы
также выполняют некаталитическую функцию: скопления бета-амилоида (Aβ) и
нейрофибриллярных клубков обычно включают отложения АХЭ и БХЭ. Возмож-
но, отложения ферментов являются компенсаторной реакцией на токсичность
амилоида, в пользу этого свидетельствуют данные о том, что АХЭ способствует ро-
сту нейритов посредством адгезивных взаимодействий с внеклеточным матриксом
[88]. Однако имеются сведения и о том, что холинэстеразы усиливают формирова-
ние амилоидных бляшек и развитие БА [89].

Установлено, что Аβ взаимодействует с периферическим анионным сайтом АХЭ
[90], так что разработка фармпрепаратов должна быть сопряжена с поиском не
классических конкурентных ингибиторов АХЭ, но аллостерических модуляторов
или неконкурентных ингибиторов, взаимодействующих с периферическим анион-
ным сайтом (ПАС) на поверхности фермента [91].

Из четырех ингибиторов холинэстераз, официально утвержденных в качестве
средств терапии при БА (такрин, галантамин, ривастигмин и донепезил), первые
три взаимодействуют с активным центром АХЭ [92], лишь донепезил может взимо-
действовать с остатками ароматических кислот ПАС [93]. Интересно отметить, что
холиномиметики антихолинэстеразного действия, применяемые при БА (в частно-
сти галантамин), могут быть более эффективными средствами профилактики при
острых отравлениях высокотоксичными ОФ по сравнению со штатным средством
профилактики – пиридостигмином [94].

При разработке новых препаратов – ингибиторов холинэстераз – важно мини-
мизировать их взаимодействие с АХЭ нейромышечных синапсов. Таким образом,
поиск более эффективных или многоцелевых ингибиторов ХЭ по-прежнему актуа-
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лен. Поскольку этиология и патогенез нейродегенеративных заболеваний, в том
числе БА, многофакторны, поэтому одной из стратегий лечения является разра-
ботка препаратов, способных воздействовать на несколько мишеней, связанных с
патогенезом заболевания [95, 96].

Органофосфаты и болезнь Паркинсона. Этиология БП в основном обсуждается с
точки зрения баланса между холинергической и дофаминергической нейротранс-
миссией в стриатуме, поэтому многие исследователи предполагали возможную
связь между воздействием ОФ и изменениями в центральной холинергической и
дофаминергической активностях [97–103]. Эти предположения основаны на мно-
жестве случаев паркинсонизма, о которых сообщалось после острого, подострого
или хронического воздействия ОФ [97–99, 102, 104–107]. Более того, риск разви-
тия БП был связан даже с проживанием в сельской местности из-за повышенной
вероятности хронического воздействия пестицидов, в том числе ОФ [99]. Имею-
щиеся данные свидетельствуют о связи между хроническим воздействием ОФ-пе-
стицидов и нейропсихологическими эффектами, особенно у лиц с определенным
полиморфизмом PON1 [108]. Однако нет единого мнения о конкретных когнитив-
ных расстройствах [1, 73].

Механизм(ы), посредством которых OФ могут вызывать дегенерацию дофами-
нергических нейронов, во многом остаются непонятными, хотя были предложены
оксидативный стресс, нейровоспаление, дефицит аксонального транспорта и ауто-
иммунные реакции [4, 109–111]. Например, CPF может ингибировать пролифера-
цию клеток, активировать пироптоз, повышать восприимчивость к оксидативному
стрессу за счет повышения уровня miR-181 при даун-регуляции пути SIRT1/PGC-
1α/Nrf2 в клетках нейробластомы SH-SY5Y [112]. Кроме того, воздействие CPF
значительно повышает экспрессию проапоптотического медиатора Bbc3/Puma,
связанного с внутренним путем апоптоза [113]. В культурах нейронов Bbc3–/– по-
вышена экспрессия белка, связанного с аутофагией, что сопряжено со снижением
CPF-индуцированных высокомолекулярных агрегатов αSyn и тау-иммунореактив-
ных белков.

Еще одно направление работ – исследование влияния ОФ на микробиом и вы-
яснение роли кишечной микробиоты при БП [114]. Так, хроническое потребление
мышами диазинона с питьевой водой изменяет микробиом кишечника, функцио-
нальный метагеном и связанный с ним метаболический профиль [115]. Эффекты
были более выражены у самцов мышей. Примеры наблюдаемых эффектов включа-
ют значительные изменения в родах бактерий, изменения содержания желчных
кислот и резкое снижение уровня таурина [115]. В другом исследовании были вы-
явлены специфические изменения в микробиоме кишечника, вызванные диазино-
ном, включая оксидативный стресс, метаболизм жирных кислот и углеводов, а также
чувство кворума микроорганизмов [116]. При исследовании микробиома ротовой
полости у сельскохозяйственных рабочих, контактирующих с ФОС-пестицидами,
обнаружена связь между воздействием азинфос-метила и нарушением баланса сре-
ди семи распространенных у человека бактериальных таксонов, включая значимое
снижение представителей рода Streptococcus [117]. В свете этих и других данных вра-
чи (психиатры, неврологи, профпатологи), к которым обращаются пациенты с ко-
гнитивными нарушениями, обязательно должны выяснять и в целом учитывать ве-
роятность отравления ФОС-пестицидами. Значение раннего выявления и диагно-
стики БП и других нейродегенеративных заболеваний особенно важно для
пациентов с легкими когнитивными нарушениями, которые обычно игнорируют-
ся в течение длительного времени [5].

Синдром дефицита внимания и гиперактивности. Все больше исследований посвя-
щено изучению воздействия ксенобиотиков на организм детей в связи с нарастаю-
щим количестом больных с симптомами синдрома дефицита внимания и гиперактив-
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ности (СДВГ). Исследование одновременного воздействия химических веществ раз-
ных классов, в т.ч. ФОС, на развитие СДВГ у детей с диагнозом расстройства
аутистического спектра (РАС) показало наличие связи смеси метаболитов фталатов в
моче, взвешенных по моно-н-бутилфталату (MNBP), моно-2-гептилфталату и мо-
нокарбоксизононилфталату с подшкалой гиперактивности, тогда как смесь фено-
лов/парабенов, нормированная (стандартизованная) по нескольким парабенам и
бисфенолам, оказалась связана с подшкалой дефицита внимания. Однако по мета-
болитам ФОС такой связи не было выявлено [118].

Сравнительный анализ в моче метаболитов эндокринных разрушителей, или
дизрапторов (акриламида, акролеина, нонилфенола, фталатов), фосфорорганиче-
ских пестицидов, а также биомаркеров оксидативного стресса с точки зрения их
способности индуцировать развитие СГДВ у детей показал повышенную воспри-
имчивость детей к эндокринным дизрапторам, тогда как основной риск вследствие
высокой вероятности контакта связан с фосфорорганическими пестицидами [119].
Более высокие гестационные концентрации диалкилфосфата (ДАФ) в моче бере-
менных ассоциировались у подросших детей (7–12 лет) с поведением, характерным
для СГДВ [120]. В другом исследовании выявлено увеличение вероятности развития
СДВГ у детей дошкольного возраста при воздействии ОФ-ретардантов бис(2-буток-
сиэтил)фосфата (BBOEP) и бис(1,3-дихлор-2-пропил)фосфата (BDCIPP) на орга-
низм беременных матерей (по уровню дифенилфосфата (ДФП) и ди-н-бутилфос-
фата (ДнБФ) в моче на сроке беременности 17 недель) [121]. В то же время исследо-
вание 17-летних подростков, работающих с CPF и пиретроидами (PYR) альфа-
циперметрином (αCM) и лямбда-цигалотрина (λCH), не выявили взаимосвязи
между воздействием CPF и симптомами СДВГ, хотя αCM такую взаимосвязь пока-
зал [122].

Таким образом, риск развития СДВГ у детей связан главным образом с воздей-
ствием ОФ на организм беременных матерей.

Боковой амиотрофический склероз. Известно, что БАС, одно из самых страшных
нервно-мышечных заболеваний со смертельным исходом, возникает и развивается
в результате взаимодействия генов и окружающей среды. Лишь около 10% всех за-
болеваний БАС имеют генетическую основу. Спектр факторов риска развития
БАС достаточно широк и включает курение, свинец, пестициды, интенсивную фи-
зическую активность, травмы и электромагнитные поля, однако роль этих факто-
ров в отдельности и совокупности очень слабо изучена [51].

БАС характеризуется прогрессирующей дегенерацией мотонейронов, контроли-
рующих произвольные движения. Лежащие в основе механизмы остаются неясны-
ми, что препятствует разработке эффективных методов терапии. ОФ – одни из
главных факторов этиологии БАС, поскольку их воздействие связано с более высокой
заболеваемостью БАС среди фермеров и ветеранов войны в Персидском заливе. По-
лиморфизм PON1, фермента, способного детоксифицировать ОФ, может повы-
сить индивидуальную уязвимость как по отношению к ОФ, так и к риску развития
БАС. Воздействие высоких доз ОФ может вызвать не только ОФИП, но и БАС,
клинические признаки этих заболеваний во многом совпадают и характеризуются
аналогичными нарушениями двигательной активности и параличами [123]. Име-
ются сведения о роли эпинегетических модификаций (в частности, метилирование
ДНК по сайтам CpG, близких к сайту начала транскрипции PON1) во взаимосвя-
зях между полиморфизмом PON1 и IQ/поведением у детей, однако доказательств
воздействия ФОС на эти изменения не получено [124]. К пестицидам, имеющим
наибольшую положительную статистически значимую корреляцию с вероятно-
стью развития БАС, относятся гербициды 2,4-D и глифосат, инсектициды карба-
рил и хлорпирифос [125]. Мета-анализ выявил шесть факторов, способствующих
возникновеню или усугубляющих прогрессирование БАС: это травма головы, фи-
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зическая активность, поражение электрическим током, военная служба, пестици-
ды и свинец. К факторам риска БАС на основании этого же мета-анализа не отно-
сятся цереброваскулярные заболевания, занятость в сельском хозяйстве, промыш-
ленности и сфере услуг, курение, прочие химические вещества и тяжелые металлы
(за исключением пестицидов и свинца). Интересно отметить, что сахарный диабет
2-го типа оказался защитным фактором для БАС [126].

Cиндром Гийена–Барре. Сообщалось также о случаях СГБ как следствие отсро-
ченных токсических эффектов острого отравления ОФ [127]. В клинической диа-
гностике выделяют 4 клинические формы СГБ: 1) острая воспалительная демиели-
низирующая полирадикулоневропатия, 2) острая моторно-аксональная нейропа-
тия, 3) острая сенсорно-моторная аксональная нейропатия и 4) вариант Миллера–
Фишера, характеризующийся офтальмоплегией, атаксией и арефлексией, с не-
большой мышечной слабостью [128]. Довольно эффективным средством терапии
при разных формах СГБ, в том числе и при ОФ-индуцированном варианте, служит
плазмаферез [127, 129].

Геронтогенез. По данным ВОЗ, доля людей старше 60 лет к 2050 г. достигнет 22%
от общей численности населения мира. ОФ можно рассматривать как геронтоге-
ны, но не в генетическом смысле, а в токсиколого-экологическом. Старение био-
логических систем – неизбежный и необратимый процесс, однако не существует
геронтогенов (в генетическом смысле), обладающих специфической эволюцион-
ной функцией, обусловливающей старение. Хотя старение и является некой общей
причиной всех возрастных заболеваний, само по себе оно не может считаться бо-
лезнью. Такое понимание старения как процесса предполагает изменение подхода
к воздействиям на организм: от разработки иллюзорных методов борьбы со старе-
нием к разработке реалистичных и практических методов поддержания здоровья
на протяжении всей жизни. Проблемы со здоровьем, вызванные возрастом, для
которых не существует других четко определенных причинных факторов, могут
быть лучше решены, если сосредоточить внимание на механизмах здоровья и их
поддержании, а не только на контроле и лечении заболеваний. Для этого необхо-
димо определить набор измеримых, научно обоснованных и доказуемых парамет-
ров здоровья [130]. Старение является результатом несовершенства систем “обслу-
живания и ремонта”, которые приводят к постепенному сокращению “гомеодина-
мического пространства” человека. Одним из подходов к сложному аспекту
старения с целью поддержания и/или улучшения здоровья является “физиологи-
ческий гормезис”, представляющий собой мягкий стресс посредством физиче-
ских, умственных и пищевых факторов (горметинов) [131].

Систематический подход к оценке геронтогенного риска факторов окружающей
среды еще не разработан, равно как не определен эффективный биомаркер старе-
ния как инструмент для количественной оценки эффектов геронтогенного воздей-
ствия. Согласно современным представлениям, к основным эндогенным геронто-
генным механизмам, участвующими в ускорении старения под воздействием окру-
жающей среды, относятся вызванные стрессом воспалительные и оксидативные
процессы, ведущие к нарушению регуляции анаболизма и катаболизма. К геронто-
генам окружающей среды относят различные виды радиации, некоторые пестици-
ды, тяжелые металлы, наркотики, нездоровый характер питания и малоподвиж-
ный образ жизни, а также психосоциальный стресс [132].

Геронтогены можно изучать через их влияние на “признаки старения” – девять
физиологических признаков, которые возникают в стареющих клетках и тканях
организма: (1) истощение стволовых клеток; (2) изменение межклеточной комму-
никации; (3) геномная нестабильность; (4) сокращение теломер; (5) эпигенетиче-
ские изменения; (6) утрата протеостаза; (7) нарушение регуляции восприятия пи-
тательных веществ; (8) митохондриальная дисфункция; и (9) старение клеток [133].
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Для некоторых отдельных органов предложены дополнительные признаки старе-
ния, например, признаки старения мозга, которые, помимо вышеперечисленных,
включают: (10) нарушение регуляции гомеостаза кальция в нейронах; (11) оксида-
тивный стресс; (12) нарушение утилизации молекулярных отходов; (13) нарушение
способности репарации ДНК; (14) активация глиальных клеток; и (15) нарушение
передачи сигналов адаптивной реакции на стресс [134]. Таким образом, признаки
старения могут быть полезным инструментом для оценки геронтогенного воздей-
ствия загрязнителей окружающей среды [135].

Старение мозга сопряжено с молекулярными и морфологическими изменениями,
которые обусловливают поведенческие и когнитивные дисфункции. Возрастные
изменения включают в себя атрофию мозга, потерю нейронов, амилоидные бляш-
ки, цереброваскулярную амилоидную ангиопатию, минерализацию сосудов, ней-
рофибриллярные клубки, менингеальную костную метаплазию и накопление ли-
пофусцина [136]. Возрастные нейродегенеративные заболевания в той или иной
степени сопряжены с нейрональным возбуждением с участием возбуждающих глу-
таматных рецепторов, а этот механизм, в свою очередь, тесно связан с реакцией на
острое воздействие ОФ. Возбуждение, возникающее в результате стимуляции
ионотропных рецепторов глутамата, запускает кальций-зависимые пути, которые
могут стать причиной гибели нейронов. В особености это относится к каинатным
рецепторам глутамата: воздействие каината индуцирует снижение экспрессии ми-
тохондриальной Mn-супероксиддисмутазы (Mn-SOD) и разобщающего белка
UCP-2, генерацию АФК и перекисное окисление липидов, окисление белков, на-
рушение гомеостаза глутатиона, высвобождение цитохрома С из митохондрий и
расщепление каспазы-3, в конечном счете – апоптоз в нейронах во многих обла-
стях мозга, особенно в субрегионах гиппокампа СА1 и СА3, а также в воротах зуб-
чатой извилины [137, 138]. Уязвимость нейронов гиппокампа связана с распределе-
нием и избирательной чувствительностью АМРА/каинатных рецепторов в мозге.
Системное введение каината крысам приводит также к активации глиальных кле-
ток и воспалительным реакциям, обычно наблюдаемым при нейродегенеративных
заболеваниях. Среди этих изменений – накопление липофусцин-подобных ве-
ществ, процессинг белка-предшественника амилоида, изменение экспрессии тау-
белка [137].

В модели каинатной эксайтотоксичности на крысах показано, что нутрицевтики
могут подавлять уровень глутамата и связанную с ним эксайтотоксичность. Так,
эупатилин, компонент китайской полыни Artemisia argyi, предотвращал повыше-
ние уровня глутамата и глутамат-генерирующего фермента глутаминазы, уменьшение
количества транспортеров возбуждающих аминокислот (EAAT), снижение уровня
белка GluN2A и увеличение белка GluN2B в коре мозга крыс, и в конечном счете
препятствовал дегенерации нейронов. Этот эффект сопровождался модуляцией
[Ca2+]i, ингибированием Ca2+-каналов P/Q-типа, снижением Ca2+-зависимого
фосфорилирования синапсина I [139]. Рилузол (блокатор тетродотоксин-чувстви-
тельных натриевых каналов, а также каинатных и NMDA-рецепторов) и другие
аминотиазолы ослабляют острое повреждение нейронов гиппокампа после каи-
нат-индуцированного эпистатуса [140].

Один из способов увеличения продолжительности жизни – ограничение пита-
ния (ОП; dietary restriction). В экспериментальной модели на нематодах Caenorhab-
ditis elegans (C. elegans) исследовали накопление липофусцина как маркера старе-
ния и двигательные способности этого вида круглых червей как показатель скоро-
сти деградации мышц [141]. Ориентируясь на эти маркеры, ОП увеличивало как
продолжительность жизни, так и здоровье C. elegans, т.е. способствовало более здо-
ровому старению.
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Эти исследования показывают, что эксайтотоксичность, индуцированная каи-
натом, может быть использована в качестве модели для выяснения механизмов,
лежащих в основе оксидативного стресса и воспаления при нейродегенеративных
заболеваниях. Из этих исследований также следует, что ОФ-индуцированная пато-
логия включает в себя элементы геронтогенеза, универсальным маркером которого
является липофусцин.

Агрегаты липофусцина в клетках состоят из ковалентно сшитых межу собой
остатков белков (30–70%) и липидов (20–50%), среди которых триглицериды, сво-
бодные жирные кислоты, холестерин и фосфолипиды [142, 143]. Также для клеток
коры головного мозга человека показано наличие углеводных остатков в скопле-
ниях липофусцина [144]. Кроме того, липофусцин содержит ионы металлов, таких
как железо, алюминий, кальций, цинк, медь, марганец [145]. Гранулы липофусци-
на локализуются совместно с аутолизосомами. Оксидативный стресс активируют
аутофагию, но не способствует удалению липофусцина, в результате чего форми-
руется множество заполненных липофусцином аутолизосом [146]. Поскольку клет-
ка неспособна справиться с каскадом повреждающих событий, она деградирует. По-
сле гибели клеток гранулы липофусцина высвобождается в паренхиму мозга, где
его можно обнаружить в сочетании с патогномоничными белковыми отложения-
ми, такими как бета-амилоидные бляшки. Эти отложения рекрутируют клеточный
мусор и ионы металлов, провоцируя усиление оксидативного стресса и активацию
микроглии, нейровоспаление и провоспалительную выработку интерлейкинов,
тем самым способствуя расширению нейродегенерации [147].

Связь между старением и продолжительностью жизни не столь однозначна, как
может показаться на первый взгляд. Масса примеров, когда люди живут довольно
долго, будучи прикованными к инвалидной коляске, и когда здоровые на вид и по
своим функциональным показателям люди неожиданно умирают в расцвете сил.
Идеалом является здоровое долголетие. Поиск универсальных маркеров здоровья
представляется не менее важным, чем поиск маркеров заболеваний.

В заключение данного раздела приведем схему (рис. 1) предполагаемой взаимо-
связи между уровнем/режимом токсического воздействия и характером/динами-
кой развития патогенетического процесса.

О РОЛИ ЭНДОТЕЛИЯ В РАЗВИТИИ ПАТОЛОГИИ, 
ИНДУЦИРОВАННОЙ ОРГАНОФОСФАТАМИ

Роль эндотелия в развитии ОФ-индуцированной патологии заслуживает отдель-
ного рассмотрения. В предыдущих разделах было сказано о последствиях наруше-
ния целостности гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) при остром отравлении
органофосфатами, также была упомянута роль vasa nervorum в патогенезе демиели-
низирующей полинейропатии, подчеркнуто значение активности PON2 в эндоте-
лиальных клетках. Старение клеток было упомянуто в качестве девятого “признака
старения” безотносительно типа клеток [133], хотя старение эндотелиальных кле-
ток – это совершенно особый процесс, рассмотрение которого выходит за рамки
данного обзора, но ему посвящены отдельные замечательные работы последних
лет [148, 149].

Однако далеко не всегда роль эндотелия в развитии той или иной патологии
просматривается со всей очевидностью. Так, если мы говорим, что в основе аксо-
нальной полинейропатии лежат нарушения метаболизма нейрона вследствие не-
достаточной выработки энергии в митохондриях и связанные с этим нарушения
аксонального транспорта, то вряд ли при этом думаем о кровеносных сосудах, по
которым движутся эритроциты, в которых находится кислород, без которого ни о
какой выработке энергии не может быть и речи. В связи с рассматриваемой про-
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Рис. 1. Варианты развития патогенетических процессов в результате токсического воздействия органо-
фосфатов.
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блемой следует напомнить, что не только нейрональные и нервно-мышечные си-
напсы, но также эндотелиальные клетки (ЭК) имеют признаки вегетативной холи-
нергической регуляции. Благодаря экспрессии мускариновых рецепторов, ЭК ста-
ли известны в 1980 г. как источник эндотелий-зависимого расслабляющего
фактора (EDRF) [150]; позже было установлено, что это оксид азота [151]. В мем-
бране ЭК были также обнаружены N-холинорецепторы [152], показана активность
АХЭ [153, 154], в клетках выявлена холинацетилтрансфераза и везикулярная систе-
ма транспорта ацетилхолина [155, 156]. Будучи в стороне от этих фундаментальных
исследований, но работая с контингентом на объектах по производству химиче-
ского оружия, сотрудники НИИ ГПЭЧ в 1980-х годах впервые заявили о том, что
последствия острых отравлений ФОВ не сводятся к промежуточному синдрому
или ОФИП [157]. Говоря о “микроорганических расстройствах неясной этиоло-
гии” в ЦНС и других органах, Мусийчук и Янно [157] интуитивно приблизились к
пониманию роли эндотелия сосудов в развитии не только и не столько полинейро-
патии, но и других патологических состояний, которых на самом деле может быть
гораздо больше, и вероятность их возникновения может быть даже выше по срав-
нению с ОФИП. Обусловленность научными представлениями того времени, от-
сутствие прямых доказательств и даже самой возможности провести более глубо-
кие исследования с целью получения этих доказательств не позволили в вышеука-
занной статье указать с большей определенностью на эндотелий сосудов как один
из главных участников патогенеза. Между тем лейтмотивом продолжавшихся ис-
следований в подавляющем большинстве токсикологических лабораторий мира
было выявление взаимодействия ОФ с молекулярными мишенями в нервных клет-
ках. Например, было установлено, что ОФ могут образовывать ковалентные связи
с тирозиновыми остатками тубулина, сайты связывания ОФ расположены вблизи
сайтов связывания ГТФ или внутри петель, взаимодействующих с протофиламен-
тами [158], что будто бы частично объясняет угнетение быстрого аксонального
транспорта и нейрофизиологические последствия хронического воздействия ОФ
[159, 160]. Лишь несколько работ сообщали о влиянии ОФ на эндотелий. Так, ис-
следование легочной ткани мышей при их отравлении O,O,S-триметилфосфоро-
тиоатом выявило значительное увеличение массы легких и процентного содержания
в них воды, что справедливо связали с нарушением проницаемости капилляров и
последующим отеком [161]. В другом исследовании хлорпирифос в широком диапа-
зоне концентраций не показал влияния на изолированную грудную аорту, хотя ак-
тивность AХЭ в плазме была снижена, в то время как активность лактатдегидрогена-
зы (ЛДГ), аланинаминотрансферазы (АЛТ), аспартатаминотрансферазы (AСT) и
гамма-глютамилтранспептидазы (ГГT), наряду с уровнем NO в плазме крови были
повышены в группе отравленных животных [162]. В наших исследованиях мы так-
же обратили внимание на повреждение эндотелия сосудов при развитии ОФ-инду-
цированной отставленной патологии [163–165]. Мы были, вероятно, первыми, кто
заявил в 2000-х годах о том, что микроангиопатии, вызванные повреждением эндо-
телия, особенно в тканях нервной системы, могут быть основной причиной разви-
тия отсроченных эффектов интоксикации ОФ; значение такого рода повреждений
стало более очевидным десятилетие спустя [34, 166]. Взаимосвязь между кровоснаб-
жением нервных волокон и нервно-мышечной проводимостью представляет суще-
ственный интерес по причине небольшой доли эндоневральных капилляров в струк-
туре нервных волокон. Степень зависимости трофики нервных волокон от целост-
ности сосудов можно представить по следующим данным: объем капилляров не
превышает 4% от общего объема нервных волокон [167]. Кроме того, в перифериче-
ских нервах нет лимфатических сосудов, которые могли бы обеспечить эффектив-
ный отток капиллярного инфильтрата и предотвратить развитие отека [168, 169].
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После первых же экспериментов в начале 2000-х годов мы предположили роль
несинаптических и зависимых от кровеносных сосудов механизмов отставленных
эффектов при остром и субхроническом воздействии ОФ. Через несколько недель
после отравления были обнаружены ангиодистонические нарушения, новые – или
открытие ранее существовавших – артерио-венозные анастомозы, расширенные и
дистонические венулы в эндоневрии седалищного нерва и брыжейке тонкой киш-
ки [34]. Морфологические признаки поражения эндотелия сосудов сопровожда-
лись функциональными, такими как норадреналин-индуцированное сокращение
и карбахол-индуцированное расслабление аорты крысы после субхронического
(3 мес.) воздействия POX и DFP в дозах 1/100 ЛД50 и 2 мес. “восстановления”.
Морфофункциональные изменения микрососудов могут влиять на функциональ-
ное состояние тромбоцитов, обусловливая этиологию отставленных эффектов
острого и субхронического отравления. Наблюдаемые изменения свидетельствуют
о множественных очагах микроангиопатии, поэтому клинические признаки зачастую
скрыты компенсаторными механизмами локального или центрального генеза.

Дополнительные свидетельства важной роли эндотелия дал проведенный нами
масс-спектрометрический анализ плазмы крови животных, отравленных веще-
ством типа Vх, который выявил фрагменты фибринопептида A, что указывало на
усиление тромбообразования и/или снижение экспрессии экзопептидаз (амино-
пептидаз) [165]. Известно, что в плазме крови и клетках сосудов функционируют
различные аминопептидазы, которые могут быть ответственны за эти эффекты.
Аминопептидаза A (КФ 3.4.11.7) гидролизует пептидные связи с кислыми амино-
кислотами (Asp и Glu во фрагментах фибринопептида A) [170]. Аминопептидаза N
(APN, КФ 3.4.11.2) является многофункциональным ферментом и основной ами-
нопептидазой крови и кровеносной системы, который экспрессирован на клетках
миелоидного происхождения, включая моноциты и нейтрофилы [171]. Он также
был обнаружен на фибробластах, эпителиальных и – что важно – эндотелиальных
клетках, причем ангиогенные и ряд других факторов повышают экспрессию APN
[172–174]. С другой стороны, альфастатин, пептид из 24 аминокислот, полученный
из аминоконца α-цепи человеческого фибриногена, обладает антиангиогенной ак-
тивностью, которая ранее была обнаружена в продукте деградации фибриногена E
[175]. Многие другие продукты протеолиза были также идентифицированы в каче-
стве эндогенных ингибиторов ангиогенеза [176].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЙ ПОИСК ТЕРАПИИ ОТРАВЛЕНИЙ

Антидотная терапия при отравлении ОФ – это, по сути, терапия холинергиче-
ского синдрома, и, как уже было указано, она направлена на блокаду ацетилхоли-
новых рецепторов с помощью атропина, на реактивацию АХЭ с помощью оксимов
и на ослабление судорог. Модели эпистатуса на грызунах демонстрируют повре-
ждение нейронов, устойчивость к бензодиазепинам и неврологические сопутству-
ющие заболевания, которые наблюдаются у людей, выживших после воздействия
ОФ. Экспериментальные модели воздействия ОФ на грызунах позволили выявить
некоторые особенности развития отставленных последствий или сопутствующих
заболеваний, среди которых изменения баланса ионов кальция [177, 178] оксида-
тивный стресс [179], нейровоспаление [180], циклооксигеназный путь [181], акти-
вация индуцибельной NO-синтазы [182].

Одно из направлений в разработке антидотных комплексов – идентификация
соединений, способных эффективных восстанавливать функцию никотиновых ре-
цепторов (nAChR) при интоксикации OФ. Перспективны производные биспири-
диния, не обладающие свойствами оксимов, но способные восстанавливать чув-
ствительность десенсибилизированных никотином hα7-nAChR [24]. OФ вызывают
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кинетический тремор, активируя нейроны верхней оливы через nAChR. Тремор
ингибировался неспецифическим антагонистом nAChR мекамиламином, тогда
как антагонист М-рецепторов тригексифенидил не оказывал влияния [183].

Поскольку антидоты не могут достичь места своего действия в ЦНС быстро и в
терапевтически значимых концентрациях, они обеспечивают эффективную защи-
ту только периферической нервной системы. Это ограничение может быть преодо-
лено путем инкапсуляции антидотов в наночастицы, что может увеличить их на-
копление в ЦНС без нарушения целостности ГЭБ [184]. Ведется разработка новых
систем-носителей для доставки компонентов антидотного комплекса, выполняю-
щих три задачи: (а) улучшение биодоступности, (б) повышение направленности и
(в) снижение системной токсичности, т.е. отрицательных побочных эффектов са-
мих средств терапии. Например, применение кукурбит [7]урилов (CB [7]) с окси-
мами может положительно повлиять на эффективность антидотной терапии при
интоксикации ОФ [185]. CB [7] представляют собой жесткие макроциклы в форме
тыквы, которые могут включать молекулы в свою полость, в частности связывать
положительно заряженные ароматические соединения, препараты на основе пла-
тины с органическими лигандами или специфические комплексы металлов [186].

Тяжелое отравление требует повторного применения атропина и реактиваторов,
но при этом повышается – в случае выживания организма – риск возникновения
атропин-индуцированного психоза, побочного эффекта интенсивной терапии, о
котором, к сожалению, очень мало говорят и столь же мало исследуют [187]. Кроме
того, роль реактиваторов минимальна в случае отравления некоторыми ОФ, отли-
чающимся высокой скоростью “старения”, т.е. отщепления (деацилирования) вто-
рой уходящей группы после фосфилирования (образования ковалентной связи
Р‒О между фосфором ОФ и кислородом серина в активном центре АХЭ). В этом
случае основную антидотную функцию выполняет атропин и агонисты бензоди-
азепинового ряда, но при развитии эпистатуса (нехолинергической фазы судорож-
ного синдрома) бензодиазепины в качестве антиконвульсантов малоэффективны.
Здесь следует отметить, что в последние годы ведется поиск препаратов, способ-
ных реалкилировать “состарившуюся” АХЭ. Перспективными являются предше-
ственники хинонметидов (QMP) в качестве реалкилаторов. Некоторые из этих со-
единений проявляют свойства как реалкилатора, так и реактиватора [188].

Бензодиазепины и другие противосудорожные средства

Прогресс в разработке новых средств терапии острых отравлений ОФ связан с
применением новых бензодиазепинов, антагонистов глутаматных рецепторов, ан-
тимускариновых препаратов с дополнительной антиглутаматергической активно-
стью, антагонистов аденозиновых рецепторов, модуляторов метаболизма. Так,
установлена эффективность алкалоида скополамина, действующего подобно атро-
пину; мемантин – неконкурентный антагонист NMDA-рецепторов – показал го-
раздо меньшую эффективность, как и фенобарбитал, действие которого проявля-
ется с неприемлемой задержкой [189]. Для предотвращения или ослабления судо-
рожного синдрома используют блокаторы NMDA-рецепторов (MK-801, кетамин)
и вальпроаты, противоэпилептическое действие которых обусловлено ингибиро-
ванием ГАМК-трансферазы с последующим повышением содержания ГАМК в
ЦНС и стимуляцией ГАМКергических процессов [54, 190, 191]. Перспективной
оказалась комбинация диазепама, кетамина и вальпроата, которая позволяет наи-
более эффективно предотвращать развитие эпистатуса [191]. Изоболограмма пока-
зала, что с точки зрения терапевтической эти препараты проявляют позитивный
кооперативный эффект (синергизм), т.к. он более выражен, чем трехкратная доза
каждого из компонентов в отдельности; по критериям токсического эффекта их
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взаимодействие носит исключительно аддитивный характер [191]. При эпистатусе
происходит инактивация ГАМКА-рецепторов вследствие их интернализации, но
активация NMDA-рецепторов вследствие повышения их экспрессии в синаптиче-
ских мембранах. Действие диазепама направлено на стимуляцию оставшихся
ГАМКА-рецепторов, кетамина – на ослабление стимуляции NMDA-рецепторов, а
вальпроата – на неспецифическое усиление ингибирования активации. Получены
обнадеживающие результаты с изофлураном, средством для ингаляционного нар-
коза, который предотвращал развитие эпистатуса и последующее повреждение
нейронов в случае применения через 20–30 мин после отравления POX [192]. Од-
нако изофлуран противопоказан при повышенном внутричерепном давлении и
особенно при злокачественной гипертермии в анамнезе, что практически невоз-
можно учесть при необходимости оказания экстренной помощи пациенту в состо-
янии тяжелой интоксикации.

Высокую эффективность в качестве противосудорожного средства при отравле-
нии зоманом показал препарат LY293558 (tezampanel), антагонист AMPA- и каи-
натных GluK1 рецепторов, в сочетании с карамифеном, антагонистом мускарино-
вых и NMDA-рецепторов [193, 194]. Однократное введение комплекса, состоящего
из атропина, HI-6, LY293558 и карамифена, через 20 мин после отравления крыс
зоманом в дозе 1.2 ЛД50 не только прекращает развитие судорожной активности, но
и предотвращает ее возобновление. Более того, отравленные крысы, получившие
вышеуказанную терапию, по динамике веса и другим исследуемым показателям не
отличались от контрольных животных. Также эффективна комбинация мидазола-
ма (1.8 мг/кг) с неконкурентным антагонистом AMPA-рецепторов перампанелом
(2 мг/кг) [195]. Введение нейростероидов в качестве дополнения к терапии бензо-
диазепинами является эффективным средством лечения бензодиазепин-рефрак-
терного эпистатуса. Показана эффективность аллостерических модуляторов
ГАМКА-рецепторов прегнанолона и аллопрегнанолона (6 мг/кг) [195, 196].

Судороги и адренергическая система
Эпистатус особенно влияет на сердце и мозг. В различных моделях на животных

было неоднократно показано, что в развитии судорог и эпистатуса важную роль иг-
рает адренергическая система [197–202]. Повышенная симпатическая активность
обусловливает электрофизиологические изменения и повреждения миокарда. Сер-
дечная декомпенсация является ведущим фактором в прогнозировании смертно-
сти у пациентов, переживших эпистатус [203], так что введение β1-адреноблокатора
атенолола пациентам с ишемией улучшает их сердечную функцию [201, 204, 205].
Адъювантная терапия, включающая введение леветирацетама и атенолола 2 раза в
сутки в течение 2, 7 или 14 дней после индуцированного POX эпистатуса (основ-
ной антидотный комплекс состоял из атропина, пралидоксима и мидазолама) при-
вела к значительному снижению смертности по прошествии 30 дней. Внутримы-
шечное введение адъювантного комплекса по сравнению с пероральным введени-
ем позволило достичь более быстрых и стабильных терапевтических уровней как
атенолола, так и леветирацетама в условиях эпистатуса [206].

Снижение уровня норадреналина в мозге, сопутствующее эпилептиформным
приступам в моделях острого отравления ОФ, способствует инициации и/или под-
держанию эпистатуса [11, 207, 208]. Стимуляция голубого пятна (locus coeruleus),
основного сайта продукции норадреналина в головном мозге, уменьшает тяжесть
судорог, обусловленных активацией миндалевидного тела (corpus amygdaloideum),
в то время как разрушение терминалов голубого пятна превращает спорадические
судороги в отчетливо выраженный лимбический (психомоторный) эпистатус [209,
210]. По некоторым данным, стимуляция α2-адренорецепторов вносит основной
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вклад в защитные эффекты норадреналина в моделях судорожного синдрома, в том
числе с применением ОФ, вследствие их генерализованной ингибирующей функ-
ции в ЦНС посредством пресинаптических и постсинаптических механизмов [197,
198]. Высокую эффективность в отдаленные сроки после отравления показал декс-
медетомидин (ДЕК), специфический агонист α2-адренорецепторов [202]. Антаго-
нист этих рецепторов атипамизол блокировал действие ДЕК, но лишь в случае
предварительного или одновременного с ним введения, что свидетельствует о важ-
ности α2-адренорецепторов в инициации механизма прекращения начавшейся су-
дорожной активности. Гистохимическое исследование с применением красителя
фторджейда показало, что сочетание ДЕК + мидазолам значительно сокращает
число погибших нейронов в миндалине, таламусе и пириформной коре, но не влияет
на их уровень в гиппокампе и париетальной коре даже в случае полного прекраще-
ния судорожной активности [202]. В то же время применение атенолола оказывает
лучшее кардиозащитное действие во время каинат-индуцированного эпистатуса по
сравнению с клонидином, α2-агонистом центрального действия [211–213].

Дисбаланс ионов кальция при холинергическом синдроме
Разработка антидотной и адъювантной терапии при интоксикации ОФ идет по

нескольким направлениям. Одно из них – предотвращение кальциевой перегрузки
нейронов и скелетных мышц. На дисбаланс ионов кальция при интоксикации ОФ
обратили внимание американские исследователи под руководством Deshpande
[214], которые показали, что блокаторы рианодиновых рецепторов (дантролен, ле-
ветирацетам, каризбамат) могут эффективно контролировать уровень внутрикле-
точного кальция в нейронах, снижая тем самым степень повреждения нейронов
при интоксикации ОФ [177, 215].

Известно, что активация ацетилхолиновых и многих других рецепторов (как
ионотропных, так и метаботропных) обусловливает в норме мобилизацию, а при
патологии – дисбаланс ионов кальция в клетках и связанные с этим нарушения в
регуляции многих ферментных систем, в том числе генерирующих АФК. В основе
роста элементарных сократительных ответов в составе тетанусов задействован ме-
ханизм кальций-индуцированного выброса кальция (calcium-induced calcium re-
lease, CICR) [216–218]. Рианодиновый рецептор (RyR, кальциевый канал) – это
центральный элемент макромолекулярного комплекса, обеспечивающего электро-
механическое сопряжение мышц. Он связан как с дигидропиридин-чувствитель-
ным каналом (индикатором напряжения) саркоплазматической мембраны, так и с
кальсеквестрином (“резервуаром” ионов кальция в саркоплазматическом ретику-
луме) [219].

Деструктивные изменения в мышцах могут стать одной из важнейших причин
нарушения механизма как деполяризацией индуцируемого высвобождения Са2+

(depolarization induced calcium release, DICR), так и CICR. Редокс-регуляция актив-
ности кальциевых каналов играет важнейшую роль в активации мышечного сокра-
щения. Активность RyR регулируется пост-трансляционными редокс-модифика-
циями, такими как S-окисление, S-нитрозилирование, S-пальмитоилирование;
последний тип модификации также определяет активность Са-АТФазы 1А сарко-
плазматического ретикулума и субъединицы α1S дигидропиридинового рецептора
CaV1.1 [220]. Следует отметить роль S-глутатионилирования тропонина I в повы-
шении чувствительности к ионам кальция мышц II типа у человека [221].

Уровень кальция и механизмы регуляции баланса кальция в скелетных мышцах
не были предметом исследования группы Deshpande, хотя этот аспект действия
ОФ, с одной стороны, и блокаторов CICR, с другой стороны, представляется весь-
ма важным, т.к. из трех апробированных ими веществ лишь дантролен является
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эффективным ингибитором CICR в скелетных мышцах. С учетом этого факта, ло-
гическим продолжением токсикологических исследований должно было стать
определение коэффициента защиты дантролена, однако эти эксперименты не бы-
ли проведены, либо они были проведены, но оказались безуспешными в силу раз-
ных причин, одни из которых лежат на поверхности, другие совсем не очевидны.
К числу первых относится малая проникающая способность дантролена через
ГЭБ, о чем упоминает Deshpande. Для решения этой проблемы надо понимать
структуру ГЭБ, механизмы транспорта веществ через ГЭБ и условия, при которых
проницаемость ГЭБ увеличивается для тех или иных веществ. Так, например,
группа российских ученых открыла простой и эффективный способ повышения
проницаемости ГЭБ с помощью микромолярных концентраций пероксида водо-
рода [222]. Серьезным упущением лаборатории Deshpande мы считаем игнориро-
вание роли кальциевого баланса в скелетных мышцах при остром отравлении ОФ
как в токсикогенную фазу, так и в соматогенную. Для лучшего понимания сути
подходов в терапии отравлений ОФ следует упомянуть вещества периферического
действия – миорелаксанты, или нейромышечные блокаторы, т.к. они осуществля-
ют блокаду Н-холинорецепторов в синапсах, т.е. блокируют действие ацетилхоли-
на на нервно-мышечные окончания. Миорелаксанты были исследованы в разное
время в разных лабораториях мира, но показали неоднозначные результаты, что не
позволило их включить в существующие антидотные комплексы. Они классифи-
цируются в соответствии с механизмом индукции блокады: деполяризующие агенты
ультракороткого действия (сукцинилхолин) и недеполяризующие агенты коротко-
го, среднего и длительного действия, которые, в свою очередь, классифицируются
как аминостероиды (рокуроний, векуроний, панкуроний) и бензилизохинолины
(цисатракурий и атракурий) [223]. Расслабление идет “снизу вверх”, от кончиков
пальцев ног до мимических мышц, последней расслабляется диафрагма. Восста-
новление проводимости идет в обратном порядке. Они не проходят через ГЭБ, не
растворимы в жирах. Основной путь введения – внутривенный, но некоторые при-
нимаются и внутрь. Деполяризующие миорелаксанты при контакте с рецепторами
вызывают стойкую деполяризацию мембраны синапса, сопровождающуюся крат-
ковременным хаотичным сокращением мышечных волокон (фасцикуляции), пе-
реходящим в миорелаксацию. Метаболизируются БХЭ, выводятся почками. Сами
обладают высокой токсичностью, причем эффективного антидота нет. Недеполя-
ризирующие миорелаксанты блокируют рецепторы и мембранные каналы без их
открытия, не вызывая деполяризацию. Антидотом является прозерин (неостиг-
мин, связывается с анионным и эстеразным центрами АХЭ, обратимо экранируя
их от ацетилхолина), который вводится внутривенно, а за 2–3 мин перед его при-
менением для нивелирования побочных эффектов самого прозерина вводится
атропин. Все это осложняет возможность их применения при отравлении ОФ.
Кроме того, декураризация противопоказана при глубоком мышечном блоке и лю-
бом нарушении водно-электролитного баланса. А если действие прозерина кончает-
ся раньше, чем действие миорелаксанта, то может произойти рекураризация – воз-
обновление миорелаксации из-за активации холинэстеразы. При одновременном
применении диазепама с миорелаксантами увеличивается риск возникновения ап-
ноэ. Одно из наиболее серьезных осложнений при применении миорелаксантов,
главным образом деполяризующих (сукцинилхолин), – злокачественная гипертер-
мия, которая часто заканчивается летальным исходом [224–227]. Но даже в отсут-
ствие летального исхода возможны такие осложнения, как миопатия, рабдомио-
лиз, аритмия, нарушения в системе гемостаза [227, 228]. Злокачественная гипер-
термия может возникать как один из сопутствующих или даже патогномоничных
признаков злокачественного нейролептического синдрома через 12–13 дней после
острого отравления ОФ с применением классической антидотной терапии, вклю-
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чающей в себя атропин и реактиватор пралидоксим, и через 5–6 дней после вос-
становления уровня (активности) холинэстераз [229]. Само по себе отравление ОФ
обычно обусловливает снижение температуры тела в первые дни после отравления,
так что гипертермия является одним из возможных последствий не самого по себе
острого отравления ОФ, но применяемом при остром отравлении атропином, т.е.
типичной ятрогенной патологией [230, 231]. Атропин в сочетании с галоперидолом
является базовым компонентом модели злокачественного нейролептического син-
дрома на животных [232]. Такого рода ятрогенная патология лишь недавно стала
предметом серьезных обсуждений в научной литературе [233]. В токсикологии ор-
ганофосфатов это состояние практически не изучено, а вопрос о модификации ан-
тидотной терапии с учетом возможных последствий самой терапии даже не постав-
лен, т.к. главной задачей терапии острых отравлений была и остается выживае-
мость организма.

