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В настоящее время не существует единой модели патогенеза шизофрении, при этом нейро-
воспаление считается одним из ключевых механизмов в развитии данного заболевания. Цель: 
проанализировать и обобщить литературные данные о роли маркеров нейровоспаления при 
шизофрении. По ключевым словам “нейровоспаление”, “цитокины”, “хемокины”, “микроцир-
куляция”, “микроглия”, “нейродеструкция”, “шизофрения” произведен поиск статей за период 
1990–2003 гг. в базах данных PubMed и eLibrary.ru. В обзоре обсуждается комплексный подход 
к концепции нейровоспаления при шизофрении с учетом известных и перспективных марке-
ров данного нейробиологического процесса. Исследования, в том числе авторов статьи, свиде-
тельствуют о существенной роли нарушений микроциркуляции и эндотелиальной дисфункции, 
цитокинов и хемокинов, нейродеструкции в механизмах развития и течения шизофрении. Пред-
ставленные научные результаты требуют более детальной разработки для установления новых 
нейробиологических и патогенетических функций нейровоспаления при шизофрении.

Ключевые слова: нейровоспаление, цитокины, хемокины, нейродеструкция, микроциркуляция, шизофрения
DOI: 10.31857/S1027813324010015, EDN: GZIKHW

ВВЕДЕНИЕ

Современные патофизиологические иссле-
дования в  области психиатрии свидетельствуют 
о наличии целого комплекса нейробиологических 
процессов при психических и поведенческих рас-
стройствах, таких как нейровоспаление, нейроде-
струкция и нейрогенез [1]. Это диктует необходи-
мость системного подхода к поиску биомаркеров, 
обладающих диагностической или прогностиче-
ской ценностью.

При этом современные гипотезы развития мно-
гих психических расстройств отдают ведущую роль 
в этиопатогенезе именно нейровоспалению, так 
как у больных определяются в крови маркеры вос-
паления при активации иммунной системы [2, 3].

Под нейровоспалением понимается активация 
иммунокомпетентных клеток мозга, прежде всего 
микро- и астроглии [4]. Данный процесс сопрово-
ждается повышенной экскрецией медиаторов вос-
паления в центральную нервную систему, угнете-
нием активности глутаматергических рецепторов, 
что ведет к  снижению синаптической нагрузки 
коры префронтальной зоны и апоптозу нейронов 
[5]. При этом нейровоспаление сопряжено с си-
стемным воспалением [6, 7] и  сопровождается 

активацией иммунных факторов, повышением 
в крови уровня воспалительных медиаторов, фак-
торов свертываемости, протеолитических фер-
ментов и маркеров апоптоза [8, 9]. Установлено, 
что такая активация иммунной системы с опреде-
ленным набором количественных и качественных 
иммунных маркеров тесно связана с психопатоло-
гической картиной заболевания, а уровень акти-
вации иммунной системы напрямую коррелирует 
с тяжестью выявляемых у пациентов психопатоло-
гических симптомов [10–13].

Кроме того, эндогенные и экзогенные прово-
цирующие факторы психических и поведенческих 
расстройств, такие как инфекционные, психоген-
ные, социальные, токсические, взаимодействуют 
с генетическими и эпигенетическими факторами 
в пренатальном и постнатальном периодах. Это, 
в свою очередь, также может приводить к наруше-
нию морфогенеза мозга, центральной и перифери-
ческой иммунной активации, и развитию систем-
ного воспаления [14–16].

Безусловно, среди всех психических расстройств 
особое место занимает шизофрения, которая счи-
тается тяжелым психическим заболеванием, име-
ющим широкую распространенность, нередко 

ОБЗОРЫ
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ведущую к инвалидизации и сокращению продол-
жительность жизни [17, 18]. Учитывая многообра-
зие клинической картины шизофрении, ее считают 
группой хронических психических заболеваний эн-
догенного происхождения, при этом отсутствуют 
специфические биологические маркеры болезни, 
а этиология и патогенез остаются недостаточно из-
ученными [19].

В многочисленных исследованиях выдвинуто 
множество гипотез, механизмов и  причин раз-
вития шизофрении [20–23], при этом нейровос-
паление считается одним из ключевых факторов. 
Этот процесс зафиксирован на всем протяжении 
заболевания, независимо от формы течения и ха-
рактера психопатологической симптоматики [24]. 
При этом имеются данные, что у лиц с шизофре-
нией системное воспаление наиболее выражено 
при первом психотическом эпизоде [25].

В работах разных авторов описаны сдвиги в гу-
моральной и  клеточной системах иммунитета. 
Происходит активация аутоиммунных механиз-
мов [26–28]; увеличивается продукция цитокинов 
и других провоспалительных пептидов [29] с по-
следующим повреждением гематоэнцефалического 
барьера, миграцией иммунных клеток; хрониче-
ская активация микроглии [30, 31], следствием чего 
является воспаление, нейродеструкция и наруше-
ния нейротрансмиссии [32, 33].

На сегодняшний день проведено достаточно 
исследований, отражающих роль иммунных 

нарушений при различных формах шизофрении 
[34, 35]. Немаловажная роль отводится моноци-
там / макрофагам, Т-лимфоцитам и продуциру-
емым ими цитокинам – их изучение легло в ос-
нову макрофагальной-Т-лимфоцитарной теории 
развития шизофрении [27, 28]. Так, установлено, 
что у пациентов увеличивается количество актив-
ных циркулирующих моноцитов / макрофагов 
[36], которые в результате повреждения гематоэн-
цефалического барьера мигрируют в центральную 
нервную систему (ЦНС) [31]. Активированные 
моноциты / макрофаги и клетки микроглии, ко-
торые являются аналогами описываемых клеток 
в ЦНС, синтезируют биологически активные про-
воспалительные вещества: цитокины: IL-1, IL-6, 
IL-8, IL-12, TNF-D; хемокины, а также рецепторы 
к ним. Эти факторы играют существенную роль 
в иммунном воспалении, которое дестабилизирует 
мозг и может приводить к развитию шизофрении 
[32]. Также происходит повышение уровня белков 
острой фазы, макрофагальных и лимфоцитарных 
провоспалительных факторов, включая клетки 
естественного и адаптивного иммунитета, а также 
противовоспалительных белков [37]. Взаимосвязь 
иммунологических, воспалительных нарушений 
с клиническими проявлениями шизофрении была 
показана в исследовании российских ученых [14], 
в  котором были выявлены нейрокогнитивные 
и иммунные маркеры, такие как IL-10 IL-12p40, 
NGF, обладающие противовоспалительной регу-
ляцией.

В процессе нейровоспаления ведущая роль от-
водится микроглии, выполняющей функции раз-
личных иммунных клеток [38]. При этом процесс 
воспаления в головном мозге связан не только с ак-
тивацией микроглии, но и сопровождается морфо-
логическими и функциональными изменениями. 
Активированная микроглия выполняет функцию 
макрофагов головного мозга, быстро реагирует на 
патологические изменения в ЦНС и может способ-
ствовать синтезу повышенного количества провос-
палительных цитокинов, вызывающих дисбаланс 
нейротрансмиттеров, а также различные цитоток-
сические факторы, способствующие нейродегене-
ративным процессам [29].

На наш взгляд, ведущие патофизиологические 
механизмы нейровоспаления при шизофрении 
можно представить следующим образом, представ-
ленным на рис. 1.

ИЗМЕНЕНИЯ 
В МИКРОЦИРКУЛЯТОРНОМ РУСЛЕ

Предполагается, что все описанные выше им-
мунные нарушения сочетаются с расстройствами 
микроциркуляции крови и активацией перекис-
ного окисления липидов [34, 35, 39, 40]. Так, при 
морфологическом исследовании головного мозга 

Ключевые патофизиологические механизмы
нейровоспаления при шизофрении

Повышение проницаемости
гематоэнцефалического барьера

Нейровоспаление,
нейродеструкция-нейрорепарация

Изменения в микроциркулярном русле
(изменения тока крови, повреждение
эндотелия, нарушения его функций)

Изменение нейтротрансмиссии,
продуктивные, негативные
и когнитивные нарушения

Развитие «воспалительного процесса»
в головном мозге, миграция иммунных
клеток в ЦНС, активация микроглии

с продукцией цитокинов, хемокинов...

Рис. 1. Механизмы нейровоспаления при шизофре-
нии.
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пациентов, страдавших шизофренией, обнаружено 
существенное повышение проницаемости сосуди-
стой стенки, выраженные изменения эндотелия 
и капиллярных мембран, что доказывает имевше-
еся повышение проницаемости гематоэнцефали-
ческого барьера [41, 42]. Сосудистые нарушения 
были подтверждены нарушениями гемодинамиче-
ских показателей в ЦНС у пациентов с шизофре-
нией [43]. Выявлены нарушения тонуса сосудистой 
стенки, которые приводят к замедлению скорости 
кровотока в микроциркуляторном русле и более 
крупных сосудах [35, 44]. У ряда пациентов наблю-
дается вазоконстрикция и пониженное артериаль-
ное давление, что, предполагается, может приво-
дить к  усилению клинических нарушений, сни-
жению терапевтического ответа и резистентности 
к терапии [45]. Нарушения в микрокровотоке за-
кономерно сопровождаются явлениями гипоксии 
[42, 46]. Для оценки имеющихся изменений в об-
щей микроциркуляции крови применялись метод 
реактивной гиперемии [47] и метод лазерной доп-
плеровской флоуметрии [48]. По нашим данным, 
нарушения микроциркуляции крови у пациентов 
с параноидной формой шизофрении носят выра-
женный и распространенный характер, при этом 
изменения показателей в остром психотическом 
состоянии характеризуются чрезмерным усиле-
нием локальных механизмов регуляции микрокро-
вотока и приводят к их патологическому действию 
в течение более длительного времени [48].

Помимо нарушений со стороны тока крови че-
рез микроциркуляторное русло, у больных шизо-
френией были обнаружены и  многочисленные 
признаки эндотелиальной дисфункции [38, 49, 50]. 
Дисфункция эндотелия может проявиться дисба-
лансом в системе медиаторов, регулирующих агре-
гацию тромбоцитов, коагуляцию и фибринолиз, 
а  также нарушением синтеза других биологиче-
ски активных веществ [50]. У пациентов с первым 
психотическим эпизодом зафиксированы измене-
ния показателей синтазы оксида азота [51], оксида 
азота и эндотелина-1 [38]. У первичных пациен-
тов с шизофренией, не принимавших медикамен-
тозное лечение, обнаружено повышение уровня 
sL-селектина [52]. На экспериментальных моделях 
животных было доказано, что не только сам пато-
логический процесс может вызывать дисфункцию 
эндотелия, но также применение антипсихоти-
ческих препаратов. Так, прием рисперидона мо-
жет нарушать функцию эндотелия сосудов за счет 
активации молекул клеточной адгезии ICAM-1, 
VCAM-1 и E-селектина [49].

Стоит отметить, что в  настоящее время еди-
ного представления об изменениях в микроцир-
куляции крови, эндотелиальных факторах, со-
стоянии и  функционировании циркулирующих 
в кровотоке эндотелиоцитов при шизофрении не 
сформировано, в  том числе в  условиях терапии 

современными антипсихотиками. Дискутабелен 
вопрос о первичности данных изменений для по-
вышения проницаемости гематоэнцефалического 
барьера, а также взаимосвязь с запуском и поддер-
жанием процесса нейровоспаления.

ЦИТОКИНЫ

Общеизвестно, что ключевыми молекулами, 
оказывающими влияние на головной мозг при ши-
зофрении, являются цитокины, продуцируемые 
множеством иммунных и неиммунных клеток. Ци-
токины производят активацию специфических ре-
цепторов на различных клетках-мишенях, влияют 
на регуляцию процесса воспаления, включающего 
активацию, пролиферацию и  дифференцировку 
иммунных клеток, а также увеличение кровоснаб-
жения и  проницаемости сосудов [53]. Поэтому 
изменения содержания провоспалительных ци-
токинов при шизофрении приводят к активации 
иммунных нарушений, сопровождающихся повы-
шением проницаемости гематоэнцефалического 
барьера, что в свою очередь способствует процес-
сам нейродеструкции и появлению в крови мозго-
специфических белков [54]. В обычных условиях 
цитокины в головном мозге практически не пред-
ставлены, как и рецепторы к ним. В случае повреж-
дающего воздействия на нервную ткань происходит 
быстрая активация провоспалительных цитокинов 
и  их рецепторов, которая зависит от силы, вида 
и объема повреждения [55–57]. Одновременно се-
кретируемые противовоспалительные цитокины 
снижают экспрессию провоспалительных цитоки-
нов и уменьшают проявления воспаления. По этой 
причине цитокины могут участвовать как в ней-
родеструкции, так и в нейрорепарации, принимая 
участие в самых разнообразных иммунных реак-
циях в центральной нервной системе [58–60], в том 
числе при шизофреническом процессе [61].

Перспективным, на наш взгляд, является изуче-
ние содержания и роли ранее не исследуемых при 
шизофрении цитокинов. Так, одним из основных 
медиаторов острой фазы воспаления считается 
интерлейкин-6 (IL-6). Он секретируется макро-
фагами, фибробластами, клетками эндотелия со-
судов, Т-клетками, глиальными клетками после 
их активации. IL-6 выполняет несколько важных 
ролей в центральной нервной системе: регуляция 
развития мозга, синаптической пластичности, сна 
и стресса. Некоторые авторы относят интерлей-
кин-6 к нейротрофинам [62]. Его рассматривают 
как потенциальный биомаркер шизофрении, по-
скольку уровень IL-6 повышен при первом эпи-
зоде и рецидиве заболевания и снижается при ле-
чении антипсихотиками. Повышенный уровень 
IL-6 также связан с длительностью заболевания 
[63, 64].
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Интерлейкин-18 (IL-18) является провоспали-
тельным цитокином, экспрессируемым многими 
клетками и обладает большим набором биологиче-
ских эффектов. Он смещает равновесие цитокинов 
в пользу клеточного иммунитета, индуцируя обра-
зование IFN-γ, TNF-α, гранулоцитарно-макрофа-
гального колониестимулирующего фактора, IL-2; 
регулирует перфоринзависимую цитотоксичность 
и Fas-лиганд-опосредованный апоптоз. IL-18 уве-
личивает образование молекул адгезии, которые 
участвуют в механизмах клеточной миграции, что 
имеет большое влияние на формирование иммун-
ного ответа. Кроме того, он стимулирует продук-
цию IFN-γ, представляя тем самым свое значение 
как участника противовоспалительной защиты ор-
ганизма [65].

Еще одним важным провоспалительным ци-
токином является фактор некроза опухоли-α
(TNF-α). Он обуславливает нейровоспалительные 
процессы в головном мозге, регулирует множество 
биологических процессов: образование, рост и ги-
бель клеток, участвует в формировании структуры 
органов и тканей, ремиелинизация нейронов [66]. 
Провоспалительные эффекты TNF-α представ-
лены за счет влияния на содержание основных ме-
диаторов воспаления: интерлейкина-6, интерлей-
кина-8, интерлейкина-18, хемокинов, циклоокси-
геназ-2 и 5, липоксигеназы [67].

В нашем раннем исследовании обнаружено, что 
при манифестации шизофренического психоза до 
назначения антипсихотической терапии отмеча-
ется повышение уровня интерлейкина-6 в 1.8 раза 
относительно группы здоровых при неотличимых 
от них показателей интерлейкина-18 и  фактора 
некроза опухоли-α. Через 8 недель терапии содер-
жание IL-6 имеет тенденцию к росту независимо 
от принимаемого антипсихотика. После лечения 
галоперидолом зафиксировано существенное по-
вышение содержания TNF-α, а также тенденция 
к  снижению IL-18. При приеме в  течение 8 не-
дель рисперидона уровень TNF-α сохраняется на 
уровне контрольных значений, величина IL-18 – 
уменьшается в 1.75 раза [68].

ХЕМОКИНЫ

Еще одними малоизученными при шизофре-
ническом процессе представителями цитокинов 
являются хемокины. Они представляют собой се-
мейство хемотаксических цитокинов, индуциру-
ющих хемотаксис и миграцию лейкоцитов в ор-
ганы и ткани, где их рецепторы и лиганды широко 
экспрессируются, как при физиологических, так 
и при патологических состояниях [69]. Известно, 
что хемокины в ЦНС выполняют широкий спектр 
различных функций. Так, эндотелиальные клетки 
гематоэнцефалического барьера при воспалении 
способны синтезировать некоторые хемокины, 

такие как CCL 2, CCL 4 и CCL 5 [70, 71]. При этом 
наиболее признанной функцией хемокинов в го-
ловном мозге является регуляция нейровоспаления 
[72]. Многие хемокины синтезируются в активи-
рованных астроцитах и микроглиальных клетках, 
участвуя в процессах миграции иммунных клеток 
в ЦНС за счет увеличения проницаемости гемато-
энцефалического барьера [71], что подтверждает их 
участие в процессах нейродеструкции, нейрорепа-
рации и нейропластичности [73, 74]. Кроме того, 
они участвуют в сопровождении развития и пла-
стичности нейронов, пролиферации, миграции 
и дифференцировке нейронных клеток-предше-
ственников [75, 76], в регуляции нейроэндокрин-
ных функций [77, 78]. Имеются указания, что хе-
мокины обладают нейромедиаторной и нейромо-
дулирующей активностью [77, 79]. При этом точная 
роль хемокинов в механизмах развития шизофре-
нии и  влиянии на клиническую картину до сих 
пор неизвестна. Многочисленные доказательства 
указывают на периферическое провоспалитель-
ное состояние с экспрессией хемокинов и нейро-
воспаление, по крайней мере, у трети пациентов 
с шизофренией [80].

В литературе имеются данные, в которых уста-
новлена связь многих хемокинов включая CXCL8 
(IL-8), CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1α) и  CCL5 
с  психическими расстройствами, в  том числе 
с шизофренией [81]. Так, было обнаружено повы-
шенное содержание некоторых хемокинов с нейро-
иммунным регуляторным действием в плазме крови 
у пациентов с шизофренией, особенно у длительно 
болеющих данным расстройством: хемоаттрактант-
ного белка-1 моноцитов (MCP-1/CCL2), воспали-
тельного белка макрофагов-1β (MIP-1β/CCL4), 
эотаксина-1 (CCL11), хемокина, TARC/CCL17, 
производного хемокинов MDC/CCL22 [82].

Была обнаружена прямо пропорциональная 
взаимосвязь содержания провоспалительных хемо-
кинов с когнитивными нарушениями у пациентов 
с расстройствами шизофренического спектра [83]. 
Рядом авторов была определена возможная корре-
ляционная связь между уровнем хемокинов и те-
рапией антипсихотиками, что предположительно 
может служить биомаркером положительного от-
вета на терапию [84]. Наиболее перспективными 
из хемокинов являются следующие.

CCL2 (MCP-1)  – моноцитарный хемоатрак-
тантный белок  – провоспалительный хемокин, 
модулирующий привлечение, миграцию и  ин-
фильтрацию макрофагов и моноцитов в места вос-
паления. Повышение уровня данного белка может 
быть связано с  различными нейродегенератив-
ными и нейровоспалительными процессами [85, 
86]. Имеются данные, указывающие на участие 
CCL2 в высвобождении дофамина в ЦНС [87], что 
косвенно может указывать на его возможную роль 
в патогенезе шизофрении. В нашей работе уровень 
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CCL2 у больных первым эпизодом шизофрении 
оказался повышенным в  1.6 раза относительно 
контрольных значений [88].

CCL4 или макрофагальный воспалительный бе-
лок-1β является хемоаттрактантом для естествен-
ных клеток-киллеров, моноцитов и других иммун-
ных клеток. Данный хемокин участвует в поддер-
жании хронического воспаления, также имеются 
данные о  его роли в  процессе нейровоспаления 
[89, 90].

ССL11 (Eotaxin) – эозинофильный хемотакси-
ческий белок, предположительно связан с нейроге-
незом и нейродегенерацией, так как способен вли-
ять на нейрональные клетки и микроглию. ССL11 
стимулирует активацию микроглии, потенцирует 
глутамат-индуцированную гибель нейронов. По-
вышение данного белка было описано при шизо-
френии и имеет связь с тяжестью психопатологи-
ческих и когнитивных расстройств [91].

ССL20 (MIP-3α) – макрофагальный белок вос-
паления 3  – регулирует миграцию и  активацию 
лейкоцитов, в том числе моноцитов/макрофагов, 
в очаг воспаления, которые осуществляют воспа-
лительные реакции под влиянием провоспалитель-
ных цитокинов. По данным литературы, у больных 
шизофренией, особенно пожилого возраста, на-
блюдается повышение уровня данного хемокина 
[32].

Еще два хемокина: CXCL1 (GRO-α)  – свя-
занный с ростом онкоген α, CXCL5 (ENA-78) – 
пептид, активирующий нейтрофилы эпители-
ального происхождения,  – являются мощными 
хемоаттрактантами нейтрофилов в ЦНС за счет 
взаимодействия с  CXCR2-рецептором, поэтому 
они участвуют в запуске процессов нейровоспале-
ния [92, 93]. Они в большом количестве определя-
лись в тканях мозга при шизофрении [94].

CXCL8 (IL-8) – провоспалительный хемокин, 
индуцирующий хемотаксис гранулоцитов, моноци-
тов/макрофагов и лимфоцитов в очаг воспаления. 
Активирует нейтрофилы, усиливает выработку 
провоспалительных цитокинов мононуклеарными 
клетками, неблагоприятно влияет на функции ми-
кроциркуляторного русла, способствует окисли-
тельному повреждению эндотелия. По единичным 
данным, у пациентов при шизофрении отмечается 
повышение данного показателя в сыворотке крови 
и тканях головного мозга [95, 96].

CXCL9 (MIG) – монокин, индуцируемый гам-
ма-интерфероном (IFN-Υ) вовлечен в нейрон-гли-
альное взаимодействие [97], экспрессируется на 
астроцитах и  эндотелиальных клетках микросо-
судов головного мозга человека [96], участвует 
в запуске нейровоспаления [98]. Данные о роли 
CXCL9 при шизофрении нами не найдены.

CXCL10 (IP-10) – интерферон-гамма индуциро-
ванного белка 10 – секретируется макрофагальными 

клетками, усиливает проницаемость гематоэнцефа-
лического барьера, запускает эксайтотоксичность 
[99], участвует в рекрутировании микроглии [100], 
реализуя нейровоспаление и нейродеструкцию.

Таким образом, хемокины выполняют разно-
образные нейробиологические функции в ЦНС, 
включая нейровоспаление и  изменение ней-
ротрансмиссии [101]. По нашим данным, при 
манифестации шизофренического психоза при-
сутствует повышение в крови уровня следующих 
хемокинов: CCL4 (MIP-1β) – в 1.1 раза, CXCL9 
(MIG)  – в  1.4 раза, ССL11 (Eotaxin), CXCL5 
(ENA-78), CXCL10 (IP-10)  – в  1.5 раза, CXCL1 
(GRO-α) – в 1.6 раза, ССL20 (MIP-3α) – в 2.1 раза, 
CXCL8 (IL-8) – в 21.0 раз относительно показате-
лей у здоровых лиц [102].

В одном из исследований была высказана гипо-
теза, что имеется связь между активацией материн-
ского иммунитета и риском развития шизофрении. 
Предполагается, что цитокины, хемокины, анти-
тела и белки острой фазы воспаления высвобожда-
ясь в кровоток матери, проникают через гемато-
энцефалический барьер плода, активируя клетки 
микроглии, тем самым запуская процесс нейровос-
паления. При этом нейровоспаление может влиять 
на нормальное созревание мозга. Данные маркеры 
активации микроглии были обнаружены в высокой 
концентрации в мозге людей с шизофренией [103].

Еще одними перспективными маркерами ней-
ровоспаления являются VILIP-1, TREM-1 и RAGE.

VILIP-1 – визинин-подобный белок 1 – имеет 
большое значение в опосредовании кальций-за-
висимой нейротоксичности ввиду того, что его 
функции заключаются в модуляции многочислен-
ных путей передачи клеточных сигналов, в  том 
числе посредством ионных каналов и  рецепто-
ров, включая каналы кальция. Данные функции 
VILIP-1 могут приводить к повреждению и гибели 
нейронов [104].

TREM-1 (запускающий рецептор, экспрес-
сируемый на миелоидных клетках) принадлежит 
к  семейству, относящемуся к  рецепторам есте-
ственных клеток-киллеров, и экспрессируется на 
поверхности нейтрофилов миелоидных клеток, 
моноцитов и макрофагов. Схожим действием об-
ладает TREM-2. Это трансмембранный рецептор, 
который экспрессируется преимущественно ми-
кроглией центральной нервной системы. Немно-
гочисленные исследования указывают на участие 
TREM-1 и TREM-2 в процессе нейровоспаления 
[105].

RAGE – рецептор конечных продуктов глики-
рования белков – трансмембранный гликопротеин 
типа I, принадлежащий к семейству иммуногло-
булинов. Имеются описания связи между sRAGE 
и нейродегенерацией за счет развития нейровос-
паления, которое ассоциировано с  активацией 
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клеток микроглии и  развитием окислительного 
стресса, а также с нарушением нейрон-астрогли-
альных взаимодействий [106].

В проведенном нами исследовании было уста-
новлено, что при манифестации шизофрении при-
сутствует повышение в крови относительно уровня 
значений здоровых людей триггерного рецептора 
миелоидных клеток 1 (sTREM-1) – в 2.2 раза, ре-
цептора конечных продуктов гликозилирования 
(sRAGE) – в 1.75 раза, визинин-подобного белка 1 
(VILIP-1) – в 1.6 раза. При этом содержание моз-
гового нейротрофического фактора (BDNF) ока-
залось сниженным в  1.25 раза. При этом, через 
8 недель лечения как галоперидолом, так и риспе-
ридоном наблюдается рост содержания в крови па-
циентов VILIP-1, а также снижение sRAGE [88].

Безусловно, представленные маркеры нейро-
воспаления являются далеко не единственными, 
перечень их весьма широк, но они требуют актив-
ного изучения при расстройствах шизофрениче-
ского спектра, в том числе с учетом разной анти-
психотической терапии [107, 108], которую полу-
чают пациенты. Это в перспективе может иметь 
серьезное практическое значение.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящем обзоре продемонстрировано раз-
нообразие взглядов на концепцию нейровоспале-
ния при шизофрении, представлены как хорошо 
исследованные, так и  перспективные маркеры 
данного нейробиологического процесса при этом 
заболевании. Результаты многочисленных иссле-
дований, в том числе авторов статьи, свидетель-
ствуют о весомой роли нарушений микроцирку-
ляции и эндотелиальной дисфункции, цитокинов 
и хемокинов, процесса нейродеструкции в меха-
низмах развития и течения расстройств шизофре-
нического спектра, в том числе при психофарма-
котерапии и во взаимосвязи с клиническими про-
явлениями. Однако эти фундаментальные научные 
данные требуют дальнейшего подтверждения, в ре-
зультате, возможно, раскроются новые нейробио-
логические и патогенетические функции маркеров 
нейровоспаления при шизофрении.
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Promising Markers of Neuroinflammation in Schizophrenia

A. V. Sakharov1 and S. E. Golygina1

1Chita State Medical Academy, Chita, Russia

There is no single model for the pathogenesis of schizophrenia, but neuroinflammation is considered 
a key mechanism in the development of this disease. The aim of the study: to analyze and summarize 
the literature data on the role of neuroinflammation markers in schizophrenia. Using the keywords 
“neuroinflammation”, “cytokines”, “chemokines”, “microcirculation”, “microglia”, “neurodestruction”, 
“schizophrenia”, articles for the period 1990–2003 in the PubMed and e-Library.ru databases 
were searched. The review discusses an integrated approach to the concept of neuroinflammation 
in schizophrenia, taking into account known and promising markers. Studies, including those of 
the authors of the article, indicate a significant role of microcirculation disorders and endothelial 
dysfunction, cytokines and chemokines, neurodestruction in the mechanisms of development and 
course of schizophrenia. The presented results require more detailed development to establish new 
neurobiological and pathogenetic functions of neuroinflammation in schizophrenia.
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Целью работы было изучение особенностей конформационных изменений молекулы альбумина 
сыворотки крови у больных тревожной и меланхолической депрессией в динамике фармакоте-
рапии. Для исследования конформации альбумина был применен метод субнаносекундной ла-
зерной разрешенной во времени флуоресцентной спектроскопии. Тревожная депрессия сопро-
вождалась достоверным снижением величин трех амплитуд на альбумине сыворотки крови по 
сравнению с контролем. При меланхолической депрессии величины трех амплитуд на молекуле 
альбумина были достоверно повышены по сравнению с контролем. Эти данные указывают, что 
у больных тревожной и меланхолической депрессией происходили разнонаправленные измене-
ния конформации альбумина. 
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ВВЕДЕНИЕ

Депрессия является одной из наиболее распро-
страненных болезней человека и одной из основ-
ных причин потери трудоспособности в мире. Это 
заболевание представляет собой самую главную 
клиническую, эмоциональную и социо-экономи-
ческую нагрузку на общество. В настоящее время 
около 300 миллионов человек по всему миру стра-
дают от депрессии, а от 5 до 17% людей в популяции 
страдает от депрессии хотя бы один раз в жизни. 
В 1999 г. Всемирный банк на основании иниции-
рованного им исследования прогнозировал, что 
к 2020 г. заболеваемость депрессией возрастет во 
всех регионах мира и что депрессии должны выйти 
на второе место после сердечно-сосудистых забо-
леваний среди основных причин нетрудоспособно-
сти. Однако по прогнозу Всемирной организации 
здравоохранения от 2012 к 2030 г. депрессия будет 
ведущей причиной инвалидизации в мире [1, 2]. Но 
уже к концу 2000-х гг. депрессии стали основной 
причиной нетрудоспособности в Европе [3].

Депрессия – также фактор риска многих серьез-
ных соматических заболеваний. Она усугубляет 

их течение и создает риск развития осложнений 
и преждевременной смерти. Депрессии преврати-
лись в большую медико-социальную проблему, ко-
торая в ближайшие годы будет только обостряться. 
Поэтому всестороннее исследование депрессии 
и патогенетических механизмов этого заболевания 
становится одной из главных задач медицинской 
науки. Прогнозирование и оценка эффективности 
лечения депрессии по важности выдвигаются на 
первый план [4].

Трудности поиска новых эффективных методов 
диагностики, дифференциальной диагностики, 
прогноза и оценки эффективности терапии явля-
ются в значительной мере следствием непонима-
ния этиологии и ограниченность в понимании па-
тогенетических и патофизиологических механиз-
мов развития психических расстройств.

В  последние годы усилия исследователей со-
средоточились на поиске биохимических и, в зна-
чительно меньшей степени,  – биофизических 
маркеров основных психических заболеваний. 
Стало ясно, что важным звеном нарушения моле-
кулярных процессов при развитии патологических 

КЛИНИЧЕСКАЯ
НЕЙРОХИМИЯ
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процессов в организме могут быть конформацион-
ные изменения белков, т.е. ориентация белковой 
молекулы в пространстве. К настоящему времени 
накопился значительный материал в пользу суще-
ствования связи между конформацией белков и па-
тологическими процессами в организме [5]. Стало 
очевидно, что для развития патологических про-
цессов в организме важны не только изменения хи-
мической структуры белков, но не менее важными 
могут быть изменения конформации молекулы 
белка. Таким образом, белки с измененной кон-
формацией могут приводить к “патологической” 
направленности биохимических и физико-химиче-
ских процессов в организме и тем самым вызывать 
развитие заболеваний.

Альбумин – главный (до 50% по массе) белок 
плазмы крови, выполняющий в организме важные 
функции. Альбумин благодаря своим уникаль-
ным свойствам сопрягает в организме множество 
метаболических процессов: поддерживает онко-
тическое давление плазмы, обеспечивает перенос 
низкомолекулярных гидрофобных и амфифиль-
ных соединений, транспортирует к клеткам тканей 
жирные кислоты и многие лекарственные соедине-
ния; доставляет метаболиты и ксенобиотики к ор-
ганам-мишеням, в том числе к органам детоксика-
ции. Благодаря наличию в альбуминовой глобуле 
высокореактивного тиола (SH-группы), альбумин 
является важным участником окислительно-вос-
становительных процессов в крови. Он является 
мощным антиоксидантом. Таким образом, изме-
нение конформации связывающих центров альбу-
мина может явиться одним из неизвестных ранее 
и чрезвычайно важных факторов патогенеза забо-
леваний [6].

Целью настоящей работы было изучение осо-
бенностей конформационных изменений моле-
кулы альбумина сыворотки крови у больных тре-
вожной и меланхолической депрессией.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В первой группе были обследованы 10 паци-
ентов с тревожной депрессией. Состояние боль-
ных в  соответствии с  Международной Класси-
фикацией Болезней, 10-е издание, клинические 
модификации (ICD-10-CM) оценивалось как де-
прессивный эпизод (F32) или как рекуррентное 
депрессивное расстройство (F33). Наличие тре-
воги в рамках депрессии было основным показа-
телем для включения в исследование. Клиниче-
ская тяжесть заболевания оценивалась по шкале 
Гамильтона для депрессии (Hamilton Rating Scale 
for depression, HAM-D) (21 пункт) и по шкале Га-
мильтона для тревоги (Hamilton Rating Scale for 
anxiety, HAM-A) [7]. Контрольная группа в этой 
части исследования состояла из 10 здоровых до-
бровольцев.

Во второй группе было обследовано 22 паци-
ента (14 женщин и 8 мужчин) с меланхолической 
депрессией (МД) в соответствии с “The Criteria 
for Melancholic Features Specifiers, The Diagnostic 
and Statistical Manual of Mental Disorders Fourth 
Edition/ Test Revision, (DSM–IV-TR)”. Состояние 
больных в соответствии с Международной Клас-
сификацией Болезней, 10-е издание, клинические 
модификации (ICD-10-CM) оценивалось как де-
прессивный эпизод в рамках биполярного депрес-
сивного расстройства (Тип 2) (F32) или структуре 
рекуррентного депрессивного расстройства (F33). 
Тяжесть заболевания оценивалась с  помощью 
шкалы Гамильтона для депрессии (HAM-D) (21 
пункт). Контрольная группа состояла из 54 добро-
вольцев, которые по клинико-биохимическим па-
раметрам были здоровыми индивидуумами и были 
демографически и по возрасту сравнимы с боль-
ными МД.

Все пациенты на момент госпитализации 
в клинику аффективных расстройств Московского 
НИИ психиатрии не получали, по крайней мере 
в течение 2 недель, никакой антидепрессивной те-
рапии.

Клиническая картина, критерии включения 
и  исключения из исследования описаны ранее 
[8, 9].

Все больные дали информированное согласие 
на участие в исследовании. Исследование проводи-
лось в соответствии с Хельсинкской декларацией 
о медицинских исследованиях с участием людей 
и заключением локального этического комитета 
Московского научно-исследовательского инсти-
тута психиатрии (№ 16 от 13.03.2017 и № 41/2 от 
24.04.2023).

Для исследования конформации альбумина 
был применен метод субнаносекундной лазер-
ной разрешенной во времени флуоресцентной 
спектроскопии. В  качестве флуоресцентного 
зонда использовался dimethylaminonaphthalic acid 
N-carboxyphenylimide (CAPIDAN) [10]. Метод 
проведения исследования конформационных из-
менений в молекуле альбумина сыворотки крови 
у больных депрессией подробно описан ранее [11].

Статистический анализ и  обработку данных 
проводили с  использованием пакета Statistica, 
версия 6.0 для Windows. Достоверность разли-
чий между группами определяли с  помощью 
непараметрического критерия Манна  – Уитни. 
Статистически значимыми считались различия 
при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Первая группа. При исследовании альбу-
мина сыворотки крови было выявлено различ-
ное влияние ионной силы раствора на структуру 
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альбумина. Мы оценили кривые затухания флу-
оресценции при трех величинах ионной силы 
раствора. Лучшие и наиболее стабильные резуль-
таты были получены при использовании раствора 
с ионной силы среды около 0.6 М (KCl) [6]. При 
проведении флуоресцентной спектроскопии на 
молекуле альбумина в  контроле было выявлено 
три связывающих центра с  амплитудами (А1, А2
и А3), соответствовавшие трем временам затуха-
ния флуоресценции – 9, 3 и 1 нс. В настоящей ра-
боте мы представим данные, полученные при ис-
следовании связывающего центра с амплитудой 
А1 (9 нс), так как два других связывающих центра 
(А2 и А3) дали приблизительно такие же резуль-
таты, как центр А1. Значения амплитуды А1 для 
контроля и пациентов с тревожной депрессией до 
начала терапии достоверно различались и равня-
лись 52.2 ± 1.4 и 42.5 ± 2.2 относительных единиц 
(p < 0.02) соответственно.