В более поздней работе лаборатории Deshpande представлены некоторые дан-
ные токсикологических экспериментов in vivo с применением POX и DFP в каче-
стве токсикантов [178]. Блокада антагонистами RyR, такими как дантролен, кари-
сбамат и леветирацетам, снижала обусловленное эпистатусом Ca2+-плато и обес-
печивала значительную нейропротекцию. Никаких, однако, коэффициентов
защиты терапевтических комплексов с применением дантролена авторы не полу-
чили, да и задачи такой они как будто и не ставили. Дозировка ОФ в их экспери-
ментах составляла 1.5 ЛД50, атропин и пралидоксим вводили сразу после отравле-
ния, тогда как мидазолам (препарат короткого действия класса бензодиазепинов,
аналог диазепама) и другие компоненты терапии, в т.ч. дантролен, вводили через
час после отравления, т.е. на фоне уже наблюдаемого эпистатуса. Чрезвычайно вы-
сокую дозу дантролена, 10 мг/кг, вводили крысам внутрибрюшинно в виде водного
раствора, предварительно нагретого и обработанного в ультразвуковой бане (сони-
каторе). Особенности токсикологической модели авторы объясняют необходимо-
стью имитации реальной обстановки, когда нет возможности оказания экстренной
помощи, а медицинская бригада прибывает через час. Такое объяснение вряд ли
может считаться приемлемым. Во-первых, введение атропина и пралидоксима в
таком случае было бы невозможным, а если оно все-таки возможно, что тогда ме-
шает одновременно ввести противосудорожные препараты и предотвратить разви-
тие эпистатуса? Во-вторых, трудно себе представить использование соникатора
бригадой скорой помощи в полевых условиях.

Противоэпилептический препарат леветирацетам является ингибитором белка
SV2А синаптических везикул [234], ингибирует глутамат-индуцированную эксай-
тотоксичность [235], что может быть опосредовано ингибированием CICR в ней-
ронах через RyR и IP3-рецепторы [236, 237].

Судороги и воспалительные процессы
В последние годы внимание стали уделять компонентам адъювантной терапии,

направленным на предотвращение воспалительных реакций. Дело в том, что за-
пуск эксайтотоксического каскада обычно сопряжен с воспалением и оксидатив-
ным стрессом, преимущественно в постсинаптических холинергических волокнах;
это сопряжено с повышением экспрессии бета1-интегрина в пре- и постсинапти-
ческих холинергических и близлежащих глутаматергических волокнах, а также с
активацией в них циклооксигеназы-2 (СОХ2) [181, 238]. Подсчет лейкоцитов у па-
циентов, пострадавших от острых отравлений ОФ, выявил очень высокие метроло-
гические характеристики этого метода при прогнозировании смертности: чувстви-
тельность 60%, специфичность 76% и отрицательная прогностическая значимость
85% при количестве лейкоцитов более 12000/мкл, а также чувствительность 30%,
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специфичность 95% и отрицательная прогностическая значимость 80% при коли-
честве лейкоцитов более 15000/мкл [239]. Циклооксигеназа-1 (СОХ1) конститу-
тивно экспрессирована во всем организме и участвует во многих физиологических
функциях, включая поддержание целостности желудочно-кишечного тракта [240],
тогда как СОХ2 активируется в ответ на повреждение или судороги, в том числе
при остром отравлении ОФ [241, 242]. В модели на крысах показан позитивный ре-
зультат применения TG6-10-1, селективного антагониста EP2 (рецептора проста-
гландина E2), активация которого является следствием активации СОХ2. Введение
шести однократных доз TG6-10-1 в течение 2–3 дней после отравления DFP уско-
ряет функциональное восстановление, ослабляет нейродегенерацию гиппокампа,
нейровоспаление, глиоз, нарушение целостности ГЭБ и предотвращает когнитив-
ный дефицит, не блокируя при этом сам эпистатус [181].

Одним из критериев целостности ГЭБ является его высокая селективность по
отношению к белкам плазмы крови, в частности к альбумину. Когда целостность
ГЭБ не нарушена, альбумин практически отсутствует в паренхиме головного моз-
га. Однако альбумин был обнаружен в коре головного мозга мышей через четыре
дня после эпистатуса, вызванного пилокарпином [243–245]. Аналогично, повыше-
ние уровня альбумина примерно в четыре раза было выявлено в головном мозге
крыс, пребывающих в состоянии эпистатуса после отравления DFP [181]. Однако
пилокарпин не приводит к появлению альбумина в головном мозге мышей, нока-
утных по СОХ2 в главных нейронах переднего мозга [244]. Введение TG6-10-1, ан-
тагониста EP2, через 4 и 24 ч после начала судорожного синдрома также предотвра-
щает экстравазацию альбумина в кору головного мозга мышей [243].

В то же время применение нестероидных противовоспалительных препаратов
(НПВП) во время судорог оказалось неэффективным или даже вредным. Оказа-
лось, что повышенные уровни простагландина Е2 (PGE2) играют положительную
роль сразу после судорог, вызванных ОФ, так что раннее ингибирование продук-
ции PGE2 противопоказано [246]. После прекращения судорог ибупрофен, селек-
тивный ингибитор COX2 нимесулид и ингибитор фосфолипазы A2 (PLA-2) хина-
крин частично эффективны в снижении маркеров воспаления головного мозга.
Эти результаты свидетельствуют о том, что активация СОХ2 и рецепторов EP2 ини-
циирует нарушение целостности ГЭБ, а предотвращение активации сигнального пу-
ти COX2/EP2 может быть перспективным средством контроля целостности ГЭБ.

РАЗРАБОТКА ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ МОДЕЛИ ДЛЯ ПОИСКА
НЕМЕДИКАМЕНТОЗНЫХ СРЕДСТВ РЕГЕНЕРАТИВНОЙ ТЕРАПИИ

Как было сказано выше, одна из наиболее сложных и в наименьшей степени ре-
шенных проблем – предупреждение отставленной патологии. Продолжительные
судороги, развивающиеся при остром отравлении, обусловливают поражение мин-
далины, пириформной коры, гиппокампа, коры, таламуса и хвостатого ядра [247].
Эффективность применения противосудорожных препаратов зависит от многих
факторов, а в случае даже небольшой передозировки наиболее популярных и в це-
лом достаточно эффективных бензодиазепинов они могут усилить токсический
эффект в токсикогенную фазу или привести к возобновлению судорог (эпистатус)
в соматогенную фазу отравления. Менее популярный вальпроат может стать при-
чиной идиосинкратического и/или токсического гепатита [248]. Вариантов, пред-
лагаемых в качестве альтернативы бензодиазепинам и вальпроату, немного, порой
они бывают довольно экзотичными, как, например, уретан в экспериментальной
модели отравления ФОС на крысах [249], так что перспектива их использования
для человека вызывает большие сомнения. Дело в том, что с точки зрения токсико-
логии ОФ главной биохимической особенностью грызунов, которую необходимо
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принимать во внимание при изучении механизмов действия не только ФОС, но и
карбаматов, к коим относится уретан, является наличие в плазме крови карбоксил-
эстеразной активности. В плазме крови человека, обезьян и полорогих парноко-
пытных (к коим относятся важнейшие сельскохозяйственные животные – коровы,
овцы, козы) практически нет карбоксилэстераз (КЭ) [250]. Подавление активности
КЭ плазмы крови грызунов может в значительной степени повысить адекватность
экспериментальных моделей. Для этого иногда используют нокаутных (ES1–/–)
мышей [251]. Нокаутные крысы, однако, не выведены вследствие технической
сложности и дороговизны технологии. Применение специфических ингибиторов
КЭ является гораздо более простым и доступным методом, который, однако, при-
менялся в очень ограниченных масштабах: динамика возникновения оставленных
последствий острого отравления ОФ на фоне подавления активности КЭ плазмы
крови крыс практически не изучена. Более того, даже без предварительного подав-
ления активности КЭ последствия острого отравления ОФ изучали в ограничен-
ных временных интервалах и, как правило, с использованием небольшого перечня
показателей [252]. Ранее мы разработали две токсикологические модели острого
отравления крыс ФОС на примере РОХ с предварительным ингибированием КЭ
эквитоксическими дозами самого РОХ (группа РОХ2х) и более специфического
ингибитора карбоксилэстераз – 2-(о-крезил)-4Н-1,3,2-бензодиоксафосфорин-2-
оксида (CBDP, группа СВРОХ) [253, 254].

В поисках средств предупреждения отставленной патологии в последнее время
стали уделять внимание нутрицевтикам, биологически активным веществам при-
родного происхождения, как правило, компонентам продуктов питания, действие
которых проявляется не сразу, но при продолжительном приеме, иногда в составе
так называемого функционального питания [255–257]. В экспериментах с ОФ
установлены превентивные эффекты омега-3-полиненасыщенных жирных кислот
[258], экстракта корня имбиря Zīngiber officināle [259] и полифенолов Parquetina ni-
grescens, представителя семейства Кутровых [260]. Представляет интерес действие
полифенолов декофеинизированного зеленого чая Camellia sinensis (ЭЗЧ) в силу
его плейотропных эффектов посредством активации “сигнального хаба” PGC-1α
(коактиватор 1-альфа гамма-рецептора, активируемого пероксисомными проли-
фераторами) и различных изоформ PPAR (рецепторы, активируемые пероксисом-
ными пролифераторами), что позволяет использовать этот нутрицевтик в целях
профилактики заболеваний, ускорения регенеративных процессов в спортивной
медицине [261, 262], однако перспективы применения ЭЗЧ в токсикологии изуче-
ны очень слабо, а в токсикологии ФОС не изучены вообще. Трудности изучения
эффектов нутрицевтиков частично обусловлены тем, что вещества фосфороргани-
ческой природы обладают различными токсикокинетическими характеристиками,
а потому имеют различный спектр молекулярных и клеточных мишеней. Другая,
более весомая причина состоит в отсутствие критериев диагностики на дальних
сроках после отравления, когда уровень или активность холинэстераз не отличается от
нормы, а дорогими химико-аналитическими методами, даже если они доступны,
невозможно определить аддукты ОФ с белками крови. Развитие метаболомики да-
ло некоторую надежду на решение проблемы диагностики на поздних стадиях ин-
токсикации, однако сложность методологии и малодоступность инструментальной
базы, наряду с неоднозначными и порой малопонятными для практического врача
выводами существенно снижает уровень оптимизма [263]. Можно отметить общие
тенденции изменения комплекса биохимических показателей: помимо холинэсте-
раз крови, активность аминотрансфераз и γ-глутамилтрансферазы являются био-
химическими маркерами интоксикации в течение первой недели после острого
отравления высокотоксичными ФОС, тогда как уровень креатинина и мочевины
можно рассматривать как неспецифические маркеры отравления на более позд-
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них сроках [264]. Установлены изменения в показателях углеводного и жирового
обмена крыс на разных сроках после отравления POX [253]. Комбинация отдель-
ных показателей (биомаркеров) составляет комбинаторный биомаркер, который
по сути является формализованным представлением некоего синдрома, для иден-
тификации которого обычно применяют многопараметрический анализ [265]. Для
определения паттерна показателей, составляющих комбинаторный биомаркер,
требуется применение методов биоинформатики, которые еще нужно должным
образом адаптировать для работы с многомерным пространством данных. Одной
из задач наших исследований состояла в разработке алгоритма поиска новых ком-
бинаторных биомаркеров, с помощью которых можно было бы определять эффек-
тивность ЭЗЧ (либо других немедикаментозных препаратов) в качестве профилакти-
ческого средства, ускоряющего регенерацию организма крыс в экспериментальных
моделях острого отравления РОХ с применением CBDP в качестве специфического
ингибитора КЭ [266]. Мы оптимизировали предложенный ранее алгоритм поиска
комбинаторных биомаркеров по методу ветвей и границ [267], что позволило не
только повысить статистическую значимость межгрупповых и/или временных от-
личий, но и сформировать синдромальные комплексы за счет кластеризации фи-
зиолого-биохимических показателей. Последнее может послужить существенным
дополнением методического или даже методологического характера к экспери-
ментальным исследованиям, проводимым на разных видах животных, с последую-
щей более адекватной интерпретацией полученных данных применительно к чело-
веку (трансляционная медицина).

Детали и результаты эксперимента описаны ранее [266]. Здесь кратко отметим,
что ЭЗЧ обусловливает снижение индексов атерогенности, а также позитивную
динамику комбинаторных индексов за счет изменения уровней альбумина, триг-
лицеридов, орозомукоида, мочевой кислоты, баланса клеток иммунной системы,
способствуя регенерации организма после острого отравления РОХ. В общей
сложности нами было получено 18 новых индексов с высоким уровнем чувстви-
тельности и специфичности, из которых достаточно подробно проанализированы
два – CI2 и CI18. Индекс CI18 имеет очень высокую чувствительность и макси-
мальную специфичность (0.91 и 0.95 соответственно), его динамика позволяет го-
ворить о мобилизации в группах отравленных животных гемопоэза и эритропоэза,
иммуно- и эндотелиогенеза (хотя о последнем можно судить лишь по косвенным
признакам), смещении баланса белок-синтезирующей функции печени в пользу
липопротеинлипаз, баланса клеточного и гуморального, специфического и неспе-
цифического звеньев иммунитета. У крыс, принимавших ЭЗЧ в составе спецкорма
(стандартный гранулированный корм, в который ЭЗЧ внесен в качестве добавки
при размельчении с последующим регранулированием), изменения индекса CI18
более выражены по сравнению с крысами, принимавших обычный корм, а в группе
РОХ2х + ЭЗЧ отличия от группы СВРОХ + ЭЗЧ имеют статистическую значимость
на всех временных интервалах проведения исследований, что можно объяснить гепа-
тотоксическим действием CBDP, специфического ингибитора КЭ, несколько сни-
зившим регенеративный потенциал ЭЗЧ. Выбранная нами мультимаркерная страте-
гия поиска комбинаторных индексов с переводом их в цифровой формат повышает
ценность экспериментов с крысами и другими видами лабораторных животных,
т.к. по своей сути является интегративной, отражая как специфические, так и не-
специфические для разных видов животных адаптационные или дезадаптацион-
ные изменения. Результаты данной работы могут внести вклад в дальнейшее раз-
витие трансляционной медицины, а также выявить особенности функциональных
взаимосвязей в экстремальных условиях у разных видов животных.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ. ПЕРСПЕКТИВЫ ДАЛЬНЕЙШИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

При изучении механизмов и эффектов воздействия ОФ на организм человека и
животных приходится иметь дело с совокупностью проблем, одни из которых дав-
но являются, а другие могут стать самостоятельными научными дисциплинами на
ближайшие годы. В первую очередь, это сугубо токсикологические проблемы ан-
тидотной терапии острых отравлений, диагностики и предупреждения отставлен-
ных последствий, аналитического поиска химических и биологических маркеров
острого или хронического отравления. Кроме того, это проблемы из области
“гражданской” медицины, такие как нарушения холинергической регуляции при
аутоиммунных и нейродегенеративных заболеваниях, а также при некоторых пи-
щевых отравлениях. Особое положение по отношению к первым двум категориям
занимают проблемы экспериментальной биологии и трансляционной медицины,
суть которых состоит в разработке новых и адекватном использовании имеющихся
экспериментальных моделей in silico, in vitro, in vivo с тем, чтобы минимизировать
использование животных и более эффективно “транслировать” полученные дан-
ные в область практической медицины. Лейтмотивом работ в этой области может
послужить фрагмент названия одной из ранних публикаций: “человек не есть
большая крыса” [268].

В предыдущих разделах были рассмотрены четыре основных варианта развития
патологических отклонений в результате нейротоксического действия ОФ: холи-
нергический синдром, промежуточный синдром, ОФИП и ХФР. Первые три из
них в значительной степени зависят от тяжести отравления, так что уже по этой
причине разработке антидотной терапии уделялось и продолжает уделяться боль-
шое внимание в научных исследованиях. В то же время наметился определенный
кризис на пути поиска более эффективных препаратов или терапевтических ком-
плексов, особенно в части предупреждения оставленной патологии, развивающей-
ся в случае выживания организма при остром отравлении сублетальными или даже
летальными дозами яда с последующим применением средств терапии и проведе-
нием реанимационных мероприятий. На наш взгляд, такое состояние дел обуслов-
лено двумя причинами. Первая – пробелы в понимании механизмов взаимодей-
ствия ОФ не с основными мишенями – холинэстеразами (в первую очередь и глав-
ным образом с АХЭ), а с мишенями вторичными, на этапе, предшествующем их
взаимодействию с АХЭ. Т.е. это элемент токсикокинетики ОФ. Вторая причина –
это пробелы в понимании молекулярно-клеточных механизмов развития отстав-
ленной патологии, это уже важнейший элемент токсикодинамики. В значительной
степени решение проблем “второго рода” связано с выяснением роли эндотелия в
развитии как эпистатуса, так и отдаленных нейродегенеративных заболеваний.

Изучение препаратов природного происхождения, способствующих восстанов-
лению организма при острых отравлениях бытовыми и промышленными токси-
кантами, является задачей не только токсикологии, но также информатики как
важнейшего инструмента развития методологии системного анализа. Для решения
задач поиска новых биомаркеров в качестве основной эвристики мы применили
принципы аналитической комбинаторики и разработали алгоритм поиска комбина-
торных биомаркеров по методу ветвей и границ, который включает в себя четыре ос-
новных этапа и реализован на языке Python. Это позволило повысить статистиче-
скую значимость межгрупповых и/или временных отличий, сформировать синдро-
мальные комплексы за счет кластеризации физиолого-биохимических показателей.
Последнее может послужить существенным дополнением к экспериментальным ис-
следованиям, проводимым на разных видах животных, с последующей более адек-
ватной интерпретацией полученных данных применительно к человеку.
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Что касается решения проблем “первого рода”, эффективность существующей
антидотной, симптоматической и профилактической терапии можно повысить за
счет усиления детоксикации ОФ на первом этапе поступления яда в организм — в
кровеносном русле; это позволит уменьшить токсическое действие ОФ на АХЭ
нервно-мышечных и нейрональных синапсов и избежать отставленных эффектов
отравления. В настоящее время исследования, связанные с разработкой средств
детоксикации ОФ на первом этапе поступления яда в организм, направлены в ос-
новном на получение рекомбинантных биочистильщиков: бутирилхолинэстеразы
для стехиометрического и параоксоназы для каталитического взаимодействия с
ОФ [269–271]. Несмотря на огромные затраты, связанные с разработкой биочи-
стильщиков, перспективы получения на их основе эффективных и применимых на
практике средств антидотной терапии весьма туманны, поскольку для достижения
желаемого эффекта требуется существенная “перекройка” ферментов на атомар-
ном уровне [272, 273]. Высокоаффинное связывание ОФ в кровеносном русле можно
также обеспечить с помощью ДНК- или РНК-аптамеров, представляющих собой
короткие нити олигонуклеотидов [274]. Основная сложность в подборе аптамеров
к ОФ состоит в том, что молекулы этих токсических веществ часто имеют схожую
структуру. Это затрудняет выбор аптамера, который не просто хорошо связывает
молекулу ОФ, но связывает ее с высокой специфичностью [275, 276]. Существуют
и трудности в методологии, связанные с тем, что молекула аптамера в разы больше,
чем молекула отравляющего вещества. Что касается возможности направленного
воздействия на альбумин для усиления терапии отравления ОФ, основные преиму-
щества этого подхода следующие: 1) альбумин является основным транспортным
белком крови и его концентрация в плазме крайне высока, 2) трехмерная структура
альбумина достаточно лабильна и легко подвержена аллостерической модуляции,
3) альбумин может связывать практические все биоактивные вещества, а влиять на
его активность можно доступными и дешевыми соединениями.

До недавнего времени альбумин не был в поле зрения токсикологов и фармако-
логов, занимающихся вопросами токсикологии органофосфатов. Было известно,
что распределение ОФ по органам и тканям организма хорошо коррелирует (0.8) с
их коэффициентами распределения (LogP) [277], но при этом основным “депо”
ОФ с высоким LogP в крови считались эритроциты [278]. Однако наши данные
свидетельствуют о высокой степени сродства ОФ к белкам плазмы крови [279]. Ре-
зультаты предварительных расчетов in silico и экспериментов in vitro позволяют сде-
лать вывод о том, что с помощью эндогенных и экзогенных лигандов альбумина
возможно регулировать эффективность взаимодействия альбумина с ОФ. Другой
вопрос, что в условиях in vivo качество этой модуляции зависит от многих факторов
и не в последнюю очередь от количественного соотношения модуляторов и ОФ.
Наши данные позволяют предположить, что позитивный результат с точки зрения
выживания при остром отравлении ОФ можно получить лишь в случае менее ток-
сичных ОФ с более высокой аффинностью к альбумину. Например, меньшая ток-
сичность одних ОФ по сравнению с другими может быть связана не только с мень-
шей ингибиторной активностью в отношении холинэстераз, но также с повышен-
ной аффинностью к сайтам Садлоу альбумина [280].

Кроме того, недостаточно изучено влияние воспалительных процессов на раз-
витие как острой интоксикации, так и оставленной патологии. С одной стороны,
обратимые ингибиторы АХЭ (донепезил, галантамин, гуперзин, неостигмин, пи-
ридостигмин) в нетоксических дозах обусловливают повышение уровня ацетилхо-
лина, который не только повышает холинергический статус организма, но также
иммунный и противовоспалительный потенциал при БА, миастении и ряде других
[281]. С другой стороны, тяжелая интоксикация самыми разными препаратами, в
том числе органофосфатами, обычно сопровождается развитием воспалительного
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и оксидативного стресса, рекрутингом лейкоцитов, а также активацией протеаз,
усилением катаболических процессов, дисбактериозом и, как следствие, развити-
ем гипераммониемии, обусловленной интенсификацией поступления аммиака из
желудочно-кишечного тракта в бассейн каудальной полой вены в обход печени
(трансперитонеальная диффузия) и отставанием синтеза глутамина и мочевины в
печени от поступления аммиака в бассейн воротной вены [282–285]. Увеличение
пула аммиака в просвете пищеварительного тракта и плазме крови отягощает ин-
токсикацию и “обогащает” ее проявления симптомами острого отравления солями
аммония. 15 лет назад в лаборатории Виноградова был открыт феномен усиления
ионами аммония генерации пероксида водорода в митохондриях [286]. Таким об-
разом, гиперактивация клеточного звена иммунной системы, оксидативный стресс
и гипераммониемия являются компонентами танатогенеза при острой интоксика-
ции ОФ. В связи с этим при разработке более эффективного антидотного комплек-
са необходимо использовать адъюванты, т.е. вспомогательные компоненты, кото-
рые не только могут повысить индекс защиты базового комплекса, но и ускорить
регенерацию, обеспечить полноту терапевтического эффекта. Ранее мы предполо-
жили, что основными компонентами адъювантной терапии может стать блокатор
рианодиновых рецепторов дантролен в сочетании с противовоспалительным пре-
паратом гидрокортизоном, известным глюкокортикостероидом с выраженным
быстродействующим противовоспалительным, антиэкссудативным (противоотеч-
ным), десенсибилизирующим (антиаллергическим), иммунодепрессивным, про-
тивошоковым и антитоксическим действием [287]. Несмотря на возможные
осложнения, отмеченные при использовании гидрокортизона и других глюкокор-
тикоидов в терапии ряда критических состояний (например, геморрагический
шок, черепно-мозговая травма), особенно в ветеринарной практике, анализ таких
случаев свидетельствует о всегда существующей вероятности ятрогенных послед-
ствий в случае применения препаратов без должного учета их плейотропного действия
[288]. В то же время имеются примеры разумного сочетания глюкокортикоидов с, ка-
залось бы, “нейтральными” витаминами, результатом чего стало существенное по-
вышение терапевтической эффективности глюкокортикоидов благодаря выявлен-
ным эффектам синергизма или потенцирования [289]. К числу базовых компонентов
адъювантной терапии, безусловно, можно отнести диазепам, известный транкви-
лизатор анксиолитического, седативного, противосудорожного и центрального
миорелаксирующего действия. В поисках возможного “усилителя” центрального
или миорелаксирующего эффекта, помимо дантролена, был использован мидо-
калм, который показан к применению при таких заболеваниях, как спинномозго-
вые и церебральные параличи, сопровождающиеся мышечным спазмом и кон-
трактурой конечностей, при экстрапирамидных расстройствах (постэнцефаличе-
ский и атеросклеротический паркинсонизм), при эпилепсии, энцефалопатии
сосудистого генеза и некоторых других состояниях или заболеваниях. Каптоприл,
ингибитор ангиотензин-превращающего фермента, экспрессируемого эндотели-
альными клетками (преимущественно в легких), также вошел в число возможных
компонентов комплексной адъювантной терапии, как на основании собственных
данных о его эффективности при критических состояниях токсического генеза,
так и данных зарубежных авторов, свидетельствующих о способности каптоприла
снижать вероятность желудочковых фибрилляций и интенсивность воспалитель-
ных реакций [290, 291]. ТАК-242 – относительно новый препарат, механизм дей-
ствия которого состоит в блокаде Toll-подобных рецепторов 4-го типа, экспресси-
руемых, в том числе, клетками эндотелия. Его эффективность в терапии септических
состояний весьма противоречива, хотя существует возможность его применения в
комплексной терапии менее генерализованных воспалительных заболеваний и ин-
сулиновой резистентности [292, 293].
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Эти принципы и подходы системного характера выходят далеко за рамки соб-
ственно токсикологических исследований, так как полученные данные могут ока-
заться весьма полезными при разработке новых или модификации существующих
средств профилактики/терапии известных нейродегенеративных заболеваний,
развивающихся с возрастом вне всякой связи с воздействием органофосфатов.
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Organophosphates (OP) are one of the most common neurotoxic xenobiotics. In acute
OP poisoning, as a result of suppression of synaptic acetylcholinesterase (AChE) activi-
ty, a cholinergic syndrome develops, which can transform into status epilepticus. Within
a few days after acute poisoning, the so-called an intermediate syndrome can develop,
which is associated with prolonged inhibition of AChE, desensitization of nicotinic re-
ceptors, and functional degradation of synapses and muscle fibers. In 10–20 days after a
single acute or repeated subacute poisoning, OP-induced delayed polyneuropathy
(OPIDN) can develop – a neurodegenerative disease, the signs of which are ataxia, loss
of function of the distal sensory and motor axons of peripheral nerves. The occurrence of
a neuropsychiatric disorder (NPD) caused by chronic exposure to relatively low-toxicity
organophosphorus compounds is usually not associated with acute poisoning; symp-
toms include cognitive impairment, chronic fatigue, and extrapyramidal symptoms. The
list of possible diseases or pathological conditions (syndromes) that develop as a result of
acute, subacute or chronic effects of OP on the human body has expanded in recent
years due a number of known neurodegenerative diseases (Alzheimer’s, Parkinson’s,
multiple sclerosis, etc.). The aging of the body in general and the aging of the brain in
particular are considered in the review from the point of view of the consequences of OP
poisoning, which can serve as a nonspecific trigger of aging and related neurodegenera-
tive diseases. Gulf syndrome is not a consequence of OP intoxication, but is also of inter-
est and is considered in the context of OP-induced pathology, since its etiology and
pathogenesis are associated with the exposure to cholinesterase inhibitors. The review
presents data indicating the important role of the vascular endothelium in the develop-
ment of OP-induced pathology; The first suggestions were made by clinicians in the late
1980s, and the first experimental data were obtained in the early 2000s. The principles of
therapy for acute poisoning are outlined, taking into account experimental data from re-
cent years. Some methods for studying OP in experiments in vitro, ex vivo and in vivo
with laboratory animals, including the use of carboxylesterase inhibitors, are presented.
The most important part of in vivo investigations has been and remains the search for
new biomarkers to assess the effectiveness of adjuvant and regenerative therapies.

Keywords: organophosphates, cholinesterase, cholinergic syndrome, status epilepticus,
neurodegenerative diseases, aging, endothelium
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Ключевым фактором поддержания целостности слизистой оболочки желудка яв-
ляется ее нормальное кровоснабжение, в связи с этим использование препаратов,
улучшающих его, в том числе за счет позитивного влияния на реологические
свойства крови, востребовано для лечения язвенной болезни желудка. К таким
препаратам относится антикоагулянт гепарин. Цель работы – изучить влияние ге-
парина на формирование и заживление язв желудка, индуцированных аппликаци-
ей 60%-ной уксусной кислоты на его слизистую оболочку, у крыс, оценив при
этом возможный риск кровотечения. После аппликации уксусной кислоты
(0 день) площадь язв желудка оценивали на 4-й день (формирование язв) и 7-й день
(заживление язв). Для оценки влияния на формирование язв гепарин
(1000 МЕ/кг/день, подкожно) вводили с 0-го по 3-й день, на заживление – с 4-го
по 6-й день после аппликации кислоты. Для проверки возможного кровотечения
под влиянием гепарина тестировали уровень гемоглобина в крови до апплика-
ции кислоты (базальный), на 4-й и 7-й день после аппликации. Степень кровоте-
чения оценивали на основании относительного снижения уровня гемоглобина.
Введение гепарина приводило к уменьшению средней площади язв как на 4-й,
так и на 7-й день по сравнению с таковой у контрольных крыс (растворитель ге-
парина). У контрольных крыс как на 4-й, так и на 7-й день уровень гемоглобина
был снижен по сравнению с соответствующим базальным. Гепарин не влиял на
уровень гемоглобина на 4-й день, но потенцировал снижение среднего уровня
гемоглобина на 7-й день, увеличивая количество животных, имеющих большее
относительное снижение уровня гемоглобина по сравнению с соответствующей
контрольной группой. Таким образом, гепарин может оказывать гастропротек-
тивное действие, проявляющееся как в ослаблении формирования язв, так и
ускорении их заживления, однако при этом существует риск кровотечения при
заживлении язв.

Ключевые слова: язва желудка, гастропротекция, гепарин, антикоагулянт, крово-
течение, крыса
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Проблема язв желудочно-кишечного тракта остается актуальной для клиници-
стов, поскольку за последние десятилетия, несмотря на успехи фармакотерапии,
частота осложнений язвенной болезни существенно не снизилась [1]. Это относит-
ся как к хроническим, так и к острым язвам. К развитию острых язв могут приво-
дить нестероидные противовоспалительные препараты (НСПВП) [2–7] и различ-
ные стрессорные воздействия [8–12]. Острые язвы часто возникают у больных с
шоком, сепсисом, острой почечной недостаточностью, ожоговой болезнью, целым
рядом других заболеваний, которые требуют лечения в отделениях реанимации.
У пациентов, находящихся в критическом состоянии в отделениях реанимации,
частота эрозивно-язвенного поражения может достигать 75–100%. Вероятность
кровотечений из стрессорных язв у этой категории больных по данным различных
авторов может составлять от 1.5 до 25% [11, 13–16]. Стрессорные язвы могут играть
фатальную роль у больных с критическими состояниями. Высокая частота случаев
эрозивно-язвенных поражений желудочно-кишечного тракта у пациентов, находя-
щихся в тяжелом состоянии, является отражением ответа организма в целом [1, 17,
18], отражением того, что в тяжелой для организма ситуации желудок “отдается на
заклание”, и хорошо согласуется c представлением, что изначальная причина яз-
вообразования может находиться вне желудка [19]. Для язвенной болезни харак-
терно возникновение рецидивов и осложнений, таких как пенетрация язвы, пило-
родуоденальный стеноз, малигнизация язвы желудка. Кровотечение и перфорация
могут быть осложнением не только хронических, но и острых язв. Данные ослож-
нения непосредственно угрожают жизни больных.

В связи с тем, что нормальное кровоснабжение слизистой оболочки желудка яв-
ляется ключевым фактором, обеспечивающим поддержание ее целостности, а его
нарушение приводит к повреждению слизистой оболочки [1, 13, 20–23], становится
очевидной необходимость изучения влияния на слизистую оболочку препаратов,
улучшающих ее кровоснабжение за счет позитивного влияния на реологические
свойства крови и микроциркуляцию. По этой причине лечебные и профилактиче-
ские препараты, влияющие на реологические свойства крови, могут быть дополни-
тельно проанализированы в экспериментальных условиях с целью проверки их
возможного гастропротективного действия. Хотя вопрос об использовании анти-
коагулянтов для профилактики и лечения язв желудочно-кишечного тракта под-
нимался, однако он не является решенным.

Гепарин является антикоагулянтом прямого действия, соответственно он влияет
на реологические свойства крови [24]. Нефракционированный стандартный гепа-
рин и низкомолекулярные гепарины в основном используются для лечения и про-
филактики тромбоэмболических осложнений, при нестабильной стенокардии и
остром инфаркте миокарда, в области гематологии, трансфузионной медицины,
кардиохирургии [25–27]. В последние годы в условиях пандемии COVID-19 пря-
мые антикоагулянты активно используются для лечения пациентов с новой коро-
навирусной инфекцией [27, 28]. Несмотря на продолжительную историю изучения
и применения в медицине, многие эффекты гепарина еще малоизвестны и соот-
ветственно мало используются в клинической практике [27]. Среди рутинных по-
казаний для использования данных препаратов отсутствуют язвы желудочно-ки-
шечного тракта.

Исходя из того, что язвы желудочно-кишечного тракта остаются серьезной кли-
нической проблемой, о чем авторы статьи хорошо знают на основании своего кли-
нического опыта [29–31], ими было инициировано изучение возможности исполь-
зования гепарина в качестве одного из новых подходов к профилактике и лечению
язв желудка. Выяснение вопроса о влиянии гепарина на формирование и заживле-
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ние язв желудка представляет интерес и с точки зрения дальнейшего изучения ме-
ханизмов гастропротекции, которыми давно и активно занимаются авторы статьи
[32–40].

Цель настоящей работы состояла в изучении влияния гепарина на формирова-
ние и заживление язв желудка, индуцированных аппликацией 60%-ной уксусной
кислоты на его слизистую оболочку (модель “kissing ulcers”), у крыс с оценкой воз-
можного риска кровотечения.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проводили на самцах крыс линии Спрейг-Доули массой тела
около 300 г. Животных акклиматизировали к стандартным условиям лабораторно-
го вивария (температура помещения 20–22°C, световой режим 12 ч : 12 ч, свобод-
ный доступ к воде и пище) за неделю до начала экспериментов. Работа выполнена
с использованием 119 крыс из Биоколлекции Института физиологии им. И.П. Пав-
лова РАН.

Было исследовано влияние гепарина на формирование и заживление язв желудка,
индуцированных аппликацией 60%-ной уксусной кислоты на слизистую оболочку
желудка по методу Okabe (модель “kissing ulcers) [41] с модификацией Л.П. Фила-
ретовой [42]. Аппликация уксусной кислоты на слизистую оболочку желудка осу-
ществлялась у наркотизированных крыс, которые были лишены пищи за 24 ч до
операции. Для анестезии использовали препараты Золетил®50 (Virbac SanteAni-
male, Франция, 15 мг/кг, 0.5 мл/кг, внутрибрюшинно) и Рометар (Биовета, Чеш-
ская Республика, 10 мг/кг, 0.5 мл/кг, внутрибрюшинно). После лапаротомии для
одновременной индукции двух язв пинцетом с кольцевым наконечником (диамет-
ром 9 мм) зажималась передняя и задняя стенка желудка в области пилорического
отдела. В просвет между браншами пинцета, с помощью иглы для инъекций (18-го ка-
либра) и шприца, вводили 60%-ную уксусную кислоту в объеме 0.2 мл. Не извлекая
иглы, через 40 с раствор кислоты удаляли, брюшную полость зашивали. После опе-
рации животные содержались при обычном режиме. Известно, в том числе и из на-
ших исследований [42, 43], что через 3–4 дня после аппликации уксусной кислоты
на слизистую оболочку желудка образуются две симметричные “целующиеся” яз-
вы по передней и задней стенкам желудка [41]. Со временем язвы заживают, осо-
бенно заметное заживление, определяемое по уменьшению площади язвенного де-
фекта, происходит в течение первой недели [41–43]. В связи с этим после апплика-
ции уксусной кислоты (0 день) площадь язв желудка оценивали на 4-й день
(временная точка для оценки формирования язвы) и на 7-й день (временная точка
для оценки заживления язвы)

Особенностью нашей работы является раздельная оценка влияния гепарина на
формирование язв и на заживление уже сформировавшихся язв. Для изучения вли-
яния на формирование и заживление язв гепарин (активное вещество: гепарин на-
трия, Велфарм, Россия, 5000 МЕ/мл) вводили многократно (до или после форми-
рования язв) в дозе 1000 МЕ/кг/день (0.2 мл/кг, подкожно). Доза гепарина была
выбрана на основании анализа данных литературы [44, 45]. Для оценки влияния на
формирование язвы гепарин вводили с 0-го по 3-й день (рис. 1), на заживление – с
4-го по 6-й день после аппликации уксусной кислоты (рис. 2).

Были проведены две серии экспериментов (эксперимент № 1 и эксперимент № 2).
В каждом эксперименте было две группы крыс: группа с введением гепарина и
контрольная группа с введением растворителя гепарина – физиологического рас-
твора.

В эксперименте № 1 исследовали влияние гепарина на формирование язв же-
лудка (рис. 1). Гепарин вводили ежедневно в течение 4 дней (с 0-го по 3-й день по-
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сле аппликации кислоты). Контрольным животным вводили физиологический рас-
твор в те же сроки и в том же объеме (рис. 1). Площадь язв оценивали на 4-й день по-
сле аппликации уксусной кислоты как у контрольных крыс (n = 28), так и у крыс с
предварительным введением гепарина (n = 27).

В эксперименте № 2 исследовали влияние гепарина на заживление уже сформи-
ровавшихся язв (рис. 2). Гепарин вводили ежедневно в течение 3 дней (с 4-го по
6-й день после аппликации уксусной кислоты). Контрольным животным вводили
физиологический раствор в те же сроки и в том же объеме. Площадь язв оценивали
на 7-й день после аппликации уксусной кислоты как у контрольных крыс (n = 32),
так и у крыс с предварительным введением гепарина (n = 28). Выбор данной вре-
менной точки обусловлен тем, что к седьмому дню после аппликации уксусной
кислоты уже четко была видна динамика репарации, но при этом полного зажив-
ления язв еще не происходило.

После декапитации крыс (на 4-й или 7-й день после аппликации уксусной кис-
лоты) желудки извлекали для оценки язвенного поражения. Площадь язвенных
повреждений оценивали на основании фотографий желудков с помощью модифи-
цированной компьютерной программы Image J [46]. В каждом желудке оценива-
лась средняя площадь двух “целующихся” язв.

Для оценки возможного кровотечения и степени выраженности (тяжести) кро-
вотечений из язв на фоне введения гепарина оценивали уровень гемоглобина в
крови, который определяли на спектрофотометре (Shimadzu UV-1240) гемигло-

Рис. 1. Схема эксперимента № 1: влияние гепарина на формирование язв желудка, индуцированных ап-
пликацией уксусной кислоты на его слизистую оболочку.

Heparin (l000 IU/kg/day) or vehicle (saline)

Anesthesia

Fasting 24 h Blood sampling 0 day 1 day 2 day 3 day 4 day

Acetic acid application Decapitation Blood sampling

Рис. 2. Схема эксперимента № 2: влияние гепарина на заживление язв желудка, индуцированных ап-
пликацией уксусной кислоты на его слизистую оболочку.

Heparin (l000 IU/kg/day) or vehicle (saline)

Anesthesia

Fasting 24 h Blood sampling 0 day 1 day 2 day 3 day 4 day 5 day 6 day 7 day

Acetic acid application Decapitation Blood sampling
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бинцианидным методом с помощью набора реагентов “Гемоглобин-Ольвекс”
015.013 (ООО “Ольвекс Диагностикум”). Содержание гемоглобина определяли в
крови, взятой из хвостовой вены, до начала операции у наркотизированных живот-
ных (базальный уровень) и на 4-й день (эксперимент № 1) или 7-й день (экспери-
мент № 2) после аппликации уксусной кислоты. На основании относительного
снижения уровня гемоглобина по сравнению с исходными значениями до опера-
ции оценивали степень выраженности кровопотери: 1-я степень (легкая) – сниже-
ние уровня гемоглобина до 20%; 2-я степень (средняя) – снижение уровня гемо-
глобина на 20–30%; 3-я степень (тяжелая) – снижение уровня гемоглобина более
чем на 30%.

Результаты представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего. Данные
проанализированы с помощью программы MedCalc 12.7.0.0. (Статистика для био-
медицинских исследований, MedCalcSoftware, Бельгия). Для анализа данных о
влиянии гепарина на уровень гемоглобина использовали двухфакторный дисперсион-
ный анализ для повторных измерений (Repeated measures ANOVA): фактор 1 – группа
(инъекция); фактор 2 – время). Для сравнения площадей язв после введения гепарина
или его растворителя использовали Kruskal–Wallis тест. Для сравнения частоты
проявления кровопотери легкой, средней и тяжелой степени выраженности после
введения гепарина или его растворителя использовали Chi-squared test. Различия
между группами считались достоверными при уровне значимости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние гепарина на формирование и заживление язв желудка,
индуцированных аппликацией уксусной кислоты

У контрольных животных, которым вводили растворитель гепарина (физиоло-
гический раствор), на 4-й день после аппликации 60%-ной уксусной кислоты на
слизистую оболочку желудка наблюдалось образование двух “целующихся” язв,
средняя площадь которых была около 45 мм2 (рис. 3) На 7-й день после апплика-
ции уксусной кислоты у контрольных животных происходило заживление язвен-
ного дефекта, о чем свидетельствовало уменьшение площади язв до 25 мм2 (рис. 4).
Ежедневное введение гепарина с 0-го по 3-й день после аппликации уксусной кис-
лоты (эксперимент № 1) приводило к уменьшению площади язв на 4-й день (га-
стропротективный эффект): средняя площадь язв в группе с введением гепарина
была достоверно меньше (p < 0.05) таковой у контрольных крыс, которым вводили
растворитель гепарина (рис. 3).

Введение гепарина после формирования язв, с 4-го по 6-й день после апплика-
ции уксусной кислоты (эксперимент № 2), вызывало уменьшение средней площа-
ди язв на 7-й день, что свидетельствовало об ускорении заживления язвы желудка.
Площадь язв в группе с введением гепарина была около 15 мм2, что достоверно
меньше (p < 0.05) таковой в контрольной группе (рис. 4).

Влияние гепарина на уровень гемоглобина в крови
и степень выраженности кровопотери

В условиях формирования язвы (на 4-й день после аппликации уксусной кислоты)
у контрольных крыс, которым вводили растворитель гепарина (физиологический
раствор), наблюдалось снижение уровня гемоглобина по сравнению с соответству-
ющим базальным уровнем до операции (рис. 5). Введение гепарина не влияло на
уровень гемоглобина, который был достоверно ниже по сравнению с соответству-
ющим уровнем до операции и не отличался от уровня у контрольных крыс после
введения растворителя (рис. 5). Следует отметить также, что в условиях формиро-
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вания язвы введение гепарина не приводило к увеличению количества животных,
имеющих сниженный уровень гемоглобина по сравнению с уровнем до операции.
Так, в эксперименте № 1 снижение уровня гемоглобина по сравнению с уровнем
до операции было обнаружено у 27 из 29 крыс, которым вводили гепарин, и у тако-
го же количества животных (у 27 из 29) в контрольной группе (у 2 крыс в каждой
группе снижение содержания гемоглобина не наблюдалось).

В условиях заживления язвы (на 7-й день после аппликации уксусной кислоты)
так же, как и в условиях ее формирования, уровни гемоглобина после введения ге-
парина или его растворителя (физиологического раствора) были снижены по срав-
нению с соответствующими базальными уровнями до операции (рис. 6). Однако в
условиях заживления язвы, в отличие от ее формирования, введение гепарина вы-
зывало большее снижение уровня гемоглобина по сравнению с уровнем у кон-
трольных животных (рис. 6), при этом введение гепарина не оказывало влияния на
количество случаев снижения уровня гемоглобина. В эксперименте № 2 снижение
уровня гемоглобина наблюдалось у 27 из 29 крыс в контрольной группе, и у 30 из
32 крыс в группе с введением гепарина (у 2 крыс в каждой группе снижение содер-
жания гемоглобина не промсходило).

Мы проанализировали влияние гепарина на частоту случаев возникновения
кровотечения различной степени выраженности как в условиях формирования язв

Рис. 3. Влияние гепарина на формирование язв желудка, индуцированных аппликацией 60%-ной ук-
сусной кислоты на слизистую оболочку (эксперимент № 1), на 4-й день после аппликации. (a) – сред-
няя площадь язв слизистой оболочки желудка на 4-й день после аппликации уксусной кислоты. * – До-
стоверность отличий при p < 0.05 от растворителя гепарина. Kruskal–Wallis test (H1,55 = 5.47, p = 0.01).
Количество крыс в группе n = 27–28. (b) – репрезентативные фотографии желудков на 4-й день после
аппликации уксусной кислоты у крыс с предварительным введением гепарина или его растворителя.
Стрелками указаны язвенные повреждения слизистой оболочки желудка, индуцированные аппликаци-
ей уксусной кислоты (kissing ulcers). Калибровка (внизу справа) 10 мм.
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Рис. 4. Влияние гепарина на заживление язв желудка, индуцированных аппликацией 60%-ной уксусной
кислоты на слизистую оболочку (эксперимент № 2), на 7-й день после аппликации. (a) – средняя пло-
щадь язв слизистой оболочки желудка на 7-й день после аппликации уксусной кислоты. * – Достовер-
ность отличий при p < 0.05 от растворителя гепарина. Kruskal–Wallis test (H1,60 = 12.86, p = 0.001). Коли-
чество крыс в группе n = 28–32. (b) – репрезентативные фотографии желудков на 7-й день после аппли-
кации уксусной кислоты у крыс с предварительным введением гепарина или его растворителя.
Стрелками указаны язвенные повреждения слизистой оболочки желудка, индуцированные аппликаци-
ей уксусной кислоты (kissing ulcers). Калибровка (внизу справа) 10 мм.
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Рис. 5. Средние уровни гемоглобина после введения гепарина или его растворителя на 4-й день после
аппликации 60%-ной уксусной кислоты на слизистую оболочку желудка (формирование язв) и соответ-
ствующие им базальные уровни, измеренные у тех же животных до операции (Basal). Repeated measures
ANOVA (group (injection) F1,54 = 3.32, p < 0.07; time F1,54 = 174.58, p < 0.001; group × time interaction
F1,54 = 5.98, p < 0.05. * – Достоверность отличий при p < 0.001 от соответствующего базального уровня.
Количество случаев в каждой группе n = 29.
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на 4-й день после аппликации уксусной кислоты (эксперимент № 1) (рис. 7), так и
в условиях их заживления на 7-й день после аппликации уксусной кислоты (экспе-
римент № 2) (рис. 8). Количество случаев проявления кровотечения легкой, средней и
тяжелой степени выраженности после введения гепарина достоверно не отличалось от
количества случаев кровотечения различной степени выраженности после введения
его растворителя как в условиях формирования язвы (Chi-squared1,54 = 3.47, p = 0.06),
так и в условиях в условиях ее заживления (Chi-squared1,57 = 2.5; p =0 .11). Однако
следует отметить, что в условиях формирования язвы у контрольных животных ча-
ще всего проявлялась легкая степень кровотечения (p < 0.01), тогда как после вве-
дения гепарина превалирования легкой степени кровотечения по сравнению со
средней или тяжелой степенью уже не наблюдалось (p = 0.45).

Несмотря на то, что в условиях заживления язвы гепарин достоверно не увели-
чивал количество случаев проявления кровотечения тяжелой степени (снижение
уровня гемоглобина свыше 30%), он оказывал влияние на величину относительного
снижения уровня гемоглобина в данной группе, характеризующую степень кровоте-
чения. Величина относительного снижения уровня гемоглобина при тяжелой степе-
ни кровотечения варьировала от 30 до 34% у контрольных животных (32.2 ± 0.9%) и
от 37 до 50% (42.4 ± 1.4%) в группе с введением гепарина. Введение гепарина досто-
верно увеличивало количество животных, имеющих относительное снижение
уровня гемоглобина свыше 35% (Chi-squared1,57 = 8.73; р = 0.01). Количество жи-
вотных с падением уровня гемоглобина свыше 35% после введения гепарина со-
ставляло 10 из 30, а в контрольной группе такие животные отсутствовали (0 из 27).
В то же время в условиях формирования язвы у животных с тяжелой степенью крово-
течения не было обнаружено влияния гепарина на величину относительного сниже-
ния уровня гемоглобина, которая варьировала от 33 до 40% (36.1 ± 1.9%) у контроль-
ных животных и от 31 до 49% (37.6 ± 2.1%) в группе с введением гепарина. Количество
животных со снижением уровня гемоглобина свыше 35% в группе с введением гепа-
рина составляло 5 из 22, а в контрольной группе 2 из 25 (Chi-squared 1,54 = 0.66; р = 0.42).

Таким образом, введение гепарина до формирования язвы приводило к умень-
шению средней площади образовавшихся язв (4-й день после аппликации кислоты),

Рис. 6. Средние уровни гемоглобина после введения гепарина или его растворителя на 7-й день после
аппликации 60%-ной уксусной кислоты на слизистую оболочку (заживление язв) и соответствующие
им базальные уровни, измеренные у тех же животных до операции (Basal). Repeated measures ANOVA
(group (injection) F1,57 = 8.31, p < 0.001; time F1,57 = 178.88, p < 0.001; group × time interaction F1,57 = 6.77,
p < 0.01). * – Достоверность отличий при p < 0.001 от соответствующего базального уровня; # от раство-
рителя. Количество случаев в каждой группе n = 29–32.
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введение гепарина после формирования язвы способствовало ее заживлению, что
проявлялось в уменьшении средней площади язв на 7-й день после аппликации
кислоты. Как в условиях формирования язвы, так и в условиях ее заживления, вве-
дение гепарина не влияло на общее число случаев снижения уровня гемоглобина и
количество случаев кровотечения легкой, средней и тяжелой степени выраженно-
сти. Однако в условиях заживления язвы введение гепарина увеличивало количе-
ство животных, имеющих большее относительное снижение уровня гемоглобина
по сравнению с соответствующей контрольной группой, что проявлялось в более
низком среднем уровне гемоглобина по сравнению с контролем.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные результаты свидетельствуют о том, что введение крысам гепарина
оказывает гастропротективное действие в условиях ульцерогенеза, индуцирован-
ного аппликацией уксусной кислоты на слизистую оболочку желудка. Гастропро-
тективное действие гепарина проявлялось как в уменьшении площади образовав-
шихся язв, так и в ускорении заживления уже сформированных язв.

Рис. 7. Влияние гепарина на степень выраженности (тяжести) кровотечения на 4-й день после апплика-
ции 60%-ной уксусной кислоты (формирование язв). (a) – количество случаев проявления легкой сте-
пени кровотечения – снижение уровня гемоглобина до 20% (1); средней степени – снижение уровня ге-
моглобина на 20–30% (2); и тяжелой степени кровотечения – снижение уровня гемоглобина более, чем
на 30% (3) после введения гепарина или его растворителя по отношению к общему количеству случаев
снижения уровня гемоглобина; (b) - cредние уровни гемоглобина у животных, имеющих легкую, сред-
нюю или тяжелую степень кровотечения после введения гепарина или его растворителя на 4-й день по-
сле аппликации 60%-ной уксусной кислоты на слизистую оболочку желудка и соответствующие им ба-
зальные уровни, измеренные у тех же животных до операции.
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Интерес к исследованию вопроса о влиянии антикоагулянтов на процессы язво-
образования в желудке проявлялся и ранее, что связано с пониманием важности
нормального кровоснабжения слизистой оболочки желудка для поддержания ее
целостности [1, 13, 20, 21, 47]. Важность нормального кровоснабжения слизистой
оболочки желудка продемонстрирована и в предыдущих исследованиях одного из
авторов статьи в ульцерогенной стрессорной модели [23, 48], а также “индометаци-
новой” модели, использующей для ульцерогенеза НСПВП индометацин [49, 50].
При этом была показана важная роль глюкокортикоидных гормонов в поддержа-
нии кровотока (микроциркуляции) в слизистой оболочке [23, 48–50]. Нарушение
кровоснабжения и микроциркуляции слизистой оболочки желудка, происходящее
по различным причинам, способствует язвообразованию [1, 13, 20, 21, 23, 47, 49],
следовательно, востребованными являются новые подходы, в том числе и фарма-
кологические, к профилактике и коррекции таких нарушений.

В качестве одного из возможных подходов рассматривалось использование ге-
парина для лечения язв желудочно-кишечного тракта, однако, вопрос остался от-

Рис. 8. Влияние гепарина на степень выраженности (тяжести) кровотечения на 7-й день после апплика-
ции 60%-ной уксусной кислоты (заживление язв). (a) – количество случаев проявления легкой степени
кровотечения – снижение уровня гемоглобина до 20% (1); средней степени – снижение уровня гемо-
глобина на 20–30% (2); и тяжелой степени кровотечения – снижение уровня гемоглобина более чем на
30% (3) после введения гепарина или его растворителя по отношению к общему количеству случаев
снижения уровня гемоглобина; (b) – cредние уровни гемоглобина у животных, имеющих легкую, сред-
нюю или тяжелую степень кровотечения после введения гепарина или его растворителя на 7-й день по-
сле аппликации 60%-ной уксусной кислоты на слизистую оболочку желудка и соответствующие им ба-
зальные уровни, измеренные у тех же животных до операции.
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крытым. Одним из показаний использования гепарина в клинике является профи-
лактика и лечение микротромбообразования и нарушений микроциркуляции, а
именно нарушения микроциркуляции в слизистой оболочке желудка лежат в основе
образования язвенного дефекта [23, 49]. Имея свой интерес к гепарину как воз-
можному кандидату в препараты, способные корректировать нарушенное крово-
снабжение слизистой оболочки и таким путем позитивно влиять на ее состояние,
мы решили провести экспериментальные исследования для выяснения этого во-
проса. Начали эту работу, естественно, с анализа данных литературы.

Работ, посвященных исследованию влияния гепарина на язвообразование в же-
лудке, оказалось немного и выполнены они были, за исключением одной, доста-
точно давно [44, 45, 51]. Наиболее активно этот вопрос изучался группой китай-
ских авторов в исследованиях, проведенных в конце прошлого века [45, 52, 53].
В этих работах была использована аналогичная нашей модель язвообразования,
индуцированного аппликацией уксусной кислоты (“kissing ulcers”), при этом был
сделан вывод об ускорении заживления язв под влиянием гепарина, введенного
как внутривенно [45, 52], так и интрагастрально [53]. В более поздних исследова-
ниях на крысах [51] была подтверждена эффективность гепарина в отношении за-
живления язв, индуцированных уксусной кислотой. В то же время в ульцерогенной
стрессорной модели не было выявлено влияния гепарина на заживление стресс-
индуцированных эрозивных повреждений слизистой оболочки [44].

Научной новизной нашей работы по сравнению с другими исследованиями [45,
52, 53] является оценка как профилактического эффекта гепарина (на формирова-
ние язв), так и лечебного эффекта гепарина на уже сформированные язвы. В отли-
чие от экспериментов Li, в которых гепарин начинали вводить через день после
индукции язв (и в течение 4 дней), в нашей работе мы раздельно изучили эффекты
гепарина на формирование язв и на заживление уже сформированных язв, соот-
ветственно вводя гепарин до формирования язв (эксперимент № 1) или же вводя
его после формирования язв перед оценкой влияния на заживление на 7-й день
(эксперимент № 2). За счет этого мы можем сделать определенный важный для
клиники (для лечения язв) вывод о том, что гепарин может способствовать зажив-
лению ранее сформировавшихся язв. Кроме этого, важным является и вывод о воз-
можности профилактического действия гепарина, который можно сделать на ос-
новании полученного результата об ослабляющем влиянии гепарина на формиро-
вание язв в ульцерогенных условиях (эксперимент № 1).

Поскольку гепарин – антикоагулянт, то, естественно, исследователей волновал
вопрос о возможном риске кровотечений. При этом были использованы разные
подходы для оценки возможного риска кровотечения под влиянием гепарина [45,
52, 53]. В частности, в исследованиях группы Li [53] оценивали время кровотече-
ния (кровоточивость) после “резекции” кусочка печени у крыс, подвергнутых дей-
ствию гепарина и соответственно у контрольных крыс. При этом не было обнару-
жено различий в этом показателе между двумя группами крыс [53], и был сделан
вывод о том, что введение гепарина в дозах, которые вызывают ускорение заживле-
ния, не повышает риск кровотечения.

Тем не менее в литературе высказано мнение об опасности использования гепа-
рина из-за риска кровотечений [11, 44]. В экспериментах Kodama [44] показана за-
висимость риска кровотечений от дозы гепарина в условиях стрессорной ульцеро-
генной модели: иммобилизации при холоде в течение 3–4 ч (cold-restraint stress).
В случае введения гепарина в дозе 50 или 500 Ед/кг после моделирования эрозив-
ных повреждений слизистой оболочки желудка существенного влияния на крово-
течение (а также и на эрозии) не было выявлено. Однако при увеличении дозы до
5000 Ед/кг гепарин усиливал желудочные кровотечения.
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Раздельное исследование влияния гепарина на формирование и на заживление
язв, которое мы провели, оказалось полезным и для более тщательного анализа во-
проса о возможности кровотечения под влиянием гепарина. Мы исследовали вли-
яние гепарина на частоту возникновения кровотечения легкой, средней и тяжелой
степени выраженности. Степени кровотечения были выделены на основании от-
носительного снижения уровня гемоглобина по сравнению с базальным уровнем
до операции по аналогии с классификацией оценки степени тяжести кровотече-
ний Горбашко [54], рекомендованной к использованию в национальных клиниче-
ских рекомендациях по лечению язвенных кровотечений и в национальном руко-
водстве по абдоминальной хирургии [1]. Как в условиях формирования язвы, так и
в условиях ее заживления, введение гепарина не влияло ни на общее число случаев
снижения уровня гемоглобина, ни на количество случаев проявления кровотече-
ния различной степени выраженности. Однако в условиях заживления язвы введе-
ние гепарина увеличивало количество животных, имеющих большее относитель-
ное снижение уровня гемоглобина по сравнению с соответствующей контрольной
группой, вследствие чего в условиях заживления хронической язвы наблюдался
более низкий средний уровень гемоглобина по сравнению с контролем.

Следовательно, введение гепарина в дозе, при которой он способен оказывать
гастропротективное действие, проявляющееся как в ослаблении формирования
язвы, так и ускорении ее заживления, может иметь риск кровотечения при зажив-
лении язвы. По сути, полученные нами результаты свидетельствуют о том, что в
наших экспериментальных условиях введение гепарина до формирования язв
(аналог возможной схемы для профилактики) не влияет на кровотечение, однако
гепарин может потенцировать небольшое кровотечение из уже сформированных
язв.

Таким образом, в дополнение к данным литературы в наших экспериментах бы-
ла показана эффективность гепарина в отношении гастропротекции, при этом бы-
ло продемонстрировано как его лечебное действие на уже сформированные язвы,
так и профилактическое влияние в ульцерогенных условиях. Однако принимая во
внимание определенный риск возможных нежелательных эффектов гепарина как
антикоагулянта, считаем необходимым продолжение исследований, направленных
на дальнейшее выяснение данного вопроса, в том числе и при использовании раз-
ных доз гепарина (при многократном введении) и способов его введения, а также
других ульцерогенных моделей.
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Effect of Heparin on the Formation and Healing of Gastric Ulcers Induced by Acetic Acid 
Application on the Gastric Mucosa in Rats

A. L. Efimovb, D. S. Sakhnoa, B. V. Siguab, N. I. Yarushkinaa, *, and L. P. Filaretovaa

aPavlov Institute of Physiology, St. Petersburg, Russia
bMechnikov North-Western State Medical University, St. Petersburg, Russia

*e-mail: yarushkinani@infran.ru

The key factor in maintaining the integrity of the gastric mucosa is its normal blood sup-
ply, respectively, the use of drugs that improve it, including through a positive effect on
the rheological properties of blood, is in demand for the treatment of gastric ulcer. These
drugs include the anticoagulant heparin. The aim of the work is to study the effect of
heparin on the formation and healing of gastric ulcers induced by the application of 60%
acetic acid to the gastric mucosa in rats, while assessing the possible risk of bleeding. Af-
ter application of acetic acid (day 0), the area of gastric ulcers was assessed on the
4th day (formation of the ulcers) and the 7th day (healing of the ulcers). To assess the ef-
fect on ulcer formation, heparin (1000 IU/kg/day, subcutaneously) was administered
from days 0 to 3, and on the healing from days 4 to 6 after acid application. To check for
possible bleeding under the influence of heparin, the level of hemoglobin in the blood
was tested before acid application (basal), on the 4th and 7th days after application. The
degree of bleeding was assessed based on the relative decrease in hemoglobin levels. The
administration of heparin led to a decrease in the average area of ulcers both on the 4th
and on the 7th day compared with that in control rats (heparin vehicle). In control rats,
both on the 4th and on the 7th day, the hemoglobin level was reduced compared to the
corresponding basal level. Heparin had no effect on the hemoglobin level at day 4, but
potentiated the decrease in mean hemoglobin level at day 7, increasing the number of
animals having a greater relative decrease in hemoglobin level compared to the corre-
sponding control group. Thus, heparin may have a gastroprotective effect, manifested
both in the weakening of the formation of an ulcer and in the acceleration of its healing,
however, there is a risk of bleeding when the ulcer heals.

Keywords: gastric ulcer, gastroprotection, heparin, anticoagulant, bleeding, rat



РОССИЙСКИЙ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ им. И.М. СЕЧЕНОВА 2023, том 109, 
№ 10, с. 1414–1429

СТЕРОИДОГЕННЫЙ ЭФФЕКТ АГОНИСТОВ РЕЦЕПТОРА
ЛЮТЕИНИЗИРУЮЩЕГО ГОРМОНА И МЕТФОРМИНА У САМЦОВ КРЫС 

С АНДРОГЕННЫМ ДЕФИЦИТОМ, ОБУСЛОВЛЕННЫМ
ДИЕТА-ИНДУЦИРОВАННЫМ ОЖИРЕНИЕМ

© 2023 г.   А. А. Бахтюков1, К. В. Деркач1, *, И. А. Лебедев1,
В. Н. Сорокоумов1, 2, А. О. Шпаков1

1Институт эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН,
Санкт-Петербург, Россия

2Институт химии Санкт-Петербургского государственного университета,
Санкт-Петербург, Россия
*E-mail: derkatch_k@list.ru

Поступила в редакцию 08.07.2023 г.
После доработки 07.09.2023 г.

Принята к публикации 07.09.2023 г.

У мужчин с ожирением, наряду с метаболическими нарушениями и инсулино-
вой резистентностью, снижается уровень тестостерона и нарушаются функции
репродуктивной системы. Одним из путей их коррекции может быть применение
агонистов рецептора лютеинизирующего гормона (ЛГР) и антидиабетических
препаратов, но механизмы их влияния на гипоталамо-гипофизарно-гонадную
ось изучены недостаточно. Целью работы было изучить эффекты длительной те-
рапии метформином (5 нед., 120 мг/кг) и пятидневной обработки ЛГР-агониста-
ми – хорионическим гонадотропином человека (ХГЧ, 20 МЕ/крысу/сутки, п/к)
и аллостерическим агонистом ТП03 (15 мг/кг/сутки, в/б) на уровень тестостеро-
на в крови и экспрессию тестикулярных и гипофизарных генов у самцов крыс с
длительным диета-индуцированным ожирением (ДИО). ТП03 умеренно стиму-
лировал продукцию тестостерона у самцов крыс с ДИО, не оказывая ингибирую-
щего эффекта на экспрессию ЛГР в семенниках и лишь в небольшой степени
снижая экспрессию гена β-субъединицы лютеинизирующего гормона в гипофизе.
При однократном введении ДИО-крысам стероидогенный эффект ТП03 был со-
поставим с таковым в контрольной группе, но при пятидневном введении суще-
ственно ему уступал. Стероидогенный эффект ХГЧ при однократном введении
крысам с ДИО был ниже такового в контроле, но сопоставим с ним при пяти-
дневном введении ХГЧ, и существенно превосходил соответствующие эффекты
ТП03. В отличие от ТП03, ХГЧ значительно снижал экспрессию ЛГР в семенни-
ках и более выражено ингибировал экспрессию лютеинизирующего гормона в
гипофизе. Обработка метформином восстанавливала андрогенный статус, суще-
ственно не влияя на экспрессию генов стероидогенеза в семенниках. В группах с
обработкой метформином не было усиления стероидогенных эффектов обоих
ЛГР-агонистов. Полученные результаты указывают на перспективы применения
ТП03 и ХГЧ для стимуляции тестикулярного стероидогенеза и на эффективность
терапии метформином для нормализации продукции тестостерона при ДИО, что
может быть использовано для коррекции репродуктивных расстройств при ожи-
рении. В то же время совместное применение метформина и ЛГР-агонистов при
ДИО представляется нецелесообразным.

Ключевые слова: гонадотропин, аллостерический агонист, рецептор лютеинизи-
рующего гормона, метформин, ожирение, андрогенный дефицит, семенники
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ВВЕДЕНИЕ

Среди причин нарушений продукции андрогенов и снижения фертильности у
мужчин важное место занимают патологическое ожирение и метаболические рас-
стройства, сопровождаемые ожирением, такие как сахарный диабет 2-го типа
(СД2), метаболический синдром, стеатоз печени [1–5]. Имеются клинические дан-
ные о значимом снижении уровня тестостерона у мужчин с ожирением [1, 2, 4], а
также о нарушении функций гипоталамо-гипофизарно-тестикулярной (ГГТ) оси,
развитии гипогонадотропных состояний и андрогенном дефиците у подростков
пубертатного возраста с явно выраженным ожирением [6, 7]. Получены доказа-
тельства негативного влияния диета-индуцированного ожирения (ДИО) на тести-
кулярный стероидогенез и фертильность у самцов обезьян, крыс и мышей, а также
установлены причинно-следственные взаимосвязи между андрогенным дефици-
том и ожирением [3, 8, 9]. Среди факторов, провоцирующих андрогенную недоста-
точность при ожирении, можно выделить инсулиновую и лептиновую резистент-
ность, гипергликемию, дислипидемию, липотоксичность, усиление воспалитель-
ных процессов, нарушение окислительно-восстановительного баланса, причем
эти факторы могут действовать на различные компоненты ГГТ оси – продуцирую-
щие гонадолиберин гипоталамические нейроны, гонадотрофы аденогипофиза и
тестикулярные клетки, в том числе на синтезирующие тестостерон клетки Лейдига
[2, 10].

Повышение уровня тестостерона у пациентов с ожирением с помощью замести-
тельной терапии препаратами андрогенов и гонадотропинов, бариатрических опе-
раций и низкокалорийной диеты приводит к нормализации массы тела, снижению
доли жировой ткани, улучшению липидного метаболизма [5, 11–15]. Однако тера-
пия андрогенами и гонадотропинами имеет ряд побочных эффектов, включая на-
рушение кроветворения и липидного баланса. Наряду с этим, для нее характерен
синдром отмены, когда после прекращения лечения функциональные нарушения
в ГГТ оси возвращаются и в ряде случаев даже прогрессируют [16–18]. Возможной
альтернативой такой терапии является применение аллостерических регуляторов
рецептора лютеинизирующего гормона (ЛГР). В отличие от гонадотропинов – хо-
рионического гонадотропина человека (ХГЧ) и лютеинизирующего гормона (ЛГ),
аллостерические регуляторы сравнительно мягко активируют ЛГР, более селек-
тивны в отношении внутриклеточных сигнальных каскадов, не вызывают десенси-
тизации ЛГР и резистентности клеток-мишеней к эндогенному ЛГ, как это показа-
но нами ранее для производных тиено[2,3-d]-пиримидина [19–22]. Другим подхо-
дом может быть применение препаратов, снижающих массу тела и жировой ткани
и улучшающих гормональные и метаболические показатели при ожирении, и здесь
наибольший интерес представляет метформин (МФ) – препарат, широко приме-
няемый для лечения СД2 и метаболического синдрома. Имеются данные, что МФ
при этих заболеваниях может восстанавливать сперматогенез и андрогенный ста-
тус, хотя также получены результаты, которые не поддерживают точку зрения о по-
ложительном влиянии МФ на репродуктивные функции при СД2 и метаболиче-
ском синдроме [23–26].

Несмотря на имеющийся прогресс в отношении коррекции андрогенного дефи-
цита при метаболических расстройствах, эффективность и механизмы действия
гонадотропинов, обладающих ЛГ-активностью, и МФ на стероидогенную актив-
ность тестикулярных клеток при ожирении без явных признаков нарушений пан-
креатических β-клеток остаются малоизученными, а для аллостерических ЛГР-аго-
нистов такие данные вовсе отсутствуют. Нет сведений о влиянии комбинированного
применения МФ и ЛГР-агонистов на продукцию тестостерона при ожирении.
Влияние аллостерических ЛГР-агонистов на экспрессию гипофизарных генов, ко-
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дирующих компоненты системы синтеза гонадотропинов, до настоящего времени
не исследовано, а для диета-индуцированного ожирения (ДИО) такие сведения от-
сутствуют и для ХГЧ, и для МФ. Поскольку ожирение тесно связано с андроген-
ным дефицитом и гипогонадотропными состояниями, то такие исследования имеют
несомненное практическое значение. Целью работы было изучить эффекты дли-
тельной (5 нед.) терапии МФ и пятидневной обработки ЛГР-агонистами, ХГЧ и
разработанным нами тиено[2,3-d]-пиримидиновым производным ТП03 на уро-
вень тестостерона в крови и на экспрессию тестикулярных генов, ответственных за
стероидогенез, и гипофизарных генов, вовлеченных в синтез и секрецию гонадо-
тропинов, у самцов крыс с ожирением, вызванным длительной высокожировой
диетой. Наряду с раздельным применением препаратов, исследовали введение
ЛГР-агонистов на фоне МФ терапии, чтобы проверить возможность потенцирую-
щего влияния МФ на их эффекты. Ранее нами было продемонстрировано усиле-
ние стероидогенных эффектов ЛГР-агонистов при их однократном введении сам-
цам крыс с СД2, длительное время леченных МФ [21]. Выбор ТП03 обусловлен его
отчетливо выраженной стероидогенной активностью, показанной нами ранее у
контрольных, диабетических и стареющих самцов крыс [20].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В экспериментах использовали самцов крыс линии Wistar, которым в начале
эксперимента было два месяца. Ожирение и ассоциированные с ним метаболиче-
ские и гормональные расстройства вызывали переводом двухмесячных самцов
крыс на высокожировую диету, которая включала 52.4% жира (свиного сала),
41.7% творога, 5% паштета (свиная печень), 0.5% метионина, 0.2% дрожжей и 0.2%
поваренной соли (NaCl) [27]. Крысы на протяжении 23 нед. получали ежедневно
по 5–7 г высокожировой смеси, дополнительно к стандартному рациону (гранули-
рованный сухой корм). Контрольная группа животных того же возраста получала
только гранулированный сухой корм.

Перед началом лечения отбирали крыс с повышенным содержанием глюкозы в
крови (выше 7.0 мМ) через 120 мин после глюкозной нагрузки в интраперитоне-
альном глюкозотолерантном тесте (ИГТТ, 2 г глюкозы/животное, в/б), а также с
повышенной массой тела, рассматривая их как группу с ожирением и нарушенной
толерантностью к глюкозе. Затем крыс с ожирением случайным образом распреде-
ляли на экспериментальные группы (в каждой n = 18), одна из которых (группа
“ОЖ + МФ”) в течение 5 нед. получала МФ (“Sigma”, США; 120 мг/кг/сутки, пе-
рорально через зонд), другая (группа “ОЖ”) вместо МФ получала плацебо (водный
раствор). Обе группы до конца эксперимента продолжали получать пищу с высо-
ким содержанием насыщенных жиров. За неделю до окончания эксперимента, пе-
ред обработкой животных ЛГР-агонистами, проводили повторный ИГТТ для изу-
чения чувствительности к глюкозе и инсулинового и лептинового ответа на глю-
козную нагрузку, оценивая уровни глюкозы, инсулина и лептина в крови через
различные временные интервалы после введения глюкозы. Для определения уров-
ня глюкозы использовали глюкометр и тест-полоски “One-Touch Select Ultra”
(США), для определения концентрации инсулина и лептина – наборы “Rat Insulin
ELISA” (“Mercodia AB”, Швеция) и “ELISA Kit for Leptin” (Cloud-Clone Corp., США).
В крови животных оценивали уровни гликированного гемоглобина (HbA1c), об-
щего холестерина и триглицеридов, для чего использовали набор “Multi Test HbA1c
System kit” (“Polymer Technology Systems, Inc.”, США) и тест-полоски “Cholesterol
multiCare-in” и “Triglycerides multiCare-in” (“Biochemical Systems Int.”, Италия). На
следующий день после ИГТТ оценивали уровни тестостерона в крови животных на
протяжении шестичасового временного промежутка (в 10.00, 12.00, 14.00 и 16.00),
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рассчитывая интегративное значение AUC0–6 (в относительных единицах). Кон-
центрацию тестостерона определяли с помощью набора “Тестостерон-ИФА”
(“Алкор-Био”, Россия). Образцы крови забирали из хвостовой вены под местной
анестезией, которую осуществляли с помощью 2%-ного раствора лидокаина из
расчета 2–4 мг/кг массы тела.

После повторного тестирования группы “ОЖ” и “ОЖ + МФ” рандомизировали
каждую на три подгруппы, после чего животных в течение 5 дней обрабатывали
ЛГР-агонистами (ТП03, ХГЧ) или растворителем (ДМСО, растворитель для
ТП03). Ранее было показано, что в используемом объеме ДМСО не влияет на мета-
болические и гормональные показатели [20]. Синтез и характеристику ТП03 осу-
ществляли, как описано нами ранее [21], в то время как ХГЧ был производства
“Московского эндокринного завода” (Россия).

Тем самым были сформированы следующие группы (в каждой n = 6): “К” (кон-
троль), “ОЖ” (без лечения), “ОЖ + ТП” (ТП03, 15 мг/кг/сутки, в/б, 5 дней), “ОЖ + Г”
(ХГЧ, 20 МЕ/крысу/сутки, п/к, 5 дней), “ОЖМ” (МФ, 120 мг/кг/сутки, перораль-
но), “ОЖМ + ТП” (совместно МФ и ТП03), “ОЖМ + Г” (совместно МФ и ХГЧ). В ходе
эксперимента оценивали концентрацию тестостерона в крови крыс после одно-
кратного введения ЛГР-агонистов (1-й день, забор крови до введения, которое
осуществляли в 10.00, и через 1, 3 и 5 ч после него) и ежедневно в течение пяти дней
через 3 ч после их введения (13.00). Сразу после последнего забора крови животных
наркотизировали (хлоральгидрат, 400 мг/кг), декапитировали и забирали у них
ткани семенников и гипофиза для оценки экспрессии целевых генов, а также оце-
нивали массу адбоминального жира и рассчитывали его долю в общей массе тела.

Количественную ПЦР в реальном времени осуществляли, как описано ранее
[20], для чего из семенников и гипофиза выделяли тотальную РНК, используя “Ex-
traRNA kit” (“Evrogen”, Россия). Обратную транскрипцию проводили, используя
набор “MMLV RT Kit” (“Evrogen”, Россия). Амплификационный сигнал детекти-
ровали, используя прибор “7500 Real-Time PCR System” (“Thermo Fisher Scientific Inc.”,
США). Для исследований использовали последовательности комплементарных
кДНК прямого и обратного праймеров для генов крысы, кодирующих ЛГР (Lhr) и
стероидогенные белки – холестерин-транспортирующий белок StAR (Star), цито-
хромы CYP11A1 (Cyp11a1), CYP17A1 (Cyp17a1) и CYP19A1 (Cyp19a1) в семенниках,
и гены, кодирующие рецептор гонадолиберина (Gnrhr), β-субъединицы ЛГ (LHbeta) и
ФСГ (FSHbeta) в гипофизе (табл. 1). В качестве референсных использовали гены
18S-рРНК (18S rRNA) и β-актина (Actb). Анализ результатов проводили с использо-
ванием метода ΔΔСt. Значения RQ рассчитывали по отношению к контрольной
группе, в которой их принимали за единицу.

Статистический анализ проводили с помощью пакета программ “SPSS Statis-
tics”, используя однофакторный дисперсионный анализ с попарным сравнением с
помощью апостериорного критерия Бонферрони. Статистически значимыми счи-
тали различия при уровне значимости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Масса тела и абдоминального жира, а также содержание в крови триглицеридов
и общего холестерина у крыс с ожирением значимо превышали эти показатели в
контрольной группе (табл. 2). В группе “ОЖ” отмечали повышенные уровни глю-
козы, инсулина и лептина, как базальные, так и через 120 мин после глюкозной на-
грузки, повышенное содержание гликированного гемоглобина, а также нарушенную
толерантность к глюкозе, о чем свидетельствует повышенное значение AUC0–120 для
глюкозной кривой в ИГТТ (табл. 2). Лечение МФ приводило к нормализации мас-
сы тела, базального и стимулированного глюкозной нагрузкой уровней инсулина и
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лептина, значимо снижало массу жировой ткани и содержание HbA1c, восстанав-
ливало глюкозную чувствительность и липидный профиль (табл. 2). В группе
“ОЖ” базовая концентрация тестостерона в крови была снижена. Лечение МФ по-
вышало ее, на что указывает рассчитанное значение AUC0–6(часы) для тестостерона
в 6-часовом временном промежутке (табл. 2). Тем самым четырехнедельное лече-
ние МФ частично восстанавливало метаболические и гормональные показатели у
крыс с ДИО, включая их андрогенный статус.

Однократная обработка крыс с ожирением с помощью ТП03 и ХГЧ, как и в слу-
чае контрольных животных, приводила к стимуляции продукции тестостерона
(рис. 1), о чем свидетельствуют значения AUC1–5(часы) (табл. 3). При этом приросты
уровня тестостерона в группе “ОЖ” с обработкой ХГЧ были существенно ниже, чем в
контроле, составляя через 3 и 5 ч после начала обработки 58 и 65% от таковых в группе
“К + Г”, о чем также свидетельствует снижение на 39% значения AUC1–5(часы) в группе
“ОЖ + Г” в сравнении с группой “К + Г” (рис. 1a и 1b, табл. 3). Стероидогенные
эффекты ТП03 были выражены слабее, чем в случае гонадотропина, и в группах
“К + ТП” и “ОЖ + ТП” были сопоставимыми (рис. 1a и 1b, табл. 3). Лечение МФ,
улучшая базовый андрогенный статус, не приводило к восстановлению стероидо-
генных эффектов ЛГР-агонистов (рис. 1c, табл. 3).

Таблица 1. Структура праймеров, использованных для оценки экспрессии целевых генов в
семенниках и гипофизе, а также референсных генов Actb и 18S rRNA

Lhr – ген рецептора лютеинизирующего гормона; Star – ген холестерин-транспортирующего белка StAR
(steroidogenic acute regulatory protein); Cyp11a1 – ген цитохрома CYP11A1 (P450scc), катализирующего
превращение холестерина в прегненолон; Cyp17a1 – ген цитохрома CYP17A1 (P450 17A1 17α-гидрокси-
лаза/17,20-лиаза), катализирующего превращение прогестерона в 17-гидроксипрогестерон и далее в ан-
дростендион; Cyp19a1 – ген цитохрома CYP19A1 (ароматазы), катализирующего конверсию андрогенов
в эстрогены путем ароматизации кольца А, что обеспечивает превращение андростендиона в эстрон и те-
стостерона в эстрадиол; Gnrhr – ген рецептора гонадолиберина, относящегося к G-белок-сопряженным
рецепторам; LHbeta и FSHbeta – гены β-субъединиц ЛГ и фолликулостимулирующего гормона (ФСГ)
соответственно, определяющие типовую принадлежность гонадотропина.

Ген Последовательность праймеров Т отжига, °С NCBI Reference
Sequence

Lhr For: CTGCGCTGTCCTGGCC
Rev: CGACCTCATTAAGTCCCCTGAA

55 NM_012978.1

Star For: AAGGCTGGAAGAAGGAAAGC
Rev: CACCTGGCACCACCTTACTT

55 NM_031558.3

Cyp11a1 For: TATTCCGCTTTGCCTTTGAG
Rev: CACGATCTCCTCCAACATCC

55 NM_017286.3

Cyp17a1 For: CATCCCCCACAAGGCTAAC
Rev: TGTGTCCTTGGGGACAGTAAA

55 XM_006231435.3

Cyp19a1 For: GGTATCAGCCTGTCGTGGAC
Rev: AGCCTGTGCATTCTTCCGAT

56 NM_017085.2

Gnrhr For: TGGGAGACTACCCAAGCACT
Rev: TGCTAACCTGAGCCCAAACC

56 NM_031038.3

LHbeta For: TCACCTTCACCACCAGCATC
Rev: GGTAGGTGCACACTGGCTGA

56 NM_012858.2

FSHbeta For: TCGATCCAGCTTTGCATCCT
Rev: TGGTGTAGCAGTAGCCCTCA

56 NM_001007597.2

Actb For: CTGGCACCACACCTTCTACA
Rev: AGGTCTCAAACATGATCTGGGT

56 NM_031144.3

18S rRNA For: GGACACGGACAGGATTGACA
Rev: ACCCACGGAATCGAGAAAGA

56 NR_046237.1
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Пятидневная обработка с помощью ЛГР-агонистов во всех изученных группах
приводила к повышению уровня тестостерона в крови, но стероидогенные эффек-
ты существенно различались как по величине, так и по динамике (рис. 2). В кон-
трольной группе стимулирующие продукцию тестостерона эффекты ТП03 состав-
ляли 176% в первый день обработки и постепенно повышались, достигая 289% на
5-й день. В группе “ОЖ+ТП” стимулирующий эффект ТП03 существенно не ме-
нялся в течение 5-дневной обработки препаратом, а в группе “ОЖМ+ТП” эффект
ТП03 снижался и на 5-й день обработки составлял 55% от стимулирующего эффекта,
полученного в 1-й день обработки (рис. 2b и 2c, табл. 3). Стероидогенные эффекты
ХГЧ в группах “К + Г” и “ОЖ + Г” были максимальны в первый день обработки
(726 и 978% соответственно), затем на 3-й день достоверно снижались на 60 и 46%
соответственно, после чего восстанавливались, и на 4-й день в группе “К + Г” бы-
ли в 1.4 раза выше, а в группе “ОЖ + Г” в 1.7 раза выше, чем на 3-й день обработки.
При этом в 4–5-й дни в контрольной группе они были ниже, а в группе с ожирени-
ем сходными с таковыми в первый день обработки (рис. 2a и 2b). Важно отметить,
что в группе “ОЖМ + Г” снижение эффекта гонадотропина в 2–4-й дни отсутство-
вало, а на пятый день обработки ХГЧ содержание тестостерона в крови нарастало и
было достоверно выше, чем в первый день (рис. 2c). Тем самым при ожирении ди-
намика стероидогенных эффектов ТП03 и ХГЧ не претерпевало значимых измене-
ний, а в группах с лечением МФ отмечалось ослабление стероидогенного эффекта

Таблица 2. Масса тела и жировой ткани, липидный профиль, уровни глюкозы, инсулина и
лептина при проведении теста с глюкозной нагрузкой и уровни тестостерона у самцов крыс
с ДИО, в том числе леченных метформином, в сравнении с контрольными животными

Различия по сравнению с группами “К” (a) и “ОЖ” (b) статистически значимы при p < 0.05. Значения
AUC0–120(мин) – интегрированная площадь под кривой “концентрация глюкозы (мМ)–время (мин)”,
включающая временной промежуток 120 мин от момента в/б инъекции глюкозы (2 г/кг) с пятью изме-
рениями уровня глюкозы в крови (до и через 15, 30, 60 и 120 мин после глюкозной нагрузки). Значения
AUC0–6(часы) – интегрированная площадь под кривой “концентрация тестостерона (нМ)–время (ча-
сы)”, включающая временной промежуток от 10.00 до 16.00 (четыре измерения – в 10.00, 12.00, 14.00 и
16.00). Данные представлены как M ± SEM, во всех группах n = 18.