Вторая группа. Так же как и  в  первой группе 
экспериментов, было выявлено три связывающих 
центра на молекуле альбумина сыворотки крови 
здоровых добровольцев (контроль) со временем за-
тухания флуоресценции 9, 3 и 1 нс с амплитудами 
А1, А2 и А3 соответственно.

Анализ всех параметров затухания флуоресцен-
ции зонда CAPIDAN в альбумине сыворотки крови 
контролей и больных с МД показал, что до начала 
антидепрессивной терапии средние значения ам-
плитуд A1, A2 и A3 в альбумине сыворотки пациен-
тов были достоверно выше, чем в группе контроля. 
Были установлены достоверные различия между 
амплитудами для каждого компонента: А1 – 117 ± 7 
и 142 ± 10; А2 – 358 ± 14 и 420 ± 26; А3 – 371 ± 16 
и 433 ± 29 относительных единиц, соответственно, 
для контролей и МД пациентов (p = 0.025).

ОБСУЖДЕНИЕ

Использование нанотехнологических подходов, 
в частности субнаносекундной флуоресцентной 
спектроскопии, позволяют выявить тонкие изме-
нения в молекуле альбумина. В наших исследова-
ниях с помощью этого приема на молекуле аль-
бумина было выявлено три центра, связывающих 
специфический флуоресцентный зонд CAPIDAN. 
Это способствует расширению исследовательских 
возможностей молекулы альбумина в отличие от 
метода стационарной флуоресцентной спектро-
скопии, при котором мы получали суммарную 
информацию, так называемую эффективную кон-
центрацию альбумина, или резерв связывания 
альбумина [9].

Были выявлены однонаправленные изменения 
в молекуле альбумина при тревожной депрессии – 
снижение величин амплитуд А1, А2 и А3 у пациен-
тов до начала антидепрессивной терапии. При ме-
ланхолической депрессии до начала терапии было 

установлено однонаправленное повышение вели-
чин амплитуд А1, А2 и А3.

Результаты настоящего исследования и данные 
наших предыдущих работ [6] указывают, что шизо-
френия и различные типы депрессий сопровожда-
ются различными конформационными нарушени-
ями молекулы альбумина.

Это привело к заключению, что описанный ме-
тод может рассматриваться как потенциально по-
лезный для объективной оценки эффективности 
фармакотерапии, тогда как изученные параметры 
могут служить в качестве потенциального биомар-
кера.

Что может быть причиной нарушения конфор-
мации белков, и в частности альбумина? Измене-
ния конформационной стабильности [5] альбу-
мина может быть результатом его посттрансляци-
онной модификации. Но это должно повлечь за 
собой нарушение первичной структуры белка, т.е. 
его аминокислотной последовательности. Однако 
это вряд ли происходит. Как было установлено 
нами, у  больных первого эпизода шизофрении 
после проведенной терапии конформационное 
состояние альбумина восстанавливалось, что мы 
считаем, не могло бы произойти при нарушенной 
первичной структуре.

Нарушение конформационной устойчивости 
белков (альбумина) может быть следствием па-
тологического изменения параметров внутрен-
ней среды организма [5], а также окислительного 
стресса и процессов нейровоспаления, сопровож-
дающих депрессию [12].

Основным последствием изменения конформа-
ционной стабильности альбумина при депрессии 
может быть нарушение его функций, о которых мы 
указывали выше. В подтверждение этого тезиса мы 
можем привести наши данные по изучению влия-
ния конформационных изменений альбумина на 
его антиоксидантные свойства при первом эпи-
зоде шизофрении [13]. Известно, что выполнение 
альбумином антиоксидантной функции зависит 
не только от его восстановленных тиоловых (SH) 
групп, но и от конформационного состояния мо-
лекулы альбумина [10]. У больных с первым эпизо-
дом шизофрении еще до начала лечения была до-
стоверно, на 25% (p < 0,05), снижена реакционная 
способность SH-групп альбумина, т.е. снижена его 
антиоксидантная активность [13]. Таким образом, 
это исследование подтвердило, что изменение кон-
формации молекулы альбумина нарушает его нор-
мальное функционирование.

Однако механизм разнонаправленного изме-
нения конформационных свойств молекула аль-
бумина сыворотки крови при тревожной и мелан-
холической депрессии остается непонятным. Мы 
полагаем, что определенный вклад в эти патологи-
ческие процессы вносит эндогенная интоксикация 
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[14]. Нельзя исключить, что это также связано 
с какими-то неизвестными этиологическими фак-
торами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты исследований указывают, что трево-
жная и меланхолическая депрессия сопровожда-
ются конформационными изменениями молекулы 
альбумина, что может повреждать его функцио-
нальные свойства. Изученные параметры могут 
служить в качестве потенциальных биомаркеров 
для оценки эффективности психофармакотерапии.
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Anxious and Melancholic Depression are Followed by DiÌerently Directed Serum 
Albumin Conformation

M. G. Uzbekov1, N. V. Smolina1, T. I. Syrejshchikova1, N. M. Maximova1, S. N. Shikhov1, 
G. E. Dobretsov1, V. V. Brilliantova1, and V. V. Krjukov1

1Moscow Research Institute of Psychiatry, Moscow, Russia

The aim of the study was investigation of the peculiarities of the conformational changes of serum albumin 
in patients with anxious and melancholic depression. Albumin conformation was measured by the method 



18 УЗБЕКОВ  и др.

НЕЙРОХИМИЯ том 41 № 1 2024

of the subnanosecond laser time resolved fluorescence spectroscopy. Anxious depression was followed with 
the significant decrease of the values of the three amplitudes on the serum albumin in comparison with 
controls. In the melancholic depression the values of all three amplitudes on serum albumin molecules 
were significantly elevated in comparison with controls. These results are clearly indicated that anxious 
and melancholic depression are followed by di¾erently directed changes in serum albumin conformation.

Keywords: anxious depression, melancholic depression, serum albumin, subnanosecond laser fluorescent spec-
troscopy, binding sites, amplitudes
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МАРКЕРЫ ВОСПАЛЕНИЯ, ЭНЕРГЕТИЧЕСКОГО И ГЛУТАМАТНОГО 
МЕТАБОЛИЗМА, АНТИОКСИДАНТНОЙ ЗАЩИТЫ 
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Вовлеченность процессов воспаления, нарушений метаболизма глутамата и окислительно-
го стресса в патогенез шизофрении и аффективных расстройств доказана многочисленными 
исследованиями. Представляется актуальной оценка роли этих систем в развитии ранних до-
манифестных стадий шизофрении у пациентов юношеского возраста с депрессиями. Целью 
данного исследования было изучение связи маркеров воспаления, энергетического и глута-
матного метаболизма, а также антиоксидантной защиты с клиническими особенностями па-
циентов с юношескими депрессиями. Обследовано 74 юноши в возрасте 16–25 лет с первым 
депрессивным эпизодом (F32.1–2, F32.38, F32.8), из них 32 человека с преобладанием аттенуи-
рованных позитивных симптомов, 22 человека с преобладанием аттенуированных негативных 
симптомов и 20 человек без аттенуированных симптомов шизофрении. Контрольная группа 
включала 57 психически здоровых молодых людей в возрасте 16–25 лет. Определяли фермента-
тивную активность лейкоцитарной эластазы, функциональную активность α1-протеиназного 
ингибитора, уровень аутоантител к белку S100B и основному белку миелина в плазме крови 
и ферментативную активность цитохром с-оксидазы, глутаматдегидрогеназы, глутатионредукта-
зы и глутатион-S-трансферазы в тромбоцитах. В рамках каждой клинической группы выявлены 
различия в профилях иммунологических и биохимических показателей. Разделение пациентов 
на кластеры по всем исследуемым биологическим показателям показало разный уровень вос-
паления и снижения показателей метаболизма глутамата и антиоксидантной защиты по срав-
нению с контролем, связанный с особенностями психопатологической симптоматики пациен-
тов. Полученные результаты подтверждают взаимосвязь изученных метаболических систем и их 
различный вклад в развитие юношеских депрессий с разной психопатологической структурой, 
что важно для оценки роли этих систем в траектории развития заболевания и своевременной 
терапевтической коррекции.

Ключевые слова: юношеские депрессии, аттенуированные симптомы шизофрении, биомаркеры, нейровос-
паление, метаболизм глутамата, окислительный стресс
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Список сокращений:
HDRS-21  – шкала Гамильтона для оценки 

депрессии
NMDАR – рецептор N-метил-D-аспартата
SOPS – шкала продромальных симптомов
аАТ – аутоантитела
АНС – аттенуированные негативные симптомы
АПС – аттенуированные позитивные симптомы
АСШ – аттенуированные симптомы шизофрении

АФК – активные формы кислорода
ГДГ – глутаматдегидрогеназа
ГР – глутатионредуктаза
ГТ – глутатион-S-трансфераза
ЛЭ – лейкоцитарная эластаза
α1-ПИ – α1-протеиназный ингибитор
ОБМ – основной белок миелина
ЦО – цитохром c-оксидаза
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ВВЕДЕНИЕ

Многочисленные исследования свидетель-
ствуют, что нейровоспаление является ключевым 
механизмом психических заболеваний, включая 
шизофрению и аффективные расстройства [1, 2]. 
Процесс нейровоспаления связан с  активацией 
микроглии и  сопровождается ее морфологиче-
скими и функциональными изменениями. Акти-
вированная микроглия синтезирует повышенный 
уровень провоспалительных цитокинов, вызыва-
ющих нейротрансмиттерный дисбаланс, а также 
различные цитотоксические факторы, способству-
ющие нейродегенеративным процессам [3, 4].

Активация воспаления в мозге сопровождается 
повышением в крови пациентов уровня провос-
палительных факторов, острофазных белков, ак-
тивных форм кислорода (АФК) и азота, протеаз, 
молекул клеточной адгезии и  других факторов, 
а в ряде случаев – появлением аутоантител к ан-
тигенам мозга [5–7]. Выявлены также корреляции 
ряда периферических маркеров воспаления с осо-
бенностями психопатологической симптоматики 
пациентов [8, 9]. Нейроиммунные взаимосвязи 
в  норме и  при патологических состояниях осу-
ществляются преимущественно посредством ци-
токинов.

Результаты собственных исследований свиде-
тельствуют, что уровень активации иммунной си-
стемы (воспаления), оцененный по совокупности 
иммунологических показателей плазмы крови – 
активности протеазы нейтрофилов лейкоцитар-
ной эластазы (ЛЭ), активности острофазного белка 
α1-протеиназного ингибитора (α1-ПИ) и уровню 
аутоиммунных реакций к астроцитарному белку 
S100B и основному белку миелина (ОБМ) отра-
жает активность текущего патологического про-
цесса в мозге, коррелируя с тяжестью состояния 
пациентов [10, 11].

Показано, что нейровоспаление ассоцииро-
вано с глутаматергической дисфункцией и окис-
лительным стрессом [12]. Вовлечение глутаматной 
системы в патологический процесс при психиче-
ских заболеваниях связано с гипофункцией глута-
матных NMDA-рецепторов (NMDAR), располо-
женных на ингибирующих ГАМК-интернейронах, 
что приводит к усилению глутаматергической ней-
ротрансмиссии и различным симптомам, возника-
ющим при остром психозе [13]. Нарушения в глу-
таматергической системе и метаболизме глутамата 
поддерживаются исследованиями мозга [14–16] 
и крови пациентов с психозами и аффективными 
расстройствами [17, 18], а также данными докли-
нических исследований об антидепрессивном дей-
ствии антагонистов глутаматных рецепторов [19].

Предполагается, что глутаматергическая гипо-
функция, опосредованная в основном блокадой 
NMDAR, ассоциирована с  дофаминергической 

дисфункцией при шизофрении. Повышенный уро-
вень кинуреновой кислоты, эндогенного антагони-
ста NMDAR, возникающий в результате наруше-
ния метаболизма триптофана/кинуренина, может 
вызывать психотические симптомы и ухудшение 
когнитивных функций пациентов [20].

Недавние исследования показали, что провос-
палительные цитокины в ЦНС регулируют концен-
трацию внеклеточного глутамата как при физио-
логических, так и при патологических состояниях. 
Cвязывание цитокинов с рецепторами микроглии 
и астроцитов индуцирует окислительный стресс 
и нарушение клиренса глутамата [21, 22].

Глутамат является универсальной сигнальной 
молекулой. Рецепторы и транспортеры глутамата 
присутствуют не только в  ЦНС, но и  в  перифе-
рических органах, в том числе и в клетках крови. 
Связывание глутамата с периферическими иммун-
ными клетками и тромбоцитами играет важную 
роль в патогенезе заболеваний, ассоциированных 
с воспалением [23]. Показано, что при расстрой-
ствах шизофренического спектра и депрессии по-
вышается концентрация глутамата в  сыворотке 
крови больных [17]. Кроме того, глутамат необхо-
дим для синтеза белков и является важным участ-
ником энергетического метаболизма.

Ключевым ферментом метаболизма глутамата 
является глутаматдегидрогеназа (ГДГ), катализи-
рующая окислительное дезаминирование глута-
мата с образованием альфа-кетоглутарата, кото-
рый служит промежуточным метаболитом цикла 
трикарбоновых кислот. Кроме участия в энерге-
тическом обмене, ГДГ также участвует в поддер-
жании окислительно-восстановительного баланса 
в клетках и внутриклеточной передаче сигналов. 
Ранее собственными исследованиями было обна-
ружено снижение активности ГДГ в тромбоцитах 
больных шизофренией при обострении психоти-
ческой симптоматики [19] и больных депрессией 
пожилого возраста [24].

Активация воспаления тесно связана с окисли-
тельным стрессом, приводящим к формированию 
провоспалительного и прооксидативного статуса. 
Повышенная выработка АФК или снижение ан-
тиоксидантной защиты способствуют развитию 
окислительного стресса и повреждению мембран-
ных фосфолипидов, ДНК и  белков, что, в  свою 
очередь, может привести к нарушению передачи 
сигналов и снижению пластичности [25, 26].

Данные биохимических и нейрофизиологиче-
ских исследований свидетельствуют о том, что ги-
пофункция NMDAR, нарушение метаболизма глу-
тамата и окислительный стресс взаимозависимы 
и способствуют развитию шизофрении и аффек-
тивных расстройств [27, 28].

Уровень окислительного стресса у пациентов 
с шизофренией и аффективными расстройствами 
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оценивается по активности антиоксидантных фер-
ментов системы глутатиона – глутатион-S-транс-
феразы (ГТ) и глутатионредуктазы (ГР) в клетках 
крови и связан с психопатологической симптома-
тикой [29, 30].

Особую важность приобретает вопрос изуче-
ния состояния вышеперечисленных систем в раз-
витии ранних доманифестных стадий шизофрении 
у пациентов юношеского возраста с депрессиями 
с различной психопатологической структурой, что 
важно для оценки роли этих систем в траектории 
развития заболевания и своевременной терапевти-
ческой коррекции.

Целью данного исследования было изучение 
связи маркеров воспаления, энергетического и глу-
таматного метаболизма, а также антиоксидантной 
защиты с клиническими особенностями пациен-
тов с юношескими депрессиями, в первую очередь, 
с депрессиями с аттенуированными симптомами 
шизофрении, составляющими группу высокого 
риска манифестации психоза.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Наблюдательное исследование “случай – кон-
троль” проведено на базе лаборатории нейроим-
мунологии и лаборатории нейрохимии совместно 
с отделом юношеской психиатрии ФГБНУ НЦПЗ.

Проведение исследования одобрено Этиче-
ским комитетом ФГБНУ НЦПЗ (Протокол № 8 
от 26.02.2019) и выполнено с соблюдением совре-
менных этических норм и  правил биомедицин-
ских исследований, утвержденных Хельсинкским 
соглашением Всемирной медицинской ассоциации 
(в ред. 1975/2000 гг.).

Обследовано 74 пациента в возрасте 16–25 лет 
(медиана 19.0 лет, [18.0; 21.0]), госпитализирован-
ных в клинику с первым депрессивным эпизодом 
(F32.1, F32.2, F32.38, F32.8 по МКБ-10). Все паци-
енты были обследованы до начала терапии.

У 54 больных в структуре депрессивного состо-
яния присутствовали аттенуированные (ослаблен-
ные) симптомы шизофрении (АСШ). “Подпорого-
вая” степень выраженности симптомов делала их 
доступными для выявления, но не позволяла диа-
гностировать в рамках расстройств шизофрениче-
ского спектра.

На основании наличия в структуре депрессив-
ного состояния ослабленных симптомов шизофре-
нии, которые включают психопатологические фе-
номены из спектра позитивных и негативных рас-
стройств, все пациенты с депрессией и АСШ были 
разделены на две группы: 1-я группа – депрессия 
с аттенуированными позитивными симптомами 
(АПС, n = 32)  и 2-я группа  – депрессия с  атте-
нуированными негативными симптомами (АНС, 
n = 22). Аттенуированные позитивные симптомы 

клинически проявлялись в нестойких, кратковре-
менных бредовых идеях, зрительных и слуховых 
иллюзиях, элементах истинных галлюцинаторных 
и псевдогаллюцинаторных переживаний, идеатор-
ных, сенестопатических и кинестетических авто-
матизмах. Аттенуированные негативные симптомы 
были представлены отдельными явлениями соци-
альной изоляции и социального избегания, исто-
щаемости энергетического потенциала, снижением 
продуктивности волевой деятельности с призна-
ками эмоционального обеднения, которые имеют 
тенденцию к усилению в структуре развившегося 
депрессивного эпизода и становятся доступными 
для клинической верификации.

Остальные пациенты (20 человек) составили 
3-ю группу, которая характеризовалась наличием 
депрессивного эпизода без АСШ и обладала схо-
жими социально-демографическими, возрастными 
и нозологическими характеристиками.

Группа контроля включала 57 психически и со-
матически здоровых юношей в возрасте 16–25 лет.

Оценку тяжести депрессивных симптомов про-
водили с помощью шкалы Гамильтона (HDRS-21). 
Для оценки тяжести аттенуированных психоти-
ческих симптомов использовалась шкала продро-
мальных симптомов (SOPS), представляющая со-
бой часть структурированного интервью для про-
дромальных симптомов (SIPS) [31] и включающая 
подшкалы позитивных (SOPS-P) и  негативных 
симптомов (SOPS-N), симптомов дезорганизации 
(SOPS-D) и общих психопатологических симпто-
мов (SOPS-G).

Критериями включения пациентов в исследо-
вание являлись: юношеский возраст (16–25 лет), 
впервые развившееся депрессивное состояние 
и  добровольное информированное согласие на 
участие в исследовании.

К критериям исключения относились: наличие 
анамнестических данных о нарушениях психиче-
ского развития, выраженные психотические сим-
птомы, сопутствующая психическая патология, 
клинически значимые хронические соматические 
и неврологические заболевания, наличие инфек-
ционных, воспалительных и аутоиммунных забо-
леваний в течение двух месяцев до начала обсле-
дования.

В плазме крови пациентов и здоровых добро-
вольцев определяли активность маркеров вос-
паления лейкоцитарной эластазы (ЛЭ), α1-ПИ, 
а также уровень аАТ к S100B и ОБМ [32]. В тром-
боцитах определяли активность фермента энер-
гетического метаболизма цитохром c-оксидазы 
(ЦО), фермента глутаматного метаболизма (ГДГ) 
и активности ферментов антиоксидантной защиты 
(ГР и ГТ).

Активность маркеров воспаления определялась 
с помощью кинетических методов с использованием 
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спектрофотометра Ultrospec 5300 (Amersham, 
США). Ферментативная активность ЛЭ оценива-
лась по скорости гидролиза субстрата N-t-BOC-
Ala-p-NP, предварительно растворенного в  аце-
тонитриле (Sigma, США). Активность оценивали 
по нарастанию поглощения, регистрируемому при 
347 нм. Функциональную активность α1-ПИ опре-
деляли по степени торможения BAEE-эстеразной 
активности трипсина (Sigma, США). Смесь пред-
варительно инкубировали в течение 3 мин. Кон-
центрацию образующегося продукта измеряли при 
253 нм.

Количественное определения уровня аАТ 
к белкам S100B и ОБМ проводили методом стан-
дартного твердофазного иммуноферментного 
анализа. Оптическую плотность регистрировали 
при 492 нм на планшетном спектрофотометре 
ИФА-анализаторе Multiskan FC (Thermo Fisher 
Scientific, США). В качестве антигенов использо-
ваны белки S100B и ОБМ из головного мозга быка 
(Sigma, США), в качестве конъюгата – антитела 
кролика к IgG и IgM с пероксидазой хрена (ООО 
“ИМТЕК”, Россия).

Активность ферментов определялась спек-
трофотометрическими кинетическими методами 
с использованием планшетного спектрофотометра 
xMark (Bio-Rad, США). Удельная активность ЦО 
определялась по скорости ферментативного окис-
ления кислородом воздуха химически восстанов-
ленного ферроцитохрома с до феррицитохрома с
посредством мониторинга кинетики снижения 
поглощения реакционной среды при 550 нм [29]. 
Активность ГДГ определялась по убыли погло-
щения НАД•Н, регистрируемого при 340  нм 
[18]. Активность ГР определялась по окислению 
НАДФ•Н (по  убыли поглощения, регистрируе-
мого при 340 нм) в реакции восстановления окис-
ленного глутатиона [30]. Активность ГТ определя-
лась по скорости образования хромогенных конъ-
югатов глутатиона с 1-хлор-2,4-динитробензолом 
(нарастанию поглощения, регистрируемого при 
340  нм) [30]. После определения концентрации 
белка по методу Лоури для всех ферментов рассчи-
тывали удельную активность.

Для статистической обработки данных ис-
пользовали программное обеспечение Statistica 
8.0. Поскольку при проверке нормальности рас-
пределения показателей по критерию Шапиро – 
Уилка выборка не соответствовала закону нор-
мального распределения, полученные данные 
анализировались с  помощью непараметриче-
ских статистических методов анализа (критерий 
Краскела – Уоллиса, критерий Манна – Уитни, 
корреляционный анализ с расчетом коэффици-
ента ранговых корреляций Спирмена). Резуль-
таты представлены в виде медианы (Me), нижнего 
(Q25) и верхнего (Q75) квартилей. Для разделения 
исследуемой совокупности на кластеры, схожие 

или различающиеся между собой по изучаемым 
иммунологическим и биохимическим показате-
лям, использовался кластерный анализ с предва-
рительным нормированием переменных по мак-
симуму. Различия считали статистически значи-
мыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Иммунологические и биохимические показатели 
в обследованных группах пациентов с юношескими 
депрессиями. Психометрическая оценка пациентов 
по шкале HDRS-21 показала, что степень тяжести 
депрессии во всех клинических группах была схо-
жей (26 [23; 31.5], 26.5 [21; 32], 26 [21.5; 28.5] баллов 
в группе с АПС, группе с АНС и группе без АСШ 
соответственно).

В табл. 1 представлены результаты определения 
показателей воспаления, энергетического и глута-
матного метаболизма, а также антиоксидантной за-
щиты в выделенных группах пациентов и их сопо-
ставление с контрольной группой.

Во всех клинических группах пациентов наблю-
далось статистически значимое повышение актив-
ности ЛЭ и α1-ПИ (р < 0.0001), а также снижение 
активности ГДГ, ГР и ГТ (р < 0.001) по сравнению 
с контрольной группой. Статистически значимых 
изменений относительно контроля уровня аАТ 
к S100B и ОБМ, а также активности ЦО выявлено 
не было.

Таким образом, юношеские депрессии (как 
с АСШ, так и без таковых) сопровождаются акти-
вацией воспалительных реакций и снижением ак-
тивности метаболических систем, связанных с ме-
таболизмом глутамата и глутатиона.

При сравнении выделенных клинических групп 
по исследуемым биологическим показателям, про-
веденным методом Краскела–Уоллиса, оказалось, 
что значимые различия выявлены только по актив-
ности тромбоцитарных ферментов ГДГ, ГР и ГТ 
(р < 0.001). Поиск внутригрупповых различий ме-
тодом Манна–Уитни выявил, что более выражен-
ное снижение активности этих ферментов было 
характерно для пациентов с юношескими депрес-
сиями, ассоциированными с аттенуированными 
симптомами шизофрении (как АПС, так и АНС), 
по сравнению с больными без АСШ. Следует отме-
тить также, что самые низкие значения активности 
ГДГ и ГР отмечались в группе больных с депресси-
ями с АНС. Остальные биологические показатели 
у пациентов выделенных клинических групп зна-
чимо не различались.

Таким образом, депрессии с АСШ характеризу-
ются более выраженными изменениями активно-
сти ферментов глутаматного метаболизма и анти-
оксидантной защиты по сравнению с депрессией 
без аттенуированных симптомов шизофрении. 
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Активация воспалительных маркеров, сопрово-
ждаемая наименьшими изменениями показателей 
глутаматного метаболизма и антиоксидантной за-
щиты, характерна для пациентов с депрессиями 
с преобладанием АПС. Большее снижение биохи-
мических показателей характерно для пациентов 
с депрессиями и преобладанием АНС. Депрессии 
без АСШ характеризуются умеренными изменени-
ями изучаемых показателей.

Клинико-биологические корреляции в различных 
клинических группах пациентов с юношескими де-
прессиями. Корреляционный анализ выявил нали-
чие ряда значимых клинико-биологических взаи-
мосвязей между оценкой клинического состояния 
пациентов с юношескими депрессиями по шкалам 
HDRS-21 и SOPS и анализируемыми биологиче-
скими показателями.

В группе с депрессией и АПС тяжесть депрес-
сивной симптоматики положительно коррелиро-
вала с активностью ЛЭ (R = 0.37, p < 0.05). Выяв-
лены положительные корреляции между некото-
рыми биохимическими показателями и балльной 
оценкой по субшкалам SOPS. Интересно, что 
в группе с АПС наблюдалась связь между активно-
стью ЦО и суммой баллов по подшкале негативных 
симптомов SOPS-N (R = 0.42, p < 0.05), а в группе 
АНС – корреляция между активностью ГДГ и сум-
мой баллов по подшкале позитивных симптомов 
SOPS-P (R = 0.47, p < 0.05).

Таким образом, чем выше активность ЛЭ, тем 
больше тяжесть выявляемых у пациентов депрес-
сивных симптомов (по HDRS-21). Нарастание ак-
тивности ЦО сопровождается усилением выражен-
ности аттенуированной негативной симптоматики, 
а увеличение активности ГДГ – аттенуированной 
позитивной симптоматики по SOPS.

Помимо клинико-биологических взаимосвязей, 
значимые положительные корреляции обнаружены 
также между биологическими показателями. У па-
циентов с АПС выявлена прямая связь между ак-
тивностью α1-ПИ и активностью ГДГ (R = 0.472, 
p < 0.05), а также прямая корреляция между актив-
ностью ЛЭ и активностью ГТ (R = 0.387, p < 0.05). 
Корреляция ферментативной активности ГДГ с ак-
тивностью ГТ выявлена в общей группе больных, 
а также у пациентов с депрессией и АНС и в группе 
с депрессией без АСШ (R = 0.34, p < 0.05, R = 0.49, 
p < 0.05 и R = 0.49, p < 0.05 соответственно). Во всех 
клинических группах пациентов обнаружена высо-
козначимая корреляционная связь между уровнем 
аАТ к S100B и ОБМ (R = 0.707, p < 0.001).

Выявленные корреляционные связи свидетель-
ствуют о вовлеченности воспалительных и ауто-
иммунных реакций в развитие как депрессивных 
симптомов, так и аттенуированных психотических 
симптомов у пациентов на ранних стадиях забо-
левания. Повышение уровня воспаления у  этих 
пациентов сопряжено с изменением глутаматного 

Таблица 1. Показатели воспаления, энергетического, глутаматного метаболизма и антиоксидантной защиты 
в группах пациентов с юношескими депрессиями (с АСШ и без них) и контрольной группе, Ме [25–75%]

Показатель

Пациент
Контрольная 

группа,
n = 57

Депрессии 
с АПС,
n = 32

Депрессии 
с АНС,
n = 22

Депрессии 
без АСШ,

n = 20

Лейкоцитарная эластаза, нмоль/мин × мл 239.1*
[211.1; 254.8]

245.7*
[222.5; 265.7]

239.2*
[222.8; 262.9]

195.2
[184.6; 211.6]

α1-протеиназный ингибитор, ИЕ/мл 47.0*
[38.0; 52.0]

44.7*
[36.6; 52.4]

45.7*
[36.7; 49.3]

34.6
[30.5; 37.9]

аАТ к S100B, ед. опт. пл. 0.68
[0.61; 0.78]

0.69
[0.65; 0.79]

0.75
[0.69; 0.81]

0.71
[0.60; 0.78]

аАТ к ОБМ, ед. опт. пл. 0.66
[0.60; 0.80]

0.71
[0.65; 0.86]

0.74
[0.63; 0.90]

0.75
[0.60; 0.82]

Цитохром с-оксидаза, Ед/мг 6.2
[5.6; 7.2]

6.0
[5.0; 7.1]

6.9
[5.5; 10.3]

6.2
[5.2; 7.9]

Глутаматдегидрогеназа, Ед/мг 5.6*
[4.8; 6.9]

4.7*
[3.9; 6.5]

6.1*
[5.2; 6.8]

7.2
[6.1; 7.9]

Глутатионредуктаза, Ед/мг 8.6*
[6.8; 9.5]

6.9*
[6.1; 7.9]

8.8*
[7.1; 9.7]

11.4
[9.9; 13.4]

Глутатион-S-трансфераза, Ед/мг 11.1*
[9.7; 13.3]

11.3*
[10.0; 14.9]

13.3*
[12.0; 15.9]

18.8
[17.2; 25.0]

* Сравнение с контролем, p < 0.001.
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метаболизма и со снижением уровня активности 
ферментов антиоксидантной защиты и коррели-
рует с тяжестью депрессивной и аттенуированной 
психотической симптоматики.

Кластерный анализ иммунологических и биохи-
мических показателей у  пациентов с  депрессией. 
При анализе общей выборки больных по каждому 
из изучаемых биологических показателей было 
обнаружено, что, с одной стороны, исследуемая 
группа была достаточно однородна как по имму-
нологическим, так и биохимическим параметрам 
(медианы значений), а с другой стороны, для каж-
дого показателя была характерна значительная ва-
риабельность, характеризующая разную степень 
отклонений от нормы отдельных патогенетических 
звеньев. Для некоторых из показателей, в частно-
сти, ЛЭ и α1-ПИ, разброс значений был макси-
мальным, что наблюдалось главным образом у па-
циентов с депрессией и АСШ.

Для решения поставленной задачи в работе был 
использован кластерный анализ с предваритель-
ным нормированием по максимуму значений им-
мунологических (ЛЭ, α1-ПИ, аАТ к S100B и ОБМ) 
и биохимических (ЦО, ГДГ, ГР, ГТ в тромбоцитах) 
показателей. Заданное число кластеров составило 
3, число итераций было равно 2 [33]. Графическое 
изображение кластеров (Кластер 1 (n = 21), Кла-
стер 2 (n = 30), Кластер 3 (n = 23)) представлено на 
рис. 1, а их характеристики – в табл. 2.

По сравнению с  контролем выделенные кла-
стеры характеризовались преимущественно по-
вышением в крови активности маркеров воспале-
ния ЛЭ (p < 0.01) и α1-ПИ (p < 0.01) и снижением 

в тромбоцитах всех изучаемых биохимических по-
казателей (p < 0.05), за исключением ЦО.

Методом Краскела–Уоллиса обнаружены досто-
верные различия между кластерами по активности 
α1-ПИ (p  < 0.001), уровню аАТ к  S100B и  ОБМ 
(p < 0.05 и p < 0.001 соответственно), а также по 
показателям активности ГДГ (p  < 0.0001), ГР 
(p < 0.05) и ГТ (p < 0.001).

Кластер 1 характеризуется наиболее высокой 
активностью α1-ПИ и наиболее низким уровнем 
аАТ к S100B и ОБМ по сравнению с кластерами 2 
и 3. Этот кластер характеризуется также наимень-
шим снижением ферментативной активности ГДГ 
и ГР по сравнению с другими кластерами.

Кластер 2 характеризуется самыми низкими 
значениями показателей активности ГДГ, ГР и ГТ.

Кластер 3 характеризуется не отличающейся от 
контроля функциональной активностью α1-ПИ. 
По активности ферментов глутаматного мета-
болизма (ГДГ) и  антиоксидантной защиты (ГР) 
этот кластер занимает промежуточное положение 
между кластерами 1 и 2. Этот кластер характери-
зуется также наиболее высокой активностью ГТ по 
сравнению с кластерами 1 и 2.

Таким образом, можно заключить, что выделен-
ные биологические кластеры характеризуются раз-
ным уровнем воспаления, снижающимся от кла-
стера 1 к кластеру 3, и разной степенью снижения 
уровня активности ферментов глутаматного мета-
болизма и антиоксидантной защиты.

Оценка клинических проявлений у пациентов, 
попавших в разные кластеры, не выявила разли-
чий по тяжести депрессии (26 [24; 30], 25 [20; 30] 
и 28 [21; 33] баллов по HDRS-21 в кластерах 1, 2 
и 3 соответственно), но демонстрировала разную 
выраженность аттенуированных позитивных сим-
птомов (11 [10; 12], 7.5 [5; 11] и 9 [4; 12] у пациентов 
кластеров 1, 2 и 3 соответственно), которые пре-
обладали у пациентов кластера 1 (р < 0.05, метод 
Краскела – Уоллиса).

Клинико-биологические корреляции в  выде-
ленных кластерах. В  кластере 1 клинико-био-
логических взаимосвязей обнаружено не было. 
В кластере 2 суммарная балльная оценка тяжести 
депрессии по шкале HDRS-21 положительно кор-
релировала с активностью ЛЭ (R = 0.48, р < 0.05). 
В кластере 3 выявлены отрицательные корреляции 
между выраженностью атеннуированных симпто-
мов дезорганизации SOPS-D и суммарным баллом 
SOPS и активностью α1-ПИ (R = –0.52, р < 0.05 
и R = –0.46, р < 0.05), а также активностью ГДГ 
и суммарным баллом SOPS (R = –0.46, р < 0.05).

Также в кластерах были обнаружены различные 
корреляции между биологическими показателями. 
В кластере 1 обнаружены значимые отрицатель-
ные связи между активностью ЦО и аАТ к S100B 

ЦО ГДГ ГР ГТ ЛЭ α -1 ПИ аАТ
S100B

аАТ
ОБМ

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

Кластер 1 Кластер 2 Кластер 3

Рис. 1. Кластеры иммунологических и биохимиче-
ских показателей у  пациентов с  юношескими де-
прессиями.



МАРКЕРЫ ВОСПАЛЕНИЯ, ЭНЕРГЕТИЧЕСКОГО И ГЛУТАМАТНОГО МЕТАБОЛИЗМА 25

НЕЙРОХИМИЯ том 41 № 1 2024

(R  = –0.57, р < 0.05) и  аАТ к  ОБМ (R  = –0.48, 
р < 0.05), а также отрицательные корреляции между 
активностью ЛЭ и аАТ к S100B (R = –0.68, р < 0.05) 
и аАТ к ОБМ (R = –0.56, р < 0.05).

В кластере 2 функциональная активность α1-ПИ 
положительно коррелировала с активностью ГДГ 
(R = 0.4, р < 0.05), а активность ГР – с уровнем аАТ 
к S100B (R = 0.39, р < 0.05) и ОБМ (R = 0.4, р < 0.05).

В кластере 3 активность α1-ПИ положительно 
коррелировала с  активностью ГДГ (R  = 0.42,
р < 0.05), а активность ГТ отрицательно коррелиро-
вала с уровнем антител к S100B (R = –0.53, р < 0.05).

Далее было проведено распределение пациентов 
клинических групп по выделенным кластерам. За 
100% принималось количество пациентов в соот-
ветствующей клинической группе. Показано, что 
в каждом кластере доля пациентов разных клини-
ческих групп оказалась различной (табл. 3).

Различия между кластерами были статистически 
значимы. Значение критерия χ2 составило 19.996 
при уровне значимости p < 0.001. Связь между от-
дельными кластерами составила: для кластеров 
1 и 2 – χ2 = 24.40, р < 0.0001 с поправкой Йетса 
χ2 = 22.71, р < 0.0001; для кластеров 1 и 3 χ2 = 21.56, 
р < 0.0001, с поправкой Йетса χ2 = 19.94, р < 0.0001.

В рамках каждой клинической группы встреча-
ются пациенты с различными профилями имму-
нологических и биохимических маркеров. Следует 
отметить, что большинство пациентов с депрес-
сией с АПС входят в кластер 1, характеризующийся 

максимальным уровнем воспаления и  наимень-
шим изменением активности ферментов глута-
матного метаболизма и антиоксидантной защиты. 
Большинство пациентов с депрессией и АНС со-
ставляют кластер 2, который отличается наиболь-
шим снижением всех биохимических показателей 
по сравнению с контролем. Наименьший уровень 
воспаления и изменений активностей тромбоци-
тарных ферментов характерен для кластера 3, ко-
торый составляют преимущественно пациенты 
с депрессией без аттенуированных психотических 
расстройств.