Контроль ОЖ ОЖ + МФ

Масса тела, г 403.6 ± 7.7 446.3 ± 7.6a 424.6 ± 6.5
Масса жира, г 7.14 ± 0.23 9.97 ± 0.50a 8.46 ± 0.30a,b

Доля жира, % 1.76 ± 0.03 2.22 ± 0.07a 1.98 ± 0.04a,b

Глюкоза (0), мМ 5.8 ± 0.1 6.5 ± 0.2a 6.0 ± 0.2
Глюкоза (120), мМ 6.2 ± 0.2 9.0 ± 0.3a 8.0 ± 0.3a,b

AUC0–120(мин) (глюкоза), усл. ед. 1188 ± 52 1811 ± 44a 1563 ± 44a,b

Инсулин (0), нг/мл 0.94 ± 0.15 1.55 ± 0.15a 1.32 ± 0.19
Инсулин (60), нг/мл 2.16 ± 0.19 4.76 ± 0.43a 2.78 ± 0.29b

Инсулин (120), нг/мл 1.20 ± 0.22 2.75 ± 0.51a 1.43 ± 0.09
Лептин (0), нг/мл 1.64 ± 0.23 2.34 ± 0.37a 1.86 ± 0.62
Лептин (120), нг/мл 4.22 ± 0.90 11.97 ± 1.62a 6.96 ± 1.24
HbA1c, % 4.12 ± 0.06 4.85 ± 0.06a 4.43 ± 0.07b

Триглицериды, мМ 2.06 ± 0.07 3.19 ± 0.14a 2.70 ± 0.11a,b

Холестерин, мМ 4.32 ± 0.11 6.81 ± 0.16a 6.04 ± 0.16a,b

Тестостерон (10.00), нМ 8.43 ± 0.67 4.51 ± 0.39a 5.47 ± 0.29a

Тестостерон (16.00), нМ 9.25 ± 0.56 5.52 ± 0.40a 7.11 ± 0.48a,b

AUC0–6(часы) (тестостерон), усл. ед. 51.4 ± 2.6 30.8 ± 2.1a 41.0 ± 2.1a,b
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Рис. 1. Уровни тестостерона в сыворотке крови в течение 5 ч после введения ТП03 и ХГЧ самцам крыс с
ожирением, в том числе леченных метформином, в сравнении с таковыми в контрольной группе.
Обозначения групп: (a): С (К) – контроль; C + TP (К + ТП) – ТП03, 15 мг/кг/сутки, в/б, 5 дней; C +
+ G (К + Г) – ХГЧ, 20 МЕ/крысу/сутки, п/к, 5 дней; (b): OB (ОЖ) – крысы с ожирением без лечения;
OB +TP (ОЖ + ТП) – крысы с ожирением, с обработкой ТП03, 15 мг/кг/сутки, в/б, 5 дней; OB +
+ G (ОЖ + Г) – крысы с ожирением, с обработкой ХГЧ, 20 МЕ/крысу/сутки, п/к, 5 дней; (c): OBM
(ОЖМ) – крысы с ожирением, обработанные метформином, 120 мг/кг/сутки, перорально, 5 недель;
OBM + TP (ОЖМ + ТП) – крысы с ожирением, с обработкой метформином и ТП03; OBM + G (ОЖМ + Г) –
крысы с ожирением, с обработкой метформином и ХГЧ.
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ТП03 и изменение динамики соответствующего эффекта ХГЧ (рис. 2, табл. 3).
Оценка интегрированных значений уровней тестостерона показала, что, в отличие
от однократного введения, значение AUC1–5(дни) для ХГЧ в группах “ОЖ + Г” и
“ОЖМ + Г” значимо не отличались от такового в группе “К + Г”, что указывает на
сохранение продукции тестостерона при длительном введении гонадотропина, в то
время как в случае ТП03, напротив, начинало выявляться снижение значений
AUC1–5(дни), в наибольшей степени в группе “ОЖМ + ТП” (табл. 3).

Анализ экспрессии тестикулярных генов показал, что в группе “ОЖ” снижена
экспрессия гена Star, причем обработка МФ лишь частично восстанавливала его
экспрессию (рис. 3). Пятидневная обработка контрольных крыс с помощью ТП03
существенно не влияла на экспрессию изученных стероидогенных генов, в то вре-
мя как обработка ХГЧ в значительной степени снижала экспрессию гена Lhr и в
среднем в два раза повышала экспрессию стероидогенных генов Star, Cyp11a1 и
Cyp17a1 (рис. 3).

В группах с ожирением ТП03 повышал экспрессию гена Star в сравнении с груп-
пой “ОЖ” (но не с контролем), не влияя на экспрессию гена Lhr (рис. 3). Стимулиру-
ющие эффекты ХГЧ на экспрессию генов Star, Cyp11a1 и Cyp17a1 в группах “ОЖ + Г”
и “ОЖМ + Г” сохранялись, причем обработка МФ усиливала эффект ХГЧ в отно-
шении гена Cyp17a1. В то же время отмечалось значительное ингибирование экс-
прессии гена Lhr (рис. 3). Оба ЛГР-агониста существенно не влияли на экспрессию
гена ароматазы, которая во всех группах была близка к таковой в контроле. Тем са-
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Таблица 3. Значения интегрированной площади под кривой “концентрация тестостерона
(нМ)–время (минуты/дни)” (AUC1–5(часы)/AUC1–5(дни)) при однократном или пятидневном
введении ТП03 и ХГЧ контрольным крысам и животным с ожирением, в том числе леченным
метформином (в усл. ед.)

Значения AUC1–5(часы) и AUC1–5(дни) – интегрированная площадь под кривой “концентрация тесто-
стерона (нМ)–время (часы/дни)”, включающая временной промежуток от 11.00 до 15.00 (три измере-
ния – в 11.00, 13.00 и 15.00, введение препаратов – 10.00) или с первого по пятый дни введения (ежеднев-
но в 13.00 через 3 ч после введения препаратов). Различия по сравнению с группами “К” (a) и “ОЖ” (b)
статистически значимы при p < 0.05; различия между контрольными и ОЖ/ОЖМ крысами с обработкой
ТП03 или ХГЧ (“К + ТП”/“ОЖ + ТП”, “К + ТП"/"ОЖМ + ТП”, “К + Г”/“ОЖ + Г”, “К +Г”/“ОЖМ + Г”)
(c) и с обработкой ТП03 и ХГЧ (“К + ТП”/“К + Г”; “ОЖ + ТП”/“ОЖ + Г”; “ОЖМ + ТП”/“ОЖМ + Г”)
(d) статистически значимы при p < 0.05. Различия между группами с лечением и без лечения МФ (“ОЖ +
+ ТП”/“ОЖМ + ТП”; “ОЖ + Г”/“ОЖМ + Г”) ни в одном случае не были значимыми (p > 0.05). Данные
представлены как M ± SEM, во всех группах n = 6.

Группа AUC1–5(часы), усл. ед. AUC1–5(дни), усл. ед.

К 39.0 ± 2.6 37.5 ± 3.6
К + ТП 106.9 ± 7.1a 136.9 ± 15.8a

К + Г 296.2 ± 17.0a,d 217.6 ± 9.2a

ОЖ 23.0 ± 2.4a 19.3 ± 2.5a

ОЖ + ТП 97.8 ± 11.2a,b 88.6 ± 7.3a,b,c

ОЖ + Г 181.7 ± 14.8a,b,c,d 171.1 ± 17.5a,b,d

ОЖМ 30.7 ± 2.6 28.3 ± 2.8
ОЖМ + ТП 88.2 ± 6.1a,b 69.0 ± 8.0a,b,c

ОЖМ + Г 166.1 ± 11.9a,b,c,d 213.7 ± 18.8a,b,d

Рис. 2. Уровни тестостерона в сыворотке крови в течение пятидневного введения ТП03 и ХГЧ самцам
крыс с ожирением (b), в том числе леченных метформином (c), в сравнении с таковыми в контрольной
группе (c). Различия по сравнению с первым днем введения (a) и с третьим днем введения препаратов (b)
статистически значимы при p < 0.05. 
Обозначения групп как на рис. 1.
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Рис. 3. Экспрессия генов, кодирующих ЛГР и стероидогенные белки, в семенниках крыс с ожирением,
в том числе леченных метформином, после введения им ТП03 и ХГЧ, в сравнении с контрольной группой. 
Обозначения групп как на рис. 1. Различия по сравнению с группами “К” (a) и “ОЖ” (b) статистически
значимы при p < 0.05; различия между группами “К + Г” и “ОЖМ + Г” (c), между группами с обработ-
кой ТП03 и ХГЧ (“К + ТП”/“К + Г”; “ОЖ + ТП”/“ОЖ + Г”; “ОЖМ + ТП”/”ОЖМ + Г”) (d) или между
группами с лечением и без лечения МФ (“ОЖ + ТП”/“ОЖМ + ТП”; “ОЖ + Г”/“ОЖМ + Г”) (e) стати-
стически значимы при p < 0.05. Данные представлены как M ± SEM, во всех группах n = 6.
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мым ТП03 повышал экспрессию гена Star, но слабо влиял на экспрессию генов,
кодирующих ЛГР и другие стероидогенные белки. В то же время ХГЧ значительно
(на 80–89%) подавлял экспрессию гена Lhr, но усиливал экспрессию генов стерои-
догенных белков, причем величина его эффекта у крыс с ожирением, в том числе
леченных МФ, не уступала таковой в контроле, и эти данные согласуются со стеро-
идогенными эффектами ЛГР-агонистов.

На заключительном этапе исследовали экспрессию гипофизарных генов, коди-
рующих рецептор гонадолиберина, через который этот рилизинг-фактор осу-
ществляет стимуляцию секреции и экспрессии гонадотропинов в гонадотрофах, а
также β-субъединиц ЛГ и ФСГ, которые определяют специфичность гетеродимер-
ных гонадотропинов, поскольку их α-субъединицы по первичной структуре иден-
тичны. При ожирении и лечении крыс с ожирением МФ экспрессия изученных ги-
пофизарных генов существенно не менялась по сравнению с контролем, но обра-
ботка МФ значимо снижала экспрессию гена Gnrhr в сравнении с группой ОЖ
(рис. 4). ТП03 и ХГЧ снижали экспрессию генов Gnrhr и LHbeta, причем в случае
гена LHbeta различия между контролем и группами “К + ТП” и “К + Г” были зна-
чимыми. В свою очередь, ингибирование экспрессии гена FSHbeta было показано
только в случае воздействия ХГЧ на группы “К + Г” и “ОЖ + Г” (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

У мужчин патологическое ожирение и другие метаболические расстройства,
обусловленные нарушениями углеводного и липидного обмена, нарушенной толе-
рантностью к глюкозе и инсулиновой резистентностью, ассоциированы с андро-
генным дефицитом и репродуктивными дисфункциями, что требует разработки
эффективных подходов для нормализации продукции тестостерона и восстановле-
ния репродуктивного потенциала [1–7]. Такие подходы могут быть использованы
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превентивно, на ранних стадиях нарушений метаболического и гормонального
статуса, для предотвращения тяжелых форм ожирения, метаболического синдрома
и СД2, поскольку андрогенная недостаточность может быть не только следствием,
но и триггером этих эндокринных расстройств [3, 8, 28]. В экспериментальных
условиях для изучения нарушений тестикулярной функции при ожирении и поиска
путей их восстановления наиболее подходящей является модель ДИО у грызунов, в
том числе у крыс. Самцы крыс с ДИО имеют сниженный уровень тестостерона и
нарушенный сперматогенез [3, 8, 29]. Эти данные в целом согласуются с нашими
результатами, полученными на модели ожирения у самцов крыс, вызванного дли-
тельной (23 нед.) диетой, обогащенной насыщенными животными жирами. Нами
продемонстрировано снижение у крыс с ожирением базового уровня тестостерона
в крови и экспрессии белка StAR, катализирующего первую, скорость-лимитирую-
щую стадию стероидогенеза в семенниках, а также показано значимое ослабление
стероидогенного эффекта ХГЧ при его однократном введении животным. В то же
время в семенниках крыс с ожирением нами не было показано значимого измене-
ния экспрессии генов, кодирующих ключевые стероидогенные ферменты – цито-
хромы CYP11A1 и CYP17A1 и фермент ароматазу (CYP19A1), осуществляющую
конверсию андрогенов в эстрогены. Другие авторы на основе анализа транскрип-
тома в семенниках андроген-дефицитных крыс Wistar с ожирением, индуцирован-
ным восьминедельной высокожировой диетой, показали повышение экспрессии
гена ароматазы, результатом чего было снижение соотношения тестостерон/эстра-
диол в семенниках и ухудшение сперматогенеза [30]. В этой связи следует отме-
тить, что продолжительность ожирения, как и особенности диеты, существенно
влияют на выраженность изменений андрогенного статуса и на паттерн экспрес-
сии компонентов системы тестикулярного стероидогенеза. В нашем случае про-
должительность диеты составила 23 нед., вследствие чего, как мы полагаем, дли-
тельное, хотя и умеренное снижение продукции тестостерона могло компенсаторно
снизить экспрессию гена ароматазы, которая стимулируется повышенным уров-
нем андрогенов. Отсутствие повышения экспрессии гена ароматазы было показа-

Рис. 4. Экспрессия генов гонадотропинов и рецептора гонадолиберина в гипофизе самцов крыс с ожи-
рением, в том числе леченных метформином, после введения им ТП03 и ХГЧ, в сравнении с таковой в
контрольной группе животных. 
Обозначения групп как на рис. 1. Различия по сравнению с группами “К” (a) и “ОЖ” (b) статистически
значимы при p < 0.05; различия между группами “К + ТП” и “К + Г” (c) статистически значимы при p < 0.05.
Данные представлены как M ± SEM, во всех группах n = 6.
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но нами ранее в семенниках самцов крыс с моделью СД2 с ожирением, причем
среди других генов тестикулярного стероидогенеза только экспрессия гена Star
имела тенденцию к снижению, в то время как экспрессия генов, кодирующих ци-
тохром CYP11A1 и дегидрогеназы HSD3b и HSD17b, не менялась, а экспрессия гена
Cyp17a1 была повышена [21]. Необходимо отметить, что при потреблении самцами
крыс Sprague Dawley диеты с высоким содержанием холестерина, приводящей к
сильно выраженной гиперхолестеринемии, в семенниках снижалась экспрессия не
только гена Star, как в нашем случае, но и генов обоих цитохромов, CYP11A1 и
CYP17A1 [31, 32], что указывает на зависимость изменений в системе тестикуляр-
ного стероидогенеза от природы и степени нарушений липидного метаболизма, в
том числе уровня холестерина, предшественника тестостерона и других стероид-
ных гормонов.

Ослабление стероидогенной функции было ассоциировано с такими метаболи-
ческими и гормональными нарушениями, как повышение массы тела и жировой
ткани, нарушенная толерантность к глюкозе, инсулиновая и лептиновая рези-
стентность, дислипидемия, которые в настоящее время рассматриваются как ос-
новные патогенетические факторы репродуктивных расстройств при ожирении,
метаболическом синдроме и СД2 с ожирением [2, 29, 33, 34]. Одним из подходов
для улучшения метаболического статуса при СД2 и метаболическом синдроме яв-
ляется длительная терапия МФ. При этом имеются сведения о том, что МФ спосо-
бен также нормализовать репродуктивные функции, хотя не все авторы это под-
тверждают [23–26]. Нами и другими авторами ранее было показано, что обработка
МФ грызунов с различными формами диабета восстанавливает продукцию тесто-
стерона и нормализует сперматогенез [21, 33–38]. В настоящем исследовании нами
установлено, что, наряду с нормализацией ряда метаболических и гормональных
показателей, МФ восстанавливает базовый уровень тестостерона у самцов крыс с
ожирением, но при этом существенно не влияет на экспрессию стероидогенных
генов и на стероидогенные эффекты ХГЧ и аллостерического ЛГР-агониста ТП03.
В этой связи необходимо отметить, что, как ранее было показано, терапия МФ по-
вышала стероидогенный эффект ХГЧ и ТП03 при их однократном введении сам-
цам крыс с СД2, вызванным высокожировой диетой и низкой дозой стрептозото-
цина, у которых выраженность метаболических расстройств превосходила таковую
у крыс с ожирением [21]. Можно полагать, что эффективность МФ терапии в отно-
шении чувствительности системы тестикулярного стероидогенеза к стимулирую-
щему действию ЛГР-агонистов зависит от тяжести метаболического расстройства
и выявляется в условиях более выраженных метаболических и гормональных нару-
шений [24]. Большое значение может играть и стратегия применения МФ, вклю-
чая дозу препарата и продолжительность терапии [24, 38].

Интересен тот факт, что уровень экспрессии гена рецептора гонадолиберина в
гипофизе группы “ОЖМ” значимо снижался в сравнении с группой “ОЖ”, что
может быть обусловлено повышением продукции гонадолиберина при обработке
крыс МФ и компенсаторным снижением рецептора компонента гонадолиберин-
компетентной системы в гонадотрофах. Так, известно, что МФ, подобно лептину,
активирует проопиомеланокортин-экспрессирующие нейроны, вовлеченные в по-
зитивную регуляцию синтеза и секреции гонадолиберина, и, напротив, ингибирует
нейроны, экспрессирующие нейропептид Y и агути-подобный пептид, которые
негативно влияют на высвобождение гонадолиберина [39–42]. Обработка ХГЧ су-
щественно подавляла экспрессию генов, кодирующих рецептор гонадолиберина и
β-субъединицы ЛГ и ФСГ в гонадотрофах, что обусловлено запуском отрицатель-
ных обратных связей, в том числе вследствие повышения уровня тестостерона в
крови. В то же время ТП03, для которого был характерен сравнительно мягкий сте-
роидогенный эффект, в меньшей степени влиял на экспрессию генов LHbeta и
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FSHbeta, хотя и значимо снижал экспрессию гена рецептора гонадолиберина.
Сравнительно давно ряд авторов, исследуя самцов крыс различного возраста, по-
казали, что их обработка с помощью ХГЧ приводила к снижению экспрессии гена
LHbeta в гипофизе и к значительному снижению уровня эндогенного ЛГ в крови,
причем этот эффект зависел от дозы гонадотропина и степени повышения продук-
ции андрогенов [43, 44].

В настоящем исследовании в семенниках всех изученных групп крыс с обработ-
кой ХГЧ нами показано значительное подавление экспрессии гена, кодирующего
ЛГР, что может быть обусловлено запуском даун-регуляции ЛГР при их длитель-
ной стимуляции экзогенными гонадотропинами с ЛГ-активностью [21, 44]. При
этом ТП03, как и другие ранее изученные нами аллостерические ЛГР-агонисты,
слабо влияет на экспрессию ЛГР [20, 21]. Это может быть обусловлено их более вы-
сокой селективностью в отношении внутриклеточных сигнальных каскадов, по-
скольку мишенями ТП03 и его аналогов являются в основном цАМФ-зависимые
сигнальные пути (ЛГР/Gs-белок/аденилатциклаза/протеинкиназа А) [45, 46], в то
время как другие пути, включая β-аррестиновые, ответственные за эндоцитоз и деграда-
цию лиганд-активированных ЛГР, активируются аллостерическими ЛГР-агонистами в
существенно меньшей степени [46, 47].

Таким образом, впервые показано, что ТП03, аллостерический агонист ЛГР на
основе тиено[2,3-d]-пиримидина, демонстрирует умеренно выраженный стимули-
рующий эффект на тестикулярный стероидогенез у самцов крыс с ДИО, не оказы-
вая ингибирующего влияния на экспрессию гена ЛГР в семенниках и умеренно
снижая экспрессию гена ЛГ в аденогипофизе. Если при однократном введении
ТП03 ДИО-крысам его стероидогенный эффект сопоставим с таковым в контроль-
ной группе, то при длительном (5 дней) введении он существенно ему уступает.
Стероидогенный эффект ХГЧ при его однократном введении крысам с ожирением
значимо ниже, чем таковой в контроле, но сопоставим с ним при длительном вве-
дении гонадотропина, и существенно превосходит стероидогенные эффекты
ТП03. В отличие от ТП03, ХГЧ значительно снижает экспрессию ЛГР в семенни-
ках и в большей степени ингибирует экспрессию гена ЛГ в гонадотрофах, что ука-
зывает на отчетливо выраженную активацию отрицательных обратных связей в ги-
поталамо-гипофизарно-гонадной оси при обработке животных ХГЧ. Длительная
МФ терапия частично восстанавливает андрогенный статус, при этом существенно
не влияя на экспрессию генов стероидогенеза в семенниках. В условиях МФ тера-
пии стероидогенные эффекты обоих изученных ЛГР-агонистов не повышаются,
что указывает на отсутствие потенцирующего влияния на них длительной МФ об-
работки. Полученные результаты указывают на перспективы применения аллосте-
рических и ортостерических ЛГР-агонистов для стимуляции тестикулярного сте-
роидогенеза и на эффективность длительной МФ терапии для нормализации про-
дукции тестостерона при ДИО, что может быть транслировано в клинику для
коррекции репродуктивных расстройств, ассоциированных с ожирением и метабо-
лическим синдромом. При этом совместное применение МФ и ЛГР-агонистов при
ДИО представляется нецелесообразным, в отличие от СД2 с ожирением и характер-
ными для него более тяжелыми метаболическими и гормональными нарушениями.
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Steroidogenic Effect of Luteinizing Hormone Receptor Agonists and Metformin
in Male Rats with Androgenic Deficiency Caused by Diet-Induced Obesity
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In obese men, along with metabolic disorders and insulin resistance, testosterone levels
are decreased and reproductive system functions are impaired. One of the ways to cor-
rect them may be the use of agonists of luteinizing hormone receptor (LHR) and antidi-
abetic drugs, but the mechanisms of their effect on the hypothalamic-pituitary-gonadal
axis have not been studied enough. The aim of the work was to study the effects of long-
term MF therapy (5 weeks, 120 mg/kg) and five-day treatment with LHR agonists, such
as human chorionic gonadotropin (hCG, 20 IU/rat/day, s.c.) and allosteric agonist
TP03 (15 mg/kg/day, i.p.), on the blood testosterone levels and the expression of testicu-
lar and pituitary genes in male rats with long-term diet-induced obesity (DIO). TP03
moderately stimulated testosterone production in male rats with DIO without having an
inhibitory effect on LHR expression in the testes and only weakly reducing the expres-
sion of the LH β-subunit gene in the pituitary gland. After a single administration into
DIO-rats, the steroidogenic effect of TP03 was comparable to that in the control group,
but after a five-day administration, it was significantly inferior to it. In DIO-rats, the
steroidogenic effect of hCG after a single administration was lower than that in the con-
trol, but comparable to that after a five-day administration of hCG, and significantly ex-
ceeded the corresponding effects of TP03. Unlike TP03, hCG significantly reduced
LHR expression in the testes and more pronouncedly inhibited LH expression in the pi-
tuitary gland. MF treatment restored the androgenic status without significantly affect-
ing the expression of steroidogenesis genes in the testes. There was no increase in the ste-
roidogenic effects of both LHR agonists in the MF-treated groups. The results obtained
indicate the prospects for the use of TP03 and hCG to stimulate testicular steroidogene-
sis and the effectiveness of MF therapy to normalize testosterone production in DIO,
which can be used to correct reproductive disorders in obesity. At the same time, in
DIO, the combined use of MF and LHR agonists seems to be inappropriate.

Keywords: gonadotropin, allosteric agonist, luteinizing hormone receptor, metformin,
obesity, androgen deficiency, testes
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Хорошо известно, что бездействие скелетных мышц млекопитающих приводит к
прекращению их электрической активности и сопровождается атрофическими
изменениями мышечных волокон. Однако неоднократно отмечалось, что начи-
ная с 3-х суток функциональной разгрузки появляется спонтанная ритмическая
нервно-мышечная активность, являющаяся результатом снижения экспрессии
калий-хлоридного котранспортера KCC-2 в нейронах поясничного отдела спин-
ного мозга. Снижение экспрессии KCC-2 и возникновение автономной электри-
ческой активности мышцы в условиях разгрузки может быть предотвращено вве-
дением нейролептика прохлорперазина. Таким образом, целью настоящего иссле-
дования было оценить структурные и сигнальные эффекты снижения спонтанной
активности разгруженной камбаловидной мышцы крыс. Обнаружено, что еже-
дневное введение крысам прохлорперазина на фоне 7-суточного антиортостати-
ческого вывешивания предотвратило снижение содержания основных маркеров
биогенеза рибосом (c-Myc, 18S рРНК и 28S рРНК), а также частично предотвра-
тило уменьшение площади поперечного сечения быстрых и медленных мышеч-
ных волокон в камбаловидной мышце. Морфофункциональные изменения, вы-
званные снижением спонтанной активности разгруженной мышцы, сопровожда-
лись полным или частичным предотвращением активации экспрессии
ключевых маркеров протеолитических систем (MuRF-1, MAFbx/atrogin-1,
убиквитин). Таким образом, мы предполагаем, что именно спонтанная нервно-
мышечная активность может являться фактором, углубляющим атрофические
процессы в течение первой недели функциональной разгрузки.

Ключевые слова: скелетная мышца, гравитационная разгрузка, прохлорперазин,
спонтанная активность, распад белка, убиквитинлигазы
DOI: 10.31857/S0869813923100102, EDN: XRLLUW

ВВЕДЕНИЕ

Камбаловидная мышца (m. soleus) млекопитающих демонстрирует электриче-
скую активность (ЭМГ) в течение 11–16 ч в сутки [1]. Однако если устраняется
опора задних конечностей, то активность этой мышцы резко снижается или пол-
ностью прекращается [2, 3]. Этот эффект наблюдается при невесомости, создавае-
мой в ходе полета по параболе Кепплера, или при отрыве задних ног от субстрата в
модели вывешивания задних конечностей [4]. При использовании этой модели

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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электрическое и, очевидно, механическое “молчание” мышцы наблюдается в тече-
ние 2–3 сут [3]. Однако в дальнейшем применение в отношении камбаловидной
мышцы термина “бездействие” (disuse) становится затруднительным. При реги-
страции ЭМГ начинают спонтанно появляться электрические сигналы, свидетель-
ствующие о появлении и постепенном увеличении мышечной активности [2, 5, 6].
Эта электрическая активность, которую можно было бы назвать спонтанной нерв-
но-мышечной активностью, непрерывно регистрируется и постепенно возрастает,
достигая значений амплитуды, близких к контрольным к 14 суткам вывешивания.
До сих пор остается неизвестным, какие изменения в процессе развития гипогра-
витационной атрофии, атонии и фенотипической трансформации, характерных
для функциональной разгрузки, вносит спонтанная активность постуральной
мышцы. В последнее время стало известно, что при гравитационной разгрузке, как
и в экспериментальных моделях спинальной травмы, спонтанная активность явля-
ется следствием снижения содержания калий-хлоридного котранспортера KCC2 в
нейронах поясничного отдела спинного мозга, приводящего к повышенной возбу-
димости спинальных мотонейронов [7–9]. Оказалось, что применение нейролеп-
тика прохлорперазина (PCPZ) позволяет предотвратить снижение уровня KCC-2 и
тем самым снизить спонтанную электрическую активность постуральной мышцы.
Таким образом, при использовании фармакологической коррекции, снизив ин-
тенсивность спонтанной электрической активности мышцы, можно оценить мо-
лекулярные последствия этой активности.

Целью настоящего исследования было оценить развитие структурной атрофии и
сигнальные эффекты при редукции спонтанной активности разгруженной камба-
ловидной мышцы крысы с тем, чтобы выявить сигнальные последствия такой ак-
тивности, наблюдаемой в условиях моделируемой гравитационной разгрузки.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Дизайн эксперимента. В экспериментах использовали самцов крыс Вистар в воз-
расте 1.5–2 мес. и массой тела 180–200 г. Температуру в помещении вивария под-
держивали на уровне 24°С и влажности 50% при 12/12-часовом цикле свет/темно-
та. Все крысы имели доступ к стандартной диете и воде. Эвтаназия животных про-
водилась посредством внутрибрюшинного введения 10%-ного раствора авертина
(10 мл/кг). Крысы были разделены на три группы по 8 животных в каждой: группа
виварного контроля (С); группа, подвергнутая разгрузке задних конечностей на
протяжении 7 дней (HS); группа разгрузки, совмещенная с введением прохлорпе-
разина (HS + PCPZ). Дималеатную соль прохлорперазина (#P9178; Sigma-Aldrich,
Сент-Луис, Миссури, США) вводили два раза в день (каждая инъекция содержала
5 мг/кг в физиологическом растворе + 0.1% ДМСО). Применяемая доза рассчиты-
валась, исходя из эквивалента человеческой терапевтической дозы (112 мг/кг) [10].
Крысы из группы HS получали эквивалентный объем физиологического рас-
твора + 0.1% ДМСО без прохлорперазина.

Механическая разгрузка производилась с использованием стандартной модели
вывешивания задних конечностей (HS, hindlimb suspension) [4]. Вкратце, полоска
клейкой ленты была прикреплена к хвосту животного, которое вывешивалось,
пропуская ленту через шарнирный механизм, прикрепленный к металлической
планке наверху клетки. Это позволяло передним конечностям животных касаться
пола решетки и перемещаться по клетке для свободного доступа к пище и воде.
Высота подвешивания регулировалась таким образом, чтобы задние конечности не
касались какой-либо опорной поверхности.

Анализ экспрессии генов. Для анализа экспрессии мРНК генов из мышечной тка-
ни с помощью набора RNeasy micro kit (Qiagen, США) была выделена тотальная
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фракция РНК и использована в качестве матрицы для проведения обратной тран-
скрипции с последующей ПЦР-реакцией. Для проведения обратной транскрип-
ции были использованы компоненты фирмы “Синтол” (Россия): 30 мкМ случай-
ных гексануклеотидов, 17.4 мкМ олиго-d(T)15, 1.3 мМ дНТФ, 0.02 ед./мкл ингиби-
тора РНКазы, 6 ед./мкл M-MLV-ревертазы, 5×-буфер для M-MLV-ревертазы.
Обратную транскрипцию проводили в амплификаторе (CFX96 Touch Real-Time
PCR Detection System, “Bio-Rad Laboratories”, США). Для проведения ПЦР в ре-
альном времени использовали полученную в результате обратной транскрипции
кДНК, праймеры с концентрацией 10 мкМ мастер-микс (0.3 мМ дНТФ, 3 мМ MgCl2,
2.5 мкл 10-кратного ПЦР-буфера Б (pH 8.8), 0.06 ед./мкл Taq ДНК-полимеразы,
“Синтол”). В качестве референсного гена с помощью базы EST Database был вы-
бран ген rpl19. Все праймеры, использовавшиеся в эксперименте, представлены в
табл. 1.

Анализ содержания белков в тотальной фракции камбаловидной мышцы. Для выде-
ления тотальной белковой фракции был использован набор реагентов RIPA Lysis
Buffer System (“Santa Cruz”, США). При этом дополнительно использовались ин-
гибиторы протеаз Complete Protease Inhibitor Cocktail (“Santa Cruz”, США),
10 мкг/мл апротинина (“SIGMA”, США), 10 мкг/мл лейпептина (“SIGMA”,
США), 10 мкг/мл пепстатина (“SIGMA”, США), “complete Mini Protease Inhibitor
Cocktail” (Roche, Швейцария) 20 мкл, фосфоингибиторный коктейль (Santa Cruz,
США) 40 мкл.

Для проведения электрофореза в полиакриламидном геле (ПААГ) образцы раз-
водились в двукратном буфере для образцов (5.4 мМ Tris-HCl (pH 6.8), 4%-ный Ds-Na,
20%-ный глицерин, 10%-ный β-меркаптоэтанол, 0.02%-ный бромфеноловый си-
ний). Электрофорез был проведен в 10%-ном разделяющем ПААГ. Образцы каж-
дой группы загружались на один гель с контрольными образцами. Электрофорез
проводили при силе тока 17 мА на гель в мини-системе (“Bio-Rad Laboratories”)
при комнатной температуре. Электроперенос белков проводили на нитроцеллю-
лозную (НЦ) мембрану при 100 В и силе тока 150–250 мА при температуре 4°C в те-
чение 120 мин в системе mini Trans-Blot (“Bio-Rad Laboratories”). После электропе-
реноса НЦ-мембраны инкубировали в растворе 5%-ного сухого молока (“Bio-Rad
Laboratories”) в TBST (TBS + 0.1% Tween 20) в течение 1 ч при комнатной температуре
или блокирующем буфере EveryBlot. Для выявления белковых полос использовали
первичные поликлональные антитела: фосфорилированной (Thr180/Tyr182) p38
(“GeneTex”, GTX59567, 1 : 500, США), тотальной p38 (“Cell signalling”, #9212, 1 : 500,
США), фосфорилированной (Ser9) GSK3β (“Cell signalling”, #9323, 1 : 1000, США),
тотальной GSK3β (“Cell signalling”, #9315, 1 : 1000, США), фосфорилированной

Таблица 1. Список использованных в работе праймеров

Ген Белок Последовательность праймеров

MYC c-Myc 5'-TTGATGGGGATGACCCTGAC-3'
5'-CTCGCCCAAATCCTGTACCT-3'

TRIM63 MuRF-1 5'-GCCAATTTGGTGCTTTTGT-3'
5'-AAATTCAGTCCTCTCCCCGT-3'

FBXO32 MAFbx 5'-CTACGATGTTGCAGCCAAGA-3'
5'-GGCAGTCGAGAAGTCCAGTC-3'

UBB Ubiqitin 5′-CACCAAGAAGGTCAAACAGGA-3′
5′-GCAAGAACTTTATTCAAAGTGCAA-3′

RPL19 5'- GTACCCTTCCTCTTCCCTATGC-3'
5'- CAATGCCAACTCTCGTCAACAG-3'
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(Ser641) GS (“Cell signalling”, #3891, 1 : 1000, США), тотальной GS (“Cell signalling”,
#3893, 1 : 1000, США), фосфорилированной (Thr183/Tyr185) JNK1/2 (“Thermo
Fisher Scientific”, 44-682G, 1 : 1000, США), тотальной JNK1/2 (“Sigma-Aldrich”,
SAB4200176, 1 : 1000, США), фосфорилированной (Thr389) p70S6K (“Santa Cruz”,
sc-11759, 1 : 2000, США), тотальной p70S6K (“Cell signaling”, #9202, 1 : 1000, США).
В качестве вторичных антител использовали антитела goat anti-rabbit, конъюгиро-
ванные с пероксидазой хрена (“Jakson Immuno Research”, Великлбритания) в раз-
ведении 1 : 25000. Инкубация блотов с первичными антителами проводилась в те-
чение ночи при 4°С, со вторичными антителами 1 ч при комнатной температуре.
Иммунореактивные полосы визуализировали с помощью усиленной хемилюми-
несценции с использованием C-DiGit Blot Scanner (LI-COR Biotechnology, США)
и количественно оценивали с помощью программного обеспечения Image Studio
C-DiGit.

Анализ содержания рибосомальной РНК. Образцы РНК разводили в 2× денатури-
рующем буфере loading dye (Thermo fisher, США), после чего наносили на 1.2%-ный
агарозный гель с добавлением бромистого этидия. Объем нанесения рассчитывали
исходя из объема мышечной ткани, из которой был выделен образец РНК. Элек-
трофорез проводился при напряжении 5 В на см длины между электродами в буфе-
ре TBE. Содержание РНК оценивали с помощью оптической плотности полос на
геле, проанализированных на сканере Gel Doc (Bio-Rad, США).

Анализ площади поперечного сечения волокон. C помощью микротома Leica
CM1900 изготавливали поперечные срезы замороженной мышцы толщиной 9 мкм.
Срезы высушивали на воздухе и хранили при –20°С. Перед окрашиванием срезы
оттаивали и регидратировали при комнатной температуре в фосфатно-буферном
растворе (PBS) в течение 20 мин, а затем инкубировали с антителами против тяже-
лых цепей миозина быстрого или медленного типов (MHCI и MHCII, Sigma,
США) 1 : 400 в PBS во влажной камере при 37°C в течение часа (или при 4°С на
ночь). Затем антитела отмывали в PBS 3 × 5 мин. Инкубацию со вторичными анти-
телами, конъюгированными с AlexaFluor, 1 : 500 в PBS проводили в течение 40 мин
при комнатной температуре. После отмывки вторичных антител срезы заключали
в среду, стабилизирующую флуоресцентную метку. Срезы анализировали с ис-
пользованием флуоресцентного микроскопа LeicaQ500MC с встроенной цифро-
вой фотокамерой (TCM 300F, Leica, Германия), с увеличением ×200. Анализ изобра-
жений проводился с помощью программы ImageJ. Измеряли площадь поперечного
сечения по крайней мере 100 волокон, подсчитывали число волокон медленного и
быстрого типов и их количественное соотношение.

Статистическая обработка данных. Все значения представлены как средние ± σ
для восьми животных. Для проверки различий между группами, учитывая неболь-
шой размер выборки, был использован непараметрический критерий Краскела–
Уоллиса с последующим post-hoc анализом Данна. Значение p менее 0.05 расцени-
вали как статистически значимое.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

После 7 сут вывешивания мы не наблюдали значимой разницы в массе тела жи-
вотных среди экспериментальных групп (табл. 2). Масса камбаловидной мышцы
статистически значимо снижалась на 28 и 15% в группах HS и HS + PCPZ относи-
тельно группы контроля (табл. 2).

Площадь поперечного сечения (ППС) быстрых волокон снижалась в группах
HS и HS + PCPZ на 44 и 34% соответственно. Схожим образом снижалась ППС
медленных волокон на 38 и 20%. При этом мы наблюдали значимую разницу меж-
ду двумя группами с вывешиванием задних конечностей (рис. 1).
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Статус фосфорилирования p70S6K ‒ ключевого субстрата протеинкиназы
mTORс1 ‒ не имел различий между тремя исследуемыми группами (рис. 2).

Функциональная разгрузка привела к снижению содержания ключевых рибосо-
мальных РНК (18S и 28S рРНК) в m. soleus крысы в группе 7-суточного вывешива-

Рис. 1. Площадь поперечного сечения (cross-sectional area) быстрых (fast-twitch) и медленных (slow-
twitch) волокон m. soleus. C – контроль; HS – вывешивание в течение 7 сут; HS + PCPZ – вывешивание
в течение 7 сут с ежедневным введением прохлорперазина. * ‒ p < 0.05. MyHC (myosin heavy chain) – тя-
желые цепи миозина.
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Таблица 2. Масса тела животных и масса m. soleus

C – контроль; HS – вывешивание в течение 7 сут; HS + PCPZ – вывешивание в течение 7 сут с ежеднев-
ным введением прохлорперазина.
Данные представлены как среднее ± σ. * – p < 0.05.

С HS HS + PCPZ

Масса тела крыс, г 191.4 ± 2.4 198.5 ± 3.4 194.0 ± 6.6
Масса m. soleus, мг 92.9 ± 2.2 73.6 ± 1.7* 85.4 ± 3.6*
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ния по сравнению с контрольной группой (рис. 3a, b). Введение животным прохлорпе-
разина предотвратило снижение 18S и 28S рРНК в m. soleus крысы (рис. 3a, b).
Содержание мРНК транскрипционного фактора рибосомальных генов c-Myc де-
монстрировало сходную динамику: снижение в группе “чистого” вывешивания,
но при этом существенный рост в группе вывешивания с препаратом (рис. 3с).

Ферментативная активность киназы гликогенсинтазы 3β (GSK-3β) в камбало-
видной мышце крысы была значительно увеличена в обеих группах антиортостати-
ческого вывешивания, о чем свидетельствует снижение степени ее негативного
фосфорилирования (рис. 4a). Активация GSK-3β также подтверждается значитель-
ным увеличением фосфорилирования ее ключевого субстрата – гликогенсинтазы-1
(GS-1) (рис. 4b).

Содержание транскриптов убиквитинлигаз MuRF1, MAFbx и убиквитина было
значительно повышено в группе с вывешиванием задних конечностей (рис. 5a–c).
При этом введение прохлорперазина на фоне функциональной разгрузки позволи-
ло предотвратить увеличение экспрессии данных протеолитических маркеров
(рис. 5a–c).

После 7 сут разгрузки наблюдалось значимое увеличение содержания фосфори-
лированной формы p38 на 160% в группе HS относительно контрольной группы.
Введение прохлорперазина животным из группы HS + PCPZ предотвращало это
увеличение (рис. 6a). Прохлорперазин также значимо снижал фосфорилирование
JNK1/2 в группе вывешивания с препаратом (рис. 6b).

Рис. 2. Cодержание фосфорилированной (Thr389) формы p70S6K в m. soleus. C – контроль; HS – выве-
шивание в течение 7 сут; HS + PCPZ – вывешивание в течение 7 сут с ежедневным введением прохлор-
перазина. * ‒ p < 0.05.

0.6

0.4

0.2

0
C HS HS + PCPZ

C

p-p70S6K

t-p70S6K

p-
p7

0/
t-

p7
0

HS HS + PCPZ



1436 СЕРГЕЕВА и др.

Рис. 3. Содержание 28S рРНК (a), содержание 18S рРНК (b) и экспрессия мРНК c-Myc в m. soleus. C –
контроль; HS – вывешивание в течение 7 сут; HS + PCPZ – вывешивание в течение 7 сут с ежедневным
введением прохлорперазина. * ‒ p < 0.05.
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Рис. 4. Cодержание фосфорилированной (Ser9) формы GSK3β (a) и фосфорилированной (Ser641) фор-
мы GS-1 (b) в m. soleus. C – контроль; HS – вывешивание в течение 7 суток; HS + PCPZ – вывешивание
в течение 7 суток с ежедневным введением прохлорперазина. * ‒ p < 0.05.
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Рис. 5. Экспрессия мРНК показателей протеолиза MuRF-1 (a), MAFbx (b) и убиквитина (c) в m. soleus.
C – контроль; HS – вывешивание в течение 7 сут; HS + PCPZ – вывешивание в течение 7 сут с ежеднев-
ным введением прохлорперазина. * ‒ p < 0.05.
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Рис. 6. Cодержание фосфорилированной (Thr180/182) формы p38 (a) и фосфорилированной (Thr183/185)
формы JNK1/2 (b) в m. soleus. C – контроль; HS – вывешивание в течение 7 сут; HS + PCPZ – вывеши-
вание в течение 7 сут с ежедневным введением прохлорперазина. * ‒ p < 0.05.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

До сих пор никому не удавалось оценить физиологические, структурные, мета-
болические и сигнальные эффекты спонтанной нервно-мышечной активности на
фоне опорной разгрузки постуральной мышцы, так как в арсенале исследователей
не было инструментов, позволяющих устранить или существенно уменьшить эту
активность. Однако, когда нам удалось связать такую активность на фоне опорной
разгрузки со снижением белковой экспрессии калий-хлоридного котранспортера
KCC-2 в нейронах поясничного отдела спинного мозга и с последующим значи-
тельным повышением возбудимости мотонейронов [9], появилась возможность
существенно снизить спонтанную нервно-мышечную активность с помощью фар-
макологического воздействия, активирующего KCC-2. Такой эффект достигается
при использовании нейролептика прохлорперазина или активатора KCC-2 живот-
ных CLP-257/290. При действии прохлорперазина удалось существенно снизить
спонтанную нервно-мышечную активность у животных, подвергнутых опорной
разгрузке с использованием модели вывешивания задних конечностей [9]. В насто-
ящем исследовании оценивали атрофические изменения камбаловидной мышцы и
изменения маркеров сигнальных путей анаболической и катаболической направлен-
ности в камбаловидной мышце у вывешенных животных с обычным уровнем спон-
танной нервно-мышечной активности и у животных, получавших прохлорперазин и
характеризующихся значительно сниженным уровнем спонтанной активности.

Согласно нашей первоначальной гипотезе, при устранении спонтанной актив-
ности на фоне функциональной разгрузки степень атрофии мышц должна быть
глубже, а метаболические и сигнальные изменения должны быть более выражен-
ными, чем у вывешенных животных, принимавших плацебо, электромиограмма
которых демонстрирует повышенную активность. Именно такую тенденцию мы
выявили при исследовании маркеров регуляции биогенеза митохондрий в камба-
ловидной мышце вывешенных крыс, получавших прохлорперазин (PGC-1α,
TFAM и др.) [11]. Снижение экспрессии этих маркеров оказалось более глубоким у
животных, получавших прохлорперазин на фоне разгрузки, по сравнению с выве-
шенными животными без препарата.

В настоящем исследовании аналогичной тенденции при анализе сырой массы
камбаловидной мышцы и площади поперечного сечения мышечных волокон не
было отмечено. Напротив, у вывешенных животных, получавших прохлорперазин,
снижение сырой массы и площади поперечного сечения мышечных волокон было
менее выражено, чем у вывешенных животных, получавших плацебо. И эти разли-
чия между двумя группами были статистически значимы. Ранее в эксперименте с
вывешиванием в попытке оценить роль спонтанной активности у вывешенных
животных проводили денервацию камбаловидной и подошвенной мышцы в раз-
ных группах [12]. Денервация камбаловидной мышцы не привела к углублению
атрофического ответа этой мышцы. Напротив, атрофия быстрой мышцы у денер-
вированных животных была более выражена, чем у вывешенных животных, не
подвергавшихся денервации. Поскольку при денервации прекращается не только
импульсная регуляция мышечной активности, но и передача нейротрофических
сигналов, которая более характерная для быстрых мышц, то углубление атрофии
быстрой мышцы можно считать следствием прекращения этой передачи.

Этот эксперимент со всей очевидностью свидетельствует, что устранение нейро-
генной импульсной регуляции мышечных сокращений на фоне функциональной
разгрузки, как и в нашем эксперименте, не приводит к углублению атрофии. Мы
обнаружили даже уменьшение ее выраженности. Причем это происходит в услови-
ях большего “бездействия”, чем в условиях сохраняющейся спонтанной активно-
сти. Для того, чтобы приблизиться к пониманию причин этого парадокса, мы про-
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анализировали состояние некоторых ключевых маркеров сигнальной регуляции
белкового синтеза и распада.

Прежде всего исследовали уровень фосфорилирования рибосомальной киназы
p70S6K, основной мишени и одновременно основного эффектора киназного ком-
плекса mTORc1, ключевого фактора трансляционной эффективности, т.е. фактора,
способного увеличить количества пептидных продуктов на одну рибосому в едини-
цу времени [13]. Ранее при исследовании динамики этого показателя было обнару-
жено первоначальное повышение уровня фосфорилирования p70S6K после 12 и 24 ч
вывешивания [14, 15] и последующее его снижение до уровня контроля после 7 сут
вывешивания [14]. В настоящем исследовании в полном согласии с этими резуль-
татами после 7 сут воздействия у вывешенных животных уровень фосфорилирова-
ния рибосомальной киназы p70S6K не отличался от контрольного уровня. При
этом различий между двумя группами вывешенных крыс (HS и HS + PCPZ) не бы-
ло отмечено. Таким образом, можно считать, что прием прохлорперазина (и редук-
ция спонтанной нервно-мышечной активности) не оказал влияния на ключевой
параметр трансляционной эффективности камбаловидной мышцы. Естественно
предположить, что снижение уровня фосфорилирования p70S6K в течение при-
мерно пяти суток после первоначального повышения никак не обусловлено появ-
лением после 2–3 сут спонтанной нервно-мышечной активности.

Совершенно иначе ведут себя параметры так называемой трансляционной ем-
кости (т.е. параметры, способствующие биогенезу рибосом). Ранее в нашей лабо-
ратории было показано, что уже в первые сутки вывешивания интенсивность экс-
прессии 18S и 28S рибосомальной РНК значимо снижается и поддерживается на
уровне ниже контрольного как минимум до 7 сут вывешивания [16]. В настоящем
исследовании у вывешенных животных, получавших плацебо, также наблюдали
снижение экспрессии рибосомальных РНК. У животных, получавших прохлорпе-
разин такого снижения не было обнаружено. Более того, у этих животных оказа-
лась многократно повышенной экспрессия одного из центральных регуляторов
транскрипции рибосомальных генов протоонкогенного белка c-Myc. Экспрессия
c-Myc обычно регулируется β-катенином, активность которого может быть забло-
кирована некоторыми киназами, например, GSK3β или IKKβ [17, 18]. В нашем
случае сниженный уровень негативного фосфорилирования GSK3β по сайту Ser9
примерно одинаков у животных двух вывешенных групп. Однако про влияние
спонтанной сократительной активности мышцы на киназную активность IKKβ
пока ничего не известно. Итак, мы можем констатировать, что именно спонтанная
активность подавляет механизмы рибосомального биогенеза при разгрузке. При
редукции этой активности уровень экспрессии маркеров трансляционной емкости
не демонстрирует значимых отличий от контроля. Таким образом, способствуя
снижению трансляционной емкости, спонтанная нервно-мышечная активность
может оказаться фактором, углубляющим атрофические процессы в течение пер-
вой недели воздействия.

Что касается маркеров сигнальных путей катаболической направленности, то
наиболее важными из них являются мРНК основных мышечных Е3-убиквитин ли-
газ – MuRF1 и MAFbx/atrogin-1. Известно, что при вывешивании экспрессия
мРНК этих важнейших ферментов значительно возрастает на 3-и и 7-е сутки воз-
действия [19, 20]. В нашем исследовании этот феномен был также воспроизведен
для тех животных, которые в ходе вывешивания получали плацебо. У вывешенных
животных, получавших прохлорперазин значимых изменений экспрессии мРНК
по сравнению с виварным контролем не было. Поэтому не исключено, что повы-
шенная экспрессия мышечных Е3-убиквитин лигаз в данном случае является ре-
зультатом спонтанной нервно-мышечной активности. Какие же конкретные меха-
низмы, запущенные этой активностью, могут стимулировать экспрессию мРНК
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MuRF1 и MAFbx/atrogin-1? В нашем предыдущем исследовании с таким же экспе-
риментальным дизайном [11] у животных, получавших прохлорперазин в ходе раз-
грузки, наблюдали снижение уровня активных форм кислорода и снижение актив-
ности кальций-кальмодулин киназы II (что указывает на снижение содержания
ионов кальция) по сравнению с группой вывешенных крыс, получавших плацебо.
На этом основании мы предположили, что при возникновении спонтанной актив-
ности в камбаловидной мышце накапливаются активные формы кислорода и ионы
кальция, способствующие активации митоген-активируемых протеинкиназ, а так-
же сигнального пути NFκB, которые, в свою очередь, стимулируют экспрессию
мРНК мышечных Е3-убиквитинлигаз [21]. И действительно, в настоящем иссле-
довании уровень фосфорилирования p38 у животных, получавших прохлорпера-
зин, оказывался сниженным по сравнению с вывешенными животными, получав-
шими плацебо, что может свидетельствовать об активации p38 и JNK при спонтан-
ной нервно-мышечной активности. Не исключено, что такая активация и
приводит к повышенной экспрессии убиквитинлигаз и способствует углублению
атрофического процесса.

Таким образом, в настоящем исследовании впервые получены результаты, сви-
детельствующие о том, что у крыс в условиях моделируемой гравитационной раз-
грузки при использовании прохлорперазина, способствующего активации калий-
хлоридного котранспортера KCC-2 и существенно уменьшающего спонтанную
электрическую активность постуральной камбаловидной мышцы, наблюдается до-
стоверно меньшая выраженность атрофических изменений в мышце, чем при раз-
грузке без дополнительных воздействий. При этом почти не наблюдается сниже-
ния параметров рибосомального биогенеза и повышения экспрессии убиквитин-
лигаз по сравнению с интактным контролем. Установить точные причины
наблюдаемого эффекта пока не представляется возможным, так же, как и исклю-
чить вероятность того, что данные изменения являются следствием прямого спе-
цифического действия прохлорперазина на мышцу. Тем не менее, мы склонны
придерживаться гипотезы, предполагающей некоторое углубление развития атро-
фии в результате генерации спонтанной нервно-мышечной ритмической активно-
сти. Возможно, что такое развитие событий обусловлено низкой амплитудой и не-
прерывным характером электрической импульсации (и, вероятно, сократительной
активности).
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The Effect of Spontaneous Neuromuscular Activity on the Development of Atrophy 
of the Functionally Unloaded m. soleus

K. V. Sergeevaa, *, K. A. Sharloa, V. E. Kalashnikova, O. V. Turtikovaa,
S. A. Tyganova, and B. S. Shenkmana

aInstitute of Biomedical Problems, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
*e-mail: Sergeeva_xenia@mail.ru

It is well known that the inactivity of mammalian skeletal muscles leads to the cessation
of their electrical activity and is accompanied by atrophic changes in muscle fibers.
However, it has been repeatedly noted that starting from the 3rd day of functional un-
loading, spontaneous rhythmic neuromuscular activity appears, which is the result of a
decrease in the expression of the potassium chloride co-transporter KCC-2 in neurons
of the lumbar spinal cord. A decrease in the expression of KCC-2 and the onset of au-
tonomous electrical activity of the unloaded muscle can be prevented by the administra-
tion of the neuroleptic prochlorperazine. Thus, the aim of this study was to evaluate the
structural and signaling effects of the reduced spontaneous activity of the unloaded
m.soleus. It was found that daily administration of prochlorperazine to rats under condi-
tions of 7-day simulated gravitational unloading prevented a decrease in the content of
the main markers of ribosome biogenesis (c-Myc, 18S rRNA and 28S rRNA), and also
partially prevented a decrease in the cross-sectional area of fast and slow muscle fibers in
the m.soleus. Morphofunctional changes caused by a decrease of spontaneous activity of
the unloaded muscle were accompanied by complete or partial prevention of activation
of key proteolytic markers expression (MuRF-1, MAFbx/atrogin-1, ubiquitin). Thus,
we assume that spontaneous neuromuscular activity may be a factor that augments mus-
cle atrophy during the first week of functional unloading.

Keywords: skeletal muscle, gravitational unloading, prochlorperazine, spontaneous activity,
protein breakdown, ubiquitinligase
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Проведен анализ связанных с событиями изменений спектра электроэнцефало-
граммы (ЭЭГ) во время слухового восприятия слов-существительных у 83 типич-
но развивающихся детей в возрасте от 4 до 10 лет, в том числе 50 детей дошколь-
ного возраста и 33 детей младшего школьного возраста. Выявлены межгруппо-
вые различия – у детей дошкольного возраста в обработку слов в большей
степени вовлечены нейронные системы, активность которых отражается в об-
ширной десинхронизации альфа- и синхронизации тета-активности в лобных
зонах левого полушария. Для реактивности ЭЭГ детей младшего школьного воз-
раста свойственна двусторонняя и более выраженная тета-синхронизация, что
указывает на повышенную интенсивность лексико-семантических операций, а
также на снижение фоновой и рост вызванной тета-активности. У детей данной
группы также наблюдалась синхронизация ЭЭГ в бета-диапазоне, представлен-
ная отдельными вспышками и наиболее выраженная в лобных отведениях, что
характерно для более зрелых механизмов обработки речи. Результаты исследова-
ния важны для уточнения механизмов понимания речи у типично развивающих-
ся детей дошкольного и младшего школьного возраста.

Ключевые слова: восприятие речи, дети дошкольного и школьного возраста, элек-
троэнцефалограмма, тета-, альфа- и бета-активность
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ВВЕДЕНИЕ

Распознавание отдельных слов и ассоциирование их с конкретными объектами –
это процесс, который возникает, как это экспериментально подтверждено, уже у
полугодовалых младенцев [1] и активно развивается у детей раннего возраста [2].
Данный процесс лежит в основе формирования словарного запаса и адекватного
речевого развития в целом [3, 4]. Исследования показывают, что развитие языко-
вых способностей и созревание нейронных структур, лежащих в их основе, про-
должается по меньшей мере до возраста 12 лет [5]. Нейрофизиологические меха-
низмы становления рецептивной речи у детей активно изучаются с применением
целого ряда методов, в том числе электроэнцефалографии. Было установлено, что
процесс восприятия слов отражается в динамике мощности тета-, альфа- и бета-
ритмов ЭЭГ, а также характеристиках компонентов связанных с событиями потен-
циалов (ССП), в частности N400 и P600 [5–7].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Одним из способов исследования процесса понимания слов является частотно-
временной анализ ЭЭГ, в частности анализ связанных с событиями спектральных
пертурбаций (СССП). Используя этот метод, можно определить изменения мощ-
ности ЭЭГ в различных частотных диапазонах во время выполнения языкового за-
дания. Предполагается, что увеличение мощности в определенной частотной по-
лосе связано с активацией дополнительных нейронных ансамблей, возбуждаю-
щихся на той же частоте [8]. Анализ СССП дает возможность оценить изменения
классических ритмов ЭЭГ, функциональное значение которых достаточно хорошо
изучено. Дополнительно отмечают, что этот метод позволяет обнаружить измене-
ния в ЭЭГ, которые не выявляются при традиционном анализе ССП. Это преиму-
щество подчеркнуто исследованием с участием детей школьного возраста [9], ко-
торое выявило при восприятии правильных и содержащих семантические ошибки
предложений различия в реактивности тета-ритма, но не в параметрах ССП.

У детей и взрослых наиболее убедительно установлена связь процесса обработки
слов с синхронизацией тета-ритма [5, 10–12]. Предполагается, что рост тета-актив-
ности с латентным периодом 150–200 мс от начала стимула связан с лексико-се-
мантическими операциями поиска и извлечения слов из памяти при восприятии
речевых сообщений [7]. Чем сложнее процесс этого поиска, тем больше растет
мощность тета-ритма. Этим объясняют тот факт, что увеличение мощности ука-
занного ритма больше при обработке псевдослов, чем реальных слов [13].

Несмотря на схожесть динамики тета-ритма при восприятии слов у детей и
взрослых, появляется все больше свидетельств того, что амплитуда и топография
тета-синхронизации меняются с возрастом [9]. Например, дети 10 лет во время чте-
ния слов демонстрируют более выраженное по сравнению со взрослыми увеличе-
ние тета-активности в правом полушарии [14], а в 12-летнем возрасте правополу-
шарная синхронизация тета-активности значительно уменьшается [7].

Наряду с синхронизацией тета-активности наблюдается десинхронизация аль-
фа-ритма ЭЭГ, которая может отражать как активацию процессов внимания [15],
так и специфически связанные с восприятием речи процессы [16]. Так, было пока-
зано, что восприятие речевых сигналов вызывает более значимую десинхрониза-
цию альфа-ритма в центральных областях коры по сравнению с восприятием нере-
чевых стимулов [17]. В то же время некоторыми исследователями был обнаружен
рост мощности мю- и альфа-ритма в центральных, теменных и затылочных регио-
нах в процессе восприятия предложений у детей 2–3 [18] и 10–12 лет [5]. Данный
феномен связывают с активацией процессов рабочей памяти при восприятии це-
лостного речевого сообщения.

Также отмечается увеличение мощности бета-ритма в обширных областях не-
окортекса, которое, как предполагают [10, 11, 19, 20], отражает поддержание актив-
ного состояния нейронных сетей, участвующих в процессах восприятия речи. В от-
дельных исследованиях [16] выявлен как рост мощности бета-ритма в височных и
теменных областях, так и ее снижение над моторными областями неокортекса.
Указанное снижение связывают с процессами активации моторного репертуара
речи.

В то время как реактивность ЭЭГ во время восприятия речи у взрослых относи-
тельно хорошо изучена [10–12, 16], исследования с участием детей по-прежнему
немногочисленны. Кроме этого, в большинстве работ изучается процесс чтения
слов и предложений у детей школьного возраста [7, 21]. Такое исследование невоз-
можно провести у детей более раннего возраста в связи с отсутствием у них навыка
чтения. Однако выявление изменений в становлении процесса восприятия речи у
детей дошкольного возраста является актуальным в связи с ростом числа детей с
речевыми нарушениями [22].
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Целью настоящего исследовании является анализ СССП во время слухового
восприятия слов у типично развивающихся детей 4–10 лет, а также выявление воз-
можных различий реакций ЭЭГ у детей дошкольного и младшего школьного воз-
растов. В качестве экспериментальной ситуации выбрано пассивное прослушива-
ние слов, которое может выполняться детьми с нарушениями речи, испытываю-
щими трудности в выполнении сложной инструкции.

Основываясь на результатах работ других авторов, можно предположить, что,
как и у более старших детей и взрослых, восприятие слов участниками исследова-
ния 4–10 лет отражается в росте мощности тета-активности, а также преобладании
десинхронизации альфа-ритма. Однако поскольку дети 7–10 лет, уже посещающие
школу, могут использовать иные, более зрелые стратегии для успешной обработки
речевых сигналов, чем дошкольники 4–6 лет, паттерны СССП этих возрастных
групп будут существенно отличаться.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика выборки. В исследовании приняли участие 83 типично развива-
ющихся ребенка (55 мальчиков и 28 девочек), представленных двумя группами –
50 детей дошкольного возраста (4–6 лет, средний возраст 5.2 ± 1.2 года, 31 маль-
чик и 19 девочек) и 33 – младшего школьного возраста (7–10 лет, средний воз-
раст 8.6 ± 1.9 года, 24 мальчика и 9 девочек). Все дети были правшами, имели нор-
мальные или приближающиеся к нормальным показатели зрения и слуха. В ука-
занные группы не были включены дети с массой тела при рождении менее 2.5 кг, с
наличием генетических заболеваний, а также те дети, в ЭЭГ которых во время кли-
нических обследований были выявлены эпизоды эпилептиформной активности.
Дети дали устное, а их родители – письменное согласие на участие в эксперименте,
с процедурой которого они были заранее ознакомлены.

Регистрацию ЭЭГ проводили с помощью электроэнцефалографа Нейрон-
Спектр-3 (“Нейрософт” , Россия) монополярно в соответствии с международной
системой 10–20 в лобных (Fp1, Fp2, Fz, F3, F4, F7, F8), центральных (Cz, C3, C4), ви-
сочных (T3, T4, T5, T6), теменных (Pz, P3, P4) и затылочных (O1, O2) отведениях. В
качестве референтного использовался объединенный ушной электрод. Сопротив-
ление электродов не превышало 5 кОм. Частота дискретизации составляла 500 Гц.

Испытуемых просили сидеть спокойно, глядя перед собой, и внимательно слу-
шать аудиозапись речи. При этом использовали акустические колонки, находящи-
еся на расстоянии около двух метров от ребенка. Громкость звука в этой области в
среднем составляла 85 дБ. В качестве стимулов были подобраны 30 часто употреб-
ляемых конкретных слов-существительных, знакомых детям четырех лет (мяч, яб-
локо, карандаш и т.п.). Средняя продолжительность слов составляла 296 ± 84 мс, а
межстимульный интервал – 4500–5500 мс. Перед началом регистрации ЭЭГ не-
сколько слов воспроизводили в тестовом режиме с целью дать возможность ребен-
ку освоиться с таким способом предъявления речевых сигналов и убедиться, что он
не повторяет слов вслух.

Анализ ЭЭГ-данных проводили с помощью программы EEGLAB
(http://www.sccn.ucsd.edu/eeglab/). Записи ЭЭГ были отфильтрованы в диапазоне
от 1 до 50 Гц, артефакты удалялись с помощью метода анализа независимых ком-
понент. Непрерывную запись ЭЭГ разбивали на эпохи длительностью 4000 мс, со-
ответствующие моментам предъявления стимулов. Предстимульный (фоновый)
интервал имел длительность 1000 мс, постстимульным интервалом являлся отрезок
времени длительностью 3000 мс от момента начала предъявления слова. СССП
ЭЭГ выявляли с помощью частотно-временного анализа на основе вейвлета Мор-
ле. Показатели СССП рассчитывали как логарифм отношения мощностей ритми-
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ческих диапазонов постстимульной и предстимульной ЭЭГ. Отрицательные значе-
ния СССП соответствуют десинхронизации ЭЭГ и отмечены на графиках синим
цветом, положительные значения – синхронизации, отмечены на графиках крас-
ным цветом. Частотное разрешение составило 0.6 Гц. Временное разрешение со-
ставило 14.7 мс и рассчитывалось как отношение длительности анализируемого
интервала (3000 мс с учетом исключения краевых эффектов) и количества отсчетов
(200 отсчетов). В качестве тета-, альфа- и бета-активности у детей дошкольного
возраста рассматривали активность в частотных диапазонах 3–7, 7–12, 13–25 Гц, а
у школьников – 3–8, 8–13, 13–30 Гц [23].

Статистическую обработку данных проводили с использованием пакета при-
кладных программ MATLAB и набора инструментов EEGLAB.

Для оценки значимости связанных с прослушиванием слов реакций ЭЭГ в об-
щей выборке детей дошкольного и младшего школьного возраста и внутри каждой
из групп использовали многофакторный дисперсионный анализ с повторными из-
мерениями (repeated measures ANOVA) с факторами СИТУАЦИЯ (два уровня – до
и после предъявления слов), ЛОКУС (19 отведений ЭЭГ), ЧАСТОТА (52 значения
от 1 до 30 Гц). Анализ выполнялся для каждого из 170 временных отсчетов постсти-
мульной ЭЭГ, в качестве данных предстимульной ЭЭГ использовалось усреднен-
ное значение данных 30 отсчетов предстимульной ЭЭГ. Для дальнейшего анализа
использовали только те временные интервалы, в которых общий эффект взаимо-
действия всех трех факторов достигал уровня статистической значимости (p < 0.05
с учетом поправки Хьюнха–Фельдта). Для попарных сравнений СССП до и после
стимула использовали апостериорные t-тесты (p < 0.01).

Одним из достоинств программы EEGLAB является возможность межгруппово-
го сравнения СССП с помощью пермутационной статистики (статистики переста-
новок). Пермутационная статистика рекомендована для анализа больших наборов
данных, таких как результаты частотно-временного анализа ЭЭГ, поскольку может
использоваться вне зависимости от соответствия распределения данных тому или
иному закону, относительно надежна при анализе экспериментов с участием не-
большого количества испытуемых, не требует применения дополнительных попра-
вок [24]. Пермутационная статистика была применена нами при оценке различий
СССП в группах детей дошкольного и младшего школьного возраста. Для каждого
канала и точки частотно-временной области на основе метода перестановок гене-
рировалась искусственная выборка, сформированная в результате случайных пере-
становок данных исходной выборки (дети дошкольного и младшего школьного
возрастов), рассчитывалась t-статистика для полученной выборки. Путем повторе-
ния данной операции 2000 раз формировалось нулевое распределение, состоящее
из 2000 статистик искусственно сгенерированных выборок. Далее статистики ис-
ходных выборок сравнивались с полученным нулевым распределением. Значимы-
ми считались различия при p < 0.01 – в этом случае статистики исходной выборки
входили в 0.5% наибольших или 0.5% наименьших значений нулевого распределения
[25]. В противном случае принималась нулевая гипотеза, делался вывод об отсут-
ствии различий данных в группах детей разных возрастов в определенном отведе-
нии и точке частотно-временной области. Дополнительная коррекция на множе-
ственные измерения не проводилась, однако интерпретировались частотно-вре-
менные кластеры, содержащие не менее 50 пикселей. Преимущества проведения
расчетов для каждой точки частотно-временной области заключается в учете воз-
можного различия в распределении параметров ЭЭГ на разных частотах и в разные
временные промежутки.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ связанных с событием спектральных пертурбаций общей выборки детей 4–
10 лет. Анализ СССП у всех 83 типично развивающихся детей дошкольного и
младшего школьного возраста позволил оценить общий паттерн реактивности
ЭЭГ при восприятии ими слов-существительных. Было выявлено увеличение
мощности ЭЭГ по сравнению с фоновым уровнем в диапазоне тета-активности во
временном интервале 200–800 мс после начала стимула в лобных, центральных и
височных отведениях, наиболее выраженное в отведениях Fp1, F7, F8 (рис. 1). На-
блюдалась десинхронизация активности в альфа- и бета-диапазонах, наиболее вы-
раженная в лобных и центральных зонах.

Дисперсионный анализ с повторными измерениями в группе детей 4–10 лет
выявил значимое влияние взаимодействия факторов СИТУАЦИЯ, ЛОКУС и
ЧАСТОТА для временных промежутков 0–103, 308–1102 мс.

Результаты апостериорного анализа в группах детей 4–10 и 4–6 лет представле-
ны в табл. 1.

Анализ связанных с событием спектральных пертурбаций в группе детей дошколь-
ного возраста. Анализ СССП в группе типично развивающихся детей 4–6 лет пока-
зал увеличение мощности ЭЭГ в диапазоне тета-активности, наиболее выражен-
ное в отведениях Fp1, F7, F8 (рис. 2a). Наблюдалась десинхронизация активности в
альфа- и бета-диапазонах, наиболее выраженная в лобных и центральных зонах.

Дисперсионный анализ с повторными измерениями в группе детей 4–6 лет вы-
явил значимое влияние взаимодействия факторов СИТУАЦИЯ, ЛОКУС и ЧА-
СТОТА для временного промежутка 1617–1764 мс.

Несмотря на выраженную синхронизацию тета-активности в лобных и височ-
ных локусах левого полушария, применение поправки Хьюнха–Фельдта показало,
что различия с предстимульной активностью не достигли уровня статистической
значимости. Зарегистрирована достигающая уровня статистической значимости
десинхронизация альфа- и бета-активности (табл. 1).

Анализ связанных с событием спектральных пертурбаций в группе детей младшего
школьного возраста. Во время прослушивания слов в группе детей младшего
школьного возраста зарегистрирована синхронизация ЭЭГ в тета-диапазоне в лоб-
ных, центральных, теменных и височных отведениях; синхронизация альфа- и бе-
та-активности (рис. 2b).

Дисперсионный анализ с повторными измерениями в группе детей 7–10 лет не
выявил значимое влияние взаимодействия факторов СИТУАЦИЯ, ЛОКУС и
ЧАСТОТА, что может быть связно с относительно небольшим объемом выборки и
коррекцией уровня значимости с применением поправки Хьюнха–Фельдта.

Сравнение связанных с событием спектральных пертурбаций ЭЭГ в группах детей
дошкольного и младшего школьного возраста. Во время восприятия слов в группах
детей дошкольного и младшего школьного возраста выявлены значимые различия
между реактивностью ЭЭГ в тета-, альфа- и бета-диапазонах (рис. 2).

В группе детей школьного возраста в отведении F4 регистрируется более выра-
женная синхронизация тета-активности через 108–380 мс по сравнению с показа-
телями в группе детей дошкольного возраста (p < 0.01). Аналогичные изменения
зарегистрированы в отведениях Fp1 во временном интервале 1055–1200 мс и в Fp2
через 1130–1218 мс после начала стимула. В отведении С3 через 10–250 мс и P4 через
610–740 мс наблюдается синхронизация тета-активности, тогда как у детей до-
школьного возраста – десинхронизация. В отведении Т3 на промежутке 1850–2050 мс
и в локусе Т5 через 1150–1300 и 2200–2500 мс регистрируется десинхронизация те-
та-активности, сменяющая предшествующую синхронизацию, тогда как у детей
дошкольного возраста продолжается синхронизация тета-активности.
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В группах детей дошкольного и младшего школьного возраста выявлены значимые
различия в реактивности альфа-ритма во время восприятия слов в отведениях Fp1, Fp2,
Fz, F4, F7, F8, T5, C4, P3, O2. У детей дошкольного возраста наблюдалась десинхрониза-
ция альфа-активности, тогда как у детей школьного возраста – синхронизация.

Значимые различия в реактивности бета-ритма выявлены в отведениях Fp1, Fp2,
Fz, F3, F4, F7, F8, T3, Т4, T5, T6, Cz, C3, C4, P3, O1, O2. У детей дошкольного возраста
наблюдалась десинхронизация бета-активности, тогда как у детей школьного воз-
раста – синхронизация.

Рис. 1. Связанные с прослушиванием слов спектральные пертурбации в 19 отведениях ЭЭГ у 83 типич-
но развивающихся детей в возрасте 4–10 лет. Каждый фрагмент рисунка соответствует временному
промежутку от –500 до 2500 мс от начала стимула (момент 0) и диапазону частот от 3 до 28 Гц. За-
мкнутыми белыми линиями выделены участки графика со статистически значимыми снижением,
черными – повышением мощности ЭЭГ относительно предстимульного интервала. Шкала в правой
части рисунка отражает логарифм отношения мощностей постстимульной и предстимульной ЭЭГ в дБ.

dB
1.2Fp1 Fp2

F7

T3

T5

Pz P4P3

O1
28

C3 Cz C4 T4

T6

F3 Fz F4

F8

0.6

0

–0.6

–1.2

13

7

3
0 2000 ms

O2
28

13

7

3
0 2000 ms



1449РЕАКТИВНОСТЬ ЭЭГ ВО ВРЕМЯ СЛУХОВОГО ВОСПРИЯТИЯ

Таблица 1. Отведения ЭЭГ и временные интервалы (мс), в которых выявлены статистически
значимые, связанные с прослушиванием слов спектральные пертурбации

Реактивность ЭЭГ Отведения Реактивность 
в группе 4–10 лет, мс

Реактивность
в группе 4–6 лет, мс

Синхронизация
тета-активности

Fp1 308–704

Fp2 601–675

F7 702–938

F8 366–703

Cz 335–496

C4 1070–1102

Pz 350–584

P3 454–660

P4 894–909

T3 308–367

Десинхронизация
тета-активности

С3 0–45

O2 513–615

Десинхронизация
альфа-активности

Fp1 1690–1764

F7 28–103 1617–1764

F8 630–923

Cz 352–441 1617–1764

T3 0–103

T6 1617–1690

Синхронизация
бета-активности

Fp2 439–542

Десинхронизация
бета-активности

Fp1 308–396, 733–880

Fz 365–511 1617–1764

F4 337–645, 850–908

F8 320–438, 657–949

Cz 394–525, 657–876

C3 469–557

C4 410–527, 1026–1102

Pz 803–1102

P4 1022–1102

T3 337–366

Т4 308–527, 803–1102

T5 770–1022

T6 441–588, 1020–1102

O1 337–469, 733–952

O2 1099–1102
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Рис. 2. Связанные с прослушиванием слов спектральные пертурбации в 19 отведениях ЭЭГ у 53 типич-
но развивающихся детей в возрасте 4–6 лет (а), 30 типично развивающихся детей в возрасте 7–10 лет (b),
межгрупповые различия, p < 0.01 (c). Каждый фрагмент рисунка соответствует временному промежутку
от –500 до 2500 мс от начала стимула (момент 0) и диапазону частот от 3 до 28 Гц. Шкала отражает лога-
рифм отношения мощностей постстимульной и предстимульной ЭЭГ в дБ. Межгрупповые различия
при p < 0.01 выделены темным цветом.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты настоящего исследования подтвердили данные о более широкой
пространственной представленности процессов синхронизации ЭЭГ в тета-диапа-
зоне во время восприятия слов у детей по сравнению со взрослыми [5, 7]. Так, зна-
чимый рост мощности тета-активности у детей 4–10 лет наблюдается не только в
лобных и теменных отведениях левого полушария, но и в височных и центральных
зонах обоих полушарий (рис. 1). Аналогичные особенности динамики ЭЭГ в тета-
диапазоне, в частности менее локализованная тета-синхронизация, представлен-
ная как в левом, так и в правом полушариях, обнаружены во время обработки речи
у детей в ряде других исследований [7, 26–28].

При разделении детей 4–10 лет на группы дошкольного (4–6 лет) и младшего
школьного возраста (7–10 лет), как и предполагалось, были выявлены различия в
паттернах ЭЭГ во время слухового восприятия слов (рис. 2). У детей дошкольного
возраста наиболее выраженная тета-синхронизация происходила в лобных и ви-
сочных отведениях левого полушария (рис. 2а). У детей 7–10 лет тета-синхрониза-
ция была более выраженной и затрагивала не только зоны левого полушария, но и
правосторонние области (рис. 2b).

Большее вовлечение правого полушария в процессы восприятия речи в группе
школьников по сравнению с детьми дошкольного возраст оказалось неожиданным
результатом. Действительно, хотя в исследованиях динамики ЭЭГ в процессе вос-
приятия слов у детей 8–12 лет и подчеркивается роль правого полушария [7], авто-
ры указывают на значительное снижение правосторонней синхронизации тета-ак-
тивности у более старших из обследованных детей. Следует отметить, что в указан-
ной работе, как и в большинстве исследований, применявших анализ СССП при
восприятии речи, дети школьного возраста читали слова, тогда как в нашем иссле-
довании исследовалось слуховое восприятие слов. Несмотря на то, что нейронные
сети чтения и слухового восприятия речи частично перекрываются, прослушива-
ние слов требует дополнительного анализа просодических компонентов речи, об-
работка которых в большей степени происходит в правом полушарии [29–31].

В целом, большую выраженность СССП в тета-диапазоне у детей школьного
возраста, по сравнению с дошкольниками, можно объяснить следующим образом.
Поскольку увеличение мощности тета-ритма при восприятии речи связывают, как
уже отмечалось, с лексико-семантическими операциями поиска и извлечения слов
из памяти [7], рост тета-активности может указывать на большую интенсивность ука-
занных операций у старших детей. Кроме того, различия в выраженности СССП в те-
та-диапазоне у детей дошкольного и младшего школьного возраста могут быть
следствием разного уровня предстимульной (фоновой) тета-активности. В ряде ис-
следований [13, 32] фоновую активность в тета-диапазоне рассматривают как “то-
ническую”, а ее изменения, связанные с обработкой стимула, как “фазическую”
активность. Чем ниже тоническая тета-активность, тем выше готовность к воспри-
ятию информации, успешнее выполнение когнитивных операций. Амплитуда то-
нической тета-активности снижается у детей по мере взросления, отражая процесс
созревания головного мозга [33, 34]. Таким образом, большая реактивность у детей
школьного возраста в тета-диапазоне, отражающая фазическую активность, может
быть обусловлена более низким уровнем предстимульной тонической тета-актив-
ности у детей этой группы.

В нашем исследовании особенностью реактивности ЭЭГ у детей 4–6 лет явилась
хорошо выраженная десинхронизация в альфа-диапазоне, наблюдающаяся прак-
тически во всех отведениях. Поскольку десинхронизация альфа-ритма отражает
активацию соответствующих зон неокортекса [15], в том числе обеспечивающих
процессы как произвольного, так и непроизвольного внимания, можно предполо-
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жить, что детям этой группы при восприятии речи требуется привлекать больший,
чем младшим школьникам, объем соответствующих мозговых ресурсов. Кроме
этого, десинхронизация ЭЭГ в указанном частотном диапазоне, развивающаяся
над двигательными областями коры, может быть связана с активацией у дошколь-
ников моторных артикуляционных зон [35]. Поскольку по нашим наблюдениям
при предварительном тестовом предъявлении сигналов именно дошкольники ча-
ще стремились повторять слова вслух, они, вероятно, в большей степени опира-
лись на механизмы внутреннего проговаривания слов, чем дети более старшего
возраста.

У детей 7–10 лет десинхронизация альфа-активности носила менее выраженный
характер и была не столь широко представлена в анализируемых отведениях. Мы
предполагаем, что данная группа участников исследования, следуя инструкции
внимательно слушать слова, в большей степени использовала ресурсы достаточно
развитого в этом возрасте произвольного, чем непроизвольного внимания. Имен-
но преобладание процессов произвольного внимания может приводить к более ло-
кальному вовлечению зон мозга в процесс обработки слов. Обращает на себя вни-
мание и усиление мощности в альфа-диапазоне в лобных областях коры у младших
школьников. Как показано у взрослых испытуемых [36], для выполнения задач,
вовлекающих рабочую память, характерна синхронизация альфа-ритма в лобных
зонах. Такую синхронизацию объясняют торможением ряда нейронных цепей,
благодаря чему, в то время, когда выполняется непрерывная задача по извлечению
информации из памяти, лобные области меньше вовлекаются в новые действия.
Во время восприятия речевых сигналов поступающие звуки также запускают кас-
кад операций извлечения из памяти, которые делают доступными фонологиче-
ские, синтаксические и семантические свойства отдельных слов [11]. Таким обра-
зом, большая мощность ЭЭГ в альфа-диапазоне в лобных областях коры у детей 7–
10 лет по сравнению с дошкольниками может указывать на формирование более
зрелых, сходных с таковыми у взрослых, нейрофизиологических механизмов из-
влечения информации из памяти при восприятии речи.

Особо можно выделить десинхронизацию в альфа-диапазоне ЭЭГ, выявленную
в центральных зонах неокортекса. Такая десинхронизация наблюдалась в отведе-
ниях Cz и С3 как в группе дошкольников, так и у младших школьников, причем,
межгрупповых различий найдено не было. Десинхронизацию в указанных отведе-
ниях при восприятии речи рассматривают как реакцию разновидности альфа-рит-
ма – мю-ритма, и ассоциируют с активацией моторных зон мозга, участвующих не
только в процессах продукции речи, но и в ее понимании [35, 37–39]. Также вовле-
чение моторных зон в процесс восприятия слов-существительных может быть вы-
звано активацией моторного репертуара [16, 40], связанного с этими словами (мяч –
пинать, бросать, ловить; карандаш – рисовать, держать, сжимать и т. д.).

Только в группе детей школьного возраста во время прослушивания слов на-
блюдалась синхронизация бета-ритма, представленная отдельными вспышками и
наиболее выраженная в лобных отведениях (рис. 2b). Вспышки бета-ритма, для-
щиеся всего несколько сотен миллисекунд, выявлены у взрослых при выполнении
задач, требующих участия рабочей памяти [41]. Как считают, они отражают мгно-
венное обновление или реактивацию содержимого памятного следа. Вслед за дру-
гими авторами, сравнивавшими паттерны ЭЭГ при восприятии речи у детей и
взрослых [5], мы также предполагаем, что по мере процесса взросления обработка
речи у детей все в большей степени вовлекает мозговые механизмы, функциониро-
вание которых проявляется в реактивности бета-ритма.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Анализ динамики ЭЭГ при восприятии слов у всей выборки детей дошкольного
и младшего школьного возраста выявил увеличение мощности в диапазоне тета-
активности во временном интервале 200–800 мс после начала стимула в лобных,
центральных и височных отведениях обоих полушарий. Усиление тета-осцилля-
ций сочеталось с двусторонней десинхронизацией активности в альфа- и бета-диа-
пазонах, наиболее выраженной в лобных и центральных зонах.

У детей 4–6 лет процесс обработки слов отражается в охватывающей большин-
ство отведений десинхронизации альфа-активности, более выраженной, чем у де-
тей школьного возраста. Такие особенности паттерна реактивности ЭЭГ могут
быть связаны с большим вовлечением ресурсов головного мозга для обеспечения
требуемых процессов внимания, а также с активацией у дошкольников моторных
артикуляционных зон.