Таким образом, результаты проведенного ис-
следования подтверждают вовлеченность воспале-
ния, нарушений глутаматного и энергетического 
метаболизма и окислительного стресса в развитие 
юношеских депрессий с различными психопатоло-
гическими особенностями, а также подтверждают 
взаимосвязь этих систем при развитии изучаемых 
психопатологических состояний.

Выявлены различия в профилях иммунологиче-
ских и биохимических показателей и клинико-био-
логические корреляции у пациентов выделенных 
клинических групп с депрессией, которые связаны 
с  метаболически воспалительным дисбалансом 
разной степени выраженности. Наиболее яркие от-
личия характерны для пациентов с депрессией, ас-
социированной с аттенуированными симптомами 
шизофрении.

Интересным является также результат о  том, 
что пациенты каждой клинической группы входят 

Таблица 2. Иммунологические и биохимические параметры у пациентов c юношескими депрессиями, входя-
щих в разные кластеры, Ме [25–75%]

Показатель
Пациент

pКластер 1,
n = 21

Кластер 2,
n = 30

Кластер 3,
n = 23

Лейкоцитарная эластаза, нмоль/мин × мл 246.2
[224.6; 261.4]

239.6
[209.5; 265.7]

236.8
[226.8; 259.2] —

α1-протеиназный ингибитор, ИЕ/мл 51.5
[46.5; 53.6]

48.2
[38.0; 52.2]

38.0
[34.8; 42.6]

p2–3 < 0.01
p1–3 < 0.0001

аАТ к S100B, ед. опт. пл. 0.64
[0.59; 0.69]

0.72
[0.64; 0.78]

0.78
[0.69; 0.83]

p1–2 < 0.05
p1–3 < 0.01

аАТ к ОБМ, ед. опт. пл. 0.62
[0.58; 0.66]

0.75
[0.64; 0.87]

0.80
[0.66; 0.90]

p1–2 < 0.001
p1–3 < 0.001

Цитохром с-оксидаза, Ед/мг 6.11
[5.52; 7.18]

5.69
[3.99; 7.42]

6.80
[5.97; 10.40] —

Глутаматдегидрогеназа, Ед/мг 6.97
[5.96; 7.49]

4.00
[3.27; 4.64]

6.41
[5.80; 7.17]

p1–2 < 0.0001
p2–3 < 0.0001

Глутатионредуктаза, Ед/мг 9.01
[7.92; 9.92]

7.23
[5.71; 9.46]

7.71
[5.57; 9.16]

p1–2 < 0.01
p1–3 < 0.01

Глутатион-S-трансфераза, Ед/мг 11.44
[9.67; 13.94]

10.43
[9.62; 12.74]

14.96
[12.62;17.40]

p2–3 < 0.0001
p1–3 < 0.05
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в каждый из выделенных кластеров, т.е. схожее фе-
нотипическое проявление заболевания может быть 
обусловлено различной биологической основой, 
связанной с различной вовлеченностью в патоло-
гический процесс тех или иных метаболических 
систем.

Стратификация пациентов не только по особен-
ностям клинических проявлений, но также с уче-
том индивидуальных биологических показателей 
является важнейшим направлением персонализи-
рованной медицины. Такой подход способствует не 
только раннему выявлению нарушений в метабо-
лических системах, но также повышению эффек-
тивности терапии.

Результаты проведенного исследования свиде-
тельствуют, что биохимические и иммунологиче-
ские маркеры могут использоваться для диагно-
стики риска развития шизофрении у пациентов 
юношеского возраста с депрессией в качестве до-
полнительного объективного инструмента.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенное исследование подтверждает взаи-
мосвязь процессов воспаления, нарушений энер-
гетического и глутаматного метаболизма, а также 
окислительного стресса, их вовлеченность в раз-
витие юношеских депрессий с аттенуированными 
симптомами шизофрении и различную выражен-
ность нарушений этих метаболических систем 
у пациентов с различными психопатологическими 
особенностями.
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Markers of Inflammation, Energy and Glutamate Metabolism, and Antioxidant 
Defense in Patients with Adolescent Depression

S. A. Zozulya1, O. K. Savushkina1, T. A. Prokhorova1, E. B. Tereshkina1, I. S. Boksha1, 
М. А. Omelchenko1, and T. P. Klyushnik1

1Mental Health Research Center, Moscow, Russia

The involvement of inflammation, disturbances of glutamate metabolism and oxidative stress in the 
pathogenesis of schizophrenia and a¾ective disorders has been proven by numerous studies. It seems 
relevant to assess the role of these systems in the development of prodromal stages of schizophrenia 
in juvenile patients with depression. The aim of this study was to investigate the connection between 
markers of inflammation, energy and glutamate metabolism, and antioxidant defense with the clinical 
features of patients with adolescent depression. 74 males aged 16–25 years with a first depressive episode 
(F32.1–2, F32.38, F32.8) were observed: 32 subjects with attenuated positive symptoms, 22 persons 
with attenuated negative symptoms, 20 individuals without attenuated schizophrenia symptoms. The 
control group included 57 mentally healthy adults aged 16–25 years. The activity of leukocyte elastase 
and α1-proteinase inhibitor, the level of autoantibodies to S100B and myelin basic protein in plasma and 
the activity of cytochrome c-oxidase, glutamate dehydrogenase, glutathione reductase and glutathione-
S-transferase in platelets were determined. Within each clinical group, di¾erences in the profiles of 
immunological and biochemical parameters were identified. Division of patients into clusters according 
to all biological parameters showed di¾erent level of inflammation and changes of glutamate metabolism 
and antioxidant defense related to the features of psychopathological symptoms. The results confirm 
the connection of the studied metabolic systems and their di¾erent involvement to the development of 
adolescent depression with di¾erent psychopathological structure, which is important to assess the role 
of these systems in the trajectory of the disease and early therapeutic correction.

Keywords: juvenile depression, attenuated symptoms of schizophrenia, biomarkers, (neuro)inflammation, glu-
tamate metabolism, oxidative stress
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У 70 обследованных пациентов – 34 с первым психотическим эпизодом (ППЭ) и 36 с хрони-
ческой шизофренией (ХШ) – проведено динамическое исследование показателей пролактина 
(ПРЛ), тиреотропного гормона (ТТГ) и тироксина (Т4) свободного в процессе терапии оланза-
пином. Было показано, что у 52.9% пациентов с ППЭ отмечалась фоновая гиперпролактинемия 
(ГП) со средними значениями 971.1 ± 420 мМЕ/л, а в группе с ХШ – у 50% пациентов (средние 
значения пролактина – 1131 ± 845.4 мМЕ/л). У 11.8% пациентов с ППЭ и у 16.6% пациентов 
с ХШ уровень Т4 св. был ниже нормативных значений (средние значения: 7.5 ± 0.3 пмоль/л 
и 8.0 ± 0.8 пмоль/л соответственно). Показатели ТТГ у пациентов с ППЭ находились в преде-
лах референсных значений. Повышенные фоновые уровни ТТГ у пациентов с ХШ отмечались 
в 11.1% случаев (4.8 ± 0.7 мкМЕ/мл). К 6–8 неделе отмечено повышение средних показателей 
ПРЛ у всех пациентов. Колебания уровней тиреоидных гормонов к концу терапии были незна-
чительными. Выделены четыре варианта динамических изменений ПРЛ и гормонов ГГТ-оси 
у пациентов в процессе терапии оланзапином. Обсуждаются вопросы взаимосвязи ПРЛ и гор-
монов тиреоидной оси. Полученные данные диктуют необходимость исследования особенностей 
соотношения уровней указанных гормонов до начала антипсихотической терапии (АТ) в целях 
раннего выявления гипотиреоза и ГП, а также профилактики развития указанных гормональных 
дисфункций в процессе АТ и подтверждают необходимость оценки уровней ПРЛ и гормонов 
ГГТ-оси у пациентов с ППЭ и ХШ до начала назначения им АТ.

Ключевые слова: первый психотический эпизод (ППЭ), шизофрения, пролактин (ПРЛ), тиреотропный гор-
мон, тироксин, оланзапин
DOI: 10.31857/S1027813324010048, EDN: GZFUNE

ВВЕДЕНИЕ

В отечественной и зарубежной литературе в по-
следние годы не уменьшается повышенный инте-
рес к биологическим, в частности гормональным, 
подходам в изучении проблемы шизофрении.

К настоящему времени установлено, что раз-
витие клинико-психопатологической симптома-
тики (включающей позитивную и  негативную), 
а  также нейрокогнитивный дефицит у  больных 
шизофренией связаны в основном с нарушени-
ями функционирования дофаминергической и се-
ротонинергической медиаторных систем [1, 2, 3]. 
Исходя из этого, применяемая антипсихотическая 
терапия (АТ) направлена на восстановление ба-
ланса указанных систем. Также известно, что ре-
гуляция в эндокринной системе, а именно, регу-
ляция секреции тропных гормонов, в частности, 

пролактина (ПРЛ) и тиреотропного гормона (ТТГ) 
находится под моноаминергическим контролем, 
и наоборот [4, 5]. В этом контексте особое внима-
ние уделяется исследованиям пациентов с первым 
психотическим эпизодом (ППЭ), ранее не полу-
чавших АТ, а также выявлению взаимоотношений 
между различными гормональными параметрами 
в процессе АТ указанного контингента больных 
[6–9]. К настоящему времени опубликованы дан-
ные гормональных исследований у больных с ППЭ 
в сравнении с хронической формой шизофрении 
(ХШ), касающиеся в основном таких гормональ-
ных показателей, как ПРЛ, гормоны гипотала-
мо-гипофизарно-гонадной (ГГГ) и гипоталамо-ги-
пофизарно-адреналовой (ГГА) осей [10–18].

Вместе с  тем следует признать, что остается 
открытым достаточно широкий круг вопросов, 
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связанных с  установлением взаимоотношений 
между ПРЛ и гормонами ГГТ-оси (ТТГ и тирок-
син – Т4 свободный) и особенностями их дисба-
ланса в  указанных группах больных в  процессе 
проведения АТ [19–23].

Интерес к  проблеме этих взаимоотношений 
связан не в последнюю очередь с наличием физио-
логически обусловленной общностью регуляции 
секреции ПРЛ и ТТГ. Показано, что в большинстве 
случаев нейромедиаторы (дофамин и серотонин) 
регулируют секрецию ПРЛ и ТТГ на гипоталами-
ческом уровне и на уровне туберинфундибуляр-
ной дофаминергической системы в ЦНС. Среди 
гипоталамических нейрогормонов, стимулиру-
ющих секрецию ПРЛ, выделяют тиреотропин-ре-
лизинг гормон (ТРГ), окситоцин и вазоактивный 
интестинальный полипептид (ВИП). Кроме того, 
мощным стимулятором секреции ПРЛ является 
и ТТГ [24]. Даже низкая доза ТРГ, способная сти-
мулировать секрецию ТТГ, одновременно стиму-
лирует и секрецию ПРЛ. Однако в большинстве 
физиологических ситуаций секреция ТТГ и ПРЛ 
контролируется независимо друг от друга – напри-
мер, лактация не приводит к увеличению секреции 
ТТГ, а первичный гипотиреоз достаточно редко со-
провождается избыточной продукцией ПРЛ. Ин-
гибирующее влияние на секрецию ПРЛ, помимо 
основного ингибитора  – дофамина, оказывают, 
в частности, и гормоны гипоталамо-гипофизар-
но-тиреоидной (ГГТ) оси [25].

Изучению секреции ПРЛ у больных с ППЭ по-
священо незначительное число работ и до насто-
ящего времени нет единого мнения, а также убеди-
тельных доказательств того, что исходные уровни 
ПРЛ анормальны у больных с ППЭ.

Так, например, по данным Aston J. et al. (2010), 
у 46% больных с ППЭ, ранее не получавших АТ, 
выявляется наличие гиперпролактинемии (ГП). 
Авторы предполагают, что ГП при шизофрении 
не обязательно связана с АТ. К настоящему вре-
мени установлено, что особенности секреции ПРЛ 
у больных с ППЭ обусловлены наличием дисба-
ланса между дофамином и серотонином в туберо-
инфундибулярной области ЦНС [8].

Следует отметить малочисленность исследова-
ний в отношении состояния ГГТ-оси и ПРЛ у боль-
ных с ППЭ, вместе с тем, интерес к проблеме ГП 
и дисбаланса гормонов ГГТ-оси у больных шизо-
френией находится на довольно значительном 
уровне, но вместе с тем остается большое количе-
ство спорных и неоднозначных мнений [26–30].

В этой связи представляется актуальным про-
ведение динамического исследования показате-
лей ПРЛ, ТТГ и Т4 св. и их взаимосвязи у больных 
с ППЭ в сравнении с больными с ХШ в целях из-
учения особенностей формирования ГП и дисба-
ланса тиреоидных гормонов при проведении АТ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Было обследовано 70 пациентов в возрасте от 
18 до 53 лет (средний возраст 30.5 ± 9.2 лет), на-
ходившихся на стационарном лечении в клиниках 
МНИИП  – филиала ФГБУ “НМИЦПН имени 
В. П. Сербского” Минздрава России и отделениях 
ГКП № 4 им. П. Б. Ганнушкина в 2018–2022 гг.

Общие критерии включения в  исследование: 
возраст от 18 до 53 лет; наличие заболеваний шизо-
френического спектра в соответствии с критери-
ями МКБ-10 (International Classifications of Diseases, 
Revision, Clinical Modification, ICD-10-CM); баллы 
по шкале PANSS > 60 [31]; терапия оланзапином; 
для пациентов с ХШ – wash-out-период в течение 
7–10 дней перед назначением оланзапина в  тех 
случаях, когда больные до начала исследования 
получали антипсихотическую терапию. Критерии 
исключения: органические заболевания ЦНС; эн-
докринные заболевания; тяжелые формы сомати-
ческих и гинекологических заболеваний; беремен-
ность и  лактация. Исследование одобрено ЛЭК 
МНИИП  – филиала ФГБУ “НМИЦПН имени 
В. П. Сербского” Минздрава России по теме “Ис-
следования метаболических и гормональных из-
менений у ранее не лечившихся больных шизо-
френией с впервые возникшими психотическими 
расстройствами (Протокол №  111/4 от 11  марта 
2013 г.).

Основную группу составили 34 пациента с ППЭ 
(12 мужчин и 22 женщины), из них с диагнозом 
параноидная шизофрения F20.0 – 30 пациентов 
и шизоаффективное расстройство F 25.0 – 4 па-
циента. Средний возраст – 27.36 ± 1.24 лет; сред-
няя длительность заболевания – 0.23 ± 0.08 лет. 
В качестве группы сравнения были обследованы 
36 пациентов с  ХШ (11 мужчин и  25 женщин), 
из них с  диагнозом параноидная шизофрения 
F20.0 – 31 пациент и шизоаффективное расстрой-
ство F  25.0  – 5  пациентов. Средний возраст  – 
30.09 ± 1.25 лет, средняя длительность заболева-
ния – 12.77 ± 0.6 лет.

Больные получали терапию оланзапином в дозе 
от 5 до 20 мг в сутки, инъекционно или в таблети-
рованной форме (средняя суточная доза состав-
ляла 14.6 ± 6.6 мг). Исследуемые группы пациен-
тов были сопоставимы по полу, возрасту и диагно-
стическим категориям. Длительность заболевания 
пациентов с ХШ значимо (p = 0.00043) превышала 
таковую у  пациентов с  ППЭ. Редукция общего 
балла по шкале PANSS более чем на 25% к 6-й не-
деле терапии оланзапином давала возможность ре-
гистрировать положительный результат и расцени-
вать данных пациентов как респондеров.

Дизайн исследования  – открытое, сравни-
тельное, проспективное, нерандомизированное. 
Исследование пациентов проводилось до назна-
чения ПФТ (пациенты с  ППЭ) или сразу после 
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периода отмены до назначения оланзапина (паци-
енты с ХШ) и на 6–8 неделе терапии. Сравнитель-
ный анализ изучаемых параметров проводился как 
между группами, так и внутри групп с учетом дина-
мических соотношений уровней ПРЛ, ТТГ и Т4 св. 
В данной работе изучение динамики уровней ука-
занных гормонов проводилось без учета гендерных 
различий по уровням ПРЛ. Это допущение было 
возможным в  связи с  незначительной разницей 
показателей ПРЛ у мужчин и женщин. Описание 
клинико-психопатологических и  эндокринных 
параметров исследованных пациентов приведены 
в нашей публикации [32].

Определение содержания гормонов ПРЛ, ТТГ 
и  Т4 св. проводилось натощак в  утренние часы 
в  сыворотке крови иммуноферментным мето-
дом на фотометре вертикального сканирования 
MultiscanAgent (Labsystems, Финляндия) с исполь-
зованием реактивов фирмы “АлкорБио”. Стати-
стическая обработка результатов осуществлялась 
с использованием компьютерной статистической 
программы “Statistiсa” (версия 10.0) с вычислением 
средних значений (М) и ошибки среднего (±SE). 
Для сравнения показателей применялись непара-
метрические методы статистической оценки: для 
сравнения двух зависимых переменных – крите-
рий Вилкоксона, анализ межгрупповых различий 
проводился с помощью теста Манна – Уитни. Для 
исследования взаимосвязи между переменными 
использовался ранговый коэффициент корреля-
ции Спирмена (r). Различия считались значимыми 
при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Референсные значения гормонов составляли: 
ПРЛ – 50–700 мМЕ/л, ТТГ – 0,23–3,4 мкМЕ/мл, 
Т4 св. – 10–23,5 пмоль/л.

Средние фоновые значения уровней изучаемых 
гормонов у пациентов с ППЭ находились в нор-
мативном диапазоне (ПРЛ – 615.6 ± 485.7 мМЕ/л; 
ТТГ  – 2.7 ± 1.4 мкМе/мл; Т4 св.  – 12.8  ± 
± 8.1 нмоль/л), а у больных с ХШ только средние по-
казатели ПРЛ незначительно превышали верхнюю 
границу нормы (ПРЛ – 853.1 ± 547.4 мМЕ/л; ТТГ – 
2.3 ± 1.7 мкМе/мл; Т4 св. – 12.4 ± 8.5 нмоль/л).

Вместе с тем у 52.9% пациентов ППЭ отмеча-
лась фоновая ГП (971.1 ± 420 мМЕ/л), а в группе 
с ХШ – у 50% пациентов (1131 ± 845.4 мМЕ/л).

У 11.8% пациентов основной группы и у 16.6% 
пациентов группы сравнения уровень Т4 св. был 
ниже нормативных значений (средние значения: 
7.5 ± 0.3 и 8.0 ± 0.8 пмоль/л соответственно).

Показатели ТТГ у пациентов с ППЭ находились 
в пределах референсных значений. Повышенные 
фоновые уровни ТТГ у пациентов с ХШ отмеча-
лись в 11.1% случаев (4.8 ± 0.7 мкМЕ/мл).

К 6–8 неделе отмечено повышение средних по-
казателей ПРЛ у пациентов как в основной группе, 
так и в группе сравнения. При этом у 58.8% паци-
ентов с ППЭ средние значения гормона составили 
1259.8 ± 460.3 мМЕ/л, а у 55.5% пациентов с хро-
нической шизофренией – 1254.4 ± 340.4 мМЕ/л.

Динамика изменений средних значений уровня 
Т4 св. была сходной в обеих группах – незначи-
тельное снижение к 6–8 неделе. В основной группе 
у 29.4% пациентов и в группе сравнения – у 27.7% 
пациентов уровень гормона был ниже норматив-
ных значений (8.7 ± 1.0 и 8.78 ± 1.2 пмоль/л соот-
ветственно).

Средние уровни ТТГ незначительно снижались 
и к 6–8 неделе у всех пациентов соответствовали 
нормативным значениям.

Значимых различий в средних показателях уров-
ней изучаемых гормонов между основной группой 
и группой сравнения не выявлено, их можно было 
оценить на уровне тенденций. При проведении 
корреляционного анализа у больных с ППЭ была 
выявлена положительная корреляция между уров-
нями ТТГ и ПРЛ на 6–8 неделе терапии (r = 0.6; 
p = 0.0096). Аналогичная корреляция была выяв-
лена у пациентов с ХШ (r = 0.6; p = 0.008).

Более детальный анализ динамики ПРЛ и гор-
монов ГГТ-оси позволил сформировать четыре 
подгруппы пациентов в каждой из исследованных 
групп, имеющих характерные особенности изме-
нений изучаемых показателей в процессе АТ. Опи-
сание клинических проявлений ГП и дистиреоза 
приведены в статье (ссылка).

Подгруппа 1: пациенты с повышением уровня 
ПРЛ, повышением уровней ТТГ и  снижением 
Т4 св. (ППГТ).

Подгруппа 2: пациенты с повышением уровня 
ПРЛ и разнонаправленными изменениями уров-
ней ТТГ и Т4 св. (ППД).

Подгруппа 3: пациенты со снижением уровня 
ПРЛ и разнонаправленными изменениями уров-
ней ТТГ и Т4 св. (СПД).

Подгруппа 4: пациенты с нормативными уров-
нями ПРЛ и ТТГ, отсутствием их изменений, но 
со снижением Т4 св. – синдром снижения Т4 св. 
(ССТ 4).

У пациентов с ППЭ по сравнению с пациентами 
с ХШ значимо (р = 0.0042) чаще встречается соче-
тание ГП и разнонаправленных изменений ТТГ 
и Т4 св. (2 подгруппа) – 53 и 28% соответственно. 
Доля пациентов из подгрупп ППГТ и  ССТ4 св., 
в совокупности выше в группе с ХШ по сравнению 
с пациентами с ППЭ: 39 и 24% соответственно. Ча-
стота представленности больных 3-й подгруппы 
(СПД) в  обеих группах значимо не различалась 
(1-я группа – 23%; 2-я группа – 33%), но вместе 
с тем процент пациентов с указанной динамикой 
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гормонов был выше у больных ХШ. Можно пред-
положить, что такая разница вариантов динамики 
изучаемых гормонов обусловлена более активными 
стресс-реакциями у пациентов с ППЭ, тогда как, 
хронификация заболевания приводит к “сглажи-
ванию” реактивности организма и более равно-
мерному распределению различных вариантов ди-
намических изменений уровней ПРЛ, ТТГ и Т4 св. 
(рис. 1).

Особенности динамики уровней исследованных 
гормонов в выделенных подгруппах представлены 
в табл. 1, 2.

Как видно из данных табл. 1, в 1-й подгруппе 
пациентов с ППЭ средний фоновый уровень ПРЛ 
находился в  пределах референсных значений. 
В процессе терапии оланзапином происходило его 
повышение более чем в два раза, что согласуется 
с рядом исследований [6, 7, 15, 21]. Кроме того, 
отмечалось повышение уровней ТТГ и снижение 
уровней Т4 св. в пределах нормативных значений. 
Данные различия не достигли статистической зна-
чимости из-за малочисленности выборки.

Во 2-й подгруппе (ППД) также отмечалось 
повышение уровня ПРЛ. Двукратное увеличе-
ние среднего уровня ПРЛ к 6–8 неделе достигало 
уровня статистической значимости (p = 0,007). 
На фоне повышения средних значений уровня 
ПРЛ происходило незначительное снижение 
уровня ТТГ и практически отсутствовали изме-
нения средних значений Т4 св. Средние уровни 
гормонов находились в  пределах референсных 
значений.

В отличие от первых двух подгрупп в 3-й группе 
отмечена противоположная динамика средних 
уровней ПРЛ: фоновые показатели были повы-
шены у всех пациентов, а к концу исследования 
они снижались до референсных значений. При 
этом отмечались незначительные разнонаправлен-
ные колебания ТТГ и Т4 св.

Как видно из данных табл. 1, у пациентов чет-
вертой подгруппы (ССТ4) уровни ПРЛ и ТТГ при 
терапии оланзапином практически не изменялись. 
Вместе с тем у всех пациентов прослеживалась тен-
денция к снижению показателей Т4 св., и в 50% 
случаев Т4 св. к 6–8 неделе находился ниже норма-
тивных значений.

У пациентов с ХШ в подгруппе ППГТ наблюда-
лась сходная с пациентами с ППЭ динамика изме-
нений уровней ПРЛ, ТТГ и Т4 св. Межгрупповых 
различий средних значений гормонов выявлено не 
было. Вместе с тем изменения уровней ТТГ и Т4 св. 
были менее выражены по сравнению с пациентами 
с ППЭ.

Во 2-й подгруппе наблюдалось значимое 
(р = 0.0043) трехкратное повышение уровня ПРЛ 
к 6–8 неделе терапии. Уровни ТТГ незначительно 
снижались, а Т4 св. – повышались в пределах нор-
мативных значений.

В  подгруппе СПД фоновые показания ПРЛ 
были повышены, а к 6–8 недели терапии оланза-
пином отмечалось снижение уровня гормона у всех 
пациентов, при этом разница между фоновыми 
и конечными значениями достигала уровня значи-
мости (р = 0.041). Также были выявлены значимые 
(р = 0.047) межгрупповые различия по фоновым 
средним уровням ПРЛ пациентов с ППЭ и ХШ – 
более высокие фоновые значения были выявлены 
у пациентов с ХШ. Уровни ТТГ имели незначи-
тельную тенденцию к снижению, а уровень Т4 св. 
имел небольшие колебания в пределах референт-
ных значений.

Фоновый уровень ПРЛ в подгруппе ССТ4 соот-
ветствовал нормативным значениям у всех паци-
ентов этой группы, но в 2 раза превышал таковой 
у пациентов с ППЭ. Динамика уровней тиреоид-
ных гормонов выражалась в незначительных коле-
баниях уровней ТТГ в диапазоне референсных зна-
чений и снижением уровней Т4 св. у всех пациен-
тов. При этом у 75% больных к 6–8 неделе уровень 
Т4 св. был ниже нормативных показателей.

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные нами данные о наличии фоновой 
ГП у части больных с ППЭ согласуются с рядом ис-
следований [21, 32, 33].

ГП в определенной мере может быть обуслов-
лена общим стрессовым состоянием, ассоциируе-
мым как с самим психическим заболеванием, так 
и с патологическими стресс-реакциями, вызыва-
ющими ГП [8, 33, 34].

Хорошо известно, что дофаминергическая ней-
ротрансмиссия (ДН) при психозах усиливается. 
Также известно, что дофамин является наиболее 
важным ингибирующим выработку ПРЛ факто-
ром. Реципрокное взаимодействие между ПРЛ 

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

ППГТ ППД СПД ССТ4

ППЭ ХШ

*

Рис. 1. Частота встречаемости выделенных подгрупп 
пациентов.
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и выработкой дофамина гипоталамусом было под-
тверждено в ряде исследований [35, 36]. Это под-
тверждает тот факт, что стресс индуцирует ГП 
и  что повышение ДН при психозе представляет 
собой хотя бы частично регуляторный механизм, 
способствующий снижению уровня ПРЛ [8].

Выявляемая у больных с ХШ фоновая ГП (не-
смотря на wash-out-период) со всей очевидностью 
обусловлена предшествующей психофармакотера-
пией, что также соответствует данным литературы 
[4, 37–41].

Полученные данные о динамике средних пока-
зателей ТТГ и тироксина у больных с ППЭ и ХШ 
оказались малоинформативными. В то же время 
выявленные положительные корреляционные вза-
имосвязи между изменениями уровней ПРЛ и ТТГ 
в процессе терапии оланзапином, который отно-
сится к поливалентным атипичным антипсихоти-
кам трициклической дибензодиазепиновой струк-
туры с  более сильным влиянием на 5-HT2а-ре-
цепторы, по сравнению с D2- и D3-рецепторами 
в  определенной мере позволяют предположить 
наличие общности регуляции этих гормонов на 
гипоталамо-гипофизарном уровне в  процессе 

восстановления баланса моноаминергических си-
стем [24].

Выделение подгрупп пациентов с  различной 
динамикой изучаемых гормонов позволило более 
глубоко проанализировать особенности гормо-
нального дисбаланса.

Следует подчеркнуть, что секреция ТТГ регули-
руется не только по принципу обратной связи, но 
и зависит от множества других факторов, включая 
генетические особенности, аллостатическую на-
грузку, психосоциальный стресс и прием лекарств, 
которые могут изменить баланс ГГТ-оси [42, 43].

И  если в  отношении изменений уровня ПРЛ 
у пациентов с шизофренией как до, так и в про-
цессе АП имеется определенный консенсус мне-
ний, исходя из дофаминовой концепции шизофре-
нии, то особенности функционирования ГГТ-оси 
у указанного контингента пациентов не до конца 
ясны. Высказывается мнение, что разнонаправ-
ленные колебания гормонов ГГТ-оси у  пациен-
тов с шизофренией предположительно могут быть 
связаны с вовлеченностью в патогенез шизофре-
нии и других нейрохимических систем, в частности 
ГАМКергической [44, 45].

Таблица 1. Особенности динамики уровней ПРЛ, ТТГ, Т4 св. у пациентов с ППЭ в выделенных подгруппах*

Гормоны Время 
исследования

Группа

1-я 2-я 3-я 4-я

ПРЛ
Фон 449.5 ± 217 556.9 ± 312 1039 ± 445 199 ± 87
6–8 нед. 1032.5 ± 325.1 1213 ± 243.2* 539.4 ± 216.3 164 ± 56

ТТГ
Фон 1.0 ± 0.2 3.7 ± 1.3 1.9 ± 1.2 1.8 ± 0.3
6–8 нед. 2.15 ± 0.3 2.1 ± 0.8 2.0 ± 1.4 1.8 ± 0.5

Т4 св.
Фон 18.7 ± 5.1 12.9 ± 4.4 10.8 ± 0.3 10.2 ± 2.4
6–8 нед. 12.1 ± 0.2 13.4 ± 3.6 9.7 ± 3.5 8.9 ± 1.1

*p = 0.007.

Таблица 2. Особенности динамики уровней ПРЛ, ТТГ, Т4 св. у пациентов с ХШ*

Гормоны Время 
исследования

Группа

1-я 2-я 3-я 4-я

ПРЛ
Фон 620.6 ± 120 408 ± 301.5 1539.8 ± 375 553.5 ± 226.7
6–8 нед. 1166.3 ± 230.4 1308.2 ± 625.7 702 ± 174* 454.5 ± 288

ТТГ
Фон 1.4 ± 0.4 2.12 ± 1.1 2.86 ± 1.8 2.4 ± 0.1
6–8 нед. 2.0 ± 0.5 1.84 ± 0.9 2.1 ± 1.1 2.3 ± 0.1

Т4 св.
Фон 18.3 ± 8.1 11.54 ± 4.5 10.35 ± 1.9 12 ± 2.5
6–8 нед. 14.0 ± 3.7 13 ± 2.7 10.3 ± 1.7 9.6 ± 1.3

*p = 0.041.
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Так, по мнению Wiens и др., клинические дан-
ные свидетельствуют о том, что ряд психических 
заболеваний с  участием ГАМКергической си-
стемы связаны с дисфункцией щитовидной же-
лезы (например, гипертиреозом или гипотирео-
зом). Имеются экспериментальные данные ис-
следований in vivo и  in vitro на крысах и мышах, 
указывающие на то, что ТГ влияют на несколько 
компонентов системы ГАМК. К  ним относятся 
влияние на активность ферментов, ответствен-
ных за синтез и деградацию ГАМК, уровни глута-
мата и ГАМК, высвобождение и обратный захват 
ГАМК, а также экспрессию и функцию рецепто-
ров ГАМК (А). С другой стороны, у крыс и людей 
ГАМК ингибирует высвобождение тиреотроп-
ного гормона (ТТГ) из гипофиза, возможно, за 
счет действия непосредственно на гипофиз или на 
нейроны гипоталамического тиреотропин-высво-
бождающего гормона. У мышей ГАМК ингиби-
рует стимулированное ТТГ высвобождение ТГ из 
щитовидной железы. В совокупности эти иссле-
дования подтверждают гипотезу о взаимной регу-
ляции систем щитовидной железы и ГАМК у по-
звоночных [46].

С  другой стороны, возможным объяснением 
выявленного дисбаланса гормонов щитовидной 
железы у пациентов может быть влияние АТ. От-
части понижение концентрации свободного ти-
роксина в сыворотке крови объясняется влиянием 
антипсихотиков на изменение активности йодти-
рониндейонидазы. Данный фермент существует 
в трех типах: D1, D2, D3. Дейонидаза 2-го типа ка-
тализирует превращение тироксина в биологиче-
ски активный трийодтиронин [47]. Фермент 3-го 
типа отвечает за инактивацию трийодтиронина 
и, в меньшей степени, предотвращает активацию 
тироксина. Существует гипотеза, что антипсихоти-
ческие препараты потенцируют активность дейо-
нидазы 2-го типа, что ведет к повышению содер-
жания трийодтиронина в тканях головного мозга 
и снижению концентрации тироксина в сыворотке 
крови [48].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, как показывают полученные 
нами данные динамических исследований ПРЛ 
и гормонов ГГТ-оси в процессе АТ, а также резуль-
таты научной литературы по указанной тематике, 
остается много неясных вопросов о механизмах их 
взаимодействия, нейробиологических свойствах, 
потенциальной вовлеченности в развитии прояв-
лений шизофрении изменений их уровней в про-
цессе АТ. Область этих исследований в последние 
годы быстро расширяется.

К ограничениям настоящего исследования от-
носятся: небольшая выборка больных, изучение 
только двух гормонов ГГТ-оси и терапия одним 

антипсихотиком. Вместе с тем полученные нами 
данные о наличии ГП у ряда больных с ППЭ, ранее 
не получавших терапию, а также выделение четы-
рех подгрупп с различной динамикой ПРЛ и гор-
монов ГГТ-оси указывают на значимость дальней-
ших исследований в этом направлении. Они дик-
туют необходимость исследования особенностей 
соотношения динамики уровней указанных гор-
монов в процессе АТ в целях раннего выявления 
гипотиреоза и ГП, а также профилактики развития 
указанных гормональных дисфункций в процессе 
АТ и подтверждают необходимость оценки уров-
ней ПРЛ и гормонов ГГТ-оси у пациентов с ППЭ 
и ХШ до начала назначения лечения. Если уровни 
ПРЛ и ТТГ в сыворотке уже повышены, врачи при 
подборе терапии должны выбирать препараты, не 
влияющие на уровни пролактина и тиреотропного 
гормона.
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Dynamics of Ratios of Prolactin and Hormones of the Hypothalamic-Pituitary 
Thyroid Axis in Patients with Schizophrenia

L. N. Gorobets1, A. V. Litvinov1, and V. S. Bulanov1

1Moscow Research Institute of Psychiatry – branch of the Federal State Budgetary Institution “Serbsky National Medical 
Research Centre for Psychiatry and Narcology” of the Ministry of Health of Russia, Moscow, Russia

In 70 examined patients – 34 with the first psychotic episode (FPE) and 36 with chronic schizophrenia 
(CS), a dynamic study of the parameters of prolactin (PRL), thyroid-stimulating hormone (TSH) 
and thyroxine (T4) free during olanzapine therapy was carried out. 52.9% of patients with FPE had 
background hyperprolactinemia (HP) with mean values of 971.1 ± 420 mIU/l, and in the group with 
CS, in 50% of patients (mean prolactin values were 1131 ± 845.4 mIU/l). In 11.8% of patients with FPE 
and in 16.6% of patients with CS, the level of T4 free was below the standard values (mean values: 7.5 
± 0.3 pmol/l and 8.0 ± 0.8 pmol/l, respectively). TSH parameters in patients with FPE were within 
the reference values. Elevated background levels of TSH in patients with CS were observed in 11.1% of 
cases (4.8 ± 0.7 mIU/ml). By 6–8 weeks, an increase in mean PRL values was observed in all patients. 
Fluctuations in thyroid hormone levels by the end of therapy were insignificant. Four variants of dynamic 
changes in PRL and hypothalamic-pituitary-thyroid (HPT) axis hormones in patients during olanzapine 
therapy were identified. The relationship between PRL and thyroid hormones is discussed. The data 
obtained dictate the need to study the characteristics of the ratio of the levels of these hormones before 
the start of antipsychotic therapy (AT) in order to detect hypothyroidism and HP early, as well as to 
prevent the development of these hormonal dysfunctions in the process of AT and confirm the need to 
assess the levels of PRL and HPT-axis hormones in patients with FPE and CS before the start of the 
appointment of AT.