Для реакций ЭЭГ детей 7–10 лет при восприятии слов свойственна более выра-
женная, чем у дошкольников, двусторонняя тета-синхронизация. Такие особенно-
сти реактивности ЭЭГ указывают на повышенную интенсивность лексико-семанти-
ческих операций поиска и извлечения слов из памяти. Кроме того, у детей данной
группы наблюдалась синхронизация бета-колебаний, представленная отдельными
вспышками и наиболее выраженная в лобных отведениях. Таким образом, обра-
ботка речи у детей младшего школьного возраста частично вовлекает характерные
для взрослых мозговые механизмы, функционирование которых проявляется в ре-
активности бета-осцилляций.
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Words Listening Related Electroencephalography Reactivity
in Children of Preschool and Primary School Age

M. A. Nacharovaa, *, D. V. Nacharovb, and V. B. Pavlenkoa

aVernadsky Crimean Federal University, Simferopol, Russia
bSevastopol State University, Sevastopol, Russia
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An analysis was made of event-related changes in the electroencephalogram (EEG)
spectrum during the auditory perception of nouns in 83 typically developing children
aged 4 to 10 years, including 50 children of preschool age and 33 children of primary
school age. Following intergroup differences were revealed: in preschool children, neu-
ronal systems are more involved in word processing, the activity of which is reflected in
extensive desynchronization of alpha and synchronization of theta activity in the frontal
zones of the left hemisphere. The EEG reactivity of primary school children is charac-
terized by bilateral and more pronounced theta synchronization, which indicates an in-
creased intensity of lexico-semantic operations, as well as a decrease in the background
and an increase in the evoked theta activity. In children of this group, EEG synchroniza-
tion in the beta range was also observed, represented by separate f lashes and most pro-
nounced in the frontal leads, which is typical for more mature speech processing mecha-
nisms. The study results are important for clarifying the mechanisms of speech under-
standing in typically developing preschool and primary school age children.

Keywords: speech perception, preschool and primary school age children, EEG, theta ac-
tivity, alpha activity, beta activity
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Гипоксия может корректировать развитие диабета и его осложнений у животных
и человека, а диабет усугубляет язвообразование в желудке. Однако влияние ги-
поксии на язвообразование в желудке при диабете остается неизвестным. Задача
работы состояла в сравнении влияния содержания крыс в горах при умеренной
естественной гипоксии и на равнине на развитие диабета 1-го типа и язвообразо-
вание в желудке. Через 2 нед. после акклиматизиции крыс к гипоксии (Приэль-
брусье, 2125 м над уровнем моря) им вводили стрептозотоцин (СТР, 50 или
70 мг/кг) или его растворитель. Одновременно крыс на равнине инъецировали
СТР (или растворителем) в тех же дозах. Спустя 2 нед. на фоне 24-часового голо-
дания крысам как в горах, так и на равнине, вводили индометацин (35 мг/кг), что
приводило к образованию эрозий в слизистой оболочке желудка через 4 ч. Введе-
ние СТР (50 и 70 мг/кг) вызывало дозозависимое увеличение уровня глюкозы в
крови у крыс как в горах, так и на равнине, что свидетельствует о развитии диа-
бета разной степени тяжести. У крыс на равнине введение СТР (50 и 70 мг/кг)
приводило к дозозависимому увеличению площади эрозий, индуцированных
индометацином, по сравнению с контрольными животными (растворитель
СТР). У крыс в горах наблюдалось усугубление повреждений слизистой оболоч-
ки желудка, вызванное индометацином, как у контрольных крыс (растворитель
СТР), так и у животных со СТР-индуцированным диабетом по сравнению с по-
вреждениями у крыс соответствующих групп на равнине. Наибольшее усиление
проульцерогенного действия СТР в горах наблюдалось при его введении в дозе
70 мг/кг. Таким образом, постоянная умеренная гипоксия может приводить к
усилению язвообразования в желудке, вызванного индометацином, у крыс с диа-
бетом 1-го типа, и кроме того, сама по себе усугублять ульцерогенное действие
индометацина.

Ключевые слова: горы, гипоксия, равнина, стрептозотоцин, диабет, индометацин,
эрозии желудка, крысы
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ВВЕДЕНИЕ

Диабет относится к числу заболеваний, приводящих к ранней инвалидности и
смертности, при этом распространенность диабета во всем мире неуклонно растет.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Количество пациентов с сахарным диабетом в 2021 г. достигло 537 млн человек [1].
В Российской Федерации общая численность пациентов с диабетом к началу 2023 г.
составила почти 5 млн человек (3.31% населения) [2].

Пропорционально росту распространенности диабета увеличивается и числен-
ность пациентов с тяжелыми сопутствующими осложнениями этого заболевания
[3]. Ретинопатия, нефропатия, нейропатия – среди известных тяжелых послед-
ствий диабета [3]. Диабет является одной из ведущих причин слепоты [4], почеч-
ной недостаточности [5], сердечных приступов, инсульта [6], ампутации нижних
конечностей [7].

Гипергликемия, развивающаяся при диабете, связана либо с неспособностью
вырабатывать инсулин из-за потери бета-клеток поджелудочной железы (диабет 1-го
типа) или из-за резистентности к инсулину (диабет 2-го типа). Несмотря на разли-
чие в этиологии заболевания, хроническая гипергликемия остается ключевой про-
блемой для всех типов диабета [3] и соответственно на нее направлены лечебные
воздействия.

Превалирующими являются медикаментозные способы лечения диабета. Инсу-
линовая терапия, основанная на контроле уровня глюкозы в крови с помощью экзоген-
ного инсулина, является доминирующим подходом при лечении диабета у человека и
животных [8–12]. В настоящее время проводятся исследования, в которых ведется по-
иск более эффективных способов использования инсулина, среди них – способ его
интраназального введения [13]. К числу перспективных подходов, направленных на
лечение диабета, относятся также целенаправленная доставка антидиабетических
факторов; заместительная терапия β-клетками путем трансплантации островковой
ткани, терапия на основе генов и стволовых клеток, иммунотерапия и автоматизи-
рованное лечение с помощью искусственной поджелудочной железы и другие [14–17].

Наряду с использованием медикаментозных способов лечения диабета и его по-
следствий, все большее внимание в настоящее время уделяется и немедикаментоз-
ным подходам. Общепризнано, что физические упражнения, в частности бег, до-
ступный и животным, и людям, ослабляет развитие диабета и сопутствующих
осложнений [18, 19].

Среди разработок немедикаментозных подходов выделяется гипоксия. В лите-
ратуре обсуждается вопрос о влиянии гипоксии на течение диабета. При этом дан-
ные противоречивы, что во многом объясняется разными моделями гипоксии: от
апноэ во время сна [20], которое оказывает негативное влияние на организм, до
искусственной гипоксии в барокамере, влияние которой зависит от используемой
модели. Наиболее часто применяется периодическая гипоксия. Условия исследо-
вания в этой модели могут различаться по степени гипоксии, по продолжительности
применения ежедневной гипоксии и по длительности ежедневного пребывания в
камере (от минут до часов). Используют как нормобарическую (при нормальном
давлении в камере снижают содержание кислорода в смеси газов), так гипобариче-
скую гипоксию (снижение давления в камере, что приближает эту модель к усло-
виям гор). Несмотря на эти различия в условиях исследований, имеется целый ряд
работ, в которых показан корректирующий эффект периодической гипоксии на
показатели метаболического синдрома и диабета 1-го и 2-го типа как у людей [21,
22], так и у животных [23, 24]. Для пациентов с диабетом более эффективным под-
ходом к облегчению болезни считается сочетание гипоксии с физическими упраж-
нениями [21, 25–27]. В экспериментах на крысах при метаболическом синдроме и
диабете обнаружен позитивный эффект периодической гипоксии на сопутствую-
щие осложнения сердечно-сосудистой системы [28, 29], почек [23], печени [23].

Исследования на людях проведены не только при искусственной гипоксии, в
частности в барокамерах, но и при естественной – пребывании в горах. Обнаружен
корректирующий эффект гипоксии на развитие диабета при длительной акклима-
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тизации людей к среднегорью в сочетании с физической нагрузкой [26, 27]. Кроме
того, показано, что в популяции населения, проживающего в горах Чили [30] или
Китая [31], процент заболевания диабетом значительно ниже, чем по стране в целом.
Эксперименты на животных, проведенные в условиях акклиматизации к гипоксии
в горах, единичны [32], и они не связаны с диабетом и/или язвообразованием.

Диабет нарушает функционирование всех систем организма, в том числе и же-
лудочно-кишечного тракта. Хотя термин “диабетическая гастропатия” [33], на наш
взгляд, остается не таким распространенным как ретинопатия, нефропатия, ней-
ропатия [3], но тем не менее, гастропатия при диабете – это не только патология,
но и угроза жизни. При диабете усугубляется чувствительность слизистой оболоч-
ки желудка к повреждающим воздействиям в результате чего увеличивается риск
язвообразования в желудке [33–39]. Язвообразование в желудке само по себе оста-
ется серьезной клинической проблемой [40], эта проблема значительно усугубля-
ется для пациентов с диабетом [39], и, следовательно, требует разработки эффек-
тивных подходов к ее решению. Наши научные интересы связаны с исследованием
язвообразования в желудке при диабете у экспериментальных животных, которые
проводятся в разных аспектах [18, 34, 35, 41, 42], в том числе и в направлении поис-
ка немедикаментозных подходов для профилактики и лечения язвообразования
при диабете. В связи с этим нас интересовал вопрос, может ли такой немедикамен-
тозный подход, как гипоксия, оказывающая влияние на развитие и течение диабе-
та, влиять и на язвообразование в желудке.

Нам не удалось найти данных литературы о влиянии гипоксии на слизистую
оболочку желудка при диабете. При этом мы нашли немногочисленные сведения о
влиянии гипоксии самой по себе (без диабета) на слизистую оболочку желудка
крыс. Согласно этим данным, гипоксия не только не оказывает позитивного влия-
ния на чувствительность слизистой оболочки желудка к ульцерогенным воздей-
ствиям, а наоборот, приводит к негативным эффектам. В частности, было показа-
но ульцерогенное действие на желудок тяжелой гипоксии в барокамере самой по
себе [43, 44].

Настоящая работа является первой по исследованию влияния гипоксии на язво-
образование в желудке у животных с диабетом. Работа выполнена с использовани-
ем естественной умеренной гипоксии среднегорья.

Задача настоящей работы состояла в сравнении влияния содержания крыс в го-
рах при умеренной естественной гипоксии и на равнине на развитие стрептозото-
цин-индуцированного диабета и язвообразование в желудке.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проводились на крысах-самцах линии Спрейг-Доули массой
240–270 г из ЦКП “Биоколлекция Института физиологии РАН” (Колтуши, Ле-
нинградская обл.). Для сравнительного исследования влияния содержания крыс в
горах и на равнине на развитие стрептозотоцин-индуцированного диабета и язво-
образование в желудке были использованы две группы крыс. Одна группа крыс
была транспортирована в условия среднегорья: Приэльбрусье (п. Терскол). При
транспортировке в Терскол наземным транспортом, которая заняла 2 дня, крысы
находились при постоянном доступе к воде и пище. После прибытия на экспери-
ментальную станцию в Терскол животные в течение двух недель акклиматизирова-
лись к умеренной естественной гипоксии условий среднегорья на высоте 2125 м
над уровнем моря (что соответствует примерно 77% от нормоксического парциаль-
ного давления кислорода [32]. Одновременно другая группа крыс, оставшаяся на
равнине (Колтуши), после перемещения из институтского вивария в лаборатор-
ный также в течение двух недель адаптировалась к условиям лабораторного вива-
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рия (соответственно это группа неакклиматизированных к гипоксии животных).
И в горах, и на равнине крысы содержались по 5 особей в клетке в стандартных ла-
бораторных условиях: температура 21–22°C, световой режим 12 ч:12 ч (включение
света в 8 ч, выключение в 20 ч).

Диабет 1-го типа был индуцирован введением стрептозотоцина (СТР) (Sigma-
Aldrich, Германия). Введение СТР является широко распространенной экспери-
ментальной моделью инсулин-зависимого диабета [45].

Для развития диабета 1-го типа разной степени тяжести СТР вводили в двух до-
зах: 50 или 70 мг/кг (3 мл/кг), внутрибрюшинно. Контрольным крысам вводили
растворитель СТР: 0.1 М цитратный буфер (pH 5.0) в таком же объеме.

В качестве ульцерогенного стимула использовали нестероидный противовоспа-
лительный препарат (НСПВП) – индометацин (ИМ) (Sigma-Aldrich, Германия),
который вводили в дозе 35 мг/кг (5 мл/кг) подкожно предварительно голодавшим
24 ч крысам. Выбор ИМ для ульцерогенеза определялся клинической значимо-
стью: использование НСПВП в клинике является одной из наиболее распростра-
ненных причин повреждения желудочно-кишечного тракта [39, 46]. Согласно ре-
зультатам наших предыдущих исследований, введение ИМ в данной дозе приводит
к образованию хорошо видимых геморрагических эрозий в слизистой оболочке
желудка через 4 ч после его введения [47]. Контрольным животным вводили рас-
творитель ИМ (физиологический раствор с каплей Твина) в таком же объеме.

Через две недели после акклиматизации крыс к гипоксии в горах или адаптации
к лабораторным условиям на равнине животные каждой группы были разделены
на четыре подгруппы. Введение препаратов каждой подгруппе осуществлялось в
следующей комбинации: 1) растворитель СТР + растворитель ИМ; 2) растворитель
СТР + ИМ, 3) СТР в дозе 50 мг/кг + ИМ, 4) СТР в дозе 70 мг/кг + ИМ. Первая,
контрольная, подгруппа (растворитель СТР + растворитель ИМ) была создана для
сравнения базального уровня кортикостерона и связанных с ним показателей (от-
носительная масса надпочечников и тимуса) у крыс, находящихся в горах и на рав-
нине. Кроме того, с использованием этой контрольной группы проверяли возмож-
ность влияния гипоксии самой по себе (без диабета и ИМ) на слизистую оболочку
желудка.

Для наблюдения за развитием диабета в динамике у крыс определяли уровень
глюкозы в крови и массу тела. Глюкозу измеряли в капле крови, взятой из хвосто-
вой вены крыс до введения СТР и после его введения на 3-й, 7-й, 13-й (до голода)
дни и на 14-й день (после голода). Массу тела крыс измеряли перед введением СТР
(1-й день), на 13-й и 14-й дни после введения СТР. На 13-й день после тестирова-
ния уровня глюкозы и взвешивания у всех крыс убирали пищу, оставляя при этом
воду. После 24-часового голодания на 14-й день крысам трех подгрупп (за исклю-
чением 1-й подгруппы: растворитель СТР + растворитель ИМ) вводили ИМ в уль-
церогенной дозе (35 мг/кг) и убирали воду. Через 4 ч после введения ИМ или его
растворителя крыс декапитировали.

После декапитации собирали пробы крови для определения уровней кортико-
стерона и глюкозы в крови, извлекали желудок для оценки состояния его слизи-
стой оболочки, а также тимус и надпочечники для определения их массы. Площадь
эрозий оценивали на основании фотографий желудков с помощью модифициро-
ванной компьютерной программы Image J [48]. Оценивали относительную (по от-
ношению к массе тела) массу тимуса и надпочечников. Содержание глюкозы опре-
деляли с помощью тест-полосок системы (One Touch Ultra, США). Уровень корти-
костерона в плазме крови определяли иммуноферментным методом с использованием
набора реагентов “Кортикостерон крыса/мышь-ИФА” (“ХЕМА”).

Результаты представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего. Данные
были проанализированы с помощью программы MedCalc 12.7.0.0. (Статистика для
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биомедицинских исследований, MedCalc Software, Бельгия). Двухфакторный дис-
персионный анализ для повторных измерений (Repeated measures ANOVA) исполь-
зовали для анализа данных об изменении уровня глюкозы. Сравнение площадей
язв, уровней кортикостерона и соматических показателей осуществлялось с помо-
щью теста Kruskal–Wallis. Различия между группами считались достоверными при
уровне значимости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Введение СТР в дозах 50 и 70 мг/кг крысам, находящимся как на равнине, так и
в горах, привело к дозозависимому увеличению уровня глюкозы в крови, что сви-
детельствует о развитии диабета разной степени тяжести. Повышенный уровень
глюкозы наблюдался уже через 3 дня после введения СТР (50 или 70 мг/кг), и в
этой временной точке после введения СТР в определенной дозе не было обнаруже-
но достоверных отличий между уровнями глюкозы у крыс, находящихся в услови-
ях среднегорья и на равнине (рис. 1a, b). На 13-й день исследования после введения
СТР в дозе 70 мг/кг уровень глюкозы у крыс в горах также достоверно не отличался от
такового у крыс на равнине. Однако на 13-й день после введения СТР в дозе 50 мг/кг
уровень глюкозы у крыс, находящихся в горах, был достоверно ниже уровня глю-
козы у крыс на равнине. Рис. 1с демонстрирует эти различия в уровнях глюкозы в
горах и на равнине.

На 14-й день после 24-часового голодания наблюдалось падение уровня глюко-
зы ниже исходного базального уровня (до введения СТР) как в горах (p < 0.001), так
и на равнине (p < 0.001). Однако снижение уровня глюкозы в горах было больше по
сравнению c уровнем на равнине (рис. 2), при этом были обнаружены также отли-
чия между уровнями глюкозы внутри групп, находящихся в горах и на равнине
(Kruskal–Wallis test, p < 0.001): у крыс с введением СТР в дозе 70 мг/кг (на равнине)
и в дозе 50 мг/кг (в горах) уровни глюкозы были выше по сравнению с соответству-
ющим контролем (рис. 2). Обращаем внимание на наиболее ярко выраженную раз-
ницу в средних уровнях глюкозы у крыс в среднегорье и равнине в подгруппах с
введением СТР в дозе 70 мг/кг. Данные, представленные на рис. 2, являются дета-
лизацией временной точки 14-й день на рис. 1a, b.

Введение СТР в двух дозах (50 и 70 мг/кг) крысам, находящимся на равнине,
привело и к дозозависимому увеличению площади эрозий в слизистой оболочке
желудка, индуцированных ИМ, по сравнению с этим показателем у контрольных
животных с введением растворителя СТР (рис. 3). В сравнении с крысами на рав-
нине у животных, акклиматизированных в течение двух недель к условиям средне-
горья, наблюдалось усугубление повреждений слизистой оболочки желудка, вы-
званное ИМ, причем не только у крыс с диабетом, но и у контрольных животных
(рис. 3), т.е. проульцерогенный эффект наблюдался при этом независимо от того,
вводили СТР или нет. Наиболее ярко это усугубление проявилось у контрольных
животных и у крыс с введением СТР в дозе 70 мг/кг: средняя площадь эрозий у
контрольных крыс и крыс с введением СТР в дозе 70 мг/кг в горах существенно
превышала площадь эрозий в соответствующих группах на равнине. При этом важ-
но отметить, что крысы подгруппы с введением СТР в дозе 70 мг/кг в горах отлича-
лись максимальной средней площадью ИМ-индуцированных эрозий, резко пре-
вышающей таковую у всех других подгрупп (рис. 3). Введение СТР в дозе 50 мг/кг
крысам в горах, хотя и приводило к большей площади эрозий по сравнению с тако-
вой у крыс на равнине (СТР 50 мг/кг), однако не вызывало достоверных различий
по сравнению с этим показателем у контрольных крыс (введение растворителя
СТР), находящихся также в горах (рис. 3). У контрольных крыс 1-й подгруппы
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(растворитель СТР + растворитель ИМ), также подвергнутых 24-часовому голода-
нию, не было обнаружено эрозивных повреждений слизистой оболочки желудка.

Средние базальные уровни кортикостерона у контрольных крыс (растворитель
СТР + растворитель ИМ) в горах и на равнине достоверно не отличались друг от
друга и составляли 12.5 ± 1.3 (n = 5) и 16.4 ± 2.1 мкг/дл (n = 5) соответственно.

Рис. 1. Динамика уровней глюкозы в крови у крыс, находящихся на равнине (a) и в горах (b) после вве-
дения СТР или его растворителя. (c) – Сравнение уровней глюкозы в горах и на равнине. На (a, b) –
Контроль – введение растворителя СТР; СТР 50, СТР 70 – введение СТР в дозе 50 или 70 мг/кг. Repeat-
ed measures Anova: (a) – group F2,40 = 42.75 (p < 0.001); time F4,40 = 113.7 (p < 0.001); group × time F8,40 = 496.64
(p < 0.001); (b) – group F2,40 = 71.62 (p < 0.001); time F4,40 = 158.7 (p < 0.001); group × time F4,40 = 42.19 (p < 0.001).
Достоверность отличий между группами в каждой временной точке при p < 0.05 (Kruskal–Wallis test): * –
от контроля (равнина или горы), # – от дозы СТР 50 мг/кг (равнина или горы), + – от соответствующе-
го значения в группе “Равнина”. Количество случаев (n) в группе 10–15.
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Рис. 2. Средние уровни глюкозы в крови после 24 ч голодания (через 4 ч после введения индометацина)
у крыс, находящихся на равнине и в горах, на 14-й день после введения СТР или его растворителя.
Контр (контроль) – введение растворителя СТР; СТР 50, СТР 70 – введение СТР в дозе 50 или 70 мг/кг.
Достоверность отличий у при p < 0.05 (Kruskal–Wallis test): * – от всех групп, # – от соответствующей
группы на равнине, + – от контроля (горы). Количество случаев (n) в группе 10–15.
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Рис. 3. Средняя площадь эрозий слизистой оболочки желудка, индуцированных введением индомета-
цина (35 мг/кг, подкожно), у крыс после введения СТР или его растворителя в горах и на равнине.
Контр (контроль) – введение растворителя СТР; СТР 50, СТР 70 – введение СТР в дозе 50 или 70 мг/кг.
Достоверность отличий при p < 0.05 (Kruskal–Wallis test): * – от контроля (равнины), # – от дозы СТР
50 мг/кг (равнины), + – от всех групп. Количество случаев (n) в группе 5–13.
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Не было выявлено также достоверных различий у крыс в горах и на равнине по
средним показателям относительной массы надпочечников (19.3 ± 1.4 (n = 5) и
18.7 ± 1.4 мг/100 г (n = 5) соответственно) и тимуса (242.6 ± 31.6 (n = 5) и 235 ±
± 12.8 мг/100 г (n = 5) соответственно).

На рис. 4а представлены средние уровни кортикостерона у крыс разных под-
групп через 4 ч после введения ИМ. После введения СТР в дозе 70 мг/кг средний
уровень кортикостерона в плазме крови у крыс на равнине был достоверно повы-
шен по сравнению с уровнем у контрольных животных (рис. 4a). Кроме этого уве-
личения, ярко выраженные изменения уровня кортикостерона наблюдались у кон-
трольных животных (растворитель СТР + ИМ) в горах: средний уровень кортико-

Рис. 4. Cредние уровни кортикостерона в плазме крови (a) и относительная масса надпочечников (b) че-
рез 4 ч после введения индометацина у крыс с предварительным введением СТР (или его растворителя).
Контр (контроль) – введение растворителя СТР; СТР 50, СТР 70 – введение СТР в дозе 50 или 70 мг/кг.
Достоверность отличий при p < 0.05 (Kruskal–Wallis test): (a) – * от контроля (равнины), # – от дозы
СТР 50 мг/кг (равнины), + – от дозы СТР 50 мг/кг (горы); (b) – * от контроля (равнины), # – от дозы
СТР 70 мг/кг (равнины), + – от всех групп. Количество случаев (n) в группе 5–13 (a); 5 – 8 (b).
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стерона у них в горах значительно превышал таковой у подобной подгруппы
контрольных крыс на равнине и не отличался от высокого уровня кортикостерона,
выявленного у крыс на равнине после введения СТР в дозе 70 мг/кг (рис. 4a). В то
же время уровни кортикостерона у крыс в горах после введения СТР в обеих дозах
достоверно не отличались как от высокого уровня в своей контрольной подгруппе,
так и от соответствующих уровней гормона (после введения СТР) на равнине (рис. 4a).

Введение СТР в дозе 50 или 70 мг/кг привело к увеличению относительной мас-
сы надпочечников на равнине (рис. 4b). В условиях среднегорья наблюдалось еще
большее увеличение относительной массы надпочечников у крыс после введения
СТР в дозе 70 мг/кг по сравнению с этим показателем у крыс, находящихся на рав-
нине, а также по сравнению с этим показателем у контрольных крыс и у животных
с введением СТР в дозе 50 мг/кг в своей подгруппе (рис. 4b).

У контрольных животных (растворитель СТР + ИМ), находящихся в горах и на
равнине не выявлено достоверных различий в приросте массы тела. У животных,
находящихся на равнине, введение СТР в дозах 50 и 70 мг/кг привело к дозозави-
симому снижению прироста массы тела за 13 дней исследования после введения СТР
по сравнению с этим показателем у контрольных крыс (растворитель СТР + ИМ).
У крыс, акклиматизированных к условиям среднегорья, после введения СТР в дозе
50 мг/кг наблюдался достоверно больший прирост массы тела по сравнению с этим
показателем у крыс на равнине (также после введения СТР в дозе 50 мг/кг), причем
прирост массы тела в горах не отличался от такового в своей контрольной группе
(рис. 5a). После введения СТР в дозе 70 мг/кг у крыс в горах прирост массы тела
был минимальным по сравнению с таковым у всех других подгрупп в горах и на
равнине.

Относительная масса тимуса у всех подгрупп крыс в горах не отличалась от от-
носительной массы тимуса крыс, находящихся на равнине (рис. 5b). Как в горах,
так и на равнине относительная масса тимуса у крыс после введения СТР в дозе
70 мг/кг была снижена по сравнению с этим показателем у контрольных крыс (рас-
творитель СТР + ИМ) и у животных после введения СТР в дозе 50 мг/кг (рис. 5b).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В результате сравнительного изучения влияния условий содержания крыс в горах
(высота 2125 м над уровнем моря) и на равнине на развитие СТР-индуцированного
диабета и на язвообразование в желудке был выявлен новый факт, свидетельствую-
щий о повышении чувствительности слизистой оболочки желудка к повреждаю-
щему действию ИМ в условиях среднегорья как у контрольных крыс (растворитель
СТР), так и у животных со СТР-индуцированным диабетом по сравнению с этим
показателем у крыс, находящихся на равнине.

Наиболее ярко выраженное различие проявилось в резком усилении проульце-
рогенного действия СТР, введенного в дозе 70 мг/кг, у крыс, находящихся в усло-
виях среднегорья. У этих животных наблюдалась максимальная средняя площадь
ИМ-индуцированных эрозий по сравнению с таковой у всех других подгрупп, а
также минимальный прирост массы тела. Резкое повышение чувствительности
слизистой оболочки желудка к ульцерогенному действию ИМ в условиях среднего-
рья выявлено и у контрольных крыс без диабета: средняя площадь эрозий у этих
животных в несколько раз превышала таковую у крыс на равнине и была сопоста-
вима со средней площадью эрозий у крыс на равнине после введения СТР в дозе
70 мг/кг.

Одной из возможных причин повышения чувствительности слизистой оболочки
к ульцерогенному действию ИМ у крыс в горах может являться гипоксия, посколь-
ку известно, что для поддержания защитной функции слизистой оболочки желудка
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необходимо ее нормальное снабжение кислородом [49]. Полученные нами данные
о проульцерогенном влиянии гипоксии на желудок самой по себе (без диабета) на-
ходятся в соответствии с результатами немногочисленных работ об ульцерогенном
действии гипоксии в камере. Было показано, что жесткая гипоксия в камере, соот-
ветствующая пребыванию крыс на высоте 5000 м и продолжающаяся 6 дней, сама
по себе приводит к появлению эрозий слизистой оболочки желудка [43]. Согласно
нашим результатам, даже умеренная естественная гипоксия на высоте 2125 м над
уровнем моря, но продолжающаяся 2 недели, может оказывать проульцерогенное

Рис. 5. Влияние пребывания крыс в горах и на равнине на прирост массы тела (a) и относительную мас-
су тимуса (b) после введения СТР или его растворителя. Контр (контроль) – введение растворителя
СТР; СТР 50, СТР 70 – введение СТР в дозе 50 или 70 мг/кг. Прирост массы тела рассчитывали у каждо-
го животного как разность между массой тела на 1-й и 13-й день после введения СТР (до голода). Тимус
был извлечен через 4 ч после введения ИМ на 14-й день после введения СТР у предварительно голодав-
ших 24 ч крыс. Достоверность отличий при p < 0.05 (Kruskal–Wallis test): (a) – * от контроля (равнины),
#– от дозы СТР 70 мг/кг (равнины); & – от дозы СТР 70 мг/кг (горы); + – от всех групп; (b) – * от кон-
троля (равнины и горы), # – от дозы СТР 50 мг/кг (равнины и горы). Количество случаев (n) в группе
10–15 (a); 5–8 (b).
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действие в условиях ИМ-индуцированного язвообразования. Из данных литерату-
ры известно, что продолжительность гипоксии влияет на степень изъязвления сли-
зистой оболочки желудка. Показана зависимость ульцерогенного влияния посто-
янной достаточно жесткой гипоксии (10% кислорода) от продолжительности (1, 7,
14 и 21 день) пребывания крыс в камере [44]. Представленные данные о влиянии
гипоксии на желудок (в камере), как и результаты нашей работы, получены в усло-
виях постоянной гипоксии. Данных о влиянии периодической гипоксии на желу-
док в литературе нам найти не удалось.

Согласно полученным данным, гипоксия может вносить свой вклад в усугубле-
ние ИМ-индуцированных эрозий у крыс как без диабета, так и с диабетом. При
анализе причин усугубления именно ИМ-индуцированных эрозий у крыс следует
принимать во внимание, что введение ИМ приводит к дефициту важнейших га-
стропротективных факторов простагландинов [50], дефицит этот в условиях гипо-
ксии может быть особенно опасен из-за предотвращения реализации возможных
адаптивных реакций.

Критически важными для адаптивного ответа на гипоксию являются факторы,
индуцируемые гипоксией (HIF), факторы транскрипции [51]. В качестве основно-
го механизма позитивного влияния гипоксии на показатели метаболического син-
дрома и диабета рассматривается повышение образования HIF1a и HIF2a, приво-
дящего к увеличению экспрессии ростовых факторов, способствующих ангиогенезу, а
также других белков для адаптации организма к гипоксии [22, 23, 28, 52]. Суще-
ствует мнение, что индуцированная гипергликемией репрессия HIF при диабете
может быть одной из причин осложнений при этой патологии [53]. Хотя при рас-
смотрении механизмов влияния гипоксии самой по себе на функционирование
разных систем организма роль HIF достаточно активно обсуждается, в отношении
его влияния на язвообразование в желудке данные немногочисленны. Показан
вклад HIF в заживление язв желудка у крыс за счет увеличения экспрессии росто-
вых факторов и усиления ангиогенеза [54, 55].

В настоящее время хорошо известным эффектом СТР-индуцированного диабе-
та (без гипоксии), продемонстрированным в настоящей работе и в наших предыду-
щих исследованиях [34, 41, 42], является его проульцерогенный/ульцерогенный
эффект на желудок [33, 36–38, 45]. Впервые об этом сообщили, обнаружив спон-
танное язвообразование в желудке у крыс со СТР-индуцированном диабетом после
их голодания [56]. Позднее Takeuchi и соавт. подтвердили этот факт (на модели
СТР-индуцированного диабета, СТР 70 мг/кг, с 18-часовым голоданием) и допол-
нительно показали, что резкое падение уровня глюкозы в крови во время голода-
ния диабетических крыс может являться причиной появления повреждений в же-
лудке [45]. В последующие годы это было подтверждено другими исследователями
[57, 58], которые, кроме того, обнаружили, что гипогликемия, развивающаяся
вследствие 24-часового голодания у крыс с диабетом, приводит к значительной по-
тере гликопротеинов, входящих в состав слизи [58], и, следовательно, истощению
защитного слоя слизи, что, в свою очередь, способствует ульцерогенезу. Исходя их
этих данных, можно предположить, что наблюдающееся в наших экспериментах
достоверно большее снижение уровня глюкозы после 24 ч голодания у крыс в горах
по сравнению со снижением у крыс на равнине, также могло вносить свой вклад в
усугубление ульцерогенного действия ИМ в горах, в том числе и за счет большего
дефицита гликопротеинов в этих условиях. Полученные нами результаты о про-
ульцерогенном действии диабета на ИМ-индуцированные эрозии в желудке хоро-
шо согласуются с данными литературы о проульцерогенном эффекте диабета при
действии других ульцерогенных стимулов: стрессоров [59], ишемии-реперфузии
[60]. Помимо негативного влияния на формирование повреждений слизистой обо-
лочки желудка, диабет еще и замедляет их заживление [33, 37, 61].
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Поскольку отсутствуют данные о сочетанном влиянии диабета и гипоксии на
язвообразование в желудке и соответственно механизмах такого влияния, то при
обсуждении возможных механизмов выявленных нами совместных эффектов, мы
опираемся на данные о механизмах раздельного действия диабета и гипоксии. Ин-
тенсивное изучение возможных механизмов проульцерогенного действия диабета
проводилось японскими исследователями Takeuchi и соавт., в результате чего было
показано, что при СТР-индуцированном диабете (70 мг/кг) у крыс существенно
ослабляются ключевые защитные механизмы слизистой оболочки желудка.
В условиях диабета страдают ключевые факторы защиты кровоснабжение слизи-
стой оболочки желудка [62] и слизисто-бикарбонатный барьер [61]. Выявлено, что
ухудшение кровотока у крыс с диабетом связано с дисфункцией капсаицин-чув-
ствительных афферентных нейронов (по выражению авторов, их диабетической
десенситизацией) [62], которые, как известно, вносят важный вклад в гастропро-
текцию за счет поддержания кровотока [63]. При дисфункции капсаицин-чувстви-
тельных афферентных нейронов у крыс с диабетом ухудшается кровоток и снабже-
ние тканей не только нутриентами, но и кислородом, что особенно опасно в усло-
виях гипоксии. При этом следует помнить, что дополнительно к диабету и
гипоксии в наших экспериментальных условиях существует еще и индуцированный
ИМ дефицит простагландинов, который также сильно сказывается на ослаблении
защитных механизмов слизистой оболочки. Все это, на наш взгляд, вносит вклад в то
ярко выраженное усугубление ИМ-индуцированного изъязвления слизистой обо-
лочки желудка, которое мы наблюдали у крыс с диабетом (СТР 70 мг/кг) в горах.

В горы крысы транспортировались. На наш взгляд, маловероятно, что выявлен-
ные в работе эффекты на язвообразование в желудке обусловлены этой транспор-
тировкой, а не пребыванием крыс в горах. Во-первых, после транспортировки до
введения СТР прошло две недели, во время которых крысы адаптировались к но-
вым условиям среднегорья. Во-вторых, базальный уровень кортикостерона (без
введения ИМ) не отличался у животных, находящихся на равнине и в горах. Более
того, если даже обсуждать влияние стрессорного прекондиционирования, в каче-
стве которого можно рассматривать транспортировку крыс, на язвообразование,
то, согласно результатам наших исследований, стрессорное прекондицицирование
оказывает гастропротективный эффект и не приводит к усугублению ИМ-индуци-
рованного образования эрозий в желудке даже при ежедневном непредсказуемом
предъявлении сильных стрессоров разной модальности в течение 14 дней [64–66].
Приведенные факты свидетельствуют в пользу того, что выявленные негативные
различия связаны с условиями среднегорья и гипоксией.

Помимо негативных влияний условий среднегорья, в нашей работе выявлено и
их позитивное влияние: через две недели после введения СТР в дозе 50 мг/кг обна-
ружено снижение уровня глюкозы в крови у крыс, находящихся в горах, по сравне-
нию с таковым у крыс на равнине. Об общем позитивном влиянии условий средне-
горья на организм крыс, которым вводили СТР в дозе 50 мг/кг, может свидетель-
ствовать сохранение у них такого же прироста массы тела, как и у контрольных
животных в горах, а также и увеличение прироста массы тела по сравнению с этим
показателем у крыс на равнине. Кроме того, следует отметить, что именно у этой
подгруппы крыс не наблюдалось усугубления ульцерогенного действия ИМ по
сравнению с таковым у контрольных крыс (растворитель СТР), также находящих-
ся в горах.

Введение СТР привело к дозозависимому повышению уровня глюкозы в крови у
крыс, содержащихся как на равнине, так и в горах. Различия в развитии тяжести
диабета после введения СТР в разных дозах (50 и 70 мг/кг) как в горах, так и на рав-
нине, выявлены и по другим исследованным показателям. Пользуясь терминоло-
гией, используемой в работе [67], можно считать, что в нашем случае введение СТР
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в дозе 50 мг/кг индуцировало “мягкий диабет 1-го типа”, а введение в дозе 70 мг/кг –
“острый диабет 1-го типа”. Согласно полученным нами результатам, акклиматиза-
ция крыс к гипоксии в условиях среднегорья может смягчать развитие “мягкого
диабета 1-го типа” и сопутствующих осложнений, и, наоборот, усугублять сопут-
ствующие осложнения “острого диабета 1-го типа”.

Данные, характеризующие развитие диабета после введения СТР в дозе 70 мг/кг, по-
лученные в нашей работе, соответствуют общепринятым в литературе критериям
диабета 1-го типа [34, 36, 37, 42, 62].

Одним из признаков диабета, индуцированного СТР (70 мг/кг), является повы-
шение уровня кортикостерона в крови у крыс, что было показано в наших преды-
дущих работах [34, 68] и подтверждено в настоящей работе. После введения СТР в
дозе 70 мг/кг уровень кортикостерона в плазме крови у крыс (через 4 ч после введения
ИМ) на равнине был повышен по сравнению с уровнем у контрольных животных.
Существенные различия между среднегорьем и равниной по уровню кортикосте-
рона обнаружены только у контрольных крыс (с введением ИМ): показано досто-
верное повышение среднего уровня кортикостерона в крови у крыс, находящихся в
горах, по сравнению с этим показателем у крыс на равнине. Поскольку базальный
уровень кортикостерона (без введения ИМ) не отличался у животных, находящих-
ся на равнине и в горах, можно предположить, что повышенный уровень кортико-
стерона каким-то образом связан с сочетанным действием ИМ и гипоксии. Увели-
ченная масса надпочечников после введения СТР в дозе 70 мг/кг у крыс в горах по
сравнению с этим показателем у крыс на равнине свидетельствует об усилении
процессов, связанных с синтезом кортикостерона у этих животных.

Большинство работ, в которых выявлен позитивный эффект гипоксии на разви-
тие диабета и сопутствующих осложнений, проведены в условиях периодической
(прерывистой) гипоксии [22–24, 28, 29, 52]. Периодическая гипоксия используется
также и для коррекции патологий, не связанных с диабетом. Кондиционирование
периодической гипоксией, как немедикаментозным системным вмешательством,
уменьшает повреждение головного мозга после инсульта, и может применяться
для профилактики и функционального восстановления [69]. Прерывистая гипо-
ксическая тренировка рассматривается в качестве способа повышения адаптаци-
онного потенциала, выносливости и работоспособности мозга [70]. Потенциал
прерывистой гипоксии остается высоким, в том числе и для наших исследований.

Настоящая работа является первой из известных нам экспериментальных работ
по исследованию влияния гипоксии на язвообразование в желудке при диабете.
Значимость ее еще связана и с использованием естественной гипоксии в горах, что
мы рассматриваем как редкую возможность. Работы по акклиматизации животных
к гипоксии в горах единичны и связаны с изучением влияния гипоксии на функ-
цию нервной системы [32]. В использованной нами естественной модели умерен-
ной гипоксии, вызванной пребыванием крыс в горах на высоте 2125 м, показан
проульцерогенный эффект гипоксии при ИМ-индуцированном язвообразовании
не только у крыс с диабетом, но и у контрольных животных. Таким образом, посто-
янная умеренная гипоксия может приводить к усилению ИМ-индуцированного
язвообразования в желудке у крыс с диабетом 1-го типа, и кроме того, сама по себе
усугублять ульцерогенное действие ИМ.

С практической точки зрения эти результаты свидетельствуют о том, что людям
с проблемами желудочно-кишечного тракта следует соблюдать осторожность (из-
бегать голодания, применения НСПВП) при пребывании в горах даже в условиях
умеренной гипоксии.

Перспектива этой работы видится в поиске режимов прерывистой гипоксии,
при которых могут быть выявлены корректирующие эффекты гипоксии на разви-
тие диабета и язвообразования в желудке, индуцированное стимулами разной мо-
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дальности. При этом рациональным кажется и исследование сочетанного действия
гипоксии и бега, гастропротективное действие которого выявлено в наших преды-
дущих исследованиях [18, 71].
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Comparison of the Effect of Keeping Rats in the Mountains and on the Plain 
on the Development of Streptozotocin-Induced Diabetes and Gastric Ulceration

T. T. Podviginaa, *, O. P. Komkovaa, O. V. Vetrovoya, b,
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aPavlov Institute of Physiology, St. Petersburg, Russia
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Hypoxia can correct the development of diabetes and its complications in animals and
humans, and diabetes exacerbates the gastric ulceration. However, the effect of hypoxia
on the gastric ulceration in diabetes remains unknown. The task of the work was to com-
pare the effect of keeping rats in the mountains under moderate natural hypoxia and on
the plains on the development of type 1 diabetes and the gastric ulceration. Two weeks
after the rats acclimatized to hypoxia (Elbrus region, 2125 m above sea level), they were
injected with streptozotocin (STR, 50 or 70 mg/kg) or its vehicle. Simultaneously, rats
on the plains were injected with STR (or its vehicle) at the same doses. Indomethacin
(IM, 35 mg/kg) was administered two weeks after STR or its vehicle injection in rats af-
ter 24 h of fasting, both in the mountains and on the plains, which led to the gastric ero-
sion formation 4 h later. The injection of STR (50 and 70 mg/kg) caused a dose-depen-
dent increase in blood glucose levels in rats both in the mountains and on the plains,
which indicates the development of diabetes of varying severity. In rats on the plains the
administration of STR (50 and 70 mg/kg) led to a dose-dependent increase in the area of
erosions induced by IM compared with those in control animals (STR vehicle). In rats
in the mountains, an aggravation of gastric mucosal injury caused by IM was observed,
both in control rats (STR vehicle) and in animals with STR-induced diabetes, compared
with the gastric injury in rats of the corresponding groups on the plains. The greatest in-
crease in the proulcerogenic effect of STR in the mountains was observed when it was
administered at a dose of 70 mg/kg. Thus, persistent moderate hypoxia may lead to an
increase in IM-induced gastric ulceration in rats with type 1 diabetes, and, in addition,
by itself exacerbate the ulcerogenic effect of IM.

Keywords: mountains, hypoxia, plains, streptozotocin, diabetes, indomethacin, gastric
erosions, rats
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Как известно, стрессы в раннем онтогенезе способны оказывать влияние на тре-
вожно-депрессивное, оборонительное и социальное поведение, а также на им-
мунную и гормональную реактивность взрослых животных. Модель раннего
провоспалительного стресса предполагает активацию иммунной системы с по-
мощью введения бактериального липополисахарида (ЛПС) в первые дни пост-
натального онтогенеза. Каково влияние введения ЛПС в раннем онтогенезе на
агрессивность и сексуальную мотивацию взрослых особей неизвестно. Патоло-
гическая агрессивность и нарушения в сексуальном поведении характерны для
многих психоневрологических заболеваний, поэтому исследование предпосы-
лок для их возникновения высоко актуально. На 3-й и 5-й день после рождения
крысятам вводили либо ЛПС в дозе 50 мкг/кг (группа ЛПС), либо физиологиче-
ский раствор (группа ФИЗ, контроль). Анализировали агрессивное поведение
взрослых крыс в тесте резидент–интрудер после недельной социальной изоля-
ции, а также сексуальное предпочтение самцов или самок в трехкамерном тесте.
Поведение крыс сопоставляли с базовым уровнем кортикостерона и интерлей-
кина-1бета в сыворотке крови. У самцов группы ЛПС по сравнению с контролем
было больше нападений на интрудера в тесте резидент–интрудер, причем число
атак не уменьшалось к концу эксперимента. У самцов группы ЛПС увеличива-
лось время взаимодействия с самкой на стадии диэструс в тесте на социальное
предпочтение самцов и самок. У самок не наблюдалось изменений в агрессив-
ном поведении после введения ЛПС в раннем онтогенезе. Базовый уровень ин-
терлейкина-1бета был выше у самцов, а кортикостерона – у самок, различий
между группами ЛПС и ФИЗ по биохимическим показателям обнаружено не бы-
ло. Полученные результаты свидетельствуют, что у взрослых самцов после раннего
провоспалительного стресса по сравнению с контролем происходило увеличение
агрессивности, спровоцированной социальной изоляцией, а также сексуальной мо-
тивации, т.е. об изменении мотивационно-эмоциональной составляющей в со-
циальном поведении.

Ключевые слова: ранний провоспалительный стресс, липополисахарид, агрессив-
ность, сексуальное предпочтение самцов или самок, кортикостерон, интерлей-
кин-1бета

DOI: 10.31857/S0869813923100084, EDN: TWMEHG

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



1477ВЛИЯНИЕ АКТИВАЦИИ ИММУННОЙ СИСТЕМЫ

ВВЕДЕНИЕ

Хорошо известно, что стресс в раннем возрасте может не только оказать нега-
тивное влияние на поведение взрослых особей, но и привести к серьезным нару-
шениям в развитии гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой и иммунной си-
стемы организма [1–3]. В экспериментах на животных в качестве модели так назы-
ваемого “раннего провоспалительного стресса” применяется активация иммунной
системы с помощью инъекции бактериального липополисахарида (ЛПС). ЛПС яв-
ляется составным компонентом внешней части мембраны грамотрицательных
бактерий, и его введение приводит к развитию болезненного состояния и высво-
бождению большого числа эндогенных провоспалительных медиаторов (цитоки-
ны, хемокины и др.) [4]. Считается, что первая постнатальная неделя является важ-
ной для развития гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой оси [5] и особенно
для установления функциональных связей гиппокампа, с помощью которых осу-
ществляется отрицательная обратная связь для регуляции уровня кортикостерона.
Введение ЛПС в этот критический период имеет наибольшие последствия для
дальнейшего развития организма, и во многих работах инъекция осуществляется
на 3-й и 5-й постнатальный день [3, 5, 6, 8].

Данные о влиянии раннего провоспалительного стресса на социальное поведе-
ние немногочисленны и противоречивы. Постнатальное системное введение ЛПС
(на 3-й и 5-й постнатальные дни) либо не влияло на социальное взаимодействие
[3], либо приводило к уменьшению времени социальных контактов у взрослых жи-
вотных [6], что происходило за счет контактов, инициируемых интактными живот-
ными, а не крысами, получавшими ЛПС [7]. Мотивация к социальному взаимо-
действию у крыс после раннего введения ЛПС, наоборот, возрастала [8], о чем сви-
детельствовало увеличение времени взаимодействия у крыс группы ЛПС с
незнакомой крысой в двухкамерном тесте. Кроме того, введение ЛПС в раннем он-
тогенезе приводило к более частому социальному доминированию у взрослых крыс
в тесте в трубе, при этом у крыс победителей наблюдался повышенный уровень ин-
терлейкина-1бета (ИЛ-1бета) в крови [8]. Как сказывается активация иммунной
системы в раннем онтогенезе на агрессивность у взрослых животных, неизвестно.
В литературе имеются сведения о связи иммунной системы с агрессивным поведе-
нием [9, 10]. На линиях высоко- и низкоагрессивных животных было показано, что
высокие уровни провоспалительных цитокинов коррелировали с высоким уров-
нем агрессии [11, 12]. Похожие данные были получены и при исследовании паци-
ентов с депрессией, которые демонстрировали повышенную агрессивность и вы-
сокий уровень провоспалительных цитокинов [13]. На основании этих данных
можно было предположить, что ранний провоспалительный стресс будет приво-
дить к увеличению агрессивности.

Показано, что неонатальный иммунный стресс нарушает репродуктивную фи-
зиологию и сексуальное поведение [14, 15]. В то же время некоторые виды стрессов
в раннем возрасте (недостаток строительного материала для гнезда, изоляция от
матери) повышают сексуальную мотивацию у самцов [16, 17]. Неизвестно, может
ли активация иммунной системы в раннем возрасте повлиять на сексуальную мо-
тивацию.

Патологическая агрессивность и нарушения в сексуальном поведении характер-
ны для многих психоневрологических заболеваний, поэтому исследование предпо-
сылок их возникновения в экспериментах на животных является актуальной зада-
чей. Целью нашей работы было изучение влияния раннего провоспалительного
стресса на агрессивное поведение и сексуальное предпочтение у взрослых крыс
Вистар. В задачи исследования входило сопоставление поведения взрослых крыс в
группах с введением ЛПС или физиологического раствора в раннем онтогенезе в
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тесте резидент–интрудер, в трехкамерном тесте на сексуальное предпочтение, а
также анализ базового уровня кортикостерона и ИЛ-1бета в крови.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Группы животных. В экспериментах использовали 99 крыс Вистар в возрасте от 3
до 150 дней (48 самцов и 51 самка). Крысята были выведены в виварии Института выс-
шей нервной деятельности и нейрофизиологии от родителей, полученных из филиала
“Столбовая” Федерального государственного бюджетного учреждения науки “На-
учный центр биомедицинских технологий Федерального медико-биологического
агентства”, Россия. В возрасте 25 дней крысят отсаживали от матери, и в дальней-
шем животных содержали в виварии при обычном 12-часовом световом режиме со
свободным доступом к воде и стандартному корму.

На 3-й и 5-й постнатальный день (ПНД) половине крысят из помета вводили
бактериальный ЛПС (от Escherichia сoli serotype 026: B6, Sigma Chemical) в дозе
50 мкг/кг в объеме 10 мкл/г (группа ЛПС, 50 крысят). Доза была выбрана в соответ-
ствии с данными литературы [3, 5, 6, 8] и не вызывала увеличения смертности сре-
ди крысят. Во время этой процедуры крысят отлучали от матери на 15–20 мин,
взвешивали на электронных весах и вводили подкожно ЛПС в холку с помощью
инсулинового шприца. Крысят группы ЛПС дополнительно метили с помощью
подкожного введения у основания хвоста 10 мкл черной краски (фирма Dynamic
Color, цвет Triple Black), используемой для татуировок у людей. Другой половине
крысят из помета в этом же возрасте подкожно вводили физиологический раствор
в объеме 10 мкл/г (группа ФИЗ, контроль, всего 49 крысят). При введении веществ
старались уравнять число самцов и самок в группах ЛПС и ФИЗ. Разделение поме-
тов делали с целью ослабить влияние генетического фактора на результаты экспе-
риментов. Таким образом, было сформировано четыре группы крыс: самцы груп-
пы ФИЗ (24 крысы), самцы группы ЛПС (24 крысы), самки группы ФИЗ (25 крыс)
и самки группы ЛПС (26 крыс).

Тест резидент–интрудер. Внутривидовое агрессивное поведение оценивали у
взрослых крыс на 120–130-й ПНД при помощи теста “резидент–интрудер”, перед
которым уровень агрессии повышали путем содержания крыс в социальной изоля-
ции в течение недели в индивидуальных клетках размером 35 × 55 × 20 см. Исполь-
зовали усовершенствованный протокол тестирования грызунов, описанный в ра-
боте [18], который позволял исследовать агрессию как у самцов, так и самок. Тест
резидент–интрудер проводили в домашней клетке, в которую к резиденту подса-
живали взрослую незнакомую более молодую (2.5–3 мес.) и меньшую по массе те-
ла крысу–интрудера того же пола. Далее проводили видеорегистрацию поведения
обеих крыс в течение 10 мин. Тест резидент–интрудер проходил в затемненной
комнате с уровнем освещенности 20–25 люкс. При этом фиксировали следующие
параметры: латентность и число нападений, инициируемых резидентом, которые
заканчивались либо позой подчинения интрудера на спине, либо дракой; число и
латентность стоек напротив оппонента (боксирование); число и длительность пре-
следований интрудера с аногенитальным обнюхиванием; случаи агрессивного гру-
минга со стороны резидента, сопровождающиеся вокализацией интрудера; число
“сексуальных атак” со стороны резидента. Сексуальные атаки у самцов и самок
выражались во взбирании резидента на интрудера сзади, за которым у самцов сле-
довал груминг гениталий. Каждый интрудер использовался в экспериментах один,
максимум два раза только в случае, если первый резидент был неагрессивным.

Тест на сексуальное предпочтение. У 22 самцов на 130–140-й ПНД проводился
тест на сексуальное предпочтение в камере (120 × 80 × 35 см), состоящей из трех
равных отсеков (40 × 80 × 35 см), соединенных между собой дверками. Уровень
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освещенности камеры достигал 100–120 люкс. В каждом боковом отсеке размеща-
лись цилиндры (диаметр 20 см) с боковым стенками, сделанными из сетки с ячей-
ками 10 × 10 мм, в одном цилиндре помещался незнакомый интактный самец (от-
сек с самцом), в другом – самка на стадии диэструс (отсек с самкой). Стадию ди-
эструса определяли по присутствию лейкоцитов во влагалищном мазке, взятом
утром в день опыта [19]. В качестве “гостя” использовали самок только на опреде-
ленной стадии цикла, чтобы избежать влияния стадий эстрального цикла на ре-
зультаты эксперимента. Исследуемая крыса в начале опыта сажалась в средний
стартовый отсек, носом в сторону сплошной стены. Время тестирования составля-
ло 10 мин. Видеорегистрацию поведения проводили с помощью программы Medi-
ocruser, а построение трэков движения крысы и их анализ – с помощью программы
EthoVision XT (Noldus). При обработке подсчитывали число заходов и время пре-
бывания в отсеке с самцом и с самкой, число и длительность взаимодействия с самцом
и с самкой (нос крысы находился в непосредственной близости от сетки цилиндра с
самцом или самкой), пройденную дистанцию и скорость в разных отсеках, а также
рассчитывали коэффициенты предпочтения К предп. = (Т взаим. с самкой – Т взаим.
с самцом)/(Т взаим. с самкой + Т взаим. с самцом), где Т взаим. – время взаимо-
действия. Из анализа были исключены две крысы, которые после ухода из старто-
вого отсека все время тестирования находились только в одном отсеке.

Иммуноферментный анализ крови. Забор крови проводили у крыс на 90–100-й ПНД
до начала поведенческих тестов. Для этого крыс наркотизировали с помощью изо-
флуранового ингаляционного наркоза (Аэрран), на кончике хвоста делали косые над-
резы скальпелем и собирали периферическую кровь в объеме 0.7–1 мл в микропро-
бирки с добавленным гепарином (10 мкл). Затем кровь центрифугировали 15 мин при
1500 g для получения сыворотки и отбирали аликвоты объемом 50 и 150 мкл. Аликво-
ты сыворотки хранили при –80°С до проведения иммуноферментного анализа.

Для определения уровня кортикостерона в сыворотке крови использовали набо-
ры для иммуноферментного анализа (DRG, Германия), с помощью которых детек-
тировали как свободный, так и связанный с транспортными белками кортикосте-
рон методом конкурентного иммуноферментного анализа. Содержание провоспа-
лительного интерлейкина-1бета (ИЛ-1бета) в сыворотке крови определяли с
помощью наборов производства R&D Systems (США) согласно инструкции произ-
водителя. При дальнейшей статистической обработке из выборки исключали экс-
тремумы.

Статистическая обработка результатов. Для обработки результатов использо-
вали стандартную программу STATISTICA 8.0. Распределение исследованных па-
раметров было проверено на нормальность по критерию Колмогорова–Смирнова.
Если анализируемый параметр удовлетворял данному критерию, то при сравнении
групп крыс использовали дисперсионный анализ ANOVA, раздел factorial ANOVA,
One-Way ANOVA и Repeated measures ANOVA. При post-hoc анализе применяли New-
man–Keuls test. Анализировали влияние факторов ПОЛ (самцы, самки), ГРУППА
(ЛПС, ФИЗ), ВИД ОТСЕКА (с самцом, с самкой). При отсутствии нормальности
распределения поведенческих параметров использовали непараметрические мето-
ды анализа. При сравнении двух групп применяли Mann–Whitney U Test. При срав-
нении долей использовали критерий χ2 (2 × 2 Table). Различия считали статистиче-
ски значимыми при р < 0.05, отмечали наличие тенденции при 0.05 < р < 0.1. Дан-
ные на рисунках представлены в виде средних значений ± ошибки средних.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Тест резидент–интрудер. Сопоставление с помощью Mann–Whitney U Test в
группах ФИЗ и ЛПС различных показателей поведения показало, что число напа-
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дений резидента на интрудера было больше у самцов группы ЛПС (в среднем
3.7 атак), чем у самцов группы ФИЗ (1.4 атаки, U = 184.5, Z = –2.134, p = 0.028), число
нападений у самок из групп ЛПС и ФИЗ не отличалось (2.4 и 2.5 атаки, U = 315.5,
Z = –0.179, p = 0.858) (рис. 1а). Число стоек друг напротив друга (рис. 1b), число
случаев агрессивного груминга, число сексуальных атак (рис. 1c) не различалось у
крыс в группах ФИЗ и ЛПС, как у самцов, так и самок. Половые различия были об-
наружены по числу сексуальных атак (рис. 1c) и времени преследования с аногени-
тальным обнюхиванием (рис. 1d). У самцов число сексуальных атак было больше
(1.5 атаки, U = 969, Z = 3.15, p = 0.002), а время преследования меньше (61 с, U = 921,
Z = –1.98, p = 0.047), чем у самок (0.1 атаки и 74 с соответственно).

Анализ гистограмм распределения крыс самцов в зависимости от числа нападе-
ний за опыт (рис. 2а) показал, что количество агрессивных самцов, совершавших
от 2 до 17 нападений на интрудера за опыт, было больше в группе ЛПС (75%) по
сравнению с группой ФИЗ (33%, χ2 = 8.39, р = 0.004). Анализ гистограмм распреде-
ления самок в зависимости от числа нападений за опыт не обнаружил различий в
числе агрессивных животных (не менее двух нападений) в группах ФИЗ (44%) и
ЛПС (42%) (рис. 2b). Анализ гистограмм распределения нападений у самцов в за-

Рис. 1. Влияние раннего провоспалительного стресса на поведение крыс в тесте резидент–интрудер.
(a‒d) – сопоставление различных показателей поведения в группах ЛПС и ФИЗ. * – статистически зна-
чимые различия между ЛПС и ФИЗ группами (p < 0.05), $ – различия между самцами и самками (p < 0.05,
Mann–Whitney U Test). n – число крыс в группе самцы/самки.
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висимости от их латентности (рис. 2c), показал, что максимальное число нападений
наблюдалось в интервале от 200 до 400 с как в группе ФИЗ (61%), так и ЛПС (47%).
В конце опыта с 400 до 600 с число нападений у самцов группы ФИЗ уменьшалось
до 22%, а в группе ЛПС было больше (40%, χ2 = 3.97, p = 0.046). Таким образом,
тест резидент–интрудер показал увеличение числа агрессивных крыс самцов в
группе ЛПС, при этом уровень агрессии не снижался к концу эксперимента.

Тест сексуального предпочтения. Анализ поведения самцов в трехкамерном тесте
на сексуальное предпочтение с помощью Repeated measures ANOVA выявил взаи-
модействие факторов ВИД ОТСЕКА × ГРУППА во влиянии на время нахождения в
отсеке (F1, 18 = 7.554, p = 0.013), на время взаимодействия (F1, 18 = 13.222, p = 0.002) и на
пройденную дистанцию (F1, 18 = 9.578, p = 0.006) в отсеках с самцом и самкой.

Рис. 2. Гистограммы распределения крыс в зависимости от числа атак на интрудера (a, b) и гистограммы
распределения атак в зависимости от их латентности (c). * – статистически значимые различия между

процентными соотношениями в группах ЛПС и ФИЗ (p < 0.05, критерий χ2 , 2 × 2 Table).
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Post hoc анализ показал, что самцы ЛПС группы по сравнению с ФИЗ группой
больше времени находились в отсеке с самкой (рис. 3a, b), больше времени взаимо-
действовали с самкой (рис. 2c) и проходили большую дистанцию в этом отсеке
(рис. 2d). Эти показатели не отличались в отсеке с самцом у крыс ЛПС и ФИЗ
групп. Коэффициенты предпочтения были выше у самцов ЛПС группы, чем у
ФИЗ группы (рис. 2e, F1,18 = 10.944, p = 0.004, One Way ANOVA). Эти данные сви-
детельствуют о большем предпочтении самок у самцов ЛПС группы, чем у самцов
ФИЗ группы, что может свидетельствовать о большей сексуальной мотивации у
животных после раннего провоспалительного стресса.

Биохимические показатели крови. Фактор ГРУППА не оказал влияния на уро-
вень кортикостерона и ИЛ-1 бета в сыворотке крови (Factorial ANOVA), что свиде-
тельствовало об отсутствии различий по данным показателям в группах ЛПС и
ФИЗ (рис. 4a, 4b). Фактор ПОЛ влиял на уровень ИЛ-1бета (F1,74 = 12.15, p = 0.001)
и кортикостерона (F1,85 = 6.03, p = 0.016). У самцов был более высокий уровень
ИЛ-1бета, чем у самок, а у самок был более высокий уровень кортикостерона,
чем у самцов (рис. 4a, b).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В нашей работе введение ЛПС в раннем онтогенезе привело к изменениям уров-
ня агрессии у взрослых крыс. У самцов группы ЛПС по сравнению с группой ФИЗ
наблюдалось больше нападений на интрудеров, в данной группе возрастало число
агрессивных крыс, совершавших не менее двух нападений на интрудера в тесте,
причем число нападений не уменьшалось к концу опыта, а держалось на высоком
уровне все время наблюдения. В настоящей работе использовали модификацию
теста резидент–интрудер после недельной социальной изоляции, что позволяло
анализировать поведение не только самцов, но и самок. Известно, что социальная
изоляция, даже кратковременная, приводит к увеличению агрессивности крыс
[20–22]. Агрессия после социальной изоляции вызывает активацию областей моз-
га, которые контролируют межсамцовую агрессию – медиальной и латеральной
орбитофронтальной коры, передней цингулярной коры, медиальной и базолате-
ральной миндалины, гипоталамической области атак, паравентрикулярного ядра
гипоталамуса и др. [22]. Вентролатеральная часть вентромедиального гипоталамуса
(VMHvl) является ключевой структурой для запуска агрессивного поведения [23].
Можно предположить, что нейровоспаление, возникающее в ответ на ранний про-
воспалительный стресс, вызывает существенные изменения в функционировании
этих областей мозга и особенно гипоталамической области атак. Суммарный эф-
фект от введения ЛПС в раннем онтогенезе и кратковременной социальной изоля-
ции дает увеличение агрессивности у самцов группы ЛПС.

В литературе имеются только единичные работы по влиянию раннего провоспа-
лительного стресса на агрессивное поведение. Введение ЛПС на 3-й и 5-й ПНД си-
рийским хомякам привело к увеличению агрессивности у взрослых самок в отно-
шении самцов при размножении [24]. Изоляция от матери в раннем онтогенезе
также может вызвать агрессивное поведение в подростковом возрасте [25]. Ранее
мы показали, что самцы группы ЛПС чаще оказывались победителями, чем самцы
группы ФИЗ в тесте на социальное доминирование в трубе [8]. Данные по домини-
рованию и агрессивности согласуются между собой, поскольку агрессию обычно
проявляют доминантные особи [26, 27].

В тесте на сексуальное предпочтение было обнаружено большее предпочтение
самок у самцов группы ЛПС по сравнению с контролем, что свидетельствовало об
увеличении сексуальной мотивации у животных после активации иммунной си-
стемы в раннем онтогенезе. Большое число однополых сексуальных атак в тесте
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Рис. 3. Влияние раннего провоспалительного стресса на сексуальное предпочтение самцов и самок.
(a) – изображение камеры с тремя отсеками для теста сексуальных предпочтений, в отсеке для самцов в
сетчатом цилиндре находится самец, в отсеке для самок – самка в стадии диэструса, траектория движе-
ния экспериментального самца показана красным цветом. (b–e) – сравнение различных показателей
поведения в группах ФИЗ и ЛПС. * – статистически значимые различия между группами ФИЗ и ЛПС,
+ – между отсеками внутри группы (р < 0.05, на (b–d) – Repeated measures ANOVA, post hoc анализ,
Newman–Keuls test, на (e) – One Way ANOVA). n - количество крыс в группе.
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резидент–интрудер также может говорить о возрастании сексуальной мотивации.
У самцов группы ФИЗ предпочтение отсека с самкой в нашей работе не проявля-
лось, это, возможно, было связано с тем, что использовали не рецептивных самок
на стадии диэструс. В норме самцы предпочитали рецептивных самок в стадии эст-
рус по сравнению с овариоэктомированными самками [17].

В литературе имеются сведения об увеличении сексуальной мотивации под вли-
янием различных стрессов в раннем онтогенезе. Так, например, стресс в виде не-
достатка строительного материала для гнезда в раннем онтогенезе приводил к уве-
личению времени, проводимом в отсеке с противоположным полом в трехкамер-
ном тесте на сексуальное предпочтение [16]. Возрастание сексуальной мотивации
после стресса изоляции от матери в раннем онтогенезе могло проявляться и в виде
уменьшения латентностей копулятивного поведения самцов [17]. С другой сторо-
ны, в литературе имеются сведения о негативном влиянии стрессов в раннем онто-
генезе на сексуальное поведение и репродуктивную физиологию как самцов, так и
самок. Введение ЛПС на 3-й и 5-й ПНД приводило у самок хомяков к нарушению
эстрального цикла и уменьшению числа яйцеклеток [24]. Введение ЛПС на 10-й и
25-й день приводило к задержке полового созревания у самцов и уменьшению сек-
суального поведения у самцов и самок крыс [15, 28]. Ранний стресс в виде изоля-
ции от матери на несколько часов со 2-ого по 10-й ПНД также мог приводить к на-
рушениям в сексуальном поведении самцов, проявляющихся в большей латентно-
сти взбирания на самку, уменьшении животных с эякуляцией [29]. Нарушения в
сексуальном поведении самок после раннего провоспалительного стресса связыва-
ют с уменьшением экспрессии рецепторов прогестерона в гипоталамусе [15].

В целом, увеличение доминантности [8], агрессивности и сексуальной мотива-
ции у самцов крыс, переживших ранний провоспалительный стресс, дает животным,
по-видимому, конкурентные преимущества в эволюционном плане. Это может быть
связано с тем, что нами использовалась минимальная доза ЛПС (50 мкг/кг) из при-
меняемых в исследованиях (50–1000 мкг/кг) на крысятах в таком раннем возрасте.
Негативные последствия, оказываемые на тревожно-депрессивное поведение, по-
сле такой активации иммунной системы практически исчезали во взрослом воз-
расте [30].

Рис. 4. Усредненные по группам данные по базовому уровню ИЛ-1бета (a) и кортикостерона (b). n –
число самцов/самок в группе. $ – различия между самцами и самками (p < 0.05, Factorial ANOVA).
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В нашей работе мы не выявили различий в базовом уровне кортикостерона и
ИЛ-1бета у крыс в группах ЛПС и ФИЗ. Важно отметить, что кровь брали перед
кратковременной социальной изоляцией, предшествующей тесту резидент–интр-
удер. Ранее в нашей работе было показано, что самцы группы ЛПС имеют более
высокий уровень ИЛ-1бета по сравнению с группой ФИЗ после стрессирующих
воздействий в виде теста вынужденного плавания [30]. Для появления агрессивно-
го поведения, вероятно, более важным является увеличение уровня ИЛ-1бета в ответ
на социальную изоляцию и социальные конфликты, чем базовый уровень данного
цитокина. У животных и людей, проявляющих агрессивность, показан увеличенный
уровень провоспалительных цитокинов после социального стресса [11–13]. Наличие
корреляции между соотношением провоспалительных/противовоспалительных
цитокинов и агрессией позволила ряду авторов высказать гипотезу о связи агрес-
сии с изменениями в уровне цитокинов [10].

В заключение необходимо отметить, что ранний провоспалительный стресс ока-
зывал влияние только на самцов в тесте резидент–интрудер. Сходные половые раз-
личия наблюдали ранее при анализе влияния введения ЛПС в раннем возрасте на
социальное доминирование и взаимодействие [8]. Более выраженные изменения в
тревожно-депрессивном поведении также происходили у самцов под влиянием
введения ЛПС в раннем онтогенезе [30]. Большая уязвимость самцов к влиянию
ЛПС объясняется тем, что нейровоспалительный процесс протекает по-разному у
самцов и самок [31]. У самцов и самок может различаться набор выделяемых цито-
кинов, их локализация и клеточный источник при нейровоспалении. У самцов
микроглия считается вероятным клеточным источником, опосредующим нейро-
воспалительный прайминг, выделение цитокинов увеличивается после дополни-
тельного стресса. У самок при этом не происходит увеличение выделения цитокинов
из микроглии [32]. Кроме того, известно, что эстрогены самок способны оказывать
противовоспалительное действие. Эстрогены ускоряют протекание воспалительного
процесса в сторону его деактивации, большая роль при этом отводится противовос-
палительному IL-4 [33]. Эстрогены способны затормозить выработку провоспали-
тельных цитокинов [34].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Пережитый провоспалительный стресс в раннем онтогенезе оказывал суще-
ственное влияние на эмоционально-мотивационную составляющую социального
поведения взрослых крыс. Самцы оказались наиболее чувствительными к данному
негативному воздействию. Введение ЛПС в дозе 50 мкг/кг на 3-й и 5-й ПНД при-
водило к увеличению агрессивности у взрослых самцов по сравнению с контролем
в тесте резидент–интрудер после недельной социальной изоляции, а также вызы-
вало увеличение сексуальной мотивации в тесте на сексуальное предпочтение. По-
лученные данные важны для понимания предпосылок возникновения патологиче-
ской агрессивности и нарушений в сексуальном поведении, которые характерны
для многих психоневрологических заболеваний.
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Influence of Immune System Activation in Early Ontogenesis 
on Aggressiveness and Sexual Motivationi Adult Wistar Rats
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Stresses in early ontogenesis can influence anxiety-depressive, defensive and social be-
havior, as well as the immune and hormonal reactivity of adult animals. The model of
early proinflammatory stress assumes activation of the immune system by the introduc-
tion of bacterial lipopolysaccharide (LPS) in early ontogenesis. Whether neonatal LPS
stress impacts aggressive behavior or sexual motivation is still unknown. Pathological ag-
gressiveness and disorders in sexual behavior are characteristic of many neuropsychiatric
diseases, therefore, the study of the prerequisites for their occurrence is highly relevant.
On the 3rd and 5th day after birth, the rats were injected with either LPS at a dose of
50 mcg/kg (LPS group) or saline solution (SAL group, control). The aggressive behavior
of adult rats in the resident-intruder test after a week of social isolation was analyzed, as
well as the sexual preference of males or females in a three-chamber test. The behavior of
rats was compared with baseline levels of corticosterone and interleukin-1beta in blood
serum. The males of the LPS group compared with the control had more attacks on the
intruder in the resident-intruder test, and the number of attacks did not decrease by the
end of the experiment. The males of the LPS group had an increased interaction time
with the female at the diestrus stage in the social preference test of males and females.
There were no changes in aggressive behavior in females after the administration of LPS
in early ontogenesis. The baseline level of interleukin-1beta was higher in males, and
corticosterone was higher in females, there were no differences between the LPS and
PHYS groups in biochemical parameters. The results obtained indicate an increase in
aggressiveness provoked by social isolation, as well as sexual motivation in adult males
after early pro-inflammatory stress, i.e., a change in the motivational and emotional
component in social behavior.

Keywords: early pro-inflammatory stress, lipopolysaccharide, aggression, sexual prefer-
ence, corticosterone, interleukin-1ꞵ
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Скорость и глубина расслабления миокарда определяют наполнение левого же-
лудочка (ЛЖ) в раннюю диастолу. Для анализа фазы расслабления был исполь-
зован метод логарифмирования падения давления в ЛЖ у крыс. Постепенное
ускорение расслабления было обнаружено при переходе от изоволюмической
фазы к ауксоволюмической фазе непосредственно перед открытием атриовен-
трикулярных клапанов. Постоянная скорости расслабления в этой фазе была об-
ратно пропорциональна значениям минимального диастолического давления
ЛЖ и конечного систолического объема ЛЖ. Результаты показывают, что посте-
пенное ускорение расслабления происходит за счет выпрямления пружинистой
структуры коннектина (титина), которая сжимается во время сокращения.
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DOI: 10.31857/S0869813923100060, EDN: VBONMG

ВВЕДЕНИЕ

Диастола сердца является важнейшей фазой сердечного цикла, она определяет
степень растяжения саркомеров и силу последующего сокращения. Принято де-
лить диастолу на 4 периода – изоволюмическое расслабление, фазы быстрого на-
полнения, диастаза и фазу относительно медленного наполнения при сокращении
предсердий. Скорость изоволюмического расслабления определяет уровень мини-
мального диастолического давления в левом желудочке (ЛЖ) и тем самым – ско-
рость и величину быстрого наполнения ЛЖ при открытии атриовентрикулярных
клапанов. При хронической сердечной недостаточности (ХСН) человека наруше-
ние расслабления миокарда является серьезной проблемой [1], оно является также
ключевым показателем диастолической дисфункции [2].

Расслабление миокарда представляет собой сложный процесс, в котором выде-
ляют активный и пассивный компоненты. Активный компонент – это процесс по-
глощения Са++ из миофибрилл главным образом в саркоплазматический ретику-
лум через кальциевую АТФазу SERCA2a. Он происходит с затратой АТФ, так как
Са++ транспортируется внутрь против высокого концентрационного градиента и
требует около 30% энергии, затрачиваемой при сокращении [3]. Кроме того, удале-
ние Са++ из миоплазмы происходит также при участии натрий-кальциевого об-
менника сарколеммы (NCX), но этот компонент слабо выражен у крыс и мышей
[4]. Пассивный компонент обеспечивает постепенное восстановление исходной
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длины саркомеров, он определяется свойствами сократительных белков [5]. Это, в
частности, подтверждается тем, что в большинстве экспериментальных работ по-
казано, что скорость снижения переходного процесса кальция обычно медленнее,
чем скорость расслабления [6].

Подавляющее большинство работ по исследованию расслабления посвящено
изучению активного компонента, поскольку он в значительной мере определяет
глубину расслабления [7]. Поскольку максимальная скорость снижения давления
(– dP/dt) зависит от величины максимального давления в ЛЖ (Pmax), было предло-
жено характеризовать этот процесс индексом расслабления, представлявшим от-
ношение – dP/dt/Pmax [8]. Этот показатель был стабилен в пределах нормального
Рmax, но уменьшался при высоком Pmax. Вскоре был разработан другой критерий –
константа времени расслабления (tau), определяемая на основе логарифмирования
кривой падения давления в ЛЖ [9]. Эксперименты на изолированных трабекулах
отчетливо показали ускорение расслабления при увеличении частоты сокращений
[10, 11]. В условиях in vivo это позволяет сердцу обеспечить достаточное наполне-
ние желудочков при укороченной диастолической паузе. Однако эта закономер-
ность у мышей и крыс in vivo проявляется гораздо слабее из-за ограниченного диа-
пазона увеличения частоты сокращений. Также в этих условиях tau мало зависит от
частоты сокращений, систолического давления в ЛЖ, диастолического и конечно-
систолического объема ЛЖ, повышения концентрации Са++, но значительно
уменьшается под влиянием норадреналина [12] или изопротеренола. Это согласу-
ется с известными данными о способности катехоламинов ускорять поглощение
Са++ из миофибрилл в саркоплазматический ретикулум.

Различные способы оценки изоволюмического расслабления были применены
[13], но заключительная фаза расслабления не привлекала широкого внимания.
Полагают, что моноэкспоненциальный характер кривой падения давления со-
храняется до завершения расслабления [9], но уже давно в опытах на сердцах
морских свинок [14] и сердцах собак in vivo [15] было обнаружено ускоренное па-
дение давления в этой фазе, совпадающее с начинающимся увеличением камеры
ЛЖ. Эта фаза диастолы, в отличие от изоволюмической, получила название “аук-
соволюмической”, поскольку расслабление происходит при переменном объеме
ЛЖ. Расчет константы скорости расслабления (величины, обратной tau) на осно-
ве логарифмирования кривой давления, показал ее более высокую чувствитель-
ность к инотропным факторам по сравнению с константой в изоволюмической
фазе. Однако отсутствие конкретных данных о соотношении давления и объема
ЛЖ в ауксоволюмической фазе из-за отсутствовавших тогда технических воз-
можностей ограничило возможности анализа. Только после создания высокочув-
ствительных датчиков, позволяющих одновременно регистрировать объем ЛЖ и
давление в нем с высоким временным разрешением, стало возможным проана-
лизировать их соотношение в начальной фазе диастолы. Цель данной работы со-
стояла в детальном анализе всей кривой расслабления и динамики начального
наполнения ЛЖ.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использованы крысы-самцы стока Wistar массой 350–400 г в возрасте
5–6 месяцев. Животных содержали в биоклинике кардиоцентра в клетках по 5 осо-
бей со свободным доступом к сухим кормам и воде. Световой режим контролиро-
вался (12 ч освещения, 12 ч затемнения) при достаточной смене объемов воздуха и
температуре 19–23°С.
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Под золетиловым наркозом (5 мг/кг) выполняли катетеризацию ЛЖ при помо-
щи стандартного PV-катетера FTH-1912B-8018, вводимого через правую сонную
артерию, и усилителя ADV500 (Transonic, Канада). Использовали программное
обеспечение LabChart ADInstruments 8.1.2 (Австралия), позволявшее рассчитывать
более 20 параметров сократительной функции в ходе сердечного цикла. В целях
уменьшения притока к сердцу выполняли кратковременное пережатие нижней по-
лой вены [12]. Для статистической обработки результатов измерений использовали
алгоритмы, предоставляемые программой Microsoft Excel (2013). Результаты пред-
ставлены в виде M ± SEM.

Расчет констант расслабления. Для анализа используется участок давления в
ЛЖ, начинающийся от момента пика скорости падения давления, который близ-
ко совпадает с моментом закрытия аортальных клапанов. Если бы расслабление
на всем протяжении было экспоненциальным, то при натуральном логарифми-
ровании кривой давления, представленной на рис. 1a, была бы прямая линия.
Однако на рис. 1b видно постепенное увеличение наклона кривой, отчетливо

Рис. 1. Динамика падения давления в ЛЖ в обычной (a) и логарифмированной (b) шкале. 1 и 2 – изово-
люмическая фаза, 3 – ауксоволюмическая фаза. Крутизна наклона при Х характеризует константу ско-
рости расслабления каждого участка.
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Рис. 2. Динамика падения давления в ЛЖ (внизу, ДЛЖ) и прироста объема ЛЖ (вверху, ОЛЖ). Шкала
на ординате представляет величины давления (мм рт. ст.) и объема ЛЖ (мкл).
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видны 3 степени наклона. В каждом участке происходит подбор линии тренда с
вычислением величины достоверности аппроксимации R2 не меньше 0.999. На-
клон линии тренда на этих трех участках характеризуется величинами: 1) y = –0.115x (R2

= 0.999); 2) y = –0.1569x (R2 = 0.9991); 3) y = –0.2102x (R2 = 0.9992). Соответственно
начальная изоволюмическая константа расслабления равна 115 c–1, вторая изово-
люмическая константа – 157 c–1, а ауксоволюмическая константа – 210 c–1. Обрат-
ная величина (1000/константа наклона) характеризует константу времени расслаб-
ления (tau), и цифры приобретают обратное значение: 8.7, 6.4 и 4.7 мс. В большин-
стве опытов логарифмированная кривая разделяется на 3 участка, лишь в некоторых
из них – на 4.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На рис. 2 показана динамика падения давления в ЛЖ и динамика изменения его
объема в периоде от максимума скорости снижения давления, который обычно на-
блюдается при уровне давления 80–90 мм рт. ст. Отчетливо видно, что небольшое
увеличение объема ЛЖ на 20 мкл примерно через 10 мс сменяется более крутым
увеличением объема после открытия атриовентрикулярных клапанов. Таким обра-
зом, длительность ауксоволюмической фазы в данном опыте составила около 10 мс.

Расчет константы скорости расслабления по способу, изложенному в методике,
позволяет проследить динамику ее изменения в течение всей фазы падения давле-
ния в ЛЖ (рис. 3). Выделено 4 участка, первый заканчивается, когда давление сни-
жается примерно до 20 мм рт. ст., а последний – в ауксоволюмической фазе – на-
ступает на уровне около 8 мм рт. ст., при этом ее величина почти в 2 раза меньше
начальной. Следовательно, скорость снижения давления в ауксоволюмической
фазе возрастает почти вдвое по сравнению с начальной изоволюмической фазой.

В среднем из 16 опытов константа скорости начальной изоволюмической фазы
(ИКР1) составляла 103 ± 5 c–1, а константа скорости ауксоволюмической фазы
(АКР) – 183 ± 7 c–1, т.е. скорость падения давления в ауксоволюмической фазе бы-
ла выше в 1.8 раза. Конец первоначального экспоненциального расслабления от-
мечен на уровне 34 ± 2 мм рт. ст., а начало ауксоволюмической фазы отмечено на
уровне 11 ± 1 мм рт. ст. Фракция выброса была равна 65 ± 2%, а минимальное дав-
ление в ЛЖ 0.2 ± 0.4 мм рт. ст.
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Было отмечено, что более высокие значения AКР наблюдались при более низ-
ком минимальном диастолическом давлении в ЛЖ. На рис. 4 показаны эти взаи-
мосвязи, можно видеть, что разница между AКР и ИКР при отрицательном мини-
мальном диастолическом давлении в ЛЖ определенно выше по сравнению с соот-
ветствующим значением при положительном минимальном диастолическом
давлении в ЛЖ. В этих экспериментах была установлена отрицательная корреля-
ция между АКР и минимальным давлением в ЛЖ (r = –0.62).

Также была отмечена тенденция ассоциации более высоких значений АКР с бо-
лее низким конечным систолическим объемом ЛЖ. Для исследования этой связи
были выполнены опыты, в которых конечносистолический объем ЛЖ уменьшали по-
средством кратковременного пережатия нижней полой вены. В этих опытах (n = 11)
уменьшение конечносистолического объема среднем на 30 ± 5% сочеталось с уве-
личением АКР на 21 ± 5%. Таким образом, ускоренное расслабление в ауксоволю-

Рис. 3. Иллюстрация динамики снижения давления в ЛЖ (ДЛЖ) и константы скорости расслабления (КР)
в течение расслабления в опыте, представленном на рис. 1.
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Рис. 4. Взаимосвязь между минимальным диастолическим давлением в ЛЖ (MДД) и константами аук-
соволюмической (AКР) и изоволюмической (ИКР) релаксации (s-1) в отдельных экспериментах.
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мической фазе сочетается с меньшим конечносистолическим объемом и мини-
мальным давлением в ЛЖ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты работы подтвердили наши прежние данные об относительном уско-
рении снижения давления в конечной фазе расслабления [14, 15]. Определена дли-
тельность ауксоволюмической фазы – около 10 мс, что составляет примерно 6%
общей длительности цикла для сердца крыс. Ускоренное расслабление в этой фазе
естественно сочетается с более глубоким падением давления, что увеличивает гра-
диент между предсердием и ЛЖ и способствует более быстрому наполнению ЛЖ.
По существу, АКР является количественной мерой феномена присасывания (suc-
tion), возникающего вследствие эластической отдачи (elastic recoil) ЛЖ и впервые
наблюдавшегося в изолированных сердцах черепах [16] и собак [17].

Логарифмическая кривая падения давления в ЛЖ характеризуется наличием по
крайней мере 3 моноэкспоненциальных участков с возрастающей крутизной. Если
бы основу процесса расслабления составляла бы только скорость поглощения Са++

из миофибрилл, то расслабление было бы экспоненциальным на всем протяже-
нии. Однако скорость расслабления всегда превышает скорость размыкания акто-
миозиновых связей [5], что указывает на включение другого компонента.

Сейчас не вызывает сомнений, что данный процесс осуществляется благодаря
распрямлению пружиноподобной структуры коннектина (титина) – белка, соеди-
няющего концы миозиновых нитей с границей саркомера – линией Z [18, 19]. Ги-
гантская пружиноподобная структура коннектина является главным детерминан-
том пассивного напряжения ЛЖ в диастоле [20]. Структура коннектина сжимается
во время сокращения, и чем больше саркомеры сжимаются, тем больше будет
упругая сила, возвращающая их в исходное положение. В результате восстанавли-
вающая сила, обеспечивающая феномен присасывания в ранней диастоле, прямо
пропорциональна пассивной упругости кардиомиоцитов [19]. Обработка изолиро-
ванных миоцитов трипсином, разрушающим только коннектин и не влияющая на
сократительные белки, снижает упругость мышцы как при растяжении, так и при
восстановлении прежней длины [18].