Keywords: first psychotic episode, schizophrenia, prolactin, thyroid stimulating hormone, thyroxine, olanzapine
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Больные шизофренией часто страдают от такой сопутствующей патологии, как метаболический 
синдром, который является основным фактором риска развития сердечно-сосудистых заболева-
ний, связанных с тяжелым бременем болезни, а также с преждевременной смертью пациентов. 
В исследовании изучалась экспрессия 7 генов, потенциально важных для развития метаболи-
ческого синдрома. С помощью технологии QuantiGene определена экспрессия 7 изученных ге-
нов (DRD3, GHRL, FTO, LEPR, INSIG2, GSTP1, ABCB1) в лейкоцитах периферической крови 60 
больных шизофренией, получающих антипсихотическую терапию. Результаты пилотного иссле-
дования показывают, что у больных шизофренией мужского пола с метаболическими наруше-
ниями происходит изменение экспрессии гена FTO, однако, для определения роли нарушений 
экспрессии этого гена в развитии метаболического синдрома у больных шизофренией необхо-
димы дальнейшие исследования.

Ключевые слова: шизофрения, метаболический синдром, экспрессия генов, DRD3, GHRL, FTO, LEPR, 
INSIG2, GSTP1, ABCB1
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ВВЕДЕНИЕ

Частота встречаемости метаболического син-
дрома (МС) у больных шизофренией, получающих 
антипсихотическую терапию, колеблется от 28 до 
46% [1–3], а ожирения – от 16,4 до 48,9% [4, 5]. 
МС связан с сердечно-сосудистыми факторами, 
что увеличивает риск преждевременной смерти 
у  пациентов с  психическими расстройствами. 
Гормональные регуляторы метаболизма и коди-
рующие их гены могут давать информацию о па-
тогенезе и  рассматриваться как потенциальные 
биомаркеры предрасположенности к  развитию 
метаболического синдрома и нарушений жирового 
обмена [6, 7].

Достаточно хорошо изучены гены дофами-
новых рецепторов, кодирующие белки, кото-
рые обеспечивают адекватную передачу сигналов 

нейротрансмиттеров в восходящих дофаминерги-
ческих путях из среднего мозга. Эти пути связы-
вают области волокон, которые играют важную 
роль в мотивации, управляемом мышлении и си-
стеме вознаграждения, причем последняя также 
играет значимую роль в регуляции чувства насы-
щения и голода [8]. Антипсихотические препараты 
действуют в этих областях, в том числе блокируя 
D3-рецепторы, снижая уровень дофамина и, сле-
довательно, уменьшая психотические симптомы. 
Однако они также могут приводить к когнитив-
ному истощению и метаболическим изменениям 
[9]. Ген DRD3 кодирует белок, который в резуль-
тате альтернативного сплайсинга имеет разные 
изоформы. Ген D2-рецепторов (DRD2) также мо-
жет быть вовлечен в патогенез метаболических на-
рушений у больных шизофренией. Было показано, 
что функциональный полиморфизм rs1799732 гена 
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DRD2 ассоциирован с лекарственно-индуцирован-
ным метаболическим синдромом у женщин [10]. 
Имеются данные также о влиянии гена DRD3 на 
изменение уровня триглицеридов, одного из ком-
понентов метаболического синдрома, у больных 
с психическими расстройствами [11].

Грелин представляет собой пептидный гормон 
из 28 аминокислот, который вырабатывается в ос-
новном в желудке. Он является гормональным ре-
гулятором и оказывает множество биологических 
эффектов, наиболее известным из которых явля-
ется усиление чувства голода [12–14]. Интересно, 
что грелин также участвует в циркадной регуляции 
гомеостатического питания [15], а периферически 
секретируемый гормон участвует в  гедонически 
мотивированной тяге к еде [16]. Ген GHRL коди-
рует белок, который расщепляется с образованием 
двух пептидов (грелина и обестатина). Грелин се-
кретируется в двух формах: менее 10% ацилируется 
и связывается с рецептором 1а, стимулирующим 
секрецию гормона роста (GHSR1a). Остаток не 
ацилируется и реагирует с неизвестным пока ре-
цептором.

Белок, кодируемый геном FTO (ассоциирован-
ным с жировой массой и ожирением), можно счи-
тать одним из важнейших ферментов, удаляющих 
остатки N6-метиладенозина из молекулы РНК 
[17, 18]. Хотя ген FTO кодирует РНК-деметилазу, 
вероятно, это не является его основной ролью 
в  возникновении ожирения. Изучена анималь-
ная модель на мышах с  дефицитом FTO: у  мы-
шей наблюдалась постнатальная задержка роста 
и снижение потребления пищи с уменьшением 
жировой ткани [19, 20]. В соответствии с этим, 
сверхэкспрессия FTO индуцирует увеличение жи-
ровой ткани [21].

В настоящее время существуют различные ли-
тературные данные, свидетельствующие об ассо-
циации полиморфизмов гена рецептора лептина 
(LEPR) с увеличением веса и лекарственно-инду-
цированным метаболическим синдромом [13, 22, 
23]. Кроме того, LEPR ранее ассоциировался с уве-
личением веса и ИМТ (индекс массы тела) у паци-
ентов с психическими расстройствами [24]. Было 
высказано предположение, что короткая изоформа 
LEPRa отвечает за транспорт лептина через ГЭБ 
(гематоэнцефалический барьер), а длинная изо-
форма LEPRb является рецептором, ответствен-
ным за передачу сигнала в нейронах гипоталамуса 
[25]. Лептин является одним из основных гормо-
нальных сигнализаторов от жировой ткани к дру-
гим тканям, включая центральную нервную си-
стему [26]. В основном он продуцируется зрелыми 
адипоцитами белой жировой ткани на основе экс-
прессии гена LEP. Ранее мы исследовали 4 поли-
морфизма этого гена и обнаружили, что генотипы 
и аллели варианта rs3828942 имеют значимую связь 
с развитием МС [23].

Инсулин-индуцирующий ген (INSIG2) коди-
рует белок из 225 аминокислотных остатков, кото-
рый играет важную роль в ингибировании синтеза 
холестерина и других липидов в адипоцитах [27]. 
INSIG2 играет важную регулирующую роль в диф-
ференцировке адипоцитов, гомеостазе холесте-
рина, липогенезе и метаболизме глюкозы [28].

Глутатион-S-трансфераза Р (GSTP) относится 
к суперсемейству ферментов, катализирующих ре-
акцию конъюгации восстановленного глутатиона 
с различными ксенобиотиками, включая канце-
рогены, антибиотики, нейролептики и продукты 
окислительного процесса [29, 30]. Имеются данные 
о том, что дисбаланс между активными формами 
кислорода и антиоксидантами может быть связан 
с резистентностью к инсулину как у мышей, так 
и у людей [31, 32]. Было высказано предположение, 
что окислительный стресс также может быть связан 
с патогенезом МС [33]. Таким образом, функцио-
нальные полиморфизмы гена GSTP1 можно рас-
сматривать как потенциальные генетические мар-
керы фактора риска развития ожирения и анти-
психотик-индуцированного МС.

Транспортер P-гликопротеина (P-gp), кодиру-
емый АТФ-связывающим геном (ABCB1), также 
известным как ген множественной лекарственной 
устойчивости (MDR1), представляет собой транс-
мембранный белок, экспрессируемый на гемато-
энцефалическом барьере. Он транспортирует про-
никшие химические вещества обратно из голов-
ного мозга в кровоток, в связи с чем ABCB1 часто 
рассматривается как фармакогенетический маркер 
ответа на терапию и развития побочных эффектов 
[34–37].

Несмотря на то что ассоциативных исследова-
ний между генетическими полиморфизмами и ме-
таболическим синдромом в литературе достаточно 
много, отсутствуют работы по изучению экспрес-
сии генов, ассоциированных с развитием ожире-
ния и метаболического синдрома при шизофрении. 
В связи с этим целью нашего пилотного исследова-
ния является оценка экспрессии генов в лейкоци-
тах периферической крови больных шизофренией 
с метаболическим синдромом и без него.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В  исследование были включены 60 больных 
шизофренией русской национальности, прожи-
вающие в  регионе Сибири, которые были го-
спитализированы в клиники НИИ психического 
здоровья Томского НИМЦ. Основные критерии 
включения пациентов в  исследование: верифи-
цированный диагноз шизофрения (F20 согласно 
МКБ-10), возраст 18–60  лет, информированное 
согласие пациента, отсутствие органической пато-
логии и тяжелых соматических нарушений, приво-
дящих к органной недостаточности. Оценивалась 
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антипсихотическая и сопутствующая терапия, по-
лучаемая на момент обследования, а также пред-
шествующая терапия в течение предыдущих ше-
сти месяцев. Общая антипсихотическая нагрузка 
была приведена к единообразию в перерасчете на 
хлорпромазиновый эквивалент (ХПЭ). Все паци-
енты принимали антипсихотики второго поколе-
ния (рисперидон, оланзапин, кветиапин). Для по-
становки диагноза МС были выбраны критерии, 
предложенные Международной Федерацией сахар-
ного диабета (IDF, 2005 г.).

У  исследуемых лиц кровь брали утром нато-
щак. Для выделения РНК использовали пробирки 
RNAgard Blood Tubes с реагентом RNAgard Blood 
(Biomatrica, США). Определение экспрессии 7 
исследуемых генов (DRD3, GHRL, FTO, LEPR, 
INSIG2, GSTP1, ABCB1 (MDR)) и 3 генов “домаш-
него хозяйства” (GAPDH, POLR2A, RPS200) про-
водили с  применением технологии QuantiGene 
Plex 2.0 (Thermo Fisher Scientific, США). Анализ 
QuantiGene Plex позволяет проводить мультиплекс-
ное измерение экспрессии генов путем комбиниро-
вания амплификации сигнала разветвленной ДНК 
с xMAP-технологией определения нескольких ана-
литов в небольшом количестве образца с исполь-
зованием флуоресцирующих магнитных частиц. 
Результирующий сигнал флуоресценции зависит 
от индивидуальной окраски магнитных микро-
сфер, которую мы детектировали на мультиплекс-
ных анализаторах Magpix и Luminex 200 (Luminex, 
США) (ЦКП “Медицинская геномика”, Томский 
НИМЦ). Сигнал регистрируется как средняя ин-
тенсивность флуоресценции (median fluorescence 
intensity  – MFI) и  пропорционален количеству 
молекул таргетной РНК, присутствующих в  об-
разце. Полученные результаты MFI нормализовали 

в соответствии с генами “домашнего хозяйства”, 
принятыми за эталонные. Гены “домашнего хо-
зяйства” (housekeeping genes – HKG) – гены, ко-
торые экспрессируются практически во всех тка-
нях и клетках на относительно постоянном уровне 
и функционируют повсеместно, на всех стадиях 
жизненного цикла организма. Нормализация про-
водилась путем вычитания среднего фонового сиг-
нала для каждого гена, деления на среднее геомет-
рическое сигнала, полученного для трех эталонных 
генов и умножения на 100%.

Статистическую обработку данных проводили 
с помощью SPSS Statistics (версия 23, для Windows). 
Данные проверяли на соответствие нормальному 
закону распределения с помощью критерия Ша-
пиро – Уилка. Для независимых переменных, не 
соответствующих нормальному распределению, 
значимость различий определяли с  помощью 
U-критерия Манна – Уитни с расчетом медианы 
и квартилей (Me [Q1; Q3]). Для данных, соответ-
ствующих закону нормального распределения, зна-
чимые различия определяли по t-критерию Стью-
дента с вычислением среднего и стандартного от-
клонения (SD). Тест хи-квадрат был использован 
для анализа категориальных переменных. Раз-
личия считались статистически значимыми при 
уровне значимости р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Было проведено комплексное клиническое 
и лабораторное обследование 60 больных парано-
идной шизофренией, длительно получавших ан-
типсихотическое лечение. Пациенты были разде-
лены на две группы: 45 человек без метаболических 
нарушений и 15 лиц с МС. В табл. 1 представлены 

Таблица 1. Демографические и клинические характеристики исследуемой выборки

Параметр Пациенты без МС (n = 45) Пациенты с МС (n = 15) p-value

Возраст, лет (Me [Q1; Q3]) 35 [30.5; 40.5] 43 [33; 49] 0.045*

Пол
Мужчины, n, %
Женщины, n, %

25 (55.6%)
20 (44.4%)

8 (53.33%)
7 (46.67%)

0.829

Длительность шизофрении, лет 
(Me [Q1; Q3]) 8 [3; 13.9] 15.89 [9; 21,87] Менее 0.001*

ХПЭ, мкг (Me [Q1; Q3]) 325.65 [200.05; 520] 451.9 [209.85; 755.75] Менее 0.085

ИМТ, (Me [Q1; Q3]) 24 [21.73; 28.25] 31.15 [26.69; 35.795] Менее 0.001*

Обхват талии, см (M ± SD) 85.8 ± 13.085 105.32 ± 11.986 Менее 0.001**

* Значимость различий согласно U-критерию Манна–Уитни.
** Значимость различий согласно t-критерию Стьюдента.
Примечание: МС – метаболический синдром; ХПЭ – хлорпромазиновый эквивалент; ИМТ – индекс массы тела; Me [Q1; 
Q3] – медиана и квартили (первый (верхний) и третий (нижний)); M ± SD – среднее и стандартное отклонение.
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основные демографические и клинические харак-
теристики исследуемых групп пациентов.

Пациенты с метаболическим синдромом зна-
чимо старше, длительнее болеют шизофренией 
и имеют более высокие значения индекса массы 
тела и окружности талии по сравнению с пациен-
тами без МС.

При оценке экспрессии исследуемых генов 
у больных шизофренией с МС и без метаболиче-
ских нарушений не было выявлено значимых раз-
личий (табл. 2).

При дальнейшем анализе результатов исследуе-
мая выборка была разделена в зависимости от пола 
пациентов (табл. 3 и табл. 4).

У больных шизофренией женского пола не было 
выявлено значимых различий в уровнях экспрес-
сии исследуемых генов, в то время как у пациентов 
мужского пола наблюдаются значимые изменения.

Мужчины с МС имеют более высокий уровень 
экспрессии гена FTO по сравнению с пациентами 
мужского пола без МС (р = 0.041) (см. табл. 4).

В данном пилотном исследовании была впер-
вые проведена оценка экспрессии 7 генов, потен-
циально важных для развития метаболического 
синдрома, в  лейкоцитах периферической крови 
у пациентов с шизофренией, длительно получав-
ших антипсихотические препараты. Лейкоциты 
представляются доступной, адекватной и  пер-
спективной моделью и  могут применяться для 
изучения таких процессов, как развитие метабо-
лических нарушений или, например, процессов 

иммуновоспаления с возможностью оценки функ-
ций значимых в каждом случае экспрессируемых 
на периферии генов (а не только ассоциаций по-
лиморфизмов). Ген FTO связан с жировой массой 

Таблица 2. Экспрессия генов у больных шизофренией 
с МС и без него (Me [Q1; Q3])

Ген Пациенты без 
МС (n = 45)

Пациенты 
с МС (n = 15) p-value

DRD3 8.26%
[5.755; 13.535]

5.99%
[4.15; 22.49] 0.980

GHRL 2.7%
[2.145; 3.68]

2.25%
[1.91; 2.95] 0.094

FTO 0.39%
[0.305; 0.48]

0.43%
[0.22; 0.615] 0.677

GSTP1 14.62%
[13.08; 18.35]

13.44%
[11.18; 18.03] 0.343

LEPR 0.87%
[0.54; 1.35]

1.02%
[0.75; 1.23] 0.449

INSIG2 1.61%
[1.145; 2.19]

1.38%
[0.93; 2.1] 0.352

ABCB1 0.52%
[0.21; 0.8]

0.5%
[0.26; 0.83] 0.806

Таблица 3. Экспрессия генов у больных шизофренией 
женского пола с МС и без него (Me [Q1; Q3])

Ген Женщины без 
МС (n = 20)

Женщины 
с МС (n = 7) p-value

DRD3 10.285%
[6.085; 14.56]

4.96%
[3.87; 22.49] 0.347

GHRL 3.32%
[2.14; 4.015]

2.25%
[1.98; 3.41] 0.245

FTO 0.4%
[0.35; 0.49]

0.22%
[0.14; 0.45] 0.088

GSTP1 15.375%
[13.26; 18.82]

15.15%
[10.81; 18.18] 0.472

LEPR 0.96%
[0.63; 1.415]

0.995%
[0.6975; 1.2275] 0.976

INSIG2 1.645%
[1.245; 2.09]

1.1%
[0.25; 2.17] 0.268

ABCB1 0.46%
[0.19; 0.8]

0.495%
[0.31; 0.628] 0.968

Таблица 4. Экспрессия генов у больных шизофренией 
мужского пола с МС и без него (Me [Q1; Q3])

Ген Мужчины без 
МС (n = 25)

Мужчины 
с МС (n = 8) p-value

DRD3 7.83%
[5.32; 11.74]

12.745%
[4.61; 22.95] 0.355

GHRL 2.7%
[2.1; 3.29]

2.165%
[1.798; 2.735] 0.153

FTO 0.37%
[0.21; 0.48]

0.61%
[0.43; 0.64] 0.041*

GSTP1 14.31%
[12.275; 17.82]

13.27%
[12.44; 17.885] 0.674

LEPR 0.7%
[0.49; 1.35]

1.025%
[0.735; 1.485] 0.425

INSIG2 1.51%
[1.065; 2.29]

1.45%
[1.2; 2.09] 0.862

ABCB1 0.545%
[0.21; 0.858]

0.5%
[0.25; 0.9] 0.725

* Статистически значимые различия согласно U-критерию 
Манна – Уитни.
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и ожирением. Увеличение экспрессии этого гена 
у пациентов мужского пола с метаболическим син-
дромом может представлять интерес и иметь зна-
чение в развитии метаболического дисбаланса при 
психических расстройствах.

Ген FTO представляет собой относительно не-
давно обнаруженный ген, связанный с  ожире-
нием и экспрессируемый в различных тканях че-
ловеческого тела, особенно с высокой экспрессией 
в головном мозге. FTO участвует в ряде биологи-
ческих процессов, включая не только ожирение, 
но и функционирование мозга [38]. В частности, 
недавние исследования показали, что FTO, пред-
ставляющий собой деметилазу N6-метиладенозина 
(m6A), может влиять на функции мозга посред-
ством модификации m6A мРНК, что демонстри-
рует потенциальную роль гена FTO в шизофрении 
посредством регуляции модификации m6A генов, 
связанных с дофамином [39].

Пост-полногеномный функциональный ана-
лиз позволил обнаружить общие генетические 
пути между метаболическими и  психическими 
расстройствами и  выявил 86 дифференциально 
экспрессируемых генов, которые были располо-
жены в разных областях мозга и периферической 
крови при диабете 2-го типа и психических рас-
стройствах, при этом центральными генами вы-
явленной перекрестной сети являлись гены FTO
и TCF7L2 [38].

В наших предыдущих работах мы исследовали 
связь полиморфизмов генов, связанных с метабо-
лическим синдромом и ожирением [7, 23, 40]. Так, 
было установлено, что полиморфные варианты 
(rs9939609, rs1421085, rs3751812, rs8050136) гена FTO
обнаруживают достоверную ассоциацию с индек-
сом массы тела у 517 больных шизофренией, по-
лучавших антипсихотические препараты и тенден-
ции для связи с окружностью талии (отражающей 
центральное ожирение).

В проведенном нами исследовании была впер-
вые выявлена гендерная специфичность экспрес-
сии гена FTO клетками периферической крови 
у больных шизофренией с метаболическим син-
дромом. В ряде других исследований, выполнен-
ных на пациентах с  непсихической патологией, 
были также продемонстрированы половые раз-
личия в носительстве полиморфизмов и экспрес-
сии гена, например, была выявлена ассоциация 
rs1075440 гена FTO с уровнями лептина в плазме 
у мужчин [41], а также выявлены ассоциации поли-
морфизмов гена FTO с индексом массы тела у муж-
чин [42].

Ограничениями настоящего исследования явля-
ется факт, что кровь для оценки экспрессии генов 
брали в первые дни поступления в клинику, но мы 
не учитывали влияние предшествующей поддер-
живающей антипсихотической терапии, которую 

пациенты получали на протяжении всей продол-
жительности болезни, а также комплаентность па-
циента. Кроме того, группы с и без МС отличаются 
по возрасту (риск МС повышается с возрастом) 
и длительности заболевания (вероятность разви-
тия МС выше по мере увеличения длительности 
приема антипсихотических средств). Полученные 
результаты являются предварительными и нужда-
ются в дальнейшей проверке в связи с имеющи-
мися ограничениями, наиболее перспективным 
представляется проспективное исследование па-
циентов с первым эпизодом, получающих лечение 
одним и тем же антипсихотическим средством.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Пилотные результаты оценки экспрессии генов 
в периферической крови больных шизофренией 
позволили выявить более высокий уровень экс-
прессии гена FTO, ассоциированного с жировой 
массой и ожирением, у пациентов мужского пола 
с метаболическими нарушениями по сравнению 
с мужчинами без МС. Необходимо дальнейшее из-
учение молекулярно-генетических факторов раз-
вития МС и  механизмов влияния антипсихоти-
ков на метаболические параметры в целях оценки 
риска метаболических нарушений и реализации 
персонализированного подхода к терапевтической 
тактике пациентов.
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Pilot Study of the DRD3, GHRL, FTO, LEPR, INSIG2, GSTP1, ABCB1 Genes 
Expression in Peripheral Blood Leukocytes in Schizophrenic Patients with Metabolic 

Syndrome
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Many individuals with schizophrenia also su¾er from metabolic syndrome (MetS), which is a major risk 
factor for the development of cardiovascular diseases associated with a heavy burden of disease, as well as 
with premature death of patients. This study investigated the expression of 7 genes potentially important 
for the development of metabolic syndrome. QuantiGene Plex 2.0 technology was used to measure 
how 7 studied genes (DRD3, GHRL, FTO, LEPR, INSIG2, GSTP1, ABCB1 (MDR1)) were expressed 
by leukocytes in 60 recently admitted patients with schizophrenia who had been on treatment with 
antipsychotic drugs. The preliminary results of our study show a change in the expression of the FTO
gene in schizophrenia male with metabolic disorders, however, further studies are needed to determine 
the role of disturbances in the expression of this gene in the development of the metabolic syndrome in 
patients with schizophrenia.

Keywords: schizophrenia, metabolic syndrome, gene expression, DRD3, GHRL, FTO, LEPR, INSIG2, 
GSTP1, ABCB1
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По современным представлениям биохимические каскады, активируемые в ответ на стрессор-
ное воздействие, вносят вклад и в когнитивные функции – обучение и формирование памяти. 
Рассматривая условный рефлекс как адаптацию к внешней среде, можно предположить его воз-
никновение как реакцию на внешние вызовы, которые при подкреплении способствуют форми-
рованию условной связи, а при отсутствии вызывают развитие стрессорной реакции. Метаболи-
ческая активность организма неразрывно связана с циркадными ритмами, которые определяют 
суточные колебания освещенности, температуры, содержания кислорода и магнитного поля. 
Интеграция перечисленных таймеров осуществляется белком семейства криптохромов (CRY), 
выполняющим функции рецептора голубого света и известного как репрессор главного циркад-
ного транскрипционного комплекса CLOCK/BMAL1. В целях разработки способов неинвазив-
ной коррекции патологий нервной системы на модельном объекте генетики – дрозофиле с ис-
пользованием мутантных линий изучается взаимосвязь адаптивных механизмов формирования 
условной связи и развития стрессорной реакции на ослабление магнитного поля, гипоксическое 
и температурное воздействие. Данные обсуждаются в свете роли системы CRY/CLOCK/BMAL1 
как связующего звена магниторецепции, гипоксии, регуляции циркадного ритма, когнитивных 
функций и двухцепочечных разрывов ДНК в нервных ганглиях (показателя физиологической 
активности нейронов).

Ключевые слова: обучение, память, криптохромы, магнитное поле, гипоксия, температурное воздействие
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ВВЕДЕНИЕ

Недооцененным вкладом в учение И. П. Пав-
лова об условных рефлексах является открытие 
М. Е. Лобашевым и  В. Б. Савватеевым роли ус-
ловного рефлекса в преодолении стрессирующих 
воздействий. Пищевое подкрепление экстремаль-
ных стимулов – высокой температуры воды при 
содержании гидры, воздействие сильным (тре-
щотка – 92 дБ) и сверхсильным звуковым генера-
тором (частота – 800–850 Гц, сила звука – 107 дБ), 
а также подкормка в темновую фазу суток днев-
ных птиц (куриц) позволила организмам адапти-
роваться к несвойственной среде обитания. При 
этом авторы отмечали, что формированию услов-
ной связи сопутствовало улучшение функциониро-
вания нервной системы, способности к выработке 

условных рефлексов и другие “глубокие измене-
ния в функциональных свойствах нервных клеток 
головного мозга” [1]. По-видимому, существует 
единый адаптационный механизм, лежащий в ос-
нове формирования стрессорной реакции и  об-
учения, который позволяет с привлечением фак-
торов, влияющих на тысячи генов-мишеней (на-
пример, некодирующие РНК), приспособиться 
к окружающей среде обитания. В настоящее время 
это положение подтверждается экспериментально. 
Согласно данным О. Г. Зацепиной с соавторами, 
в разных парадигмах обучения, будь то наказание 
или вознаграждение, используются механизмы ре-
акции на стресс [2].

Адаптивные механизмы включаются с первых 
минут жизни организма, из них наиболее древние 
и консервативные должны определять реакцию на 

ОБЗОРЫ
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смену дня и ночи, освещение, температуру, давле-
ние, геомагнитную составляющую. Поиск общих 
механизмов, связывающих когнитивные функции 
и реакцию на стрессорное воздействие, приводит 
к пониманию значимости одной из основополага-
ющих систем, затрагивающих все стороны функ-
ционирования организма  – механизма форми-
рования суточных ритмов. Одним из важнейших 
регуляторов этой системы являются криптохромы 
(CRY). Роль криптохромов в циркадных часах раз-
лична – у растений они являются сенсорами голу-
бого света, у млекопитающих теряют светочувстви-
тельность, но в обоих случаях осуществляют функ-
ции репрессоров транскрипции генов циркадного 
ритма [3]. По-видимому, именно криптохромы 
являются наиболее древним сенсором, осущест-
вляющим регуляцию внутренних часов животного 
и растительного мира.

У дрозофилы фоторецептор CRY, связываясь 
с белком TIMELESS (TIM) и разрушая его, син-
хронизирует метаболические петли обратной связи 
с циклами свет/темнота (рис. 1) [4, 5]. Активация 
экспрессии генов per, tim и других генов суточного 
ритма осуществляется с помощью белков CLOCK 
(CLK) и  CYCLE (CYC) в  вечернее время суток. 
Белки PER и TIM накапливаются в цитоплазме, 
а поздно ночью димеризуются и транслоцируются 
в ядро, где связываются с CLK/CYC и ингибируют 
их активность, тем самым подавляя транскрипцию 
собственных генов. В световую фазу CRY связы-
вает TIM и способствует его деградации через про-
теасомы по механизму, который включает белок 
F-box JETLAG (JET) [3].

Значение CRY многократно усиливается благо-
даря участию в посттранскрипционной регуляции 

за счет взаимодействия с BELLE-DEAD-box RNA 
геликазой, которая играет важную роль в метабо-
лизме РНК, начиная со сплайсинга до созревания 
miРНК и siРНК [3, 6].

Система регуляции суточных ритмов дрозо-
филы состоит из 150 нейронов, дорсальных (ДН) 
и  латеральных (ЛН) нейронов, разделенных на 
группы задне-латеральных (ЗЛН), вентро-лате-
ральных (ВЛН) и  дорзо-латеральных нейронов 
(ДЛН) (рис. 2) [3, 7]. Вентро-латеральные нейроны 

ФГ ОЦ

ЦК

МЛ
АД

д-ВЛН

к-ВЛН

ЗЛН

ДЛН
ДН

ДН

ГТ

Рис. 1. Роль CRY в переключении молекулярных часов. Стрелки отражают влияние на процессы, описание которых 
изложено в тексте (адаптировано по Damulewicz, Mazzotta, 2020).

Рис. 2. Система циркадных осцилляторных нейро-
нов мозга дрозофилы: АД  – антеннальные доли; 
ФГ – фасеточные глаза; Л – ламина; М – медула; 
ГТ  – грибовидное тело; ЦК  – центральный ком-
плекс; ОЦ – оцелли; к-ВЛН – короткие вентро-ла-
теральные нейроны; д-ВЛН – длинные вентро-ла-
теральные нейроны; ДЛН  – дорзо-латеральные 
нейроны; ДН – дорсальные нейроны; ЗЛН – зад-
не-латеральные нейроны (адаптировано по Helfrich-
Förster, 2005).
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классифицируют в  зависимости от их относи-
тельного размера на малые и  большие (м-ВЛН 
и  б-ВЛН соответственно) [8]. м-ВЛН и  б-ВЛН 
экспрессируют пигмент-дисперсионный фактор 
(PDF), нейропептид, участвующий в межклеточ-
ной коммуникации между нейронами циркадного 
ритма [9].

Криптохромы экспрессируются в системе вен-
тро-латеральных к-ВЛН и д-ВЛН, дорзо-латераль-
ных и дорзальных. При этом д-ВЛН имеют пря-
мые синаптические контакты с  дофаминовыми 
нейронами. Дофамин, как известно, играет клю-
чевую роль в регуляции локомоции, половом по-
ведении, обучении и памяти дрозофилы [10, 11]. 
Активированный CRY деполяризует мембрану, 
связываясь с редокс-чувствительной β-субъеди-
ницей (hyperkinetic) потенциал-зависимого K(+) 
канала [3]. Нейроны суточного ритма контроли-
руют функции грибовидного, вееровидного и эл-
липсоидного тел мозга дрозофилы, регулируя сон, 
во время которого, предположительно, происходит 
консолидация памяти [12–15]. На существование 
связи циркадных ритмов и формирования памят-
ного следа указывают данные о  неспособности 
мутантов по гену per к формированию долгосроч-
ной памяти [16]. Обладающие фотолиазной ак-
тивностью криптохромы класса DASH (Drosophila, 
Arabidopsis, Synechocystis и Homo) участвуют в репа-
рации одноцепочечных разрывов ДНК [17]. Вме-
сте с тем CRY подавляет гомологичную рекомби-
нацию при репарации двухцепочечных разрывов 
ДНК (ДЦР) в ночное время [18]. ДЦР играют не 

последнюю роль в экспрессии ранних генов (cFos
и  FosB), обучении и  формировании памятного 
следа [19].

Интересно, и, по всей видимости, неслучайно, 
что CRY опосредует реакцию на каждое из выше-
перечисленных экологически значимых воздей-
ствий. Недаром исследованиям CRY посвящена 
статья под названием One actor, multiple roles: 
the performances of cryptochrome in Drosophila [3]. 
В связи с этим важно рассмотреть, посредством ка-
ких мишеней происходит восприятие стрессорных 
воздействий (с использованием мутантов дрозо-
филы с известным биохимическим проявлением) 
и какова их роль в формировании поведенческих 
реакций (обучении и памяти), а также в целостно-
сти генетического аппарата.

ГЕОМАГНИТНОЕ ПОЛЕ

С  суточными ритмами неразрывно связано 
геомагнитное поле. Cуточные вариации геомаг-
нитного поля возникают регулярно в основном за 
счет токов в ионосфере Земли, вызванных изме-
нениями освещенности земной ионосферы Солн-
цем в  течение суток. Низкочастотное электро-
магнитное поле демонстрирует ярко выраженные 
24-часовые колебания и,  следовательно, может 
действовать как геофизический синхронизатор 
для циркадных часов [3]. Именно флавопротеин 
CRY является магнитосенсором, пики спектра 
действия которого находятся в диапазоне УФ-А 
(350–400 нм) с плато в ближнем синем диапазоне 
(430–450 нм) [5].

Механизм магниторецепции до сих пор оста-
ется непознанным, однако на сегодняшний день 
существует две гипотезы, ключевыми звеньями 
которых выступают криптохромы и  магнетиты. 
Криптохромы считаются определяющими для све-
тозависимой способности дрозофилы чувствовать 
магнитные поля [20].

Биологическая магниторецепция основана 
на влиянии магнитного поля на спиновую дина-
мику радикальных пар репрессора транскрип-
ции CRY. Незначительные изменения в спиновой 
динамике, индуцированные слабым магнитным 
полем (переход из синглетного состояния в три-
плетное), могут заметно повлиять на ход реакции 
(рис. 3) [21–23].

CRY, будучи репрессором главного циркадного 
транскрипционного комплекса CLOCK/BMAL1, 
который контролирует экспрессию сотен генов, 
включая гены-регуляторы циркадного ритма  – 
PER и TIM, способствует адаптации живых орга-
низмов к изменяющимся условиям окружающей 
среды [24].

Магнитное поле влияет на поведение дро-
зофилы [25]. При освещении полного спектра 

Только в синглетном состоянии

Рис. 3. Схема влияния магнитного поля на ра-
дикальные пары, формирующиеся между FADH 
(восстановленный флавинадениндинуклеотид) 
и триптофаном в активном сайте молекулы CRY: S1
и S2 – неспаренные электронные спины, которые 
прецессируют в локальном магнитном поле, образо-
ванном наложением внешнего магнитного поля на 
собственные магнитные поля I1 и I2 ядерных спи-
нов. Обратный перенос электронов от триптофана 
на FADH гасит активное состояние криптохрома 
при условии нахождения электронных спинов 
в синглетном состоянии (адаптировано по Solov’yov, 
Schulten, 2009).
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в поведенческом анализе магниточувствительно-
сти мухи демонстрировали избегание магнитного 
поля, но не реагировали, когда УФ-А/синий свет 
(менее 420 нм) блокировался. У cry мутантов на-
блюдалась аналогичная картина, что указывает на 
вовлечение CRY в светозависимое магнитное вос-
приятие у Drosophila. Приложение электромагнит-
ного поля вызывало удлинение циркадного пери-
ода двигательной активности, и этот эффект был 
сильнее, когда мухи подвергались постоянному 
воздействию синего света, что, вероятно, является 
результатом усиления функций CRY [3].

В  лаборатории нейрогенетики Института 
физиологии им. И. П. Павлова РАН для выяв-
ления внутриклеточных мишеней действия маг-
нитного поля Земли было предпринято изучение 
влияния ослабленного статического магнитного 
поля (ОСМП) в камере из магнитомягкого сплава 
АМАГ172, ослабляющей магнитное поле Земли 
в 35 раз с привлечением различных линий дрозо-
филы [26]. В эксперименте использовали мутант-
ную линию дрозофилы agnts3 (ЦКП “Биоколлек-
ция ИФ РАН для исследования интегративных 
механизмов деятельности нервной и висцераль-
ных систем”), которая характеризуется мутаци-
онным повреждением гена CG1848 LIM-киназы 1 
[27]. LIMK1  – важнейший фактор сигнальной 
трансдукции, фосфорилирует фактор деполиме-
ризации актина – кофилин; ремоделирование ак-
тинового цитоскелета определяет синаптическую 
пластичность нервной системы, облегчая класте-
ризацию и интернализацию рецепторов и регули-
руя плотность и морфологию шипиков дендритов 
[28]. Кроме того, актин непосредственно взаимо-
действует с комплексами ремоделирования хромо-
сом, транскрипционными факторами и РНК-по-
лимеразами, регулируя транскрипционный выход 
клетки [29]. Способность к обучению и формиро-
ванию среднесрочной памяти самцов оценивали 
в парадигме условно-рефлекторного подавления 
ухаживания [30]. Мутация agnts3 нарушает обу-
чение и память при пермиссивной температуре, 
однако воздействие ОСМП восстанавливает ког-
нитивные функции agnts3 в отличие от контроль-
ной линии дикого типа CS, у которой нарушается 
формирование 3-часовой памяти. Изучение реци-
прокных гибридов показало наследование отцов-
ского паттерна поведения и реакции на стрессор-
ное воздействие не только когнитивных функций, 
но и целостности хромосомного аппарата (частота 
ДЦР, уровня хроматидных мостов в анафазе ней-
робластов личинок) [31]. Эти данные свидетель-
ствуют как о  роли динамики актинового цито-
скелета в качестве мишени ОСМП, так и об уча-
стии транс-генерационных факторов, в частности 
мир-РНК, обеспечивающих патроклинную реак-
цию на стрессорное воздействие. Интересно, что 
6 мир-РНК, профиль которых изменен у мутанта 

с аритмическим суточным ритмом cyc01 (miR-263a, 
miR-133, miR-124, miR-184, miR-210, miR-276b), 
также достоверно отличается у  agnts3 от уровня 
ряда линий дикого типа [32, 33]. При этом в от-
ношении транс-генерационного наследования 
наиболее интересна miR-124, которая экспресси-
руется в раннем развитии (0–12 ч) и регулирует 
синаптическую трансмиссию, морфогенез ден-
дритов, дифференцировку нервной системы [34], 
участвует в регуляции полового поведения самцов 
за счет контроля синтеза соответствующих феро-
монов [35]. Подобную функцию может исполнять 
и let-7, содержание которой снижено у agnts3. Let-7 
экспрессируется в семенниках, участвует в форми-
ровании нервной системы и регулирует циркадные 
ритмы [36].

Было проведено изучение роли LIMK1, в част-
ности, подавления трансляции c помощью 
РНК-интерференции с  использованием бинар-
ного конструкта Gal4-UAS, в отдельных – дофа-
миновых и  серотониновых  – нейронах в  фор-
мировании стрессорной реакции на ОСМП [37]. 
Известно значение серотонин-дофаминовой оси 
в формировании долгосрочной памяти. Важную 
роль в  данном процессе играет дофамин  – ме-
диатор системы внутреннего вознаграждения 
у млекопитающих и насекомых [38]. Дофаминер-
гические нейроны также играют ключевую роль 

а б

в г

Рис. 4. Иммунохимический анализ ДЦР в нервных 
ганглиях личинок дрозофилы с помощью антител 
к Ser137-фосфо-H2Av: a – ядра DopLIMK- (подавле-
ние гена limk1 в допаминовых нейронах) в н.у.; б – 
ядра DopLIMK- после воздействия ОСМП; в – ядра 
DopLIMK + (ген limk1 функционирует); г – ядра 
DopLIMK + после воздействия ОСМП (по Медве-
дева и др., 2022).
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в механизмах активного забывания [39]. Взаимо-
действие этих нейронных систем влияет на локо-
моторную активность [40]. Матричные процессы 
в  нейронах сопровождаются ДЦР. Предполага-
ется, что ДЦР при ремоделировании хроматина 
необходимы для экспрессии генов, вовлеченных 
в  процессы формирования памяти и  обучения 
[41]. Нарушения митоза в  результате ДЦР соз-
дают основу соматического мозаицизма нейронов, 
по-видимому, имеющего важное функциональное 
значение [42]. Анализ иммуногистохимических 
данных (фокальные срезы анализировали в ЦКП 
“Конфокальная микроскопия” Института физио-
логии им. И. П. Павлова РАН на лазерном скани-
рующем микроскопе LSM 710 Carl Zeiss) показал 
наличие межлинейных различий по частоте ДЦР 
и увеличение уровня ДЦР после ОСМП (рис. 4). 
Известно, что гены циркадного ритма – магнито-
сенсоры cryptochrome (CRY1 и CRY2), а также period
(PER1, PER2, PER3) и  timeless (TIM) вовлечены 
в узнавание и репарацию повреждений ДНК [43]. 
При этом дисфункция системы Tim-Tipin приво-
дит к увеличению уровня фосфорилирования ги-
стона H2AX и частоты ДЦР [44].

Оказалось, что низкий уровень LIMK1 спо-
собствует обучению в  парадигме условно-реф-
лекторного подавления ухаживания, но не фор-
мированию среднесрочной памяти. В то же время 
у  линии с  повышенным содержанием LIMK1 
стрессорное воздействие восстанавливает способ-
ность к обучению и формированию памяти [37]. 
Таким образом, уровень LIMK1 дофамин- и се-
ротонинергических нейронов значим для стрес-
сорного ответа как на геномном, так и на пове-
денческом уровнях. В работе Карки с соавторами 

показано, что CRY-зависимые от магнитного поля 
эффекты проявляются в спайковой активности 
нейронов, локомоторной активности и поведении 
в Т-образных лабиринтах [5]. Каждый из выше-
перечисленных феноменов вносит вклад в услов-
но-рефлекторное подавление ухаживания. Полу-
ченные нами данные свидетельствуют о важной 
роли дофаминовых и  серотониновых нейронов 
в рецепции магнитных и световых воздействий 
посредством ремоделирования актинового цито-
скелета и изменения паттерна ДЦР. По материа-
лам литературных и собственных данных можно 
предложить следующую гипотетическую схему 
влияния на организм магнитного поля через маг-
нитосенсор CRY (рис. 5).

ГИПОКСИЯ

Циркадные часы тесно связаны с гипоксиче-
ским сигнальным путем. Суточная осцилляция 
гликолитических метаболитов, а  также циркад-
ные колебания соотношений основных клеточ-
ных окислительно-восстановительных элементов 
НАД+/НАДН и  НАДФ+/НАДФН нарушаются 
при гипоксии. Существует двунаправленная связь 
на молекулярном, физиологическом и  организ-
менном уровне [45]. Известно, что промотор клю-
чевого транскрипционного регулятора адаптации 
к кислородному голоданию – HIF1 содержит ре-
гуляторный мотив для генов контроля суточного 
ритма [46]. При этом HIF1 непосредственно свя-
зывается с  промоторами ключевых циркадных 
генов [47]. CRY, контролирующий циркадные 
ритмы через гетеродимер CLOCK/BMAL1 (го-
мологичен CLK/CYC дрозофилы), ограничивает 

Рис. 5. Гипотетическая схема влияния магнитного поля через магнитосенсор CRY. Стрелки отражают влияние на 
процессы, описание которых изложено в тексте.
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транскрипцию чувствительных к гипоксии генов 
посредством репрессии гетеродимеров HIF1α-
BMAL1 [48].

В контексте общих механизмов адаптивных ре-
акций значимым является протекторный эффект 
магнитного поля при гипоксии и развитии окси-
дативного стресса [49]. В связи с взаимовлиянием 
этих систем генов возможен и общий механизм воз-
действия магнитного поля и гипоксии на когнитив-
ные функции и хромосомный аппарат. В условиях 
гипоксии наблюдается усиление продукции актив-
ных форм кислорода [50]. В первые мгновения ги-
поксии комплекс I электронно-транспортной цепи 
(ЭТЦ) митохондрий претерпевает конформацион-
ные изменения, теряет способность транспортиро-
вать Н+ в межмембранное пространство, способ-
ствуя закислению митохондриального матрикса. 
При этом фосфат кальция в матриксе частично рас-
творяется, высвобождая ионы Ca2+, что приводит 
к активации Ca2+/Na+ обменника и входу Na+ в ми-
тохондрию. Взаимодействие Na+ с карбонильной 
группой фосфолипидов с  формированием агре-
гатов увеличивает вязкость внутренней мембраны 
митохондрий, это затрудняет образование функ-
циональных суперкомплексов ЭТЦ. Отсутствие О2
в качестве терминального окислителя, а также дис-
функция комплексов ЭТЦ приводит к обратному 
переносу электронов и гиперпродукции активных 
форм кислорода (АФК) [50]. Относительно экра-
нирования магнитного поля известно, что ОСМП 
влияет на функционирование митохондрий, это ве-
дет к гиперпродукции АФК [51].

Будучи производными митохондриального 
дыхания, в нормальных условиях АФК являются 

сигнальными молекулами, однако при гиперпро-
дукции оказывают повреждающее действие на 
клеточные органеллы и, в частности, на ДНК, вы-
зывая образование ДЦР [52]. Известно, что для 
нервных клеток характерен высокий уровень по-
вреждения ДНК из-за интенсивных свободно-ра-
дикальных процессов в  мозге, что может иметь 
как негативные, так и позитивные последствия. 
Недавние исследования выявили высокие уровни 
“запрограммированных” разрывов ДНК в нейро-
нах, которые, вероятно, возникают во время фи-
зиологических метаболических процессов ДНК, 
присущих развитию, дифференцировке, поддер-
жанию нейронов и, что важно, эпигенетической 
регуляции [53]. В связи с этим была предпринята 
попытка изучения характера перестроек хромо-
сом в нервных ганглиях личинок, вызванных ги-
поксией. Оказалось, что у дрозофилы увеличива-
ется профиль мостов после 30 мин гипоксии, 15 
мин из которых – с 3%-ным уровнем кислорода. 
Мосты являются следствием негомологичной ре-
парации ДЦР и  изохроматидных разрывов при 
асимметричных хроматидных транслокациях. Для 
линии agnts3 в норме характерна высокая частота 
перестроек и мостов по сравнению с контролем. 
По-видимому, предпочтительный способ репара-
ции повреждений путем слияния негомологич-
ных концов разрывов и неаллельное гомологич-
ное спаривание является следствием изменен-
ной динамики ремоделирования актина у agnts3. 
Известно, что актиновые филаменты участвуют 
в  кластеризации поврежденных участков ДНК 
и, соответственно, в репарации ДЦР [54]. При ги-
поксическом воздействии наблюдается двукратное 

Рис. 6. Схематичное изображение взаимовлияния систем циркадного ритма и стрессорного ответа на гипоксию: 
АФК – активные формы кислорода, ДЦР – двухцепочечные разрывы. Стрелки отражают влияние на процессы, 
описание которых изложено в тексте.



50 КАРОВЕЦКАЯ  и др.

НЕЙРОХИМИЯ том 41 № 1 2024

увеличение профиля отставших хромосом у agnts3

по сравнению с контрольной линией. Отставание 
хромосом происходит не только при нарушении 
аппарата клеточного деления, но и  при симме-
тричном межхроматидном обмене. Таким обра-
зом, связь суточных ритмов с содержанием кис-
лорода опосредуется у дрозофилы динамикой ак-
тинового цитоскелета и формированием ДЦР, что 
сказывается на когнитивных функциях. По-ви-
димому, это объясняется тем, что окислитель-
но-восстановительная регуляция является одним 
из основных модуляторов актинового цитоскелета 
и связанных с ним белков [55]. Согласно нашим 
исследованиям, при обучении мух в условиях ги-
поксии способность к обучению, но не средне-
срочной памяти, достоверно выше по сравнению 
с обученными до или после гипоксического воз-
действия [56]. Это может быть обусловлено ролью 
HIF1, его экспрессия регулируется в  том числе 
избытком АФК. HIF1 не только участвует в репа-
рации ДНК, но и стимулирует транскрипцию ге-
нов, являющихся нейропротекторами нервной си-
стемы (VEGF, EPO, HO-1, ADM, Glut-1) [57–59]. На 
рис. 6 представлена схема взаимовлияния систем 
циркадного ритма и стрессорного ответа на гипо-
ксическое воздействие.

ТЕМПЕРАТУРА

Будучи пойкилотермным организмом, дрозо-
фила зависит от колебания температуры и в соот-
ветствии с температурным воздействием регули-
рует свое поведение, избегая повышенных и по-
ниженных режимов [60]. В природе дневной цикл 
свет/темнота и флуктуация температуры использу-
ются организмом для синхронизации внутренних 
часов суточного ритма и являются своеобразными 

таймерами. Циркадные часы дрозофилы могут 
быть легко синхронизированы с помощью темпе-
ратурных циклов с амплитудой 2–3°C, а различ-
ные подмножества нейронов циркадного ритма 
специфически участвуют в обеспечении синхро-
низации часов при высоких (дорзальные) или низ-
ких температурах (задне-латеральные) [61]. Тем-
пературные циклы значительно влияют на уро-
вень TIM в CRY-негативных нейронах [62]. CRY 
гасит индуцированные температурой колебания 
PER в дорзальных нейронах [61], и в соответствии 
с этим отсутствие CRY в нейронах суточного ритма 
увеличивает способность мух синхронизироваться 
с температурными циклами. Таким образом, CRY 
играет важную роль в противодействии влиянию 
температурных циклов на молекулярные циркад-
ные часы, тем самым способствуя интеграции 
таймеров [3]. Нефизиологические температуры 
(около 37°C) вызывают сбой функционирования 
внутриклеточных часов. Если для растений дока-
зана роль CRY в регуляции генов теплового шока 
[63], то значение CRY в реакции на тепловой шок 
животного царства находится на стадии присталь-
ного изучения. Показано, что тепловой шок вызы-
вает резкое снижение уровня белков PER и TIM. 
Выдвигается предположение о роли CRY в инду-
цированном температурой разрушении комплекса 
PER – TIM [60]. Изучаются метаболические пути, 
которые связывают температуру с  циркадными 
ритмами дрозофилы. Нокдаун пути теплового 
шока влияет как на циркадный фазовый сдвиг, 
так и на температурную регуляцию сна [64]. У ли-
ний с делециями генов БТШ70 наблюдается тен-
денция к снижению продолжительности жизни на 
свету [65].

По имевшимся ранее представлениям, тепло-
вой шок как стрессорный фактор оказывает на 

Рис. 7. Схема взаимосвязи системы циркадных ритмов и стрессорного ответа на температурный шок. БТШ – белки 
теплового шока. Стрелки отражают влияние на процессы, описание которых изложено в тексте.
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живые объекты только негативное воздействие, 
в том числе путем модификации продуктов мутант-
ных аллелей [66]. Однако детальное изучение БТШ 
и установление их шаперонной функции привело 
к переосмыслению роли теплового шока. Согласно 
нашим данным, мутация agnts3 при пермиссивной 
температуре нарушает обучение и память при ус-
ловно-рефлекторном подавлении ухаживания 
у самцов, при воздействии теплового шока эти по-
казатели восстанавливаются до уровня дикого типа 
[67, 68]. В  этой связи интересны данные о  роли 
белков теплового шока (БТШ70) в обучении и па-
мяти, а также регулирующем влиянии БТШ27 на 
динамику актиновых филаментов [2, 69]. На рис. 7 
представлена схема взаимосвязи системы циркад-
ных ритмов и стрессорного ответа на температур-
ный шок.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ

Все четыре фактора внешней среды  – осве-
щение, геомагнитное поле, температура, давле-
ние – содержание кислорода оказались связаны 
между собой не только общим сенсором – CRY, 
выполняющим функции синхронизатора часовых 
ритмов, температуры, гипоксии, но и общей ми-
шенью – динамикой актинового цитоскелета. На 
уровне генетического аппарата такой мишенью 
является ДНК, которая реагирует на стрессорные 
и когнитивные вызовы формированием разрывов. 
Гипотетическая схема роли CRY – сенсора эколо-
гически значимых стрессорных факторов пред-
ставлена на рис. 8.

Исследование генетических хабов, к которым 
сходятся многие внешние воздействия, позво-
лит подойти к терапии сложных синдромов, ока-
зывающих системное воздействие на организм. 
Примером может служить использование ядер-
но-магнитного резонанса (ЯМР) в качестве тера-
певтического воздействия. Полученные данные 
об увеличении экспрессии CRY и HIF-1α, основ-
ных факторов клеточной транскрипции, при воз-
действии ЯМР позволят в дальнейшем применять 
эту технологию в  качестве немедикаментозного 
подхода к изменению уровня HIF-1α. Связанные 
с ним циркадные часы играют ключевую роль в за-
болеваниях на фоне ишемии – инфаркт, инсульт 
и рак, а также в инфекционных заболеваниях, та-
ких как Covid-19 [45].

В перспективе подобные исследования могут 
лечь в основу методов терапии когнитивных, сер-
дечно-сосудистых и других заболеваний с исполь-
зованием света, гипоксического прекондициони-
рования и ОСМП.
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Stress Influences and Cognitive Activity: Search for Targets and General 
Mechanisms Using Drosophila Mutants

D. M. Karovetskaya1, 2, A. V. Medvedeva2, E. V. Tokmacheva2, 
S. A. Vasilyeva1, 2, A. V. Rebrova1, E. A. Nikitina1, 2, B. F. Shchegolev2,

and E. V. Savvateeva-Popova2

1Russian State Pedagogical University named after A. I. Herzen, St. Petersburg, Russia
2Pavlov Institute of Physiology of Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia

According to modern concepts, biochemical cascades activated in response to stress impacts also 
contribute to cognitive functions, such as learning and memory formation. Considering a conditioned 
reflex as an adaptation to the external environment, one can assume its occurrence as a reaction 
to external challenges, which, when reinforced, contribute to the formation of a  conditioned 
connection, and in the absence, cause the development of a stress response. The metabolic activity 
of the body is inextricably linked with circadian rhythms, which determine the daily fluctuations 
in light, temperature, oxygen content and magnetic field. The integration of these timers is carried 
out by a protein of the cryptochrome family (CRY), which functions as a blue light receptor and is 



54 КАРОВЕЦКАЯ  и др.

НЕЙРОХИМИЯ том 41 № 1 2024

known as a repressor of the main circadian transcription complex CLOCK/BMAL1. In order to 
develop methods for non-invasive correction of pathologies of the nervous system on a model object 
of genetics – Drosophila using mutant lines, the relationship between adaptive mechanisms for the 
formation of a conditioned connection and the development of a stress response to a weakening of 
the magnetic field, hypoxic and temperature e¾ects is studied. The data are discussed in light of the 
role of the CRY/CLOCK/BMAL1 system as a link in magnetoreception, hypoxia, circadian rhythm 
regulation, cognitive functions, and DNA double-strand breaks in nerve ganglia (an indicator of the 
physiological activity of neurons).

Keywords: learning, memory, cryptochromes, magnetic field, hypoxia, temperature exposure
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Цилиарный нейротрофический фактор (CNTF) – это плюрипотентный нейротрофический фак-
тор с высоким нейропротекторным потенциалом, нейроцитокин, который продемонстрировал 
потенциал в терапии нейродегенеративных, психических и метаболических заболеваний. Докли-
нические данные подтверждают общую концепцию о его потенциальных нейропротекторных 
и трофических эффектах, а недавно полученные клинические данные подтверждают предполо-
жение о потенциальной роли CNTF в лечении нейродегенерации и ожирения. Ряд данных ука-
зывают на вовлеченность CNTF в стресс-реактивность и патогенез аффективных расстройств. 
Данные исследований уровней CNTF в инвазивном (кровь) и неинвазивном (слезы) биоматери-
але человека предполагают возможность его использования в качестве биомаркера определенных 
заболеваний головного мозга, хотя для подтверждения этого необходимо провести дополнитель-
ные исследования.

Ключевые слова: цилиарный нейротрофический фактор, CNTF, заболевания головного мозга, нейропротек-
ция, когнитивные нарушения, метаболические заболевания, стресс, депрессия, кровь, слезная жидкость, 
биомаркер
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ВВЕДЕНИЕ

Открытие нейротрофинов и их мощных эффек-
тов на выживание и трофику нейронов стимули-
ровало обсуждение их потенциального терапевти-
ческого применения для поддержки погибающих 
нейронов при нейродегенеративных заболеваниях. 
Три десятилетия исследований выявили выражен-
ную трофическую и регуляторную активность ци-
лиарного нейротрофического фактора (CNTF) 
в нейронах, астроцитах, олигодендроцитах, мышеч-
ных клетках, костных клетках, адипоцитах и клет-
ках сетчатки. CNTF участвует в широком спектре 
жизненно важных процессов, от поддержки выжи-
вания нейронов до энергетического метаболизма 
организма [1]. С  одной стороны, эти результаты 
привели к  клиническим испытаниям для про-
верки терапевтического потенциала CNTF и про-
изводных CNTF для лечения нейродегенеративных 
и метаболических заболеваний. Многообещающие 
результаты стимулировали продолжение исследова-
ний по лечению дегенеративных заболеваний сет-
чатки, в основном основанных на местной доставке 
CNTF с  использованием инкапсулированных 

имплантатов, секретирующих цитокины. Дальней-
шие разработки могут оказаться прорывом в те-
рапевтическом применении системно вводимого 
CNTF при таких патологиях, как заболевания дви-
гательного нейрона (боковой амиотрофический 
склероз), рассеянный склероз или болезнь Альц-
геймера [2, 3]. С другой стороны, участие CNTF 
в  патогенезе различных заболеваний головного 
мозга стимулировало исследования этого ней-
ротрофического фактора в биологическом матери-
але как многообещающего биомаркера, полезного 
для диагностических и прогностических целей.

ЦИЛИАРНЫЙ НЕЙРОТРОФИЧЕСКИЙ 
ФАКТОР (CNTF)

CNTF – это плюрипотентный нейротрофиче-
ский фактор, первоначально выделенный из ци-
лиарных нейронов куриного эмбриона. Волокна, 
включающие иммунореактивность рецептора CNTF 
(CNTFR), были идентифицированы в латеральных 
пучках переднего мозга, мезенцефальном и лобном 
отделах, а также в вестибулярном нерве цыпленка 
[4]. CNTF относится к  цитокиновому семейству 

ОБЗОРЫ
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интерлейкина (IL)-6. Это семейство представляет 
собой группу цитокинов, включающую IL-6, IL-11, 
цилиарный нейротрофический фактор (CNTF), 
фактор ингибирования лейкемии (LIF), онкостатин 
М (OSM), кардиотрофин 1 (CT-1), кардиотрофино-
подобный цитокин (CLC) и IL-27. Они объединены 
в одно семейство, поскольку рецепторный комплекс 
каждого цитокина содержит две (IL-6 и IL-11) или 
одну молекулу (все остальные цитокины) субъеди-
ницы сигнального рецептора gp130 [5, 6]. CNTF яв-
ляется наиболее широко изученным представителем 
этого семейства цитокинов, которые передают сиг-
нал через внутриклеточные цепи рецептора gp130/
LIFRβ. Подобно другим нейротрофинам (напри-
мер, NGF, GDNF) семейство IL-6, включая CNTF, 
имеет набор рецепторов, специфичных для отдель-
ных членов семейства, и общий рецептор не специ-
фичный для членов семейства, который в некото-
рых семействах опосредует клеточный сигнал и рет-
роградный транспорт [7].

CNTF – белок с молекулярной массой 22.8 кДа, 
структурно похожий на LIF, IL-6 и IL-11 и OSM. 
Это димер из 200 аминокислот с непараллельным 
расположением субъединиц. У людей, крыс, кро-
ликов и мышей CNTF гомологичны на 81–83%. 
Действие CNTF реализуется при связывании с ре-
цепторным комплексом, включающим α-субъ-
единицу, фиксирующую лиганд рецептора CNTF 
(CNTFRa), и две β-субъединицы, передающие сиг-
нал (LIF Rgp 130). Рецепторный комплекс соеди-
нен с поверхностью клетки гликозилфосфатидили-
нозитоловой связью, благодаря которой рецептор 
может функционировать в растворимой форме [8].

CNTF поддерживает клетки центральной и пе-
риферической нервной системы, включая нейроны 
гиппокампа и срединной перегородки, симпатиче-
ские ганглии, двигательные нейроны, сенсорные 
нейроны, влияет на состояние стволовых эмбрио-
нальных клеток, предотвращает дегенерацию дви-
гательных аксонов после их перерезки и способ-
ствует дифференцировке астроцитов и созреванию 
олигодендроцитов [9]. В аксонах передача сигналов 
CNTF играет важную роль в динамике микротру-
бочек [10].

УЧАСТИЕ CNTF В НЕЙРОПРОТЕКЦИИ 
И НЕЙРОДЕГЕНЕРАЦИИ

CNTF участвует в  развитии и  поддержании 
зрительной нервной системы и используется при 
многих заболеваниях, связанных с  патологиями 
зрения. CNTF связан с  нейродегенеративными 
заболеваниями, такими как болезнь Паркинсона 
и болезнь Альцгеймера, а также психическими за-
болеваниями [1]. Доставка CNTF в специфические 
компартменты предлагается в качестве терапии бо-
лезни Хантингтона и пигментного ретинита [11]. 
CNTF обладает нейропротекторной активностью 

в отношении клеток кохлеарных волосков и ган-
глия улитки внутреннего уха, когда они поврежда-
ются при интенсивном звуковом воздействии [12]. 
Нейропротекторные эффекты CNTF были проде-
монстрированы на ряде клеточных моделей in vitro, 
а также in vivo на мутантных мышах, у которых на-
блюдается дегенерация двигательных нейронов. 
Было показано, что в дополнение к его нейрональ-
ному действию CNTF и аналоги воздействуют на 
ненейронные клетки, такие как глия, гепатоциты, 
скелетные мышцы и стромальные клетки костного 
мозга [13]. Нейропротекторные эффекты CNTF 
включают его воздействие на ряд систем. Напри-
мер, экспрессия гена опиоидного пептида ноци-
цептин/орфанин (N/OFP) зависит от CNTF, он 
повышает уровень мРНК орфанина/ноцицептина 
в нейронах полосатого тела и коры головного мозга 
в 5–9 раз [14]. CNTF активирует тирозиновую про-
теинкиназу и сигнальные молекулы, которые инду-
цируют транскрипцию N/OFP [15].

Инъекции 200 нг рекомбинантного CNTF в нео-
кортекс крысы приводили к  увеличению объ-
ема ядра и сомы протоплазматических и фиброз-
ных астроцитов в течение 48 ч. Добавление CNTF 
к культуре глиальных клеток вызывает увеличение 
размера астроцитов. Таким образом активация 
астроцитов и  стимулирование гипертрофии гли-
альных клеток CNTF опосредует вызываемые этим 
фактором изменения в клетках головного мозга при 
неврологических заболеваниях [16].

CNTF рассматривается как предполагаемое свя-
зующее звено между рецепторами допамина D2 
и нейрогенезом [17]. Как и другие нейротрофиче-
ские факторы, CNTF, по-видимому, играет поло-
жительную роль в индуцированном психостимуля-
торами поведении и нейрональной пластичности 
[18]. CNTF оказывает воздействие на скелетные 
мышцы, одну из его основных тканей-мишеней 
за пределами центральной нервной системы [19]. 
У  мышей введение CNTF способствовует реге-
нерации миофибрилл поврежденных скелетных 
мышц [20].

CNTF И КОГНИТИВНЫЕ НАРУШЕНИЯ

CNTF проявляет мощную нейротрофическую 
активность в периферических и центральных ней-
ронах как in vitro, так и  in vivo. Чтобы оценить, 
предотвращает ли CNTF потерю нейронов вслед-
ствие очаговой ишемии головного мозга, в  ис-
следовании in vivo CNTF непрерывно вводили 
в боковой желудочек в течение 4-х недель, после 
перманентной окклюзии левой средней мозго-
вой артерии у крыс со спонтанной гипертензией, 
подверженных инсульту. Введение CNTF дозоза-
висимым образом предотвращало индуцирован-
ные ишемией нарушения обучения у крыс в вод-
ном лабиринте Морриса. У крыс с ишемией при 
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гистологическом исследовании инфаркт коры го-
ловного мозга и ретроградная дегенерация ипси-
латеральных таламических нейронов были значи-
тельно менее выражены после инфузии CNTF [21].

Гибель нейронов гиппокампа является одним из 
ключевых факторов, способствующих когнитив-
ным нарушениям при хронической гипоперфузии 
головного мозга. В группах крыс с хронической це-
ребральной 4- и 8-недельной гипоперфузией (мо-
дель двухсторонней окклюзии сонной артерии) на-
блюдались ухудшение памяти и усиленный апоп-
тоз нейронов гиппокампа, а также ингибирование 
передачи сигналов CNTF/CNTFRa/JAK2/STAT3 
по сравнению с ложно оперированными крысами 
[22]. Подавление экспрессии CNTF/CNTFRa и ак-
тивация пути JAK2/STAT3 в результате введения 
DL-3-n-бутилфталида in vivo или при кислород-
но-глюкозной депривации /реперфузии in vitro за-
щищало от когнитивных нарушений у крыс и пре-
дотвращало апоптоз нейронов гиппокампа соот-
ветственно. Эти данные свидетельствуют о том, что 
нейропротекторный эффект был достигнут за счет 
модуляции сигнальных путей CNTF/CNTFRa/
JAK2/STAT3.

В мышиной модели болезни Альцгеймера ло-
кальная доставка CNTF предотвращала индуци-
рованное олигомером амилоид-β (Aβ) синаптиче-
ское повреждение и связанные с ним когнитивные 
нарушения [23]. Рекомбинантные клетки, секрети-
рующие CNTF, инкапсулированные в полимеры, 
использовались для длительного введения CNTF 
в мозг. Имплантация таких биореакторов в мозг 
мышей, которым вводили олигомер Aβ, приво-
дила к непрерывной секреции рекомбинантного 
CNTF. Введение CNTF вызывало полное восста-
новление когнитивных функций, связанных со 
стабилизацией синаптического белка в мышиной 
модели Tg2576-AD. CNTF in vitro и  in vivo акти-
вировал Янус-киназу/преобразователь сигналов 
и активатор опосредованной транскрипции пути 
выживания, что предотвращало синаптическую 
и  нервную дегенерацию. В  другом эксперимен-
тальном исследовании на трансгенной модели бо-
лезни Альцгеймера у мышей 3xTg-AD с выражен-
ным дефицитом нейрогенеза и нейропластичности 
и когнитивными нарушениями еще до образова-
ния нейрофибриллярных клубков или Aβ-бля-
шек было показано, что периферическое введение 
пептида 6.11-mer, который формирует активную 
область CNTF (аминокислотные остатки 146–156), 
восстанавливал когнитивные способности за счет 
усиления нейрогенеза и пластичности нейронов 
[24]. Введение этого пептида усиливало нейроге-
нез в зубчатой извилине, повышало пластичность 
нейронов в гиппокампе и коре головного мозга, 
не оказывая при этом никакого влияния на пато-
логические изменения экспрессии Aβ и белка тау 
у 9-месячных мышей.

CNTF, СТРЕСС И ДЕПРЕССИВНЫЕ 
РАССТРОЙСТВА

Цилиарный нейротрофический фактор (CNTF) 
вырабатывается астроцитами, которые участвуют 
в регуляции реакций на стресс. Участие CNTF в ре-
гуляции развития нейронов, нейропротекции и его 
влияние на когнитивные процессы предполагают 
его вовлеченность в развитие депрессии и тревоги 
[25]. Экспериментальная модель депрессии у гры-
зунов была использована для изучения предпола-
гаемой роли CNTF в депрессивноподобном и тре-
вожноподобном поведении. Аффективное поведе-
ние изучалось в течение 10–20 недель у молодых 
мышей с дефицитом CNTF (CNTF–/–). У мышей 
CNTF–/– повышенное тревожноподобное пове-
дение проявлялось в сокращении на 30% времени, 
проведенного в светлом отсеке темно-светлой ка-
меры. Животные также продемонстрировали зна-
чительное усиление реакции на электрошок и вы-
ученную беспомощность, что говорит о том, что 
они были склонны к депрессивному поведению. 
В гиппокампе 20-недельных, но не 10-недельных 
мышей CNTF–/– эти изменения коррелировали 
с  потерей иммунореактивных ГАМКергических 
парвальбумин-позитивных интернейронов, сни-
жением уровня серотонина, а также экспрессии ре-
цептора 5-HT1A [25]. Модуляция уровней моноа-
минергических нейромедиаторов при хроническом 
применении амитриптилина и циталопрама не ока-
зывала положительного эффекта, что может свиде-
тельствовать о ключевой роли эндогенного CNTF 
в структурном поддержании функций гиппокампа 
и его важном влиянии на аффективное поведение 
в моделях тревоги и депрессии у грызунов.

Другое исследование было направлено на 
оценку того, влияет ли CNTF на депрессивное 
и тревожноподобное поведение взрослых мышей, 
используя тесты принудительного плавания, пред-
почтения сахарозы и приподнятого T-лабиринта 
[26]. Самки мышей дикого типа CNTF+/+ были 
более предрасположены (чем самцы одного помета 
CNTF+/+) к развитию поведения отчаяния: уве-
личивалось временя иммобильности и снижался 
латентный период до неподвижности в тесте при-
нудительного плавания. У мышей CNTF–/– де-
фицит CNTF оказывал противоположный эффект 
на депрессивноподобное поведение. У самок этих 
мышей было снижено время неподвижности и по-
вышено предпочтение сахарозы по сравнению 
с самцами, у которых время иммобильности было 
увеличено. Самки дикого типа экспрессировали 
больше CNTF в миндалине, чем самцы. Овариэк-
томия увеличивала экспрессию CNTF и время не-
подвижности. У мышей CNTF–/– этот показатель 
был значительно снижен, что позволяет предполо-
жить, что CNTF ассоциирован с временем непо-
движности, вызванным овариэктомией, возможно, 
оказывая эффект на уровне миндалины. Лечение 
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прогестероном снижало экспрессию CNTF в мин-
далине и время неподвижности у самок CNTF+/+, 
но не у мышей CNTF–/–. Кастрация не изменила 
ни экспрессию CNTF у самцов, ни их поведение. 
Не было обнаружено влияния CNTF на поведение 
в приподнятом T-лабиринте и поведенческом тесте 
на тревожность. Это позволяет предположить, что 
в основе тревожноподобного поведения лежит дру-
гой механизм [26]. В целом это исследование рас-
крывает новый, опосредованный CNTF, механизм 
вызванного стрессом депрессивноподобного пове-
дения и указывает на возможности лечения депрес-
сии с учетом пола, например, с использованием 
препаратов, стимулирующих CNTF, у мужчин.

Обнаружено, что у самок (но не самцов) мы-
шей CNTF в медиальной миндалине способствует 
поведению отчаяния или пассивному совладанию 
в тесте вынужденного плавания. Нейтрализующее 
CNTF антитело, введенное в  миндалину самок 
дикого типа, снижало активацию STAT3(Y705) 
[2]. Это антитело снижало неподвижность в тесте 
плавания у самок и только после инъекции в ме-
диальную область, но не центральную или базола-
теральную миндалину. У самцов эти эффекты не 
наблюдались. Эти данные раскрывают уникаль-
ную роль CNTF в медиальной миндалине самок 
в  развитии поведения отчаяния или пассивного 
совладающего поведения. Хронический непред-
сказуемый стресс усиливал неподвижность в тесте 
вынужденного плавания и снижал предпочтение 
сахарозы у мышей дикого типа CNTF +/+, но не 
у нокаутных самок мышей CNTF–/–. Короткий 
острый иммобилизационный стресс после хрони-
ческого повышал уровень кортикостерона в плазме 
крови только у самок CNTF+/+. У самцов обоих 
генотипов эффекты хронического стресса присут-
ствовали. Кроме того, хронический стресс увели-
чивал экспрессию CNTF в медиальной миндалине 
самок, но не самцов мышей [2].

Фармакологическое ингибирование киназы 
фокальной адгезии (FAK) усиливает экспрессию 
CNTF [1]. Индуцируемый нокаут FAK в астроци-
тах или системное введение ингибитора FAK уве-
личивали пассивное совладающее поведение, т.е. 
неподвижность в  стресс-тесте на вынужденное 
плавание у самок, но не самцов мышей. Хрони-
ческий непредсказуемый стресс не привел к даль-
нейшему усилению пассивного совладания у са-
мок мышей с нокаутом FAK в астроцитах, тогда 
как у самок мышей дикого типа и самцов мышей 
обоих генотипов оно усугубилось. Эти данные 
свидетельствуют о том, что FAK астроцитов не-
обходима для пассивного преодоления хрониче-
ского стресса у самок. Хронический стресс снижал 
уровень фосфорилированной FAK и повышал со-
держание CNTF в медиальной миндалине самок. 
Введение прогестерона после овариэктомии акти-
вировало FAK миндалевидного тела и облегчало 

пассивное совладание, вызванное овариэктомией, 
у  самок дикого типа, но не у  самок с  нокаутом 
астроцитарного FAK. Это позволяет предполо-
жить, что опосредованная прогестероном актива-
ция FAK в астроцитах снижает реакцию самок на 
стресс [1]. Нокаут астроцитарного FAK или вве-
дение ингибиторов FAK увеличивало экспрессию 
CNTF в медиальной миндалине у мышей обоего 
пола. Поскольку CNTF в этой области мозга вов-
лечен в стрессовые реакции только у самок, это 
объясняет специфическую для самок роль инги-
бирования астроцитарной FAK. Это исследование 
раскрывает новый, специфичный для самок про-
гестерон-астроцитарный путь FAK, который про-
тиводействует опосредованным CNTF реакциям 
на стресс и указывает на возможности разработки 
новых методов лечения связанных со стрессом рас-
стройств у женщин [1].

Вызванная стрессом активность коры поддер-
живается повышенной возбудимостью норадре-
нергических нейронов, иннервирующих, в частно-
сти, префронтальную кору. Показано, что нейроны, 
высвобождающие кортикотропин-рилизинг-гор-
мон гипоталамуса, иннервируют эпендимальные 
клетки 3-го желудочка, индуцируя высвобождение 
CNTF для транспортировки через Сильвиеву водо-
проводную систему головного мозга [6]. Связыва-
ние CNTF с его рецептором на норадренергических 
нейронах в голубом пятне затем инициируют по-
следовательное фосфорилирование внеклеточной 
сигнал-регулируемой киназы 1 и тирозингидрокси-
лазы с помощью секретагогина Са2+-сенсора, обе-
спечивающего зависимость активности как в мозге 
грызунов, так и в мозге человека. Как CNTF, так 
и удаление секретагогина блокируют вызванный 
стрессом синтез кортикального норадреналина, 
приводящий к возбуждению нейронов и стерео-
типному поведению. Таким образом, выявлен муль-
тимодальный путь, скорость которого ограничена 
объемом передачи CNTF и который способен осу-
ществлять прямое преобразование активации гипо-
таламуса в длительную возбудимость коры голов-
ного мозга после острого стресса [6].