Наличие двух изоформ коннектина – более податливой изоформы N2BA и бо-
лее упругой N2B ставит вопрос об их функциональном назначении. Очевидно, что
сравнительно легко растяжимая изоформа N2BA обеспечивает растяжение ЛЖ
при его наполнении в диастоле. В таком случае естественно предполагать, что
упругая изоформа N2B, сжимаемая при сокращении, будет распрямлять саркоме-
ры во время расслабления. В экспериментах на миоцитах с различным соотноше-
нием изоформ было установлено, что скорость восстановления исходной длины
коррелирует с профилем экспрессии изоформ в миоцитах, экспрессирующих вы-
сокие уровни изоформы N2B, имеющей наибольшую восстанавливающую жест-
кость [1, 19, 20]. В одной из последних работ, выполненной на полностью расслаб-
ленных кардиомиоцитах из сердца человека, было установлено, что расслабление
происходило быстрее при повышенной упругости миофибрилл [21]. Кроме того,
содержание изоформы N2B в миокарде наивысшее у мышей и крыс [22], характе-
ризующихся гораздо более высокой частотой сокращений, при которой очень важ-
но обеспечивать высокую скорость расслабления для сохранения диастолической
паузы.

Наши данные позволяют предполагать, что включение коннектина в этот про-
цесс начинается во второй половине расслабления и усиливается по мере дальней-
шего удаления Са++ из миофибрилл, достигая максимума в ауксоволюмической
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фазе. Очевидно, чем сильнее будет сжата пружина коннектина, тем выше будет
АКР (и короче tau). Наши данные о наличии обратной связи между КСО и АКР со-
гласуются с таким представлением, ведь меньший конечносистолический объем
ЛЖ возникает при более сильном укорочении саркомеров. И напротив, при увели-
чении конечносистолического объема, сопряженного с уменьшением фракции
выброса, пружиноподобная структура коннектина будет сжиматься меньше.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе показано постепенное ускорение падения давления в ходе расслабле-
ния. Оно достигает максимума в ауксоволюмисческой фазе, когда возникает фено-
мен “восстанавливающей силы”, обеспечивающий увеличение камеры ЛЖ еще до
открытия митральных клапанов. Весьма вероятно, что ускорение расслабления ре-
ализуется благодаря распрямлению более упругой изоформы коннектина N2B, и,
таким образом, величина ауксоволюмической константы расслабления (или tau)
может характеризовать состояние данной изоформы коннектина.
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Analysis of Relaxation Phase in the Rat Heart

V. I. Kapelkoa, A. A. Abramova, and V. L. Lakomkina, *
aNational Medical Research Center of Cardiology, Ministry of Healthcare, Russian Federation,

Moscow, Russia
*e-mail: v.lakomkin@yandex.ru

The rate and depth of myocardial relaxation determine left ventricular (LV) filling in ear-
ly diastole. To analyze the relaxation phase, the method of logarithm of LV pressure fall
in rats was used. A gradual acceleration of relaxation was found during the transition
from the isovolumic phase to the auxovolumic phase, immediately before the opening of
the atrioventricular valves. The relaxation rate constant in this phase has been inversely
correlated with the values of the minimum LV diastolic pressure and LV endsystolic vol-
ume. The results suggest that the gradual acceleration of relaxation is due to the straight-
ening of the spring-like structure of connectin (titin), which is compressed during con-
traction.

Keywords: myocardium, auxovolumic phase, connectin (titin)
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Легочная артериальная гипертензия (ЛАГ) сопровождается подъемом давления в
малом круге кровообращения, изменением его чувствительности к регулятор-
ным факторам; для ЛАГ характерна активация симпатического отдела нервной и
ренин-ангиотензин-альдостероновой систем. Изменение чувствительности со-
судов системного круга кровообращения (СКК) к проконстрикторным воздей-
ствиям при ЛАГ не исследовано. В работе изучали вазоконстрикторные реакции
в СКК при хронической монокроталиновой модели ЛАГ у крыс. Регистрировали
среднее артериальное давление (САД) на фоне двойной автономной блокады
при введении агониста α1-адренорецепторов (α1-АР) фенилэфрина (ФЭ) у
бодрствующих крыс исходно и через 4 нед. после введения монокроталина
(МКТ). Регистрацию САД при действии ФЭ проводили также на фоне ангиотен-
зина-II (АТII). Оценивали максимальную величину (Аmах) изменения САД и
наибольшее время полувозвращения САД (T∆САД1/2) к исходному уровню у крыс
после введения ФЭ. У крыс ЛАГ через 4 нед. (n = 6) после введения МКТ не на-
блюдалось значимого изменения Аmах, однако T∆САД1/2 оказывалось значимо
меньше, чем у контрольных животных. АТII приводит к увеличению Аmах и
T∆САД1/2 у контрольных крыс. Однако у крыс с ЛАГ потенциация антиотензи-
ном Аmах и T∆САД1/2 не обнаруживается. Таким образом, у животных с ЛАГ сни-
жается способность артерий большого круга поддерживать тонус в ответ на акти-
вацию α1-АР. ЛАГ подавляет способность АТII стимулировать симпатические
ответы в СКК. Впервые in vivo на системном уровне продемонстрировано, что
ремоделирование и изменение функционального состояния малого круга крово-
обращения приводит к перестройке регуляции сосудистого тонуса в большом
круге кровообращения.

Ключевые слова: легочная артериальная гипертензия, вазоконстрикторные отве-
ты, α1-адренорецепторы, ангиотензин II, регуляция тонуса артерий
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ВВЕДЕНИЕ

Легочная артериальная гипертензия (ЛАГ) является заболеванием, которое со-
провождается обструктивными изменениями в сосудистом русле малого круга кро-
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вообращения, приводящими к росту правожелудочкового систолического давления,
гипертрофии правого желудочка, увеличению легочного сосудистого сопротив-
ления, нарушению циркуляции и оксигенации крови в малом круге кровообра-
щения [1]. Большая часть как клинических, так и фундаментальных работ направ-
лены на изучение механизмов формирования функциональных и структурных из-
менений в малом круге кровообращения, включая сосудистое русло легочных
артерий, легочных вен, правый желудочек сердца. Однако к настоящему моменту
накапливаются данные, свидетельствующие в пользу того, что множественные па-
тологические изменениями в большом круге кровообращения сопутствуют ЛАГ.
За пределами легочного круга кровообращения ЛАГ манифестирует в форме нару-
шенной поток-зависимой дилятации в ряде системных артерий [2], недостаточности
церебральной циркуляции [3], сниженного почечного кровотока [4], миопатий, ас-
социированных с уменьшением плотности микроциркуляторного русла [5]. Эти изме-
нения, вероятно, обусловлены нарушениями нейрогуморального контроля и изме-
нениями чувствительности элементов большого круга кровообращения к циркули-
рующим регуляторным факторам.

Хорошо известно, что при ЛАГ тонус симпатического отдела вегетативной нервной
системы (ВНС) повышен [6]. Патологическую активацию симпатического отдела
ВНС рассматривают как часть так называемого “нейрогуморального дисбаланса”,
наблюдаемого при ЛАГ, который сопровождается изменениями “системной гемо-
динамики” [7].

Автономный нервный контроль и регуляция гемодинамики со стороны ренин-
альдостерон-ангиотензиновой системы (РААС) тесно переплетены: повышенная
продукция ангиотензина II (АТII) и активность РААС при ЛАГ вследствие роста
легочного сосудистого сопротивления и падения ударного объема, способствует
АТII-опосредованному усилению высвобождения норадреналина (НА) [8–10].
Предполагается, что симпатический отдел ВНС, как и РААС, вовлечены в патоге-
нез ЛАГ и в проявления ЛАГ в большом круге [11]. Однако эти эффекты изучены в
аспекте дисфункции и адренергической дисрегуляции правого и левого желудоч-
ков сердца за счет сдвига профиля экспрессии и вовлечения сигнальных путей
β1/2/3-адренорецепторов миокарда [12].

В большинстве артерий большого круга кровообращения симпатическая стиму-
ляция приводит к вазоконстрикции за счет активации адренорецепторов α1-типа
(α1-АР) гладкомышечных клеток (ГМК) стенки сосудов [13]. Известно, что АТII
потенцирует и амплифицирует вазоконстрикцию, вызванную норадреналином и
опосредованную стимуляцией α1-АР [14–17]. Тем не менее остается неизвестным,

Список сокращений: МКТ – монокроталин; ЛАГ – легочная артериальная гипертензия; САД – си-
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Ca2+ транспортер-АТФаза; RhoA – малая ГТФаза семейства RAS; ROS – активные формы кислоро-
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изменяется ли при ЛАГ системная гемодинамика в результате перестройки чув-
ствительности сосудистого русла большого круга кровообращения к регуляторным
факторам.

Помимо РААС и ВНС, целый спектр системных регуляторных механизмов при
ЛАГ может вносить вклад в “нейрогуморальный дисбаланс”. Например, при ЛАГ
наблюдается рост уровня альдостерона и вазопрессина в плазме крови [18], что
приводит к избыточной реабсорбции Na+ и гиперволюмии [19]. Известно, что ЛАГ
сопровождается значительным повышением секреции натрийуретических пепти-
дов (NP), изменением профиля и уровня экспрессии его рецепторов в ГМК [20],
т.е. перестройкой регуляторной “оси” NP. Повышение уровня NP, вероятно, на-
правлено на компенсацию эффектов РААС и вазопрессина.

Дисфункция эндотелия и снижение продукции вазодилятаторных факторов, в
первую очередь оксида азота (NO), в системных и коронарных артериях типично
для ЛАГ [5, 21]. ЛАГ-ассоциированное снижение продукции NO, вероятно, связа-
но как с изменением транскрипционной активности [22], так и с ATII-индуцирован-
ной продукцией активных форм кислорода НАДФН-оксидазами [23, 24]. Таким об-
разом, ЛАГ может приводить к многообразной и малопредсказуемой перестройке
тесно взаимодействующих факторов, вовлеченных в регуляцию кровообращения.
Механизмы и результирующие изменения реактивности сосудистого русла боль-
шого круга, обусловленные ЛАГ, практически не исследованы.

В данной работе исследуется, в какой степени вазоконстрикторные и дилятатор-
ные реакции сосудов большого круга, вызванные симпатической стимуляцией,
АТII или донорами NO, оказываются изменены при ЛАГ. Функциональные реак-
ции сосудистого русла большого круга кровообращения исследованы in vivo с ис-
пользованием хронической монокроталиновой модели легочной артериальной ги-
пертензии на примере крыс.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
Работа выполнена с использованием крыс (самцы стока Wistar, 2–4 мес., 290 ± 30 г,

25 животных). В ходе экспериментов были соблюдены все актуальные требования
этических норм работы с лабораторными животными. Перед экспериментами жи-
вотных содержали в виварии в течение 2 нед. в стандартных условиях при световом
режиме 12:12 с доступом к воде и пище ad libitum. В течение 5 нед. после вживления
катетеров и индукции ЛАГ животных содержали в тех же условиях, но в индивиду-
альных клетках.

Катетеризация
Для хронической регистрации артериального давления и инфузии вазоактивных

соединений крыс контрольной и экспериментальной групп наркотизировали (зо-
летил-100, в.б., 0.1 мл на 100 г массы тела животного). Крысам вживляли 3 сосуди-
стых комбинированных полиуретановых катетера (Instechlabs, США): артериаль-
ный катетер (внутрисосудистая часть 4.5–5.5 см, BTPU-027(0.4 × 0.7 мм, 2 Fr), вне-
сосудистая часть – BTPU-040 (0.6 × 1 мм, 3 Fr)) вживляли в левую бедренную
артерию, 2 венозных катетера (внутрисосудистая часть 5–5.5 см, BTPU-027,
0.4 × 0.7 мм, 2 Fr) с дополнительной удлиненной силиконовой оболочкой – BTSIL-037
(для минимизации повреждения эндокарда) через левую яремную вену вводили в
правое предсердия. Катетеризацию осуществляли стандартным способом. Катете-
ры подключали к трехканальному устройству прямого хронического сосудистого
доступа (УСД, VABR3B/22, Instechlabs, США), которое имплантировали на холку
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в сформированный под кожей карман. Осуществляли постоперационную анти-
септическую обработку (стрептоцид, повидон-йод); в течение трех (пяти дней в
случае гематурии) дней в период восстановления крысам вводили гентамицин
(0.1 мл/100 г, в.б.).

Регистрация среднего артериального давления
Среднее артериальное давление (САД) регистрировали в модифицированной

установке для работы с бодрствующими животными прямым методом. САД рас-
считывали как частное площади под кривой давления за один кардиоцикл и его
длительности [25]. Регистрацию САД осуществляли в одно и то же время суток в
условиях приглушенного освещения и максимально возможного исключения
стрессирующих факторов в “домашних” клетках, адаптированных для длительной
регистрации давления и синхронной внутривенной инфузии подвижным живот-
ным (Instechlabs, CША), ответная часть – VABR3T/25, шарнир – 375/D/22, проти-
вовес – CM375BS. Для регистрации САД артериальный катетер и УСД подключали
к датчику (Gould Statham 23PB, США) и мостовому усилителю (Biograph-4, Рос-
сия), сигнал от которого поступал на АЦП (National Instruments, США) и реги-
стрировался на ПК при помощи ПО (National Instruments, LabView RunTime En-
gine) с частотой 10 КГц. Сигналы обрабатывали с помощью ПО (Data Acquisition,
среда LabView, разработчик – Е.В. Лукошкова). Для предотвращения тромбообра-
зования в артериальном катетере осуществляли его промывку 10%-ным раствором
гепарина (5000 Ед) в физиологическом растворе (1–1.5 мкл/мин).

Индукция ЛАГ
Для индукции ЛАГ использовали стандартный подход [26], основанный на од-

нократном введении монокроталина (МКТ, Sigma Aldrich, подкожно, 60 мг/кг,
0.3 мл). МКТ навешивали для каждого животного отдельно и растворяли в физио-
логическом растворе с титрованием 0.1 нормальной HCl до полного растворения
осадка. Затем pH раствора МКТ доводили до 7 титрованием 0.2 нормальной NaOH.
Животным контрольной группы вводили физиологический раствор (0.3 мл). В экс-
перимент животных брали по окончании периода восстановления через 6 сут после
вживления катетеров. ЛАГ индуцировали только у тех животных, которые через
6 сут после вживления катетеров демонстрировали нормальный уровень среднего
артериального давления (100 ± 10 мм рт. ст.), ЧСС покоя 360 ± 30 уд./мин, ректальную
температуру 37 ± 0.5°С, а также суточный объем потребляемой жидкости (30 ± 10 мл).

Верификация ЛАГ методом эхокардиографии
Формирование экспериментальной ЛАГ верифицировали стандартным спосо-

бом [27, 28] на основе ультразвуковых (УЗИ) признаков гипертрофии правого же-
лудочка (ПЖ) и изменения функциональных показателей правого и левого желу-
дочков (ЛЖ) сердца. УЗИ сердца проводили до инъекции МКТ, а затем на 14-й и
28-й день после введения МКТ (УЗИ аппарат Visual Sonics VEVO 1100 с линейным
датчиком MS250, диапазон частот 12–24 МГц). Использовался лево- и правосто-
ронний парастернальный доступ для построения позиций по длинной (1) и корот-
кой (2) оси левого желудочка, по короткой оси на уровне основания сердца (3), по
длинной оси легочного ствола (4). Определяли толщину свободной стенки ПЖ и
диаметр легочной артерии.

При УЗИ-допплерографии измеряли систолический временной интервал
AT/ET для правого желудочка как отношение длительности периода ускорения по-
тока (АТ) к длительности фазы изгнания (ET) крови. Индекс сократимости ПЖ
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(TAPSE) оценивали (в М-режиме) по амплитуде систолической экскурсии трикуп-
сидального кольца стандартным способом [29].

При эхокардиографическом исследовании (ЭХО-КГ) также определяли (В-ре-
жим) конечный диастолический и систолический объемы левого желудочка; рас-
считывали фракцию выброса (ФВ) и ударный объем (УО) ЛЖ.

Инфузия вазоактивных соединений и протоколы экспериментов
Инфузию вазоактивных соединений осуществляли через внутривенные катетеры,

подключенные к УСД при помощи шприцевых программируемых инфузионных
помп (Harvard Apparatus Pump 11 Elite Infusion/Withdrawal, США) со шприцами
Hamilton 1002 TLL (2.5 мл, байонетный затвор).

По окончании постоперационного периода восстановления, а также на 14-й и
28-й (рис. 1a) день после инъекции МКТ после 30-минутного периода адаптации и
контрольной записи САД, животным вводили нитропруссид натрия (НП, Sigma
Aldrich) в последовательно возрастающих дозах от 2.5 до 80 мкг/кг в объеме 0.3 мл
за 3 мин с интервалами 10 или 20 мин (рис. 1b).

Не менее чем через 1 ч после окончания введения НП, стабилизации САД и про-
мывки катетера осуществляли введение агониста α1-АР фенилэфрина (ФЭ, Sigma
Aldrich) в последовательно возрастающих дозах от 2 до 32 мкг/кг в объеме 0.3 мл за
1 мин с интервалами 10–20 мин. Инфузию ФЭ и НП осуществляли на фоне пред-
варительно индуцированной двойной автономной блокады (ДАБ) атенололом
(3 мг/кг, в.в) и атропином (1 мг/кг, в.в), осуществляемой для подавления бароре-
цепторного изменения ЧСС в ответ на введение вазоактивных соединений.

Рис. 1. Моделирование ЛАГ (a) и схема (b) индукции вазомоторных ответов в сосудистом русле большо-
го круга кровообращения. Синий цвет – формирующаяся ЛАГ (2 нед.), фиолетовый цвет – сформиро-
ванная ЛАГ (4 нед.). Красная штриховка – инфузия ангиотензина II.

DAB (atropine – 1 mg/kg, atenolol – 3 mg/kg)
ATII – 150 ng/kg min
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В части экспериментов, на следующие сутки после введения НП и ФЭ, повторя-
ли эксперимент, но на фоне непрерывной инфузии ангиотензина II (150 нг/кг
мин, разведен в 0.1%-ном растворе бычьего сывороточного альбумина), которую
начинали за 60 мин до введения первой дозы НП (рис 1a, b). Для параллельной ин-
фузии АТII использовали второй внутривенный катетер.

Оценка динамики вазоконстрикроных ответов в большом круге
Вычисляли максимальную возможную величину (амплитуду, Аmах) изменения

САД и наибольшую длительность периода полувозвращения САД (T∆САД1/2) к ис-
ходному уровню у крыс в ответ на введение НП или ФЭ. Для каждого эксперимен-
та, используя индивидуальные значения амплитуды изменения САД или индиви-
дуальные значения времени полувозвращения САД, определяемые при введении
каждой дозы вазоактивного соединения (рис. 2c), методом аппроксимации [30, 31]
с помощью четырехпараметрической логистической кривой вида:

где ē – абсцисса точки перегиба кривой, b – коэффициент наклона, c – нижняя
асимптота, d – верхняя асимптота, получали регрессионную кривую.

В качестве Аmах или T∆САД1/2 использовали асимптотические значения (равные
коэффициентам с, d) регрессионной кривой (рис. 2a, b) для минимизации вариабель-
ности межиндивидуальной широты диапазона реакций САД, а также вариабельности
полумаксимальной эффективной концентрации вазоактивных соединений.

( ) ( )−
−= +

+
 ,

1 10b x ē
d cy x c

Рис. 2. Репрезентативные примеры кривых зависимости амплитуды вазоконстрикторного ответа (a) или
длительности периода “полувозвращения” САД (T∆САД1/2) (b) от дозы фенилэфрина у контрольных
крыс (4 нед., группа “контроль/ДАБ”). На вставках показаны регрессионные уравнения. Красным и зе-
леным цветом указаны асимптотические максимальные значения амплитуды и длительности периода
полувозвращения САД к исходному уровню. (с) – оригинальная запись изменения САД при действии
фенилэфрина (ФЭ) и нитропруссида натрия (НП), использованная для построения репрезентативных
кривых на a и b, амплитуда ответа отмечена черными вертикальными стрелками, длительность периода
“полувозвращения” САД (T∆САД1/2) – горизонтальными красными стрелками.
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Статистический анализ
Статистическую обработку полученных результатов проводили в среде R [32,

33]. Подготовка данных осуществлялась средствами пакета tidyverse [34]. Статисти-
чески значимые различия между группами выявляли с помощью теста Фридмана
для связанных выборок, либо теста Краскелла–Уоллеса для несвязанных (оба теста –
непараметрическая альтернатива однофакторной ANOVA) с последующим приме-
нением апостериорных тестов (Вилкоксона для связанных выборок, Манна–Уит-
ни для несвязанных выборок) для множественных сравнений в группах с повтор-
ными или независимыми, а также внесением поправки Холма. Различия считали
значимыми при p < 0.05. Статистические тесты проводились с помощью пакета
rstatix [35]. Данные представлены как медиана ± абсолютное отклонение медианы
за исключением репрезентативных записей. Визуализация данных выполнена
средствами пакетов ggplot2 [36], gghalves [37] и patchwork [38].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Морфологические и функциональные признаки ЛАГ у крыс после введения МКТ
Однократная инъекция МКТ приводила к возникновению морфологических и

функциональных признаков формирования ЛАГ у крыс. Толщина стенки правого
желудочка (ТсПЖ) увеличивалась от 0.651 ± 0.076 до 0.9 ± 0.15 и 0.9 ± 0.27 мм через 2 и
4 нед. после введения МКТ (n = 7, p < 0.01) соответственно (рис. 3). Синхронно с
изменениями ТсПЖ, увеличивался диаметр легочной артерии: от 2.46 ± 0.13 до
2.8 ± 0.19 мм через 2 нед. и до 3.4 ± 0.37 мм (n = 7, p < 0.01) через 2 и 4 нед. после
введения МКТ соответственно.

Индекс сократимости ПЖ (TAPSE) снижался до 1 ± 0.13 и 1.1 ± 0.15 от 1.3 ±
± 0.15 мм (n = 7, p < 0.01) соответственно к 2 и 4 нед. после инъекции МКТ. Отно-
шение AT/ET у крыс через 2 и 4 нед. после введения МКТ снижался от 0.3 ± 0.05 до
0.23 ± 0.07 и 0.21 ± 0.04 (n = 7, p < 0.01) через 2 и 4 нед. после введения МКТ, что
указывает на прогрессирующий рост сосудистого сопротивления в малом круге
кровообращения.

Рис. 3. Оценка толщины стенки правого желудочка (RV) при УЗИ сердца. (a) – репрезентативный при-
мер УЗИ-изображения стенки правого желудочка крысы исходно. (b) – то же, что и на (а), для крысы
через 4 нед. после инъекции монокроталина и индукции ЛАГ. Голубой линией показана толщина стен-
ки правого желудочка, определяемая по короткой оси. Левый желудочек на уровне средних сегментов
левого желудочка в момент окончания диастолы.
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При формировании ЛАГ у крыс не происходило значимого изменения ударного
объема и фракции выброса левого желудочка: УО до введения МКТ и через 4 нед.
после его инъекции составляло 280 ± 35 и 310 ± 38 мкл (n = 7, p > 0.1); ФВ до введе-
ния МКТ – 67 ± 9%; через 4 нед. – 72 ± 8% (n = 7, p > 0.1).

Максимальная величина изменения САД при действии фенилэфрина у крыс ЛАГ
В контрольной группе животных через 4 нед. после начала эксперимента САД в

условиях покоя составляло 105 ± 11 мм рт. ст. (n = 6). У крыс с ЛАГ через 4 нед. по-
сле введения МКТ (n = 8) САД мало отличалось от такового у контрольных живот-
ных (109 ± 14 мм рт. ст., р > 0.1). В контрольных условиях введение ФЭ на фоне
ДАБ приводило быстрому дозозависимому, но транзиторному увеличению САД.
Болюсное введение ФЭ в дозах 2–32 мкг/кг вызывало рост САД, пиковое значение
которого (от 100 ±1 1 до 180 ± 12 мм рт. ст. при действии 32 мкг/кг ФЭ) достигалось
за 3–5 с и сопровождалось возвратом артериального давления к исходному уровню
за 25–280 с (n = 6, рис. 4a). Максимальная возможная величина изменения САД
(Аmах) у контрольных животных значимо не менялась в течение 4 нед. и составляла
61 ± 13 (исходно), 75 ± 13.6 мм рт. ст. (4 нед., n = 6, р > 0.05). Такой же тип реакции
в ответ на болюсное введение ФЭ наблюдался у животных с ЛАГ. После введения
МКТ (4 нед.) Аmах не менялся: исходно этот параметр в данной группе животных
составлял 67.7 ± 1.3, а через 4 нед. 71.2 ± 12.8 мм рт. ст. (р > 0.05). Максимальная
возможная величина изменения САД у крыс с ЛАГ и контрольных животных ста-
тистически значимо не различалась (р > 0.05).

Длительность периода полувозвращения САД к исходному уровню
при действии фенилэфрина у крыс с ЛАГ

У контрольных животных максимальная длительность периода полувозвраще-
ния САД к исходному уровню (T∆САД1/2) после его транзиторного роста, вызванного
ФЭ на фоне ДАБ составляла 1.33 ± 0.11 мин в первый день (исходно) или 1.75 ± 0.21 мин
(n = 6) через 4 нед. после начала эксперимента (рис. 4b, 5a). У крыс с ЛАГ через
4 нед. (n = 5) после введения МКТ T∆САД1/2 оказывался в три раза меньше (0.42 ±
± 0.12 мин, n = 5, p = 0.019), чем у контрольных крыс. Уменьшение T∆САД1/2 у крыс
с ЛАГ по сравнению с контрольными животными наблюдалось для всего диапазо-
на протестированных доз ФЭ (2–32 мкг/кг, рис. 4b).

Влияние ангиотензина-II на время полувозвращения и максимальную величину 
изменения САД, вызванного фенилэфрином

Ангиотензин незначительно усиливал рост САД, вызванный ФЭ у контрольных
животных: Аmах на фоне АТII составлял 80.5 ± 11.3 мм рт. ст. (4 нед., n = 6, р > 0.1). У
крыс с ЛАГ АТII вызывал противоположный эффект – ослабление прессорного
ответа, вызванного ФЭ: Аmах составлял 31.8 ± 6.5 мм рт. ст. (4 нед. после введения
МКТ, n = 5, р = 0.01).

У контрольных животных АТII вызывал увеличение длительности периода полу-
возвращения САД к исходному уровню после введения 2–32 мкг/кг ФЭ (рис. 4b); на
фоне АТII T∆САД1/2 возрастал до 1.75 ± 0.53 мин (4 нед. после начала эксперимента,
n = 6, р = 0.02).

У животных группы “ЛАГ/ДАБ” до введения МКТ ангиотензин вызывал увели-
чение T∆САД1/2 на 77.3 ± 6.5% (n = 6, p = 0.009) по сравнению с таковым, наблюдае-
мым без АТII. Однако через 4 нед. после введения МКТ у животных данной груп-
пы, сформировавшей ЛАГ, АТII не оказывал усиливающего действия на прессор-
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ные эффекты ФЭ. Более того, величина T∆САД1/2, наблюдаемая на фоне инфузии
ангиотензина II у крыс с ЛАГ, составляла всего 0.34 ± 0.05 мин (n = 5) или только
82 ± 7% от таковой, регистрируемой без АТII (рис. 4d, рис. 5b).

Длительность периода полувозвращения и максимальная величина изменения САД, 
вызванного нитропруссидом натрия у крыс с ЛАГ

В контрольных условиях введение нитропруссида натрия (НП 2.5–80 мкг/кг) на
фоне ДАБ приводило к быстрому, транзиторному, дозозависимому снижению
САД. Максимальная возможная величина снижения САД у контрольных живот-
ных не менялась в течение 4 нед. и составляла 51 ± 7 мм рт. ст. (n = 6). Такое же
снижение САД наблюдалось у крыс через 4 нед. после введения МКТ: Аmах состав-
ляло 53 ± 8 мм рт. ст. (n = 5, p > 0.1). Кроме того, ЛАГ не влияла на длительность
периода восстановления исходного уровня САД после его снижения, вызванного

Рис. 5. (a) – наибольшая длительность периода полувозвращения САД (T∆САД1/2) к исходному уровню
после вазоконстрикторной реакции, вызванной введением фенилэфрина (ФЭ) у контрольных крыс
(“контроль/ДАБ”) и крыс с ЛАГ (“ЛАГ/ДАБ”, до введения и через 4 нед. после введения МКТ). (b) – то
же, что на (a), но у крыс с ЛАГ до (“ЛАГ/ДАБ”) и после инфузии ангиотензина II (АТII,
“ЛАГ/ДАБ/ATII”). (b) – прирост T∆САД1/2, вызываемый ATII в контроле и при ЛАГ. ns – не значимо;
* – p < 0.05 (двухфакторная ANOVA с апостериорными сравнениями).
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Рис. 4. Репрезентативные примеры вазоконстрикторных ответов, возникающих в русле большого круга
кровообращения после активации α1-адренорецпторов фенилэфрином у контрольных крыс и крыс с
ЛАГ. (a) – среднее артериальное давление (САД, в каждой панели снизу) и ЧСС (в каждой панели свер-
ху) у контрольных крыс с двойной автономной блокадой (ДАБ) через 4 нед. после начала эксперимента
(“контроль/ДАБ”) при болюсном последовательном введении возрастающих доз фенилэфрина (ФЭ, 2–
32 мкг/кг). (b) – САД и ЧСС у крыс с ЛАГ (4 нед.) на фоне ДАБ (“ЛАГ/ДАБ”) при болюсном последова-
тельном введении возрастающих доз фенилэфрина (4 нед. после введения МКТ, ФЭ, 2–32 мкг/кг).
(c) – САД и ЧСС у контрольных крыс (4 нед.) на фоне ДАБ (“контроль/ДАБ/ATII”) при болюсном по-
следовательном введении возрастающих доз фенилэфрина (ФЭ, 2–32 мкг/кг) при непрерывной внут-
риартериальной инфузии ангиотензина II (АТII, 150 нг/кг мин). (d) – САД и ЧСС у крыс с ЛАГ (4 нед.)
на фоне ДАБ (“ЛАГ/ДАБ/ATII”) при болюсном последовательном введении возрастающих доз фенил-
эфрина (ФЭ, 2–32 мкг/кг) при непрерывной внутриартериальной инфузии ангиотензина II (АТII,
150 нг/кг мин).
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НП: T∆САД1/2 у контрольных крыс и крыс через 4 нед. после введения МКТ оказыва-
лась практически одинаковым – 1.1 ± 0.08 (n = 6) и 1.05 ± 0.08 (n = 5) соответственно.
Ангиотензин II не вызывал заметного изменения реакции САД (Аmах и T∆САД1/2), вы-
званной введением НП как у контрольных животных, так и у крыс с ЛАГ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе впервые проведено исследование реактивности сосудистого
русла большого круга кровообращения in vivo в хронической модели ЛАГ. Впервые
показано, что ЛАГ вызывает изменение вазоконстрикторных ответов в системном
круге кровообращения, индуцированных активацией α1-адренорецепторов: ЛАГ
уменьшает длительность прессорной реакции, ослабляет способность сосудов
большого круга поддерживать тонус и САД на высоком уровне. Впервые прямо
продемонстрировано, что легочная гипертензия приводит к изменению чувстви-
тельности сосудов большого круга к ангиотензину II; при ЛАГ АТII не усиливает
вазоконстрикторные эффекты, обусловленные стимуляцией α1-АР, но наоборот,
уменьшает величину констрикторного ответа в большом круге кровообращения.
В то же время в нашей работе показано, что NO-зависимая вазодилятация и сни-
жение САД в большом круге в хронической модели ЛАГ остаются неизмененными.
Это наблюдение позволяет предположить, что ЛАГ оказывает преимущественное
влияние на отдельные компоненты регуляции сосудистого тонуса в большом круге.

В наших экспериментах у крыс с ЛАГ уровень САД не отличался от такового у
контрольных животных, а эффекты вазодилятатора оставались неослабленными.
В работе впервые in vivo на системном уровне продемонстрировано, что ремодели-
рование и изменение функционального состояния малого круга кровообращения
приводит к перестройке именно регуляции сосудистого тонуса в большом круге
кровообращения, хотя тонус артерий, уровень САД, а также пассивные свойства
сосудистой стенки, связанные с их жесткостью, могут оставаться незатронутыми.

Как указано выше, ЛАГ сопровождается нарушениями кровотока в целом ряде
органов за пределами малого круга кровообращения [5]. “Нейрогуморальный дис-
баланс”, нарушение адренергической/симпатической регуляции сосудистого то-
нуса, индуцированное ЛАГ, может служить причиной дисфункции тканей, питае-
мых сосудами большого круга кровообращения.

Хроническая активация симпатического отдела ВНС, усиление секреции норад-
реналина симпатическими постганглионарными волокнами, а также активация
РААС, типичные для ЛАГ, могут приводить к изменению “реактивности” ГМК
стенки артерий большого круга кровообращения, связанной с перестройкой меха-
низмов реализации адренергических сигналов.

Комбинированная активация норадренергической “оси”, РААС и других регу-
ляторных систем, приводит к усилению целого ряда негативных обратных связей,
компенсирующих и предотвращающих проконстрикторное действие ЛАГ в боль-
шом круге. Такие компенсаторные эффекты, возможно, предотвращают чрезмер-
ный рост базального уровня САД в большом круге, а также приводят к выявленному
нами ослаблению реакции на α1-адренергическую стимуляцию. На спекулятив-
ном уровне можно предположить, что к таким компенсаторным механизмам отно-
сится система натрийуретических пептидов. Существует значительный объем дан-
ных, подтверждающих повышение уровня секреции натрийуретических пептидов
всех трех известных типов (ANP, BNP, CNP) при ЛАГ. Как указано выше, причи-
ной усиления продукции NP предсердными кардиомиоцитами при ЛАГ является
гиперволюмия, увеличение концентрации Na+ в плазме, перерастяжение стенки
правого предсердия, правожелудочковая гипертрофия [39].
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Известно, что ГМК экспрессируют так называемые “клиренс”-рецепторы –
NPR-C, основной функцией которых считается удаление из кровотока натрийуре-
тического пептида. Установлено, что экспрессия NPR-C находится под контролем
сигнальных каскадов, сопряженных с адренорецепторами [40].

В настоящее время показано, что ГМК стенки артерий экспрессируют не только
“клиренс”-, но также рецепторы натрийуретических пептидов А- и В-типа (GC-A
и GC-B соответственно). Известно, что эти рецепторы являются рецепторами-гуа-
нилатциклазами [41] и активация рецептора GC-A приводит накоплению в цито-
плазме цГМФ, стимуляции протеинкиназы G первого типа (PKG-I). Среди мно-
жества мишеней PKG-I в ГМК обнаруживаются Са-АТФаза саркоплазматического
ретикулюма (SERCA), фосфодиэстераза PDE3A, а также так называемый регуля-
тор G-белок-сопряженных рецепторов (RGS-2). Фосфорилирование SERCA и
PDE3A протеинкиназой G приводит к увеличению скорости удаления кальция из
цитоплазмы и снижению [Ca2+]i, а также к повышению базального уровня
[цАМФ]i. Указанные процессы ускоряют расслабление ГМК и, вероятно, лежат в
основе наблюдаемых в наших экспериментах феноменов – уменьшения длитель-
ности периода полувозвращения САД (T∆САД1/2), т.е. к ускорению релаксация САД
после вазоконстрикторного эффекта, вызванного фенилэфрином (в результате
стимуляции α1-АР) у крыс с ЛАГ (рис. 6). Снижение уровня экспрессии или по-
давление активности NPR-C при ЛАГ может повышать активность натрийурети-
ческих пептидов и ослаблять эффекты проконстрикторных факторов.

При ЛАГ наблюдается повреждение и дисфункция эндотелия в малом круге
кровообращения. Такой же эффект ЛАГ можно предположить для большого круга
кровообращения. Проконстрикторное влияние ЛАГ в большом круге также может
реализовываться за счет “перехвата” и инактивации NO активными формами кис-
лорода, продукцию которых НАДФН-оксидазами стимулирует АТII. Таким обра-
зом, антиконстрикторное поток- и NO-зависимое действие эндотелия при ЛАГ
может быть снижено. Как указано выше, в нашей модели ЛАГ САД в покое у кон-
трольных крыс и крыс через 4 нед. после индукции ЛАГ оставалось на сопостави-
мом уровне.

Более того, в наших экспериментах наблюдается ослабление проконстриктор-
ных реакций в большом круге. Эти результаты позволяют предположить, что, по
меньшей мере, в нашей модели ЛАГ, эндотелий-зависимая регуляция в большом
круге нарушена незначительно. Однако наблюдаемое отсутствие изменения САД
может быть обусловлено установлением некоего баланса, возникающего в резуль-
тате АФК-зависимого подавления продукции NO с одной стороны, и повышением
чувствительности ГМК к NO с другой стороны.

В наших экспериментах введение донора NO приводило к одинаковому сниже-
нию САД у контрольных крыс и крыс с ЛАГ; в нашей модели ЛАГ не влияет на
длительность периода восстановления САД после его снижения, вызываемого до-
нором оксида азота. Таким образом, увеличения чувствительности сосудистого
русла непосредственно к самому NO не наблюдалось. Спекулятивно, феномен со-
хранения нормального уровня САД может быть объяснен повышением секреции
натрийуретического пептида С-типа (CNP) и рассмотрением его эффектов, опо-
средованных рецепторами NPR-B. Известно, что экспрессия и секреция CNP
крайне высока в сосудистом эндотелии [42]; высвобождаемый конститутивно или
в ответ на увеличение напряжения сдвига [43, 44] CNP стимулирует накопление
cGMP, как и другие натрийуретические пептиды, в эндотелиальных клетках и
ГМК. Известно, что активация сигнального каскада CNP/NPR-B/cGMP/PKG
приводит к вазодилятации и/или антиконстрикторным эффектам [45]. Кроме того,
известно, что CNP может стимулировать NO-синтазу и соответственно синтез NO
несколькими путями [46]. Экспрессия CNP при ЛАГ может повышаться и корре-
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лирует с дисфункцией почек [47]. Гипотетически, CNP, высвобождаемый локаль-
но в эндотелии, может являться фактором, компенсирующим недостаточность по-
ток-зависимой дилатации при ЛАГ.

Хорошо известно, что уровень ангиотензина II при ЛАГ повышен. В текущей
работе показано, что эффекты АТII, одного из наиболее значимых проконстрик-
торных медиаторов, изменены в большом круге кровообращения при ЛАГ. Ангио-
тензин II уменьшает Аmах и T∆САД1/2 у животных с ЛАГ. Таким образом, ЛАГ подав-
ляет и, возможно, инвертирует потенциирующее действие АТII на прессорные ре-
акции, вызванные ФЭ в большом круге кровообращения. В основе данного эффекта
может лежать несколько механизмов, включающих изменение уровня экспрессии
рецепторов ATII в ГМК артерий, разобщение сигнальных каскадов α1-АР и рецеп-
торов ATII, подавление их синергизма. Ранее показано, что PKG-I-зависимое фос-
форилирование белка RGS-2 приводит к его активации. Фосфорилированный
RGS-2 ингибирует рецепторы ангиотензина первого типа за счет прямого взаимо-
действия с N-концевой областью [20, 48]. Гипотетически, ослабление либо инвер-
сию потенциирующего дейcтвия ATII при ЛАГ можно объяснить ANP/RGS-зави-
симым ингибированием рецепторов ангиотензина.

Рис. 6. Предполагаемый механизм ослабления вазоконстрикторных ответов, вызванных активацией
α1-АР и рецепторов АТII в сосудистом русле большого круга кровообращения при легочной артериаль-
ной гипертензии. УО – ударный объем; ANP – предсердный натрийуретический пептид; GC-А – рецептор
ANP, обладающий гуанилатциклазной активностью; NPRC – “клиренс"-рецептор ANP; PKG I – про-
теинкиназа G I; RGS 2-P – фосфорилированный регулятор G-белок-сопряженных рецепторов – инги-
битор рецепторов ангиотензина (AT1-P); PDE3A – фосфодиэстераза 3А; альфа-1-АР – адренорецепто-
ры α1-типа; SERCA – кальциевая АТФаза саркоплазматического ретикулюма; RhoA – малая ГТФаза
семейства Ras; ROS – активные формы кислорода.
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В итоге, ремоделирование легочного сосудистого русла, сопровождаемое ростом
давления, приводит к изменениям системной гемодинамики. Эти изменения могут
быть обусловлены не только гипертрофией желудочкового миокарда, но и прояв-
ляться в форме дисрегуляции сосудистого русла большого круга.
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Pulmonary Arterial Hypertension Attenuates Vasoconstrictor Responses Caused 
by Activation of Alpha-1-Adrenoreceptors in the Systemic Circulation
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Pulmonary arterial hypertension (PAH) accompanied by an arterial pressure increase in
the pulmonary circulation, remodeling of pulmonary arteries and a change in its sensi-
tivity to regulatory factors; PAH is accompanied by activation of the sympathetic ner-
vous system and renin-angiotensin-aldosterone system and increased production of atri-
al natriuretic peptide. The change in the sensitivity of the vessels of the systemic circula-
tion (SC) to regulatory influences in PAH has not been investigated. Vasoconstrictor
reactions in SC with monocrotaline (MCT) were studied in the work models of PAH in
rats (Wistar, 350 ± 50 g, 4 months). Mean arterial pressure (MAP) was recorded against
the background of a double autonomous blockade with the administration of the α1-ad-
renergic receptor agonist (α1-AR) phenylephrine (PE) to conscious rats at the start of
experiment, then 2 and 4 weeks after the induction of PAH with MCT or saline injection
for control animals. Registration of MAP under the action of PE was also performed
during angiotensin-II (ATII) infusion. The maximal amplitude (Amax) of the change in
MAP and the longest half-return time of MAP (T∆MAP1/2) to the baseline level in rats in
response to the Phe injection were estimated. It was found that in response to PE, Amah
did not change in rats with PAH, whereas in control animals it significantly increased. In
rats with PAH 2 (n = 6) and 4 weeks after the induction of PAH with MCT, T∆MAP1/2 is
significantly less than in control rats. ATII leads to delayed changes in T∆MAP1/2 in both
control rats and rats with PAH. In rats with MAP, the potentiation with angiotensin
T∆MAP1/2 is significantly less than in control rats. Thus, in animals with PAH, the ability
of the resistive arteries of the systemic circulation to maintain tone in response to the ac-
tivation of α1-AR decreases. In addition, PAH suppresses the ability of ATII to stimulate
sympathetic responses in the SC. Firstly, in vivo, it has been demonstrated remodeling
and changing the functional state of the pulmonary circulation leads to changes in the
regulation of vascular tone of the systemic circulation.

Keywords: pulmonary arterial hypertension, vasoconstrictor responses, α1-adrenorecep-
tors, angiotensin II, regulation of arterial tone
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