Дефицит когнитивной гибкости, т.е. способ-
ности изменять поведение в ответ на изменения 
в окружающей среде / стресс, отмечено при ряде 
психических расстройств и часто не поддается ле-
чению. Хронический стресс у крыс вызывает из-
бирательный дефицит в реверсивном обучении, 
форме когнитивной гибкости, зависящей от функ-
ции орбитофронтальной коры. В  этой области 
хронический стресс снижает уровни фосфорили-
рованной киназы JAK2 и CNTF, промотора вы-
живания нейронов и активатора передачи сигна-
лов JAK2 [3]. Нейтрализация эндогенного CNTF 
с помощью микроинъекции специфического ан-
титела достаточна для возникновения дефицита 
обратного обучения, аналогично действию стресса. 
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Системное введение рекомбинантного CNTF кры-
сам, подвергнутым стрессу, устраняет дефицит об-
ратного обучения, а блокада Akt предотвращает по-
ложительные эффекты CNTF. Показано, что CNTF 
может оказывать свое благотворное воздействие 
путем ингибирования киназы гликогенсинтазы 
GSK3β, субстрата Akt и  регулятора деградации 
белка [3]. Выявлен также новый механизм действия 
CNTF посредством модуляции передачи сигналов 
p38/Mnk1/eIF4E. Этот каскад контролирует транс-
ляцию отдельных мРНК, включая те, которые ко-
дируют несколько белков, связанных с пластично-
стью. Таким образом, управляемая CNTF передача 
сигналов JAK2 корректирует вызванный стрессом 
дефицит обратного обучения путем модуляции ста-
ционарных уровней белков орбитофронтальной 
коры, связанных с пластичностью.

Mizushige et al. (2019) показали, что низкомолеку-
лярная фракция гидролизата коллагена, расщеплен-
ного имбирем, проявляет анксиолитическую актив-
ность и, возможно, влияет на функции мозга [31]. 
Пероральный прием гидролизата коллагена, разру-
шенного имбирем, значительно снижал депрессив-
ное поведение в тесте принудительного плавания, 
что подтверждает антидепрессивную активность 
имбиря у мышей. Эта антидепрессивная активность 
исчезала в результате предварительной обработки 
антагонистом дофаминовых рецепторов, но не ан-
тагонистом серотониновых рецепторов. Имбирь 
значительно увеличивал экспрессию генов глиаль-
ного нейротрофического фактора (GDNF) и CNTF 
в гиппокампе, при этом не было обнаружено из-
менений в экспрессии генов BDNF, фактора роста 
нервов и нейротрофина-3. Имбирь также проявлял 
антидепрессивную активность в  модели стресса 
у мышей, которым вводили кортикостерон, и уве-
личивал экспрессию GDNF и CNTF при стрессе.

Как нейротрофический фактор головного мозга 
(BDNF), так и CNTF могут действовать сообща, 
модулируя развитие и  функционирование си-
напсов. Однако ни нулевая мутация CNTF, ни по-
лиморфизм BDNF C270T не были биомаркерами 
депрессии при исследовании, проведенном на по-
жилых жителях географического региона Вены [32]. 
Дружкова и соавт. [33] изучали реакции гипотала-
мо-гипофизарно-надпочечниковой системы, им-
мунной системы и метаболических путей при адап-
тации к  стрессу и  их изменения при депрессии. 
Участникам исследования было предложено выпол-
нить когнитивное задание с ограничением времени 
до и через 60 мин после выполнения задания; из-
меряли содержание кортизола, АКТГ, IL-6, IL-1β, 
TNF-α, BDNF, CNTF, глюкозы, холестерина, триг-
лицеридов. В группе с тяжелой депрессией была 
выявлена повышенная активность гипоталамо-ги-
пофизарно-надпочечниковой системы, а также вы-
сокие базовые уровни IL-6 и CNTF. Таким образом, 
данные, полученные как в экспериментальных, так 

и в клинических исследованиях, предполагают роль 
CNTF в развитии стресса и депрессии, однако не-
обходимы дополнительные исследования, чтобы 
раскрыть конкретные задействованные механизмы.

CNTF КАК ПОТЕНЦИАЛЬНОЕ 
СРЕДСТВО ДЛЯ ТЕРАПИИ 

МЕТАБОЛИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЙ

Установлено, что канонические нейротрофиче-
ские факторы, такие как BDNF и CNTF, играют 
важную роль в центральной регуляции энергетиче-
ского гомеостаза. CNTF регулирует баланс энерге-
тического обмена и участвует в подавлении воспа-
ления, что важно как для всего организма в целом, 
так и для нервной системы. CNTF проявляет разно-
направленную физиологическую активность, регу-
лируя транскрипцию различных генов посредством 
модуляции различных сигнальных путей (вклю-
чая JAK/STAT, MAPK и PI3K/AKT) [1]. Недавно 
была признана потенциальная роль CNTF в борьбе 
с ожирением [34]. Наряду с лептином, на уровне 
среднего аркуатного ядра гипоталамуса CNTF уча-
ствует в регуляции пищевого поведения (анорексии) 
[9, 35], что также подтверждается исследованиями 
ассоциации полиморфизма гена CNTFR и массы 
тела человека [36]. Действуя как центрально, так 
и на периферии, CNTF имитирует биологические 
эффекты лептина, преодолевая резистентность 
к лептину, при этом эффект сохраняется даже по-
сле прекращения терапии при центральном введе-
нии CNTF. По-видимому, CNTF уменьшает вос-
палительные сигнальные каскады, связанные с на-
коплением липидов в печени и скелетных мышцах 
[37]. CNTF доказал свою эффективность в преодо-
лении инсулинорезистентности на моделях ожире-
ния и резистентности к лептину [38]. В целом CNTF 
показал многообещающие результаты в качестве по-
тенциальной терапии против ожирения.

CNTF В КРОВИ И СЛЕЗАХ КАК 
ПОТЕНЦИАЛЬНЫЙ БИОМАРКЕР 

БОЛЕЗНЕЙ МОЗГА

Простота сбора и  оценки слезной жидкости 
(СЖ) потенциально может стать удобным неинва-
зивным диагностическим инструментом, который 
легко вписывается в персонализированный подход 
к медицине, основанный на оценке рисков. Хотя на 
сегодняшний день большинство биомаркеров слезы 
еще не готовы к рутинному использованию из-за 
проблем с их клинической валидацией, учитывая 
огромное клиническое преимущество СЖ и появ-
ляющиеся передовые технологические подходы, 
разработанные для протеомного, липидомного 
и метаболомного анализа слез, исследования СЖ, 
несомненно, станут рутинным тестом для мони-
торинга здоровья в будущем [39]. Ряд ассоциаций 
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между уровнями различных веществ в СЖ и голов-
ном мозге делает СЖ бесценным источником био-
маркеров заболеваний головного мозга, полезных 
для ранней диагностики и персонализированного 
лечения. СЖ является перспективным биологиче-
ским материалом, жизненно важным источником 
для прогнозирующих, диагностических, прогно-
стических и механистических биомаркеров.

Выявлено снижение концентрации CNTF в СЖ 
пациентов с первичной открытоугольной глауко-
мой. Показана статистически значимая взаимосвязь 
между уровнем CNTF и стадиями глаукомы [40]. Эта 
группа также оценивала уровень CNTF в сыворотке 
крови и СЖ у людей с фокальной эпилепсией с по-
мощью ИФА-анализа, усовершенствованного ав-
торами [41]. По сравнению с контрольной группой 
уровень CNTF был повышен как в сыворотке крови, 
так и в СЖ, хотя не было обнаружено существен-
ной корреляции между уровнем CNTF в сыворотке 
и СЖ ни в одной из групп. Не было обнаружено 
влияния сопутствующей депрессии или каких-либо 
демографических или клинических изученных па-
раметров на уровни CNTF. Высокие уровни CNTF 
в СЖ можно рассматривать как перспективный не-
инвазивный биомаркер фокальной эпилепсии.

Данные немногочисленных исследований уров-
ней CNTF в инвазивном (кровь) и неинвазивном 
(слезы) биоматериале человека предполагают его 
потенциальное использование в качестве биомар-
кера заболеваний головного мозга, хотя для под-
тверждения этого необходимо провести дополни-
тельные исследования.
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Ciliary Neurotrophic Factor as a Potential Biomarker of Cerebral Pathologies
A. A. Gudkova1

1Moscow Research and Clinical Center for Neuropsychiatry, Moscow Healthcare Department, Moscow, Russia

Ciliary neurotrophic factor (CNTF) is a pluripotent neurotrophic factor with high neuroprotective 
potential, a  neurocytokine that has demonstrated potential in the therapy of neurodegenerative, 
psychiatric and metabolic diseases. Preclinical data support the general concept of its potential 
neuroprotective and trophic e¾ects, and recent clinical data support the potential role of CNTF in the 
treatment of neurodegeneration and obesity. A number of data indicate the involvement of CNTF in 
stress reactivity and the pathogenesis of a¾ective disorders. Data from studies of CNTF levels in invasive 
(blood) and non-invasive (tears) human biomaterials suggest the possibility of its use as a biomarker for 
certain brain diseases, although more research is needed to confirm this.

Keywords: ciliary neurotrophic factor, CNTF, brain diseases, neuroprotection, cognitive impairment, metabolic 
diseases, stress, depression, blood, tear fluid, biomarker
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Изучена возможность переноса экзосом нейральных (НСК) и мезенхимальных (МСК) стволо-
вых клеток (СК) мыши, меченных флуоресцентным красителем РКН26, в кору и гиппокамп го-
ловного мозга при их интраназальном введении мышам, и накопления и локализации экзосом 
в культивируемых клетках мозга разных типов, а также влияние экзосом НСК и МСК на параме-
тры клеточного цикла и уровень апоптоза культивируемых НСК после облучения в дозе 4 Гр. По-
казано накопление экзосом полученных из культуральной среды НСК и МСК из жировой ткани 
мышей линии C57BL/6, и в гиппокампе, и в коре головного мозга после их интраназального 
введения сингенным мышам. Экзосомы обнаруживали преимущественно в перинуклеарной 
области клеток мозга. При культивировании НСК и дифференцированных из НСК нейронов 
и астроцитов мыши экзосомы также обнаруживали в перинуклеарной области клеток, а в астро-
цитах также и в цитоплазме. В астроцитах экзосомы накапливались наиболее эффективно. При 
исследовании влияния экзосом СК на клеточный цикл и уровень апоптоза облученных в дозе 
4 Гр НСК показано, что через 24 ч культивирования облученных НСК в присутствии экзосом 
как НСК, так и МСК восстановления параметров клеточного цикла не происходит, но снижается 
доля НСК в состоянии апоптоза.

Ключевые слова: экзосомы, нейральные стволовые клетки, мезенхимальные стволовые клетки, головной 
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ВВЕДЕНИЕ

В основе патогенеза нейродегенеративных за-
болеваний, таких как болезнь Альцгеймера, рас-
сеянный склероз, послеоперационное когнитив-
ное снижение, нарушение когнитивных функций 
в отдаленный период после облучения головного 
мозга при лучевой терапии опухолей мозга и опу-
холей в области головы и шеи, при травмах мозга, 
инсультах и инфекционных поражениях мозга, ле-
жит нейровоспаление. Развитие нейровоспаления 
при этих состояниях обусловлено длительной ак-
тивацией клеток микроглии, которая сопровожда-
ется секрецией активных метаболитов кислорода 
и  азота и  провоспалительных цитокинов [1, 2]. 
Последние активируют астроциты, которые также 
начинают секретировать провоспалительные цито-
кины, усиливая развитие нейровоспаления и по-
вреждение нейронов, что и приводит к нарушению 
когнитивных функций.

В  публикациях последних двух десятилетий 
убедительно показано, что нейральные стволовые 

(НСК) и нейральные прогениторные клетки [3–7], 
а также мезенхимальные стромальные стволовые 
клетки (МСК) [8–10] обладают высокой способно-
стью стимулировать процессы регенерации многих 
тканей, в том числе головного мозга, при разных 
типах повреждения не столько благодаря их спо-
собности к самообновлению и дифференцировке, 
сколько благодаря способности секретировать ши-
рокий спектр регуляторных молекул и факторов 
роста, в том числе в составе экзосом [11–15].

Экзосомы представляют собой экстраклеточные 
везикулы, которые отличаются от микровезикул 
и апоптотических телец способом образования, мо-
лекулярным составом и размером, который может 
варьировать от 30–40 до 150–200 нм. Помимо бел-
ков экзосомы содержат разные типы РНК, среди 
которых 60–80% составляет рРНК, 1–4% – тРНК, 
3–30%  – микроРНК и  другие типы малых РНК 
и мРНК. Маркерами экзосом, используемыми для 
их идентификации, являются поверхностные мо-
лекулы CD9, CD63, CD81 и белок TSG101 (tumour 
susceptibility gene 101). Экзосомы стволовых клеток 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
РАБОТЫ
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выделяют из культуральной среды, кондициониро-
ванной этими клетками (КС) [11, 16].

Экзосомы, секретируемые НСК, обладают вы-
сокой эффективностью в  лечении отдаленных 
пострадиационных повреждений мозга [17, 18]. На-
копление и распределение экзосом, полученных из 
КС культивируемых клеток НСК человека, в мозге 
при разных способах введения – интракраниаль-
ном в область гиппокампа, внутривенном в орби-
тальный синус и интраназальном введении – было 
одинаковым, одинаковой была и эффективность 
трансплантированных НСК и экзосом НСК чело-
века линии Н9 в сохранении структуры нейронов 
и снижении уровня нейровоспаления у облучен-
ных животных [18]. Однако локализация экзосом 
гомологичных НСК в мозге изучена не была.

МСК, так же как и НСК, способны оказывать 
защитное действие при радиационно-индуциро-
ванном повреждении головного мозга, уменьшая 
окислительный стресс, воспаление и снижая ин-
фильтрацию гиппокампа клетками микроглии [19, 
20].

Близкое защитное действие экзосом НСК 
и МСК мыши в отношении облученных НСК по-
казано нами ранее в экспериментах in vitro [21]. 
Также показано, что длительное интраназальное 
введение экзосом НСК мыши предотвращало раз-
витие отдаленных пострадиационных нарушений 
поведения и обеспечивало сохранение когнитив-
ных функций у мышей после гамма-облучения го-
ловы [22]. Однако механизмы такого действия эк-
зосом СК остаются недостаточно изученными.

В защитной активности экзосом НСК и МСК 
при повреждении мозга важную роль, по-види-
мому, играет их способность эффективно преодо-
левать гематоэнцефалический барьер и доставлять 
в мозг и клетки мозга – НСК, нейроны, астроциты 
и  клетки микроглии  – биологически активные 
вещества для регуляции их активности. В  связи 
с этим целью настоящей работы явилось исследо-
вание переноса флуоресцентно меченных экзосом 
НСК и МСК мыши в кору и гиппокамп головного 
мозга при их интраназальном введении мышам, 
накопления и локализации экзосом в культивиру-
емых клетках мозга разных типов и влияния экзо-
сом НСК и МСК на параметры клеточного цикла 
и уровень апоптоза культивируемых НСК мыши 
после облучения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование и  фенотипирование НСК 
и МСК мыши для получения КС. НСК выделяли 
в стерильных условиях из головного мозга неона-
тальных мышей линии C57BL/6, как описано ранее 
[23]. Все эксперименты с животными были про-
ведены с соблюдением требований, изложенных 

в  директиве по охране животных, используе-
мых в научных целях (2010/63/ EU от 22.09.2010), 
а также в соответствии с требованиями этического 
комитета НИЦ “Курчатовский институт” по во-
просам биомедицинских исследований (протокол 
от 25.01.2023 № 02–2 пр). Животных умерщвляли 
путем цервикальной дислокации. Головной мозг 
измельчали после удаления обонятельных долей, 
обрабатывали активированным папаином; вы-
деленные клетки отмывали средой DMEM/F12, 
ресуспендировали, считали, переносили в куль-
туральные планшеты или бактериальные чашки 
Петри в культуральной среде состава: DMEM/F12, 
содержащей NaHCO3, – 2.4 мг/мл, глюкозу – 0.6%; 
Hepes – 0.5 мМ, прогестерон – 60 нг/мл, путрес-
цин – 9.6 мкг/мл, инсулин – 4.2 мкг/мл, трансфер-
рин – 3.8 мкг/мл, селенит натрия – 1 мкг/мл, гепа-
рин – 1.8 мкг/мл (все компоненты Sigma-Aldrich), 
EGF (PeproTech) – 20 нг/мл, bFGF (PeproTech) – 
10 нг/мл, В27 (Life Technologies) – 2% и культиви-
ровали в СО2-инкубаторе при 37°С в увлажненной 
атмосфере, содержащей 5% СО2. Через 5–7 сут 
культивирования сформировавшиеся нейросферы 
размером 150–200 мкм ресуспендировали в раст-
воре аккутазы (Thermo Fisher Scientific, США) для 
диссоциации, клетки подсчитывали и рассевали 
в культуральной среде при плотности 10–20 кле-
ток/мкл. После восьмого пассажа клетки культи-
вировали в среде состава Neurobasal A + Advanced 
DMEM/F12 (1:1), содержащей 2% бессывороточ-
ной добавки B27, 20 нг/мл фактора EGF, 10 нг/мл 
фактора bFGF и 2 нг/мл гепарина. Клетки куль-
тивировали в  суспензии в  виде нейросфер на 
низко адгезивном пластике и в виде монослойной 
культуры на подложке, сформированной с помо-
щью Geltrex (Corning, США). Для фенотипирова-
ния НСК нейросферы диссоциировали и клетки 
дважды промывали фосфатно-солевым буфером 
Дюльбеко. Анализ антигенов проводили с исполь-
зованием антител к О4 – конъюгат с аллофикоци-
анином (Miltenyi Biotec); антител к NG2 – конъю-
гат с Alexa Fluor 488 (Merk Milliporе); антител к не-
стину – конъюгат с Alexa Fluor 488 (Merk Milliporе); 
антител к β-тубулину III (клон TUJ1) – конъюгат 
с Alexa Fluor 488 (BioLegend); антител к GFAP – 
конъюгат с аллофикоцианином (Miltenyi Biotec). 
Фиксировали НСК мыши 2%-ным параформаль-
дегидом при комнатной температуре в  течение 
30  мин. Для анализа поверхностных антигенов 
фиксированные НСК отмывали фосфатно-соле-
вым буфером (ФСБ) с 0.2% бычьего сывороточного 
альбумина (БСА), супернатант удаляли, ресуспен-
дировали клетки в 100 мкл того же буфера и добав-
ляли антитела. После окончания инкубации клетки 
трижды отмывали ФСБ, содержащим 0.2% БСА, 
суспендировали в том же буфере и анализировали 
флуоресценцию клеток на проточном цитофлуо-
риметре. Для окрашивания клеток антителами 
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к внутриклеточным антигенам клетки после фик-
сации пермеабилизировали 0.3%-ным раствором 
тритона Х-100 в ФСБ, содержащем 2% БСА, в те-
чение 30 мин при комнатной температуре. Затем 
добавляли антитела и инкубировали 1 ч при ком-
натной температуре без доступа света. После окон-
чания инкубации клетки трижды отмывали ФСБ, 
содержащим 0,1% тритона и 2% БСА, осадок кле-
ток ресуспендировали в ФСБ, содержащим 0,2% 
БСА, и анализировали флуоресценцию клеток на 
проточном цитофлуориметре BD FACSCalibur, 
оснащенном аргоновым лазером с длиной волны 
488 нм (Ресурсный центр клеточной и молекуляр-
ной биологии НИЦ “Курчатовский институт”). 
В каждом образце анализировали 104 клеток.

Для получения КС НСК на 16–20 пассажах вы-
севали по 5 × 105 в чашки Петри диаметром 6 см2

и культивировали в виде нейросфер, КС для выде-
ления экзосом собирали через 48 ч культивирова-
ния и центрифугировали 10 мин при 300×g при 4°C 
для удаления клеток на центрифуге Elmi Sky Line 
CM-6M (ELMI Ltd., Латвия).

МСК выделяли из жировой ткани мышей линии 
C57BL/6 в возрасте 2-х месяцев, как описано ранее 
[24]. Фрагменты жировой ткани измельчали нож-
ницами, затем гомогенизировали в среде DMEM/
F12 (Gibco, США) без сыворотки. К  суспензии 
фрагментов жировой ткани в среде добавляли рас-
твор коллагеназы (Sigma, США) в конечной кон-
центрации 0.08% и инкубировали суспензию при 
перемешивании 1 ч при 37°С. Собирали клетки 
с  помощью центрифугирования (1200 об/мин, 
10 мин). Осадок клеток ресуспендировали в среде 
DMEM/F12 с 10% фетальной бычьей сыворотки 
(ФБС) (HyClone, США) для нейтрализации колла-
геназы, собирали клетки с помощью центрифуги-
рования (1200 об/мин, 10 мин), ресуспендировали 
в среде DMEM/F12 с 10% ФБС и 50 мкг/мл ген-
тамицина (Gibco, США) и переносили в культу-
ральный флакон площадью 75 см2 (Corning, США). 
После прикрепления (через 24 ч) клетки промы-
вали ФСБ (Sigma, США), вносили культуральную 
среду и  культивировали до достижения субкон-
флуентного состояния при 37°С, 5% СО2 в увлаж-
ненной атмосфере. По достижении 80–85% кон-
флюентности клетки рассевали, используя раствор 
трипсин-ЭДТА (Gibco, США), содержащий 0,05% 
трипсина и 0,02% ЭДТА. Полученные МСК харак-
теризовали по экспрессии специфических анти-
генов. Для этого МСК ресуспендировали в ФСБ, 
содержащем 0,1% БСА, инкубировали 30 мин при 
комнатной температуре с антителами, конъюги-
рованными с AlexaFluor 488 или фикоэритрином 
(Biolegend, США), к антигенам мыши Sca-1, CD9, 
CD45 и CD11b. В качестве изотипического кон-
троля использовали соответствующие IgG, конъ-
югированные с AlexaFluor 488 или фикоэритрином 
(Biolegend, США). Клетки фиксировали в растворе 

2%-ного параформальдегида 20 мин при комнат-
ной температуре и анализировали на проточном 
цитофлуориметре BD FACSCalibur, оснащенном 
аргоновым лазером с длиной волны 488 нм (Ре-
сурсный центр клеточной и молекулярной биоло-
гии НИЦ “Курчатовский институт”). В каждом об-
разце анализировали 104 клеток.

Для получения КС МСК из жировой ткани 
мыши культивировали в  состоянии, близком 
к монослою, в среде αMEM в течение 48 ч с до-
бавлением 5% ФБС, предварительно очищенной 
от экзосом путем ультрацентрифугирования при 
110000×g в течение 2 ч при 4°C. КС собирали и цен-
трифугировали 10 мин при 300×g при 4°C для уда-
ления клеток на центрифуге Elmi Sky Line CM-6M 
(ELMI Ltd., Латвия).

Выделение экзосом из КС НСК и  МСК мыши. 
Собранную КС центрифугировали 20 мин при 
2000×g при 4°C для удаления крупных фрагментов 
клеток и апоптотических телец. Полученную надо-
садочную жидкость фильтровали через шприцевой 
фильтр с размером пор 0,22 мкм и центрифугиро-
вали при 10000×g в течение 30 мин на центрифуге 
Avanti J-E (Beckman Coulterе, США, ротор JA-25) 
при 4°C. Надосадочную жидкость собирали и хра-
нили до выделения экзосом при –80°С, затем раз-
мораживали и выделяли экзосомы с помощью двой-
ного ультрацентрифугирования на высокоскорост-
ной центрифуге Optima MAX–XP (Beckman Coulter, 
США, ротор MLA-55) при 110000×g в течение 2 ч 
при 4°C. Полученный осадок ресуспендировали 
в 1 мл ФСБ. Полученную после ультрацентрифуги-
рования фракцию экзосом концентрировали с по-
мощью ультрафильтрации с использованием кон-
центраторов Amicon Ultracel YM-30 (30k MWCO, 
объем 0.5 мл; Merck Millipore, США) и Spin-X UF 
500 (100k MWCO, объем 0.5 мл; Corning, Великобри-
тания). Аликвоты по 100 мкл хранили при –80°C для 
дальнейших исследований. Концентрацию белка 
в  образцах определяли спектрофотометрически 
с использованием набора BCA (Bicinchoninic acid 
protein assay kit, Sigma-Aldrich, США).

Характеристика морфологии и  размера экзо-
сом с помощью электронной микроскопии. Для ис-
следования морфологии экзосом, полученных 
из КС НСК и МСК, применяли метод криоген-
ной просвечивающей электронной микроскопии 
(крио-ПЭМ), как описано ранее [21]. Образцы 
анализировали с помощью крио-ПЭМ Titan Krios 
60–300 (Thermo Fisher Scientific, США), оснащен-
ного высокочувствительным детектором элек-
тронов Falcon II (Thermo Fisher Scientific, США) 
и корректором сферической аберрации Cs изобра-
жения (Image corrector, CEOS, Германия) в ресурс-
ном центре зондовой и электронной микроскопии 
КК НБИКС-ПТ НИЦ “Курчатовский институт”. 
Экспериментальные данные получены при уско-
ряющем напряжении 300 кВ с  использованием 
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программного обеспечения EPU (Thermo Fisher 
Scientific, США) в режиме малых доз при увеличе-
ниях 3800х, 18000х и 37000х и дефокусировке в диа-
пазоне [–2.0; –18.0] мкм. Авторы приносят благо-
дарность сотрудникам ресурсного центра зондовой 
и  электронной микроскопии Е. В. Ястремскому 
и Р. А. Камышинскому за проведение исследова-
ний с использованием крио-ПЭМ.

Определение размера экзосом с помощью метода 
динамического светорассеяния. Средний размер эк-
зосом определяли методом динамического свето-
рассеяния на анализаторе размера частиц и дзе-
та-потенциала Malvern Zetasizer Nano ZSP (Malvern 
Panalytical, Великобритания). Для каждого образца 
проводили не менее трех повторных измерений, 
данные усредняли.

Характеристика экзосом по экспрессии специфи-
ческих маркеров с помощью проточной цитометрии.
Для анализа специфических маркеров экзосом 
с помощью проточной цитометрии экзосомы ин-
кубировали с альдегид-сульфатными латексными 
частицами диаметром 4 мкм (Invitrogen, США) 
в соотношении 1:9. К 5 мкл суспензии латексных 
частиц добавляли 45 мкл суспензии экзосом в ФСБ 
и инкубировали в течение 15 мин при комнатной 
температуре, после чего добавляли 1 мл ФСБ и ин-
кубировали еще 2 ч при комнатной температуре 
при перемешивании на шейкере. Далее латексные 
частицы с адсорбированными на них экзосомами 
осаждали центрифугированием (3000×g, 5 мин), 
осадок ресуспендировали в 100 мкл 100 ммоль/л 
раствора глицина и инкубировали в течение 30 мин 
для нейтрализации свободных альдегидных групп 
на частицах. Для контроля неспецифического свя-
зывания все те же экспериментальные процедуры 
повторяли с ФБС, предварительно очищенной от 
экзосом путем ультрацентрифугирования. Далее 
частицы отмывали ФСБ от глицина и инкубиро-
вали с моноклональными антителами к маркерам 
экзосом CD9, конъюгированными с фикоэритри-
ном (CD9-PE, BioLegend, США) и  CD63, конъ-
югированными с аллофикоцианином (CD63-APC, 
BioLegend, США), в ФСБ, содержащем 1% бычьего 
сывороточного альбумина. При окрашивании эк-
зосом неконъюгированными моноклональными 
антителами к TSG101 (TSG101–4A10, Invitrogen, 
США) использовали вторичные антитела, конъ-
югированные с Alexa Fluor 488 (IgG-Alexa Fluor 488, 
Poly4053, BioLegend, США). Инкубацию прово-
дили в течение ночи при 4°С (CD9, CD63) или в те-
чение 45 мин при комнатной температуре (TSG101) 
на шейкере, после чего образцы дважды отмывали 
ФСБ и анализировали на проточном цитофлуори-
метре BD FACSAria Fusion (BD Biosciences, США) 
(Ресурсный центр клеточной и молекулярной био-
логии НИЦ “Курчатовский институт”).

Окрашивание экзосом красителем РКН26. Окра-
шивание экзосом НСК и МСК флуоресцентным 

красителем PKH26 проводили в соответствии с ин-
струкцией производителя (Sigma-Aldrich, США). 
Осадок экзосом каждого типа ресуспендировали 
в 500 мкл разбавителя С. В отдельном эппендорфе 
500 мкл разбавителя С смешивали с 2 мкл РКН26. 
Суспензию экзосом смешивали с раствором кра-
сителя и инкубировали в течение 5 мин. Реакцию 
останавливали добавлением равного объема 1%-
ного бычьего сывороточного альбумина. Меченые 
экзосомы собирали при ультрацентрифугировании 
при 110000×g в течение 60 мин, промывали ФСБ 
и собирали при ультрацентрифугировании.

Анализ локализации экзосом НСК и МСК в го-
ловном мозге мыши. Работа проведена на 9-ти сам-
цах мышей линии C57Bl/6 в возрасте 2-х месяцев, 
весом 18–21 г (ФГБУН НЦБМТ ФМБА питомник 
“Столбовая”, Россия). Все эксперименты с живот-
ными проводили в соответствии с требованиями 
этического комитета НИЦ “Курчатовский инсти-
тут”. Мыши содержались по 4–5 особей в клет-
ках в  стандартных условиях вивария со сменой 
темной и светлой фаз суток 12/12 ч при свобод-
ном доступе к пище и воде. Животные были раз-
делены на 3 группы. Первой двукратно в течение 
2 дней интраназально вводили в каждую ноздрю 
по 5 мкл ФСБ (группа 1 – “контрольная группа”, 
n = 3), второй – суспензию флуоресцентно мечен-
ных красителем РКН26 экзосом НСК (группа 2), 
а третьей – экзосом МСК (группа 3) в ФСБ. Экс-
периментальные группы 2 и 3 получали по 5 мкл 
суспензии окрашенных PKH26 экзосом НСК или 
МСК в каждую ноздрю, по 5 мкг по белку на мышь 
(n = 3). Через 24 ч после последнего введения мы-
шей анестезировали с использованием смеси зо-
летил (Virbac Sante Animale, Франция) и  роме-
тар (Bioveta, Чешская Республика). Объем вну-
тримышечной инъекции составлял 0.1 мл на 10 г 
веса животного. Через 10 мин мышей подвергали 
транскардиальной перфузии, которую проводили 
с  помощью перистальтического насоса Ecoline 
ISM1090 (Ismatec, Швейцария) сначала холодным 
ФСБ (pH 7.4; Sigma-Aldrich, США) при комнатной 
температуре, затем 4%-ным раствором парафор-
мальдегида (Sigma-Aldrich, США) в ФСБ, и извле-
кали мозг. Для иммуногистохимического анализа 
головной мозг животных фиксировали 4%-ным 
раствором параформальдегида в  ФСБ при 4°C 
в течение 24 ч. На вибратоме Leica VT1200S (Leica, 
Германия) готовили парасагиттальные срезы тол-
щиной 50 мкм. Плавающие срезы мозга контроль-
ных мышей и мышей, которым интраназально вво-
дили экзосомы НСК и МСК, окрашенные PKH26, 
помещали в 12-луночные планшеты с ФСБ и ин-
кубировали в растворе с 300 нмоль/л DAPI в тече-
ние 20 мин в темноте при комнатной температуре. 
Отмывали ФСБ 3 раза по 15 мин. Срезы мозга за-
ключали под покровные стекла с использованием 
маунтинга Fluoromount (Sigma-Aldrich, США). 
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Флуоресцентные срезы оцифровывали с помощью 
конфокального микроскопа FluoView 10i (Olympus, 
Япония). Для обработки и  анализа полученных 
изображений срезов мозга использовали про-
граммный пакет Imaris 7.4.2 (Bitplane, Швейцария).

Индукция дифференцировки НСК в  нейроны 
и астроциты и культивирование с флуоресцентно 
меченными экзосомами НСК и МСК. Дифферен-
цировку НСК проводили на стеклах, предвари-
тельно покрытых раствором Geltrex. НСК выса-
живали в плотности 20 тыс. клеток/см2 (40 тыс. 
клеток/лунку) в стандартной среде (0.5 мл/лунку). 
Через 2 сут для индукции дифференцировки куль-
туральную среду заменяли средой Neurobasal A, 
содержащей 2% B27 и  5 нг/мл bFGF. Еще через 
2 сут удаляли bFGF. Каждые 2 сут половину объ-
ема культуральной среды заменяли свежей средой 
того же состава. Через 6 сут дифференцировки 
(8 сут после посева на стекла) к дифференциро-
ванным в нейроны и астроциты клеткам и недиф-
ференцированным НСК, которые высаживали 
на стекла за 24 ч до внесения экзосом, добавляли 
флуоресцентно меченные красителем PKH26 экзо-
сомы НСК и МСК (5 мкг/мл). Через 24 ч клетки 
фиксировали 4%-ным парафармальдегидом с 4%-
ной сахарозой в течение 20–30 мин при комнатной 
температуре. После этого фиксированные клетки 
окрашивали антителами к  маркерам дифферен-
цировки нейронов (β-тубулин III) и астроцитов 
(GFAP). Клетки пермеабилизовали 0,3%-ным 
раствором тритона Х-100 в ФСБ, содержащем 0,5% 
бычьего сывороточного альбумина, в течение 1 ч 
при комнатной температуре и инкубировали с не 
конъюгированными антителами к β-тубулину III 
(клон TUJ1, BioLegend, США) и GFAP (поликло-
нальные антитела куриные, Poly28294, BioLegend, 
США) в течение ночи при 4°C. После инкубации 
с антителами стекла с клетками трижды промы-
вали промывочным буфером, добавляли вторич-
ные антитела, конъюгированные с Alexa Fluor 488 
(поликлональные козьи антимышиные антитела 
IgG-Alexa Fluor 488, Poly4053, BioLegend, США) 
для окрашивания нейронов и вторичные антитела, 
конъюгированные с  красителем Cy2 (поликло-
нальные ослиные антитела к куриному IgY (IgG), 
Polyclonal AB 2340370 Jackson ImmunoResearch, 
Великобритания) для окрашивания астроцитов, 
после чего инкубировали в течение 1 ч при ком-
натной температуре. Ядра окрашивали DAPI 
(1 мкг/мл) в течение 15 мин, отмывали и монти-
ровали на предметные стекла с помощью фикси-
рующей жидкости ProLong Diamond (Invitrogen, 
США) и высушивали в течение ночи. Препараты 
исследовали с помощью конфокального лазерного 
сканирующего микроскопа LSM900 (Carl Ceiss, 
Германия). Фотографировали не менее 10 случай-
ных полей зрения с использованием двух объек-
тивов: 20× и 63× с иммерсией (Ресурсный центр 

клеточной и молекулярной биологии НИЦ “Кур-
чатовский институт”) и подсчитывали по фотогра-
фиям общее число клеток по ядрам, число клеток 
с экзосомами и число экзосом на клетку (на НСК, 
нейрон или астроцит), после чего рассчитывали 
долю клеток каждого типа с экзосомами, среднее 
число экзосом на клетку и среднее число экзосом 
на клетку с экзосомами.

Облучение клеток. НСК облучали в суспензии 
в культуральной среде на холоде в пробирках на 
2 мл на установке “ГУТ-200М” (кобальт-60) при 
мощности дозы 0,5 Гр/мин в дозе 4 Гр.

Анализ уровня апоптоза и  распределения кле-
ток по фазам клеточного цикла. Контрольные и об-
лученные НСК на 16–20 пассажах высевали по 
5 × 105 в чашки Петри диаметром 6 см2 и культиви-
ровали в виде прикрепляющейся культуры. Часть 
контрольных и облученных НСК культивировали 
в присутствии экзосом НСК или МСК, которые 
через 30 мин после облучения вносили в конечной 
концентрации 5 мкг/мл. Клетки собирали через 
24 ч после облучения, промывали ФСБ, фиксиро-
вали 70%-ным этанолом при +4°C в течение 1 ч, 
используя 1 мл раствора этанола на 1 × 106 кле-
ток, и  хранили при –20°C в  этом же фиксиру-
ющем растворе до исследования. Фиксированные 
клетки осаждали центрифугированием при 700 g, 
промывали ФСБ, ресуспендировали в концентра-
ции 1 × 106 клеток/мл в растворе для окрашива-
ния ДНК (ФСБ pH 7.4, содержащий 0.1% тритона 
Х-100, 0.1  моль/л ЭДТА, 0.05  мг/мл рибонукле-
азы А, 50 мкг/мл йодистого пропидия) и инкуби-
ровали 1 ч при комнатной температуре. Исходный 
раствор рибонуклеазы А предварительно кипятили 
на водяной бане в  течение 10 мин для удаления 
возможной примеси дезоксирибонуклеаз. Анализ 
распределения клеток по фазам клеточного цикла 
и клеток, находящихся в состоянии апоптоза, про-
водили с помощью проточного цитофлуориметра 
FACSAria при длине волны возбуждения 488 нм 
и эмиссии 585 ± 42 нм (Ресурсный центр клеточ-
ной и молекулярной биологии НИЦ “Курчатов-
ский институт”). Долю апоптотических клеток 
оценивали как долю гиподиплоидных клеток.

Статистическая обработка. Статистическую об-
работку результатов проводили по методу Стью-
дента с использованием компьютерных программ 
OriginPro (OriginLab Corporation) и Microsoft Excel 
(Microsoft Corporation, США). Статистически зна-
чимыми считали результаты при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

НСК и  МСК из жировой ткани мыши, ис-
пользованные для получения КС для выделения 
экзосом, характеризовали по экспрессии набора 
маркерных антигенов, специфичных для этих 
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стволовых клеток. Полученные результаты пред-
ставлены в табл. 1.

Представленные в табл. 1 результаты позволяют 
заключить, что по набору поверхностных маркеров 
использованные для приготовления КС для полу-
чения экзосом культуры клеток полностью соот-
ветствуют характеристикам НСК и МСК соответ-
ственно.

Характеристика препаратов экзосом, получен-
ных из КС НСК и МСК, представлена на рис. 1. 
Приведенные результаты позволяют заключить, 
что препараты экзосом стволовых клеток, полу-
ченные из КС НСК и МСК мыши для проведения 
исследования, полностью соответствовали пара-
метрам, описанным ранее [21]: они имели харак-
терную округлую форму и двойную мембрану по 
данным крио-ПЭМ (рис. 1, а, д), средний размер 
экзосом НСК по данным динамического свето-
рассеяния составил 50.8 ± 0.1 нм, а МСК – 68.1 ± 
± 3,8 нм (рис. 2, б, е). По данным проточной цито-
метрии практически все экзосомы были положи-
тельны по маркерам CD9/CD63 и TSG101 (рис. 1, 
в, г, ж, з). Совокупность представленных данных 
позволяет заключить, что полученные и использо-
ванные в дальнейших экспериментах экстракле-
точные микровезикулы соответствуют всем требо-
ваниям, предъявляемым к экзосомам.

Исследование накопления экзосом НСК и МСК 
в  головном мозге мышей. Для исследования на-
копления и  анализа локализации экзосом НСК 
и МСК мыши в коре и гиппокампе головного мозга 
интактных животных им интраназально ежедневно 
раз в  день в  течение 2 сут вводили препараты 

экзосом, окрашенных флуоресцентным красите-
лем PKH26. Через 24 ч животных подвергали эвта-
назии, извлекали мозг, готовили препараты мозга, 
окрашивали ядра клеток красителем DAPI и про-
водили исследование образцов с помощью флуо-
ресцентной микроскопии. Полученные результаты 
представлены на рис. 2 и рис. 3.

Показано, что при интраназальном введении 
мышам окрашенные красителем PKH26 экзосомы 
НСК мышей проникают в  головной мозг (см. 
рис. 2) и через 24 ч после введения регистрируются 
в коре головного мозга и гиппокампе (рис. 2, б, г) 
и локализуются в перинуклеарной области клеток 
по границе ядер, окрашенных красителем DAPI 
(рис. 2, в, д).

Аналогичные данные по накоплению экзосом 
в мозге были получены при интраназальном вве-
дении мышам экзосом МСК мыши (см. рис. 3).

Как следует из представленных на рис. 3 дан-
ных, МСК мыши, окрашенные PKH26, так же как 
и экзосомы НСК, через 24 ч после интраназаль-
ного введения обнаруживались и в коре и гиппо-
кампе мышей и локализовались в перинуклеарной 
области клеток мозга. Полученные результаты сви-
детельствуют об эффективной доставке экзосом 
НСК и МСК в головной мозг мышей при интрана-
зальном введении этих микровезикул, их проник-
новении в часть клеток гиппокампа и коры и лока-
лизации в клетках мозга в прилегающей к клеточ-
ному ядру области.

Для исследования накопления и  локализа-
ции экзосом НСК и  МСК в  клетках мозга раз-
ных типов было изучено взаимодействие экзосом 

Таблица 1. Характеристика препаратов НСК и МСК мыши, использованных для получения кондициониро-
ванной среды для выделения экзосом

Маркер Доля клеток, экспрессирующих 
соответствующий антиген, %

НСК

Маркер стволовых клеток нестин 86,0 ± 2
Маркер дифференцировки нейронов β-тубулин III 4,0 ± 1,5
Маркер дифференцировки астроцитов GFAP 4,8 ±1,5
Маркер дифференцировки олигодендроцитов O4 4,1 ± 1,5
Маркер дифференцировки предшественников олигодендроцитов NG2 1,3 ± 0,5
Маркер нейральных прогениторных клеток, белок плазматической 
мембраны СК–проминин-1 (CD133)

2,6 ± 0,5

МСК

Маркер стволовых клеток Sca-1 94,9 ± 1,0
Маркер МСК белок семейства тетраспанинов CD9 95,9 ± 1,5
Маркер миелоидных клеток CD45 Отсутствует
Маркер миелоидных клеток CD11b Отсутствует
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Рис. 1. Характеристика экзосом, выделенных из культуральной среды, кондиционированной НСК (а – г) и МСК 
(е – з); а, д – морфология экзосом, данные крио-ПЭМ, масштабный отрезок – 100 нм; б – е – распределение эк-
зосом по размеру по данным динамического светорассеяния; в, ж – экспрессия маркеров CD9/CD63 при двойном 
окрашивании экзосом антителами к указанным маркерам; г, з – экспрессия маркера TSG101 по данным проточной 
цитометрии.
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с  культивируемыми НСК, а  также с  нейронами 
и астроцитами, дифференцированными из культи-
вируемых НСК мыши. В культивируемых НСК эк-
зосомы, выделенные и из КС НСК, и из КС МСК 
и окрашенные красителем РКН26, визуализирова-
лись по периферии ядер НСК, окрашенных краси-
телем DAPI (рис. 4).

Присутствие экзосом НСК и МСК в нейронах 
обнаруживали лишь в небольшом числе клеток, их 
локализация также соответствовала перинуклеар-
ной области тела нейронов (рис. 5). В отростках 
нейронов экзосомы обнаружены не были.

Накопление экзосом НСК и МСК в астроцитах, 
особенно экзосом НСК, обнаруживали в большем 
числе клеток, чем при исследовании их накопле-
ния в нейронах (см. рис. 5). В астроцитах, так же 
как и в других клетках, экзосомы располагались по 
границе ядер, и, кроме того, в цитоплазме клеток 
(см. рис. 5). При этом в астроцитах были хорошо 
видны окрашенные крупные везикулы, по-ви-
димому, эндосомы, содержащие окрашенные 
РКН26 экзосомы, что позволяет предполагать, что 

интернализация экзосом в этих клетках осущест-
вляется по механизму эндоцитоза.

Количественные данные по особенностям на-
копления экзосом НСК и МСК в культивируемых 
клетках мозга мыши представлены в табл. 2.

Показано, что через 24 ч после добавления 
флуоресцентно меченных экзосом НСК в  кон-
центрации 5 мкг/мл к культуре клеток НСК доля 
клеток с экзосомами была достоверно выше по-
сле добавления экзосом МСК (р < 0.05). При этом 
среднее число экзосом на клетку было близким для 
экзосом НСК и экзосом МСК. Среднее число эк-
зосом на НСК с экзосомами составило 3.2 ± 0.3 по-
сле культивирования с экзосомами НСК и 2.3 ± 0.2 
после культивирования с экзосомами МСК. Таким 
образом, в НСК экзосомы МСК накапливались 
большим числом клеток, но среди НСК с экзосо-
мами более высокое число экзосом наблюдали при 
культивировании НСК с экзосомами НСК.

При культивировании экзосом НСК и  МСК 
с нейронами и астроцитами, дифференцирован-
ными из НСК, в той же концентрации через 24 ч 

а

б в

г д

Рис. 2. Микрофотографии препаратов головного мозга мыши через 24 ч после интраназального введения экзосом 
НСК мыши. Меченные красителем PKH26 экзосомы (красный) НСК мыши визуализировали на парасаггиталь-
ных срезах мозга (а) для обнаружения их присутствия в гиппокампе (б, в) и коре (г, д). Z-stacks c увеличением 20× 
(б, г) и 60× (в, д). Ядра окрашены DAPI (голубой).
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культивирования доля нейронов с  экзосомами 
МСК также была более высокой, чем при культи-
вировании с экзосомами НСК. Число экзосом на 
нейрон также было достоверно более высоким при 
добавлении экзосом МСК.

Доля астроцитов с  экзосомами НСК и  МСК 
была одинакова, но накопление экзосом на клетку 
было достоверно более высоким при культивиро-
вании клеток с экзосомами НСК, чем при культи-
вировании с экзосомами МСК.

Анализируя данные табл. 2, необходимо также 
отметить, что исследованные типы клеток мозга 
в равной мере накапливали экзосомы МСК, а эк-
зосомы НСК наиболее активно накапливались 
астроцитами, в то время как нейроны накапливали 
экзосомы НСК наименее активно.

Таким образом, накопление экзосом МСК 
в разных типах клеток мозга происходит с близкой 
эффективностью, в то время как накопление эк-
зосом НСК различалось для разных типов клеток 

а
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Контроль НСК + экзосомы НСК НСК + экзосомы МСК

Рис. 3. Микрофотографии головного мозга мыши через 24 ч после интраназального введения экзосом МСК мыши. 
Меченные красителем PKH26 экзосомы (красный) МСК мыши визуализировали на парасаггитальных срезах мозга 
(а) для обнаружения их присутствия в гиппокампе (б, в) и коре (г, д). Z-stacks c увеличением 20× (б, г) и 60× (в, д).

Рис. 4. Микрофотографии культуры НСК мыши через 24 ч культивирования без (контроль) и в присутствии экзо-
сом НСК и МСК, меченных красителем PKH26, увеличение 63×. Ядра окрашены DAPI (голубой).



ЛОКАЛИЗАЦИЯ ЭКЗОСОМ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК В ГОЛОВНОМ МОЗГЕ 71

НЕЙРОХИМИЯ том 41 № 1 2024

мозга и  наиболее активным было в  астроцитах, 
а минимальным в нейронах.

Экзосомы стволовых клеток могут регулировать 
активность клеток головного мозга и  оказывать 

защитное влияние при действии ряда поврежда-
ющих факторов. Поэтому далее было изучено вли-
яние исследуемых микровезикул на параметры 
клеточного цикла и  уровень апоптоза НСК при 

Контроль

Контроль

Нейроны
Экзосомы НСК

Астроциты
Экзосомы НСК

Экзосомы МСК

Экзосомы МСК

Рис. 5. Микрофотографии культуры нейронов и астроцитов через 24 ч культивирования без (контроль) и в присут-
ствии экзосом НСК и МСК, меченных красителем PKH26. Для микрофотографий нейронов и астроцитов увели-
чение: верхний ряд – 20×, нижний – 63×. Нейроны и астроциты получены при дифференцировке из НСК мыши. 
Зеленое окрашивание на микрофотографиях нейронов соответствует маркеру нейронов белку бета-тубулину III, 
а на микрофотографиях астроцитов – маркеру астроцитов белку GFAP. Ядра окрашены DAPI (голубой).
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действии облучения. Полученные результаты пред-
ставлены на рис. 6.

Показано, что облучение культуры НСК в дозе 
4 Гр через 24 ч сопровождалось накоплением кле-
ток в фазе G0/G1 и снижением их количества в фа-
зах S и G2/М, что свидетельствует о блоке прохож-
дения клеточного цикла в фазе G0/G1 через 24 ч 
после облучения (рис. 6, а, б). Культивирование 
облученных в дозе 4 Гр НСК в присутствии экзо-
сом и НСК, и МСК в течение 24 ч не приводило 
к изменению параметров клеточного цикла облу-
ченных НСК.

При анализе уровня апоптоза НСК, выявляе-
мого по доле гиподиплоидных клеток, было обна-
ружено увеличение количества клеток в состоянии 
апоптоза с 1.4 ± 0.1% до 5.9 ± 0.7% через 24 ч после 
облучения НСК в дозе 4 Гр. Культивирование об-
лученных НСК в присутствии экзосом НСК приво-
дило к статистически значимому снижению уровня 
апоптоза до 3.7 ± 0.5% (р = 0.04), а в присутствии 
экзосом МСК – только к незначительному сниже-
нию уровня апоптоза до 4.5 ± 0.7% соответственно, 
который, однако, при действии и экзосом НСК, 
и экзосом МСК оставался выше уровня контроля 
(рис. 6, а – г).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Проведенное исследование позволило показать, 
что при интраназальном введении мышам пре-
паратов гомологичных экзосом – экзосом НСК 
и МСК мыши – эти экстраклеточные микровези-
кулы через 24 ч после введения обнаруживаются 
в головном мозге и коре, и в гиппокампе – в тех 
областях мозга, которые связаны с выполнением 
когнитивных функций. Полученные данные о бы-
стром появлении экзосом СК в  разных отделах 
мозга подтверждают способность этих микрове-
зикул эффективно преодолевать гематоэнцефали-
ческий барьер. Следует отметить, что при терапев-
тическом использовании экзосом для снижения/
предупреждения развития пострадиационного 

нейровоспаления и нарушения когнитивных функ-
ций после облучения головы мышей введение эк-
зосом продолжали длительно – в течение 4-х не-
дель по 2–3 раза в неделю с интервалом 1–2 дня 
между введениями [22]. Учитывая полученные ре-
зультаты о поступлении экзосом в мозг, можно за-
ключить, что такая схема введения обеспечивала 
длительное воздействие биологически активных 
веществ, транспортируемых экзосомами СК, на 
клетки мозга облученных животных, в том числе 
в отдаленный период, когда развиваются нейроде-
генеративные осложнения, обусловленные разви-
тием нейровоспаления, что и обеспечивало преду-
преждение развития патологии.

В модельных экспериментах, выполненных на 
культивируемых клетках мозга – НСК и диффе-
ренцированных из НСК нейронах и астроцитах, – 
показано, что в культуре эти клетки накапливают 
экзосомы, которые обнаруживаются в перинукле-
арной области клеток. Ранее нами было показано 
аналогичное накопление экзосом СК в перину-
клеарной области культивируемых клеток микро-
глии [25].

В литературе обсуждается, по крайней мере, два 
механизма переноса экзосом в  клетки-мишени. 
С одной стороны, допускается возможность сли-
яния двуслойной мембраны экзосом с мембраной 
клетки, с другой стороны, рассматривается процесс 
переноса экзосом в клетки в результате эндоцитоза 
этих микровезикул. Последний механизм полу-
чил подтверждение в исследовании, выполненном 
T. Tian и соавторами с использованием прижиз-
ненной микроскопии на клетках феохромоцитомы 
крыс линии РС12 – клеток нейронального проис-
хождения, – в котором было показано, что экзо-
сомы интернализуются клетками по механизму 
эндоцитоза, обнаруживаются в эндоцитарных ве-
зикулах и транспортируются ими в перинуклеар-
ную область клеток [26]. Полученные нами данные 
о локализации экзосом в культивируемых клетках 
мозга разных типов в перинуклеарной области кле-
ток, полностью коррелируют с представленными 

Таблица 2. Количественный анализ накопления экзосом НСК (эНСК) и МСК (эМСК) в культивируемых 
клетках мозга мышей. Приведены средние значения ± стандартная ошибка среднего, для всех групп n = 10. 

Тип клеток
Доля клеток, % Среднее число экзосом 

на клетку, шт.
Среднее число экзосом на клетку 

для клеток с экзосомами, шт.

с эНСК с эМСК с эНСК с эМСК с эНСК с эМСК

НСК 28,3 ± 1,7 38,2 ± 0,1* 0,8 ± 0,2 0,6 ± 0,1 3,2 ± 0,3 2,3 ± 0,2*
Нейроны 11,2 ± 1,9# 33,7 ± 8,4* 0,2 ± 0,0# 1,0 ± 0,2* 2,0 ± 0,3# 2,7 ± 0,6
Астроциты 41,1 ± 4,7 37,2 ± 3,8 5,1 ± 0,7 1,3 ± 0,2* 8,4 ± 1,3 3,5 ± 0,4*

* – отличия между показателями доли клеток с эНСК и с эМСК и для числа эНСК и эМСК на клетку статистически зна-
чимы, р < 0.05; # – отличия показателя для нейронов от НСК и астроцитов статистически значимы, р < 0.05.
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в этой работе результатами и позволяют полагать, 
что транслокация экзосом СК в клетки мозга про-
исходит в результате их эндоцитоза. В астроцитах 
показано образование напоминающих эндосомы 
крупных везикул, окрашенных РКН26, и в цито-
плазме, и в перинуклеарной области клеток.

Защитное действие экзосом СК разного про-
исхождения продемонстрировано при использо-
вании разных моделей, в том числе при облуче-
нии в  процессе лучевой терапии для снижения 
повреждения нормальных тканей [27]. Механизм 
защитного действия экзосом связывают с  регу-
ляцией пролиферации облученных клеток и сни-
жением их гибели. Защитное действие экзосом 
МСК от апоптоза, вызванного окислительным 
стрессом, показано в первичной культуре нейро-
нов [28]. В этой же работе авторы показали воз-
можность стимуляции ремиелинизации нейронов 
с помощью экзосом после демиелинизации клеток 
лизофосфатидилхолином. В настоящей работе че-
рез 24 ч после культивирования облученных в дозе 
4 Гр НСК в присутствии экзосом не было обна-
ружено восстановления пострадиационного блока 
клеточного цикла этих клеток. Однако было пока-
зано снижение уровня апоптоза НСК при куль-
тивировании облученных клеток в  присутствии 
экзосом НСК и аналогичная тенденция к сниже-
нию уровня апоптоза НСК показана при действии 
экзосом МСК, что подтверждает представления 
о снижении гибели клеток по механизму апоптоза 
при действии экзосом. Следует отметить, что куль-
тура нейральных стволовых/нейральных прогени-
торных клеток характеризуется высокой радиочув-
ствительностью: 50% клеток погибает через 7 сут 
после облучения культуры в дозе 1.2 Гр, а при дозе 
4 Гр выживает только 10% клеток [23]. Поэтому 
даже незначительное снижение уровня апоптоза 
при этой дозе может иметь значение для повыше-
ния выживаемости НСК.

Ранее, кроме того, была показана возможность 
регуляции активности микроглии при действии эк-
зосом НСК [25], что может определять еще один 
механизм действия экзосом НСК.

Экзосомы МСК, так же как и сами МСК, мо-
гут играть важную регуляторную роль в снижении 
уровня нейровоспаления, регулируя провоспа-
лительную активность микроглии и макрофагов. 
Действительно, было показано снижение уровня 
экспрессии генов провоспалительных цитокинов 
в селезенке мышей при введении ЛПС и культиви-
руемых клетках активированной ЛПС микроглии 
при действии экзосом МСК, но экзосомы НСК та-
кой активностью не обладали [25].

В  полученных в  настоящей работе результа-
тах показан перенос экзосом гомологичных СК 
в головной мозг мыши и их накопление в пери-
нуклеарной области клеток мозга. Аналогичные 

а

б

в

г

Рис. 6. Параметры клеточного цикла и  уровень 
апоптоза контрольных (а) и облученных в дозе 4 Гр 
НСК (б) и НСК, которые после облучения культиви-
ровали в присутствии экзосом НСК (в) или МСК (г) 
мыши через 24 ч после воздействия.
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результаты получены при исследовании локализа-
ции экзосом СК в культивируемых клетках мозга. 
Совокупность этих данных, безусловно, свидетель-
ствует о важной регуляторной роли биологически 
активных веществ, транспортируемых экзосомами 
СК, в защитном действии экзосом и их способно-
сти стимулировать процессы регенерации.

Кроме того, накопление экзосом в мозге свиде-
тельствует о возможности регуляции активности 
клеток головного мозга в результате лиганд-рецеп-
торных взаимодействий между молекулами мем-
браны клеток мозга и мембраны экзосом, приво-
дящих к  активации специфических сигнальных 
каскадов. Эти механизмы остаются мало изучен-
ными, но могут быть наиболее эффективными при 
использовании гомологичных экзосом.

Таким образом, полученные результаты позво-
ляют заключить, что механизмы стимуляции про-
цессов регенерации с помощью экзосом СК после 
повреждения мозга разнообразны и реализуются, 
во-первых, по нескольким механизмам, а во-вто-
рых, могут зависеть от происхождения экзосом 
и требуют дальнейшего изучения.

ВЫВОДЫ

1. Показано накопление экзосом, полученных 
из культуральной среды, кондиционированной 
НСК и  МСК мышей линии C57BL/6, в  гиппо-
кампе и коре головного мозга при их интраназаль-
ном введении сингенным мышам. Локализовались 
экзосомы в перинуклеарной области клеток мозга.

2. Обнаружено, что при культивировании НСК, 
а также нейронов и астроцитов, полученных при 
дифференцировке НСК, с экзосомами НСК эти 
микровезикулы более интенсивно накапливаются 
в  НСК и  астроцитах и  локализуются в  перину-
клеарной области клеток, а в астроцитах и цито-
плазме.

3. Показано, что накопление экзосом МСК 
в разных типах клеток мозга происходит с близ-
кой эффективностью, в то время как накопление 
экзосом НСК различалось для разных типов кле-
ток мозга и наиболее активным было в астроцитах, 
а минимальным в нейронах.

4. Культивирование облученных в  дозе 4 Гр 
НСК в присутствии экзосом как НСК, так и МСК 
мыши не приводит к восстановлению параметров 
клеточного цикла через 24 ч после воздействия, но 
обеспечивает снижение количества клеток в состо-
янии апоптоза при действии экзосом НСК, анало-
гичная тенденция наблюдается при действии экзо-
сом МСК.
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Localization of the Stem Cells Exosomes in the Brain 
and in the Cultured Mouse Brain Cells

M. G. Ratushnyak1, A. V. Rodina1, D. A. Shaposhnikova1, and E. Yu. Moskaleva1

1NRC “Kurchatov Institute”, Moscow, Russia

The possibility of transferring exosomes of neural (NSC) and mesenchymal (MSC) mouse stem cells 
labeled with the fluorescent dye PKH26 into the cerebral cortex and hippocampus after their intranasal 
administration to mice, and the accumulation and localization of exosomes in cultured brain cells of 
various types, and also the e¾ect of exosomes of NSCs and MSCs on the parameters of the cell cycle 
and the level of apoptosis of cultured NSCs after irradiation at a dose of 4 Gy. The accumulation of 
exosomes obtained from the culture medium of NSCs and MSCs from the adipose tissue of C57BL/6 
mice was shown both in the hippocampus and in the cerebral cortex after their intranasal administration 
to syngeneic mice. Exosomes were found predominantly in the perinuclear region of brain cells. When 
culturing NSCs and di¾erentiated from NSCs neurons and astrocytes, exosomes accumulate more 
intensively in astrocytes and are also localized in the perinuclear region of cells, and in astrocytes also 
in the cytoplasm. Exosomes accumulated most intensively in astrocytes. When studying the e¾ect of 
stem cell exosomes on the cell cycle of irradiated NSCs, it was shown that the cultivation of NSCs 
irradiated at a dose of 4 Gy in the presence of exosomes of both NSCs and mouse MSCs does not lead 
to the restoration of cell cycle parameters, but provides a decrease the number of apoptotic cells in 24 
h after exposure.

Keywords: exosomes, neural stem cells, mesenchymal stem cells, brain, neurons, astrocytes, gamma irradia-
tion, apoptosis, cell cycle, mice
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ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ ВЕЗИКУЛЫ, СЕКРЕТИРУЕМЫЕ 
АКТИВИРОВАННЫМИ КЛЕТКАМИ THP1, ВЛИЯЮТ 

НА ЭКСПРЕССИЮ ГЕНОВ ВОСПАЛЕНИЯ В ОРГАНАХ DANIO RERIO
© 2024 г.   Д. Б. Самбур1, О. В. Калинина1, А. Д. Акино1, П. В. Тирикова1, М. А. Мигунова1, 

Е. Е. Королева1, А. С. Трулев2, А. А. Рубинштейн1, 2, И. В. Кудрявцев1, 2, А. С. Головкин1, *
1ФГБУ НМИЦ им. В. А. Алмазова, Санкт-Петербург, Россия

2ФГБУ “Институт экспериментальной медицины”, Санкт-Петербург, Россия
*E-mail: golovkin_a@mail.ru

Поступила в редакцию 17.06.2023 г.
После доработки 04.09.2023 г.

Принята к публикации 05.09.2023 г.

Внеклеточные везикулы, секретируемые иммунокомпетентными клетками, могут играть значи-
тельную роль в инициации, поддержании и прогрессировании системного воспаления. Цель ис-
следования – изучить регуляторное влияние внеклеточных везикул, продуцированных активиро-
ванными моноцитоподобными клетками линии THP-1, на уровень экспрессии генов воспаления 
в органах рыб Danio rerio. После интрацеломической инъекции ВВ, продуцированных клетками 
THP-1, активированных фактором некроза опухолей α (TNFα) и форбол-миристат-ацетатом 
(PMA) в разных концентрациях, оценивали относительный уровень экспрессии генов il-1β, il-6,
tnf-α, ifn-γ, mpeg1.1, mpeg1.2, mpx, il-10 в мозге, печени и сердце методом ПЦР в реальном вре-
мени. Введение ВВ, секретируемых клетками ТНР-1, активированными TNF в концентрации 
10 нг/мл и PMA в концентрациях 16 и 50 нг/мл, снижали экспрессию генов il-1β, ifn-γ, tnf-α, 
mpx, mpeg1.1, mpeg1.2 и il-10 в мозге, сердце и печени рыб Danio rerio. При этом ВВ, секретиру-
емые клетками THP-1 под воздействием TNF в дозах 10 и 20 нг/мл, обладали разнонаправлен-
ными эффектами на экспрессию гена il-1β в мозге; на гены il-1β, il-10 и il-6 в сердце и на гены 
il-1β, il-6, il-10 в печени. ВВ, секретируемые клетками THP-1 под воздействием PMA в дозах 16 
и 50 нг/мл, обладали аналогичными разнонаправленными эффектами в отношении генов il-6
и il-10 в сердце и на ген ifn-γ в печени. ВВ, продуцируемые активированными клетками THP-1, 
при интрацеломическом введении рыбам Danio rerio оказывают системный эффект, проявля-
ющийся изменением экспрессии генов про- и противовоспалительных цитокинов в головном 
мозге, печени и сердце. В зависимости от вида и дозы использованного для активации стимула 
может меняться качественный состав продуцируемых везикул, что проявляется в силе и направ-
ленности детектируемых in vivo эффектов.

Ключевые слова: внеклеточные везикулы, клетки THP-1, Danio rerio, зебрафиш, экспрессия генов
DOI: 10.31857/S1027813324010096, EDN: GYTGWD

ВВЕДЕНИЕ

Системное воспаление представляет собой 
сложную реакцию организма в ответ на серьезные 
повреждающие факторы, такие как обширные 
травмы, инфекции, хирургические вмешатель-
ства, ишемические и реперфузионные поврежде-
ния и др. Несмотря на то что развитие системной 
воспалительной реакции направлено на защиту 
организма, формирующийся нерегулируемый ци-
токиновый шторм способен вызвать массивный 
воспалительный каскад, приводящий к наруше-
нию функций многих органов или даже к смерти 
[1–3]. Выраженность эффектов цитокинов, а также 

их направленность (протективная или поврежда-
ющая) связана, в первую очередь, со степенью дис-
баланса про- и противовоспалительных факторов. 
При этом важнейшими оказываются дистантные 
эффекты цитокинов. Так, фактор некроза опухолей 
α (TNFα), интерлейкин-1 (IL-1), IL-6, воздействуя 
на центр терморегуляции, вызывают повышение 
температуры тела с лихорадкой, стимулируют про-
дукцию лейкоцитов в костном мозге, усиливают 
продукцию белков острой фазы (С-реактивный 
белок и  др.) клетками печени и  т.д. [4]. Вместе 
с тем возможны и негативные эффекты цитоки-
нов: высокий уровень TNF приводит к снижению 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
РАБОТЫ
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сердечного выброса, повышению проницаемости 
сосудов, усилению тромбообразования, метаболи-
ческим нарушениям, связанным с изменением ре-
зистентности к инсулину, и т.д. [4–6]. Таким обра-
зом, дисбаланс цитокинов является одним из наи-
более важных патогенетических звеньев развития 
системного воспалительного ответа (СВО). Гипер-
продукция провоспалительных цитокинов оказы-
вается важнейшей составляющей фазы первичного 
флогогенного удара СВО [7]. Считается, что в этих 
процессах ключевую роль играет врожденная им-
мунная система и активность ее клеток (моноци-
тов, макрофагов, нейтрофилов и т.д.) [5]. Вместе 
с тем продуцентами провоспалительных цитоки-
нов могут выступать клетки других органов и тка-
ней (эндотелиоциты, кардиомиоциты, гепатоциты 
и т.д.). При этом, вне зависимости от того, в каком 
органе было инициировано воспаление, происхо-
дит вовлечение отдаленных органов, что получило 
название компартментализации воспаления [8].

Таким образом, вопросы, связанные с регуля-
цией цитокинового шторма и  компартментали-
зации воспаления, оказываются очень важными 
в изучении патогенеза СВО. Поскольку на началь-
ных этапах формирования системного воспале-
ния ведущая роль отводится клеткам врожденной 
иммунной системы и, в первую очередь, клеткам 
моноцитарно-макрофагального ряда, то тради-
ционно используемой моделью является культура 
клеток THP-1 (human leukemia monocytic cell line – 
моноцитоподобная клеточная линия), полученная 
от пациента с острым моноцитарным лейкозом [9]. 
В литературе описаны разные варианты активации 
ТНР-1 клеток, например, форбол-миристат-ацетат 
(phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA), фактор не-
кроза опухолей, перекись водорода, инфицирова-
ние микроорганизмами и др. [10, 11], при этом для 
дальнейшей поляризации в направлении M1 (клас-
сически активированных) макрофагов используют 
интерферон γ (IFNγ) и липополисахарид (ЛПС), 
а для поляризации в M2 (альтернативно активиро-
ванные) макрофаги – интерлейкин-4 (IL-4) и ин-
терлейкин-13 (IL-13) [12, 13].

В настоящее время большое внимание уделя-
ется внеклеточным везикулам как инструменту 
регуляции активности клеток, межклеточных вза-
имодействий, а также компартментализации вос-
паления [14–16]. В зависимости от своего проис-
хождения внеклеточные везикулы могут нести раз-
личные клеточные компоненты, включая мРНК, 
микроРНК, длинные некодирующие РНК, ДНК, 
метаболиты, белки и липиды [17, 18], и влиять на 
активность как соседних, так и отдаленных клеток, 
потенциально вызывая системные эффекты [18].

Традиционно, говоря о внеклеточных везикулах, 
по размеру объектов и механизмам их формирова-
ния выделяют три группы: экзосомы, микровези-
кулы и апоптотические тельца. Последние имеют 

размеры от 50 до 5000 нм (чаще баланс смещен 
в сторону более крупных объектов) и образуются 
в результате программируемой клеточной гибели. 
Экзосомы от 30 до 150 нм в диаметре образуются 
путем внутреннего отпочкования от пограничной 
мембраны ранних эндосом, которые во время этого 
процесса созревают в мультивезикулярные тельца. 
Поскольку экзосомы образуются внутри клетки, 
вне зависимости от их клеточного происхождения, 
они оказываются насыщенными вспомогатель-
ными белками  – Alix, TSG101, HSC70, HSP90β
[19]. Собственно внеклеточные везикулы (микро-
везикулы) имеют размеры 100–1000 нм в диаметре 
и образуются путем отпочкования от плазматиче-
ской мембраны клетки. В результате они содержат 
белки, ассоциированные с цитозолем и плазмати-
ческой мембраной (например, тетраспанины) [20]. 
Уникальность микровезикул заключается в том, 
что они обладают способностью упаковывать ак-
тивный груз (белки, нуклеиновые кислоты и ли-
пиды) и доставлять его в другую клетку, соседнюю 
или отдаленную, а также изменять функции клет-
ки-реципиента при его доставке [19, 20].

В настоящее время все больше исследований, 
моделирующих патологические состояния, прово-
дят на маленьких тропических пресноводных рыбах
Danio rerio. Они имеют более 70% общих генов-ор-
тологов с Homo sapiens, в частности, гены, участвую-
щие в органоспецифических генетических програм-
мах регуляции пролиферации, воспаления и  т.д. 
[21]. Это предопределяет возможность использова-
ния рыб для изучения различных патологических 
процессов и заболеваний человека [22, 23].

Таким образом, исследование механизмов ре-
гуляции воспаления является важным для пони-
мания патогенеза системного воспалительного от-
вета, а рыбы Danio rerio представляются удобной 
моделью для изучения участия внеклеточных ве-
зикул в регуляции и компартментализации СВО. 
Цель работы: изучить регуляторное влияние вне-
клеточных везикул, продуцированных активиро-
ванными моноцитоподобными клетками линии 
THP-1, на уровень экспрессии генов воспаления 
в органах рыб Danio rerio.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Дизайн исследования представлен на рис. 1. На 
первом этапе для получения различных популя-
ций внеклеточных везикул осуществляли актива-
цию моноцитоподобных клеток линии ТНР-1 по-
средством воздействия различных стимулов. После 
чего проводили фенотипическую характеристику 
внеклеточных везикул, секретируемых клетками 
THP-1. Полученные внеклеточные везикулы вво-
дили в  целомическую полость рыбам Danio rerio 
и по истечении суток проводили биобанкирование 
жизненно важных органов (печень, сердце и мозг). 
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На следующем этапе оценивали уровень органной 
экспрессии генов провоспалительных и противо-
воспалительных цитокинов.

Получение и характеристика внеклеточных везикул

В работе использовали культуру опухолевых мо-
ноцитоподобных клеток линии ТНР-1 (“Россий-
ская коллекция клеточных культур института ци-
тологии РАН”, Россия), которую культивировали 
в питательной среде RPMI-1640 (“Биолот”, Рос-
сия) с добавлением L-глутамина (“Биолот”, Рос-
сия), 50 мкг/мл сульфата гентамицина и 10% эм-
бриональной телячьей сыворотки (Hyclone, США) 
по стандартной методике в СО2-инкубаторе (при 
37°C и  5% СО2) со сменой культуральной среды 
каждые 3 дня согласно протоколу, описанному ра-
нее [24, 25].

Для получения популяций внеклеточных ве-
зикул 200 мкл суспензии клеток в концентрации 
1 × 105 переносили в лунки 96-луночного планшета 
(Sarstedt, Германия) и активировали посредством 
воздействия стимулами: фактором некроза опухоли 
(TNF) (Biolegend, Калифорния, США) в конечной 
концентрации 10 и 20 нг/мл или форбол-12-мири-
стат-13-ацетатом (PMA) (Sigma Aldrich, Миссури, 
США) в  конечной концентрации 16 и  50  нг/мл. 
В качестве контроля в среду вносили раствор DPBS 
(р-р Дульбекко без Ca и Mg, “Биолот”, Россия). 
ТНР-1 клетки культивировали в  течение 24  ч 
в  стандартных условиях [24, 25]. Внеклеточные 
везикулы получали методом последовательного 
центрифугирования, для чего суспензию клеток 
осаждали в течение 20 мин при 330g, далее надо-
садочную жидкость двукратно центрифугировали 

в течение 20 мин при 1500g и однократно – при 
3000, каждый раз удаляя осадок. Надосадок пропу-
скали через фильтр Millex с диаметром пор 800 нм 
(Merck-Millipore, Массачусетс, США). Далее кон-
центрирование внеклеточных везикул произво-
дили посредством центрифугирования надосадка 
30 мин при 16 000g. В результате надосадок уда-
ляли, а осадок ресуспендировали в 100 мкл DPBS 
без Ca и Mg (“Биолот”, Россия).

Иммунофенотипирование ВВ проводили с ис-
пользованием следующих моноклональных ан-
тител, конъюгированных с флюорофорами: anti-
CD54-PE (Beckman Coulter, Калифорния, США), 
Annexin V-FITC (Biolegend, Калифорния, США), 
anti-CD14-KromeOrange (Beckman Coulter, Ка-
лифорния, США), anti-CD9-PE/Cy7 (Beckman 
Coulter, Калифорния, США), anti-CD63-APC 
(Beckman Coulter, Калифорния, США) согласно 
протоколу, опубликованному ранее [26–28]. Ана-
лиз осуществляли на проточном лазерном цито-
метре CytoFLEX S (Beckman Coulter, Калифор-
ния, США), оснащенном фиолетовым (405 нм), 
голубым (488 нм), красным (638 нм) и желто-зеле-
ным (561 нм) лазерами, с помощью программной 
среды Cytexpert 2.4 (Beckman Coulter, Калифорния, 
США) и Kaluza 2.1 (Beckman Coulter, Калифорния, 
США). Калибровку и настройку прибора прово-
дили с использованием стандартных калибровоч-
ных частиц известного размера от 100 до 1000 нм 
(Cytometry Sub-Micron Particle Size Reference Kit, 
Molecular probes, Life Technologies, ThermoFisher 
Scientific, Массачусетс, США). Начальный сигнал 
регистрировали по каналу бокового светорассея-
ния с фиолетового лазера, по которому применяли 
дискриминатор. Исследование объектов прово-
дили по соответствующим каналам флуоресцен-
ции. Гейты строили на основании контрольных 
образцов, включающих только моноклональные 
антитела, внесенные в PBS. Для анализа логиче-
ски формировали единую популяцию объектов, 
позитивных хотя бы по одному из использованных 
маркеров. Данные с проточного цитометра пред-
ставляли в виде количества положительных собы-
тий в микролитре, а также удельного веса позитив-
ных событий по таргетному маркеру, выраженному 
в процентах. Все контроли, в том числе контроль 
наличия мембран с использованием детергентов, 
контроль ложноположительных и ложноотрица-
тельных результатов, были выполнены в соответ-
ствии с  требованиями MISEV2018 [29–31]. Для 
исключения эффекта наложения использовали 
разведения образцов 1:100. Показатель получали 
в результате проведенных исследований серий по-
следовательных разведений.

Исследование размеров внеклеточных везикул 
и их дисперсности оценивали с использованием 
метода динамического рассеяния света на приборе 
Nanolink SZ902M (Linkoptik, Китай). Исследование 

Рис. 1. Дизайн исследования.
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проводили при следующих параметрах: темпе-
ратура  – 25°C, рефрактерный индекс раствори-
теля – 1.330, позиция измерения – 4.65 мм, атте-
нюатор – 0. Исследование проводили в трех по-
вторах по 100 с в каждом. Для анализа полученных 
результатов использовали программное обеспече-
ние Linkoptik Ver. 2.0.0.7. Образцы внеклеточных 
везикул оценивали по параметрам размеров объ-
ектов (peak size, nm), средняя Z (average Z, nm), ин-
декс полидисперсности (polydispersity index – PdI), 
стандартное отклонение (St. deviation, nm).

Определение белкового состава исследуемых ВВ 
осуществляли методом вестерн-блот. Разделение 
белков проводили методом SDS-PAGE гель-элек-
трофореза. Образцы предварительно прогревали 
5  мин при 95°C в  буфере Laemmli sample buffer 
(Bio-Rad, Калифорния, США), содержащим 2-мер-
каптоэтанол (Bio-Rad, Калифорния, США). В ка-
честве стандарта молекулярных масс использовали 
PageRulerTM (Thermofisher Scientific, Массачусетс, 
США). В качестве положительного белкового кон-
троля использовали лизат клеток THP-1 (THP-1 
total). После прохождения электрофореза разделен-
ные белки переносили на нитроцеллюлозную мем-
брану (Bio-Rad, Калифорния, США) в течение 1 ч 
при постоянном напряжении 100 В. Для контроля 
переноса белков мембрану окрашивали Ponseau S 
(Thermofisher Scientific, Массачусетс, США). После 
переноса мембрану промывали Tris Bu¾ered Saline 
with Tween® 20 (TBST) буфером и  блокировали 
в 5%-ном растворе молока в 1х TBST буфере в те-
чение 90 мин при комнатной температуре. После 
чего мембрану инкубировали с первичными анти-
телами HSP70 (D69) Antibody 4876 (1:1000), CD9 
(D8O1A) Rabbit mAb 13174 (1:1000) (Cell Signaling 
Technology, Массачусетс, США) в  течение ночи 
при 4°C, далее после отмывки в TBST буфере с вто-
ричными антителами Anti-rabbit IgG, HRP-linked 
Antibody 7074 (1:2000) (Cell Signaling Technology, 
Массачусетс, США) в течение 1 ч при комнатной 
температуре. Для визуализации использовали про-
явитель SuperSignalTM (Thermofisher Scientific, Мас-
сачусетс, США). Снимки мембран осуществляли 
с помощью системы гель-документации Fusion FX 
Vilber Lourmat.

Исследование размера и  концентрации ВВ 
проводили с  использованием технологии ана-
лиза траектории наночастиц (Nanoparticle tracking 
analysis – NTA) с видеофиксацией в течение 60 с 
в режиме равномерной потоковой подачи на при-
боре NanoSight NS300 (Malvern Panalytical, UK). 
Для каждого образца выполняли 5  технических 
повторов. Полученные изображения оценивали 
визуально с использованием программного обе-
спечения NTA 3.4 NanoSight (Malvern Panalytical, 
UK). Анализ проводили в диапазонах размерности 
объектов 30–150 и 150–400 нм, результаты пред-
ставляли в виде количества частиц в миллилитре.

Дизайн эксперимента in vivo

Протокол эксперимента был одобрен Комис-
сией по контролю содержания и использования ла-
бораторных животных НМИЦ им. В. А. Алмазова 
(выписка № 8 из протокола № 22-8/1 от 31 августа 
2022 г.).

Исследование эффектов внеклеточных вези-
кул проводили на рыбах Danio rerio обоего пола 
в  возрасте 4–5 месяцев. Животных содержали 
в  стандартных условиях: светотемновой режим 
14:10, кормление готовыми рационами Tetra mini 
granules 2 раза в сутки, температура воды 28.0°C 
с рН 6.8–7.4.

Всего было сформировано семь групп рыб: 1-я 
группа – контроль (рыбы интактные, без введения 
препарата); 2-я группа – DPBS (введение раствора 
DPBS); 3-я группа – V_NA (введение ВВ, секрети-
рованных неактивированными клетками THP-1); 
4-я группа – V_PMA1 (введение ВВ, секретирован-
ных клетками THP-1 после активации PMA в кон-
центрации 16 нг/мл); 5-я группа – V_PMA2 (вве-
дение ВВ, секретированных клетками THP-1 по-
сле активации PMA в концентрации 50 нг/мл); 6-я 
группа – V_TNF1 (введение ВВ, секретированных 
клетками THP-1 после активации TNF в концен-
трации 10 нг/мл); 7-я группа – V_TNF2 (введение 
ВВ, секретированных клетками THP-1 после ак-
тивации TNF в концентрации 20 нг/мл). В каждую 
группу было включено не менее 10 рыб.

Во всех случаях интрацеломическую инъекцию 
образца в объеме 2 мкл осуществляли в состоянии 
медикаментозного сна, достигаемого путем поме-
щения рыбы в анестезирующий раствор (пропофол 
2.5 мг/л + лидокаин 50 мг/л). Использовали ми-
кроинъектор InjectMan 4 (Eppendorf, Великобрита-
ния) и одноразовые боросиликатные стеклянные 
капилляры с филаментной нитью (O.D. 1.5 mm, 
I.D. 0.86  mm) (Sutter instrument, Калифорния, 
США). После манипуляций каждую рыбу поме-
щали в индивидуальный аквариум с добавлением 
метиленового синего. Спустя сутки рыб подвергали 
эвтаназии передозировкой пропофола (25 мг/л). 
Препаровку проводили стерильным микрохирур-
гическим инструментом с использованием стерео-
скопического микроскопа (АО “ЛОМО”, Рос-
сия) и забирали внутренние органы (печень, мозг, 
сердце). Полученный материал помещали в отдель-
ные стерильные пробирки, содержащие 800 мкл 
реагента ExtractRNA (“Евроген”, Россия), замо-
раживали и хранили при –80°C до последующего 
использования.

Выделение тотальной РНК

Выделение тотальной РНК из тканей печени, 
мозга и сердца проводили с использованием ре-
агента ExtractRNA (“Евроген”, Россия) согласно 
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инструкции производителя. Кратко, к заморожен-
ным образцам добавляли дополнительно 200 мкл 
ExtractRNA, гомогенизировали пипетированием, 
инкубировали 40 мин при комнатной температуре 
и центрифугировали 10 мин при 13 000 g при ком-
натной температуре. После центрифугирования 
1  мл супернатанта отбирали в  чистые пробирки 
и добавляли 200 мкл хлороформа с последующей 
инкубацией в течение 5 мин при комнатной тем-
пературе. Далее образцы центрифугировали 15 мин 
при 13 000 g при 4°C. К верхней фазе добавляли 
1 мкл голубого гликогена и 500 мкл изопропанола, 
перемешивали и оставляли при –20°C на ночь. Да-
лее центрифугировали 15 мин при 13 000 g при 4°C, 
осадок промывали дважды 75%-ным этиловым 
спиртом (центрифугировали 5 мин при 20 000 g при 
4°C). Осадок сушили на льду до полного испарения 
спирта и элюировали в 15 мкл свободной от ну-
клеаз воде. Качество и количество выделенной то-
тальной РНК оценивали с помощью спектрофото-
метра NanoDrop 1000 UV Visible Spectrophotometer 
(Thermofisher Scientific, Массачусетс, США).

Обратная транскрипция

Обратную транскрипцию осуществляли с ис-
пользованием 500 нг выделенной тотальной РНК, 
20 мкМ случайного праймера (“Евроген”, Россия) 
и фермента MMLV RT kit (“Евроген”, Россия) при 
37°C в  течение 60 мин согласно протоколу про-
изводителя. Синтезированную кДНК хранили 
при –80°C.

Оценка уровня экспрессии генов

Относительный уровень экспрессии генов 
il-1β, il-6, tnf-α, ifn-γ, mpeg1.1, mpeg1.2, mpx и il-10
в клетках органов рыб Danio rerio определяли ме-
тодом ПЦР в реальном времени, как описано ра-
нее [32]. Последовательности праймеров иссле-
дованных генов представлены в дополнительных 
материалах, таблица S1. ПЦР в реальном времени 
проводили с  использованием набора реагентов 
qPCRmix-HS SYBR+LowROX (“Евроген”, Россия) 
согласно протоколу производителя. ПЦР осущест-
вляли на приборе LightCycler 480 (“Roche”, Швей-
цария) при следующих условиях: 45 циклов 95°C 
в течение 15 с, 60°C в течение 30 с, 70°C в течение 
30 с. Для анализа ПЦР использовали программ-
ное обеспечение к амплификатору LightCycler®480 
Software version 1.5.1.62 SP3 (Roche, Швейцария). 
Детекция накопления флуоресцентного сигнала 
проводилась на стадии элонгации в каждом цикле 
амплификации. Пороговый цикл (Ct) для каж-
дого образца определяли на основании цикла, 
при котором кривая флюоресценции пересекала 
пороговую линию. Пороговая линия, представля-
ющая собой фоновый уровень флюоресценции, 

рассчитывалась программным обеспечением. 
В качестве референсного гена для нормализации 
данных использовали ген домашнего хозяйства 
eef1a1|1 [32]. Для относительной количественной 
оценки экспрессии генов использовали метод 
2–ΔΔCt. Выбросы значений 2–ΔΔCt определяли с по-
мощью метода ROUT (Q = 5%) и исключали из 
дальнейшего анализа.

Статистический анализ

Статистическую обработку результатов выпол-
няли с использованием программы GraphPad Prism 
8.00 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). 
Результаты представлены в виде медианы и интер-
квартильного размаха (Ме (25; 75). Различия между 
группами рассчитывали с помощью непараметри-
ческого U-критерия Манна  – Уитни. Корреля-
ционные связи между изучаемыми показателями 
определяли с помощью критерия Спирмена. Раз-
личия считали достоверными при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Характеристика образцов внеклеточных везикул

Все образцы ВВ продемонстрировали умерен-
ную полидисперсность при исследовании методом 
динамического рассеяния света (рис. 2, а, б). Об-
разцы ВВ, продуцируемые клетками THP-1 при 
стимуляции TNF, имели наибольшие размеры, 
тогда как образцы ВВ, полученные в  результате 
стимуляции клеток PMA, имели наибольший диа-
пазон размерности (примерно до 110 нм и пиком, 
приходящимся на 36 нм).

При исследовании концентраций ВВ методом 
NTA достоверных отличий между образцами выяв-
лено не было (рис. 3). При анализе везикул в раз-
ных диапазонах размерностей были выявлены сле-
дующие закономерности. Достоверных различий 
в размерах внеклеточных везикул, а также в кон-
центрациях частиц в диапазоне 150–400 нм при ис-
пользовании разных стимулов не наблюдалось как 
в сравнении с контролем, так и между собой. До-
стоверные различия были выявлены при сравне-
нии частиц в диапазоне размеров 30–150 нм. Так, 
было отмечено увеличение концентрации внекле-
точных везикул, продуцируемых клетками THP-1 
при стимуляции TNF в дозах 10 и 20 нг/мл, а также 
PMA в дозах 16 и 50 нг/мл по сравнению с тако-
выми, продуцированными нестимулированными 
клетками (р < 0.01).

Качественный состав продуцированных под 
воздействием различных активаторов ВВ оцени-
вали посредством фенотипирования методом вы-
сокочувствительной проточной лазерной цито-
метрии (рис. 4). Уровень Annexin V-позитивных 
ВВ был достоверно повышен во всех образцах, 
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полученных от активированных клеток по срав-
нению с таковыми от неактивированных. Коли-
чество CD54+ ВВ было достоверно повышено 
в образцах ВВ, полученных при активации THP-1 
клеток обоими стимулами во всех дозировках. При 
этом в большей степени уровень CD54-позитив-
ных событий был повышен в образцах, получен-
ных посредством активации клеток TNF в дозах 10 
и 20 нг/мл. Во всех образцах ВВ после активации 
клеток обоими стимулами был отмечен повышен-
ный уровень CD9+ и CD63+ объектов по сравне-
нию с образцами от неактивированных клеток.

Вестерн-блот анализ продемонстрировал, что 
во фракции внеклеточных везикул присутствовал 
везикулярный мембранный маркер CD9 и маркер 
внутреннего содержимого – белок теплового шока 
70 (HSP70) (рис. 2, в).

Органная экспрессия генов

Мозг. В образцах мозга рыб Danio rerio оцени-
вали изменения относительного уровня экспрес-
сии восьми генов, кодирующих семь провоспа-
лительных (il-1β, il-6, tnf-α, ifn-γ, mpeg1.1, mpeg1.2, 
mpx) и  один противовоспалительный (il-10) ци-
токин. Введение раствора DPBS в целомическую 
полость рыб (группа DPBS) в качестве контроля 
реакции на проведение манипуляции вызывало 
достоверное увеличение уровня экспрессии генов 
il-1β (р = 0.04), tnf-α (р = 0.04), mpeg1.1 (р = 0.01) 
и mpeg1.2 (р = 0.04) по сравнению с интактными 
рыбами (контрольная группа) (рис. 5, таблица S2).

Введение ВВ приводило к достоверному сниже-
нию уровня экспрессии гена il-1β (рис. 5, a) в груп-
пах V_NA (р = 0.05), V_PMA1 (р < 0.01), V_PMA2 
(р < 0.01) и V_TNF1 (р < 0.01); к снижению экспрес-
сии гена ifn-γ в группах V_NA (р = 0.04), V_PMA2 
(р = 0.04) и V_TNF1 (р = 0.02) (рис. 5, д); к сни-
жению экспрессии гена mpeg1.1 в группах V_NA 
(р = 0.04), V_PMA2 (р < 0.01) и V_TNF1 (р = 0.01) 
(рис. 5, ж); гена tnf-α в группах V_PMA1 (р = 0.04) 
и  V_TNF1 (р  = 0.02) (рис.  5,  г) и гена mpeg1.2 
в  группах V_NA (р  = 0.01) и  V_PMA1 (р  < 0.01) 
(рис. 5, з) по сравнению с таковыми в группе DPBS.

ВВ, секретируемые THP-1 клетками под воз-
действием TNF в дозах 10 нг/мл (группа V_TNF1) 
и  20 нг/мл (группа V_TNF2), обладали разно-
направленными эффектами на экспрессию гена 
IL-1β (рис. 5, a) по отношению к таковому в группе 
DPBS. Под воздействием ВВ в группе V_TNF1 от-
мечалось снижение уровня экспрессии гена, в то 
время как в группе V_TNF2 – повышение.

ВВ, полученные при активации клеток одина-
ковым стимулом, но в разных дозах, демонстриро-
вали достоверные отличия в уровне экспрессии ге-
нов в мозге. Так, у рыб в группе V_TNF2 был повы-
шен уровень экспрессии генов il-1β (p = 0.04), il-10

(p = 0.02) и ifn-γ (p = 0.02) по сравнению с таковым 
в группе V_TNF1, а в группе V_PMA2 – уровень 
экспрессии гена mpeg 2.2 (p = 0.02) по сравнению 
с группой V_PMA1 (см. рис. 5).

Корреляционный анализ выявил положи-
тельные связи между уровнями экспрессии ге-
нов в группе контроля (рис. 6, a); в группе V_NA 
(рис. 6, в); в группах V_PMA1 (рис. 6, г), V_TNF1 
(рис.  6, д)  и V_TNF2 (рис.  6, е). Отрицательная 
корреляция наблюдалась только в группе V_PMA1 
между уровнями экспрессии генов il-1β и mpeg1.2.

Сердце. В ткани сердца рыб Danio rerio оцени-
вали изменения относительного уровня экспрес-
сии шести генов, кодирующих пять провоспа-
лительных (il-1β, il-6, tnf-α, ifn-γ, mpeg1.1) и один 
противовоспалительный (il-10) цитокин (рис. 7, 
таблица S3).

Под воздействием манипуляции в группе DPBS 
отмечали увеличение экспрессии генов il-1β
(p < 0.01) (рис. 7, a), il-6 (p = 0.02) (рис. 7, б), il-10
(p < 0.01) (рис. 7, в) и tnf-α (p = 0.02) по сравнению 
с контрольной группой интактных рыб (рис. 7, г).

Введение ВВ приводило к достоверному сниже-
нию уровня экспрессии генов il-10 (см. рис. 7, в) в 
группе V_PMA2 (р < 0.01) и увеличению в группе 

а в

б

Рис. 2. Характеристика внеклеточных везикул, се-
кретируемых клетками THP-1. Размер внеклеточных 
везикул (а) и дисперсность (б), оцененные по резуль-
татам использования метода динамического рассея-
ния света. Результаты вестерн-блот анализа (в), вы-
полненного с антителами к белку теплового шока 70 
(HSP70) и мембранному гликопротеину семейства 
тетраспанинов CD9. Обозначения: V_NA – ВВ, се-
кретируемые неактивированными клетками THP-1; 
V_РМА2  – ВВ, секретируемые клетками THP-1 
при стимуляции РМА в  концентрации 50  нг/мл; 
V_TNF2 – ВВ, секретируемые клетками THP-1 при 
стимуляции TNF в концентрации 20 нг/мл; THP-1 
total – лизат клеток.
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V_TNF2 (р = 0.02); к снижению экспрессии гена 
tnf-α (см. рис. 7, г) в группах V_PMA1 (р = 0.03) 
и V_TNF1 (р = 0.01) и к снижению экспрессии гена 
mpeg1.1 (рис. 7, е) в группе V_TNF1 (р = 0.04) по 
сравнению с группой DPBS.

Инъекции ВВ в  группах V_TNF1 и  V_TNF2 
оказывали разнонаправленные эффекты относи-
тельно группы DPBS на экспрессию генов il-1β, 
il-6, il-10. Везикулы группы V_TNF1 приводили 
к  снижению уровня экспрессии, в  то время как 
везикулы V_TNF2 – к повышению. Аналогичную 
закономерность можно отметить у  ВВ из групп 
V_PMA1 и V_PMA2 в отношении экспрессии ге-
нов il-6 и il-10 (см. рис. 7).

Вводимые ВВ, полученные от одинаковых сти-
мулов, но в разных дозах демонстрировали досто-
верные отличия в эффектах на уровень экспрес-
сии генов в сердце. В группе V_TNF2 был повы-
шен уровень экспрессии генов il-1β (p < 0.01), il-6 
(p < 0.01), il-10 (p < 0.01), tnf-α (p = 0.04), mpeg1.1 
(p  = 0.03) по сравнению с  таковыми в  группе 
V_TNF1; в  группе V_PMA2 уровень экспрес-
сии гена il-10 был достоверно ниже, чем в группе 
V_PMA1 (p < 0.01).

Корреляционный анализ выявил положитель-
ную связь только в группе V_NA между уровнем 
экспрессии генов il-1β и  tnf-α; отрицательная 
связь – в группе V_NA между ifn-γ и il-6 и в группе 
DPBS между ifn-γ и il-10 (рис. 8). В остальных груп-
пах V_PMA1, V_PMA2, V_TNF1 и V_TNF2 взаи-
мосвязи между экспрессией генов цитокинов об-
наружено не было.

Печень. В образцах печени рыб Danio rerio оце-
нивали изменения относительного уровня экспрес-
сии восьми генов, кодирующих семь провоспали-
тельных (il-1β, il-6, tnf-α, ifn-γ, mpeg1.1, mpeg1.2, 
mpx) и один противовоспалительный (il-10) цито-
кин (рис. 9, таблица S4).

При введении раствора DPBS в  образцах пе-
чени в отличие от образцов мозга и сердца не на-
блюдали изменения уровня экспрессии ни одного 
из исследованных генов по сравнению с интакт-
ными рыбами. Инъекция ВВ, полученных от не-
активированных клеток, в  группе V_NA приво-
дила к достоверному увеличению экспрессии генов 
il-6 (р = 0.03) (рис. 9, б), mpx (р = 0.02) (рис. 9, е) 
и mpeg1.1 (р = 0.03) (рис. 9, ж) в сравнении с груп-
пой DPBS. В группе V_TNF2 отмечено достоверное 
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Рис. 3. Средние размеры и концентрация ВВ, секретируемых клетками ТНР-1, рассчитанные по результатам ана-
лиза траектории наночастиц в диапазонах 30–150 и 150–400 нм: а – таблица размер/концентрация продуцируемых 
внеклеточных везикул в диапазоне 30–150 и 150–400 нм; б – графики размер/концентрация ВВ, секретируемых 
THP-1 клетками при активации TNF и PMA в разных концентрациях. Обозначения: V_NA – ВВ, секретируе-
мые неактивированными клетками THP-1; V_РМА1 – ВВ, секретируемые клетками THP-1 при стимуляции РМА 
в концентрации 16 нг/мл; V_РМА2 – ВВ, секретируемые клетками THP-1 при стимуляции РМА в концентра-
ции 50 нг/мл; V_TNF1 – ВВ, секретируемые клетками THP-1 при стимуляции TNF в концентрации 10 нг/мл; 
V_TNF2 – ВВ, секретируемые клетками THP-1 при стимуляции TNF в концентрации 20 нг/мл.
* p < 0.05 – достоверность отличий с группой V_NA.



ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ ВЕЗИКУЛЫ, СЕКРЕТИРУЕМЫЕ АКТИВИРОВАННЫМИ КЛЕТКАМИ 83

НЕЙРОХИМИЯ том 41 № 1 2024

повышение экспрессии генов il-1β (p = 0.02), il-6
(p = 0.03), il-10 (p = 0.02) и mpx (p = 0.03); в группах 
V_PMA1 и V_PMA2 – снижение экспрессии гена 
il-10 (p = 0.01 и p = 0.03 соответственно) по срав-
нению с таковыми в группе DPBS.

Разнонаправленными эффектами на экспрес-
сию генов в  печени обладали везикулы групп 
V_TNF1 и  V_TNF2 в  отношении il-1, il-6, il-10, 
а также везикулы групп V_PMA1 и V_PMA2 в от-
ношении гена ifn-γ.

В группах V_TNF1 и V_TNF2 в ответ на введение 
ВВ в образцах печени наблюдали достоверно раз-
личающиеся эффекты на уровень экспрессии генов 
il-1β (p < 0.01), il-10 (p = 0.01), ifn-γ, mpх (p = 0.02) 
и  mpeg1.2 (р  = 0.02). Достоверно различающие-
ся эффекты были отмечены в  группах V_PMA1 
и V_PMA2 в отношении гена ifn-γ (p = 0.04).

Корреляционный анализ выявил положитель-
ную связь в группе DPBS между уровнем экспрес-
сии генов tnf-α и mpx; в группе V_PMA2 – между 
il-1β и mpeg1.2 (рис. 10); отрицательная корреля-
ция была установлена в  группе V_PMA1 между 
tnf-α и mpeg1.2, и в группе V_TNF2 – между mpx
и mpeg1.2. В контрольной группе, а также в группах 
V_NA и V_TNF1 взаимосвязи между экспрессией 
генов про- и противовоспалительных цитокинов 
обнаружено не было.

ОБСУЖДЕНИЕ

Проводимые с  рыбой Danio rerio манипуля-
ции (наркоз, временное извлечение из водной 
среды, пункция брюшной стенки, интрацеломи-
ческое введение DPBS) могут являться триггером 
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Рис. 4. Иммунофенотипирование внеклеточных везикул, секретируемых клетками THP-1, исследованные методом 
высокочувствительной проточной лазерной цитометрии. Репрезентативные двухпараметровые псевдоцветные гра-
фики результатов иммунофенотипирования – с anti-CD54-PE и Annexin V-FITC антителами (a); с anti-CD63-APC 
и anti-CD9-PE/Cy7 антителами (б); в – концентрации позитивных по маркерам внеклеточных везикул. Результаты 
представлены в количестве событий в мкл, Ме (25; 75). Обозначения групп аналогичны рис. 3.
* p < 0.05 – достоверность отличий с группой V_NA.



84 САМБУР  и др.

НЕЙРОХИМИЯ том 41 № 1 2024

активации продукции провоспалительных цито-
кинов в отдаленных органах. Так, было показано 
увеличение экспрессии генов il-1β и tnf-α в мозге 
и  сердце, il-6 и  il-10 в  сердце, а  также mpeg1.1
и mpeg1.2 в мозге после интрацеломической инъ-
екции DPBS по сравнению с интактными рыбами. 
Это демонстрирует ответ иммунной системы на 
проводимые манипуляции и соотносится с име-
ющимися представлениями о возможном развитии 
системного воспаления в ответ на значительные 
повреждения и вмешательства, а также с дальней-
шим вовлечением отдаленных органов в поддержа-
ние воспаления [33–35].

Мы продемонстрировали возможность оказы-
вать влияние на выраженность реакций на прово-
димые манипуляции на модели рыб Danio rerio по-
средством внеклеточных везикул, секретируемых 
активированными клетками THP-1. Было пока-
зано, что инъекция ВВ в целомическую полость 
рыб приводила к изменению профиля экспрессии 

генов, кодирующих семь провоспалительных 
(il-1β, il-6, tnf-α, ifn-γ, mpx, mpeg1.1, mpeg1.2) и один 
противовоспалительный (il-10) цитокин, в отда-
ленных органах, таких как печень, сердце и мозг. 
Наблюдаемые изменения уровня экспрессии генов 
цитокинов после введения ВВ могут говорить об 
их системном воздействии на организм рыб Danio 
rerio.

Экзогенные внеклеточные везикулы могут при-
сутствовать в кровотоке от нескольких минут до 
нескольких часов [36]. Их выведение из цирку-
ляции, скорее всего, связано с  задержкой и  по-
глощением в органах-мишенях, причем скорость 
выведения и  распределение по органам может 
в  значительной степени зависеть от клеточного 
происхождения и состава везикул. Например, ис-
следование биораспределения эритроцитарных ВВ 
показало поглощение печенью (44,9%), костями 
(22,5%), кожей (9,7%), мышцами (5,8%), селезен-
кой (3,4%), почками (2,7%) и легкими (1,8%) [37]. 
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Рис. 5. Относительная экспрессия генов il-1β (а), il-6 (б), il-10 (в), tnf-α (г), ifn-γ (д), mpx (е), mpeg1.1 (ж), mpeg1.2 (з) 
в образцах мозга рыб Danio rerio исследуемых групп: Control – интактные рыбы; DPBS – инъекция раствора DPBS; 
V_NA – инъекция ВВ, секретируемых неактивированными клетками THP-1; V_РМА1 – инъекция ВВ, секретиру-
емых клетками THP-1 при стимуляции РМА в концентрации 16 нг/мл; V_РМА2 – инъекция ВВ, секретируемых 
клетками THP-1 при стимуляции РМА в концентрации 50 нг/мл; V_TNF1 – инъекция ВВ, секретируемых клет-
ками THP-1 при стимуляции TNF в концентрации 10 нг/мл; V_TNF2 – инъекция ВВ, секретируемых клетками 
THP-1 при стимуляции TNF в концентрации 20 нг/мл.
Синий цвет – достоверные отличия между группами Control и DPBS при р < 0.05.
Черный – достоверные отличия между группой DPBS и группами V_NA, V_РМА1, V_РМА2, V_TNF1, V_TNF2 
при р < 0.05.
Зеленый цвет – достоверные отличия между группами V_РМА1 и V_РМА2 при р < 0.05.
Красный цвет – достоверные отличия между группами V_TNF1 и V_TNF2 при р < 0.05.
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Рис. 6. Тепловая карта корреляции между относительной экспрессией генов в образцах мозга рыб Danio rerio внутри 
каждой исследуемой группы. Представлены группы рыб только с достоверными корреляциями (р < 0.05): a – е – 
группы рыб, обозначения которых аналогичны рис. 5. Полоса цветовой шкалы показывает диапазон коэффици-
ента корреляции (r). Красный цвет обозначает высокую положительную корреляцию, уменьшающуюся до синей 
полосы, которая представляет отрицательную корреляцию.

Рис. 7. Относительная экспрессия генов il-1β (а), il-6 (б), il-10 (в), tnf-α (г), ifn-γ (д), mpeg1.1 (е) в образцах сердца 
рыб Danio rerio исследуемых групп. Достоверные отличия между группами при р < 0.05. Обозначения групп рыб 
аналогичны рис. 5.
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ВВ, полученные из клеток злокачественных опу-
холей простаты, почек, мочевого пузыря, при экс-
периментальном введении в кровоток распределя-
лись по органам по-разному, в зависимости от вида 
опухоли (рак простаты: легкие > печень > мозг; рак 
почки: мозг > легкие > печень; рак мочевого пу-
зыря: легкие > печень > мозг). При этом поглоще-
ние экзосом другими органами, кроме легких, пе-
чени, головного мозга и селезенки, не было отме-
чено [38]. В нашем исследовании оценка эффектов 

введенных везикул оценивалась через сутки после 
инфузии, что можно считать достаточным для их 
распределения по органам и реализации возмож-
ного эффекта.

Ранее Golnaz Morad et al. продемонстрировали 
распределение экзосом в организме рыб Danio rerio
после их внутрисердечной инъекции [39]. С помо-
щью покадровой визуализации авторы наблюдали 
процессы трансцитоза объектов в нервную ткань, 
при этом целостность гематоэнцефалического 
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Рис. 8. Тепловая карта корреляции между экспрессией генов в образцах сердца рыб Danio rerio. Представлены 
группы рыб только с достоверными корреляциями (р < 0.05): а – в – группы рыб, обозначения которых аналогичны 
рис. 5. Полоса цветовой шкалы показывает диапазон коэффициента корреляции (r). Красный цвет обозначает 
высокую положительную корреляцию, уменьшающуюся до синей полосы, которая представляет отрицательную 
корреляцию.

Рис. 9. Относительная экспрессия генов il-1β (а), il-6 (б), il-10 (в), tnf-α (г), ifn-γ (д), mpx (е), mpeg1.1 (ж), mpeg1.2 (з) 
в образцах печени рыб Danio rerio исследуемых групп. Достоверные отличия между группами при р < 0.05. Обозна-
чения групп рыб аналогичны рис. 5.
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барьера сохранялась, а его проницаемость для дру-
гих компонентов крови не увеличивалась. В ис-
следовании in vivo на мышиной модели William 
A. Banks et al. показали, что вводимые экзосомы 
способны проникать через гематоэнцефалический 
барьер [40]. В нашем исследовании была использо-
вана фракция микровезикул, обладающая опреде-
ленной полидисперсностью с включением в свой 
состав объектов менее 100 нм в диаметре. При этом 
был отмечен эффект на уровень экспрессии генов 
цитокинов в клетках головного мозга, что в сово-
купности с литературными данными может указы-
вать на проходимость исследуемых объектов через 
гематоэнцефалический барьер.

Модуляция нейровоспаления основана на спо-
собности микроглии и моноцитов/макрофагов вза-
имодействовать и проявлять два противоположных 
типа реагирования – по фенотипу М1 или фено-
типу М2. Как результат, обеспечивается баланс ци-
тотоксических и протективных эффектов в клетках 
центральной нервной системы [41]. Внеклеточные 
везикулы, являясь важным инструментом межкле-
точных взаимодействий и обладая возможностью 
преодолевать гематоэнцефалический барьер, могут 
обеспечивать рекрутирование макрофагов в мозг, 
усугубляя патологический статус [42]. Ранее было 
показано, что продуцируемые макрофагами ВВ, 
перенося провоспалительные цитокины, например 

IL-1β, к  астроцитам и  нейрональным клеткам, 
способны вызывать нейровоспаление [43]. Кроме 
того, продуцируемые макрофагами ВВ способны 
оказывать влияние на скорость проведения ней-
роимпульса. Причем эффект отличался у везикул, 
полученных от М0, М1 и М2 макрофагов [44].

Клетки как врожденного, так и  адаптивного 
иммунитета способны продуцировать внеклеточ-
ные везикулы. При этом их функция будет в зна-
чительной мере связана с типом клеток [16]. В на-
стоящем исследовании была использована линия 
моноцитоподобных клеток THP-1, традиционно 
считающейся релевантной моделью моноцитов/
макрофагов. Известно, что внеклеточные везикулы 
последних обладают различными функциями. Так, 
они вызывают обусловленную воспалением про-
граммированную клеточную гибель гладкомышеч-
ных клеток посредством переноса функциональ-
ной пироптотической каспазы-1 [45]. Макрофа-
гальные ВВ могут индуцировать дифференцировку 
наивных моноцитов в макрофаги [46]. Кроме того, 
эти везикулы содержат микроРНК miR-223, яв-
ляющуюся важным регулятором пролиферации 
и дифференцировки миелоидных клеток, а также 
несут в  своем составе молекулы главного ком-
плекса гистосовместимости (MHC II) и костиму-
ляторные молекулы, что позволяет им участвовать 
в презентации антигена [47].
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Рис. 10. Тепловая карта корреляции между экспрессией генов в образцах печени рыб Danio rerio. Представлены 
группы рыб только с достоверными корреляциями (р < 0.05); а – д – группы рыб, обозначения которых аналогичны 
рис. 5. Полоса цветовой шкалы показывает диапазон коэффициента корреляции (r). Красный цвет обозначает 
высокую положительную корреляцию, уменьшающуюся до синей полосы, которая представляет отрицательную 
корреляцию.
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В данном исследовании продемонстрировано, 
что внеклеточные везикулы, полученные от клеток 
ТНР-1, активированных РМА и TNF в разных до-
зах, обладали различными иммуномодулирующими 
свойствами в организме рыб Danio rerio. Инъекция 
ВВ, секретируемых клетками ТНР-1 при воздей-
ствии TNF в концентрации 10 нг/мл и PMA в кон-
центрациях 16 и 50 нг/мл, приводила к снижению 
экспрессии генов провоспалительных цитокинов 
(il-1β, ifn-γ, tnf-α, mpx, mpeg1.1 и mpeg1.2) в печени, 
сердце и мозге рыб Danio rerio. Подобные измене-
ния свидетельствуют о потенциальных противовос-
палительных эффектах, использованных ВВ.

Также было установлено, что активация кле-
ток ТНР-1 воздействием TNF в концентрациях 10 
и 20 нг/мл оказывала дозозависимый эффект на 
свойства секретируемых этими клетками везикул. 
Так, внеклеточные везикулы, полученные от кле-
ток ТНР-1, активированных обработкой 20 нг/мл 
TNF, приводили к большему увеличению экспрес-
сии генов il-10 и il-1β в печени, сердце и мозге по 
сравнению с таковым от везикул, полученных от 
дозы TNF 10 нг/мл. Кроме того, достоверно отли-
чался уровень экспрессии генов il-6 в сердце и mpx
в печени. В отношении эффектов от везикул, по-
лученных при стимуляции клеток разными дозами 
PMA, были выявлены достоверные отличия между 
уровнями экспрессии генов mpeg1.2 в мозге, il-10
в сердце и ifn-γ в печени.

Интересно, что в ряде случаев были отмечены 
разнонаправленные эффекты ВВ, полученных при 
использовании разной дозы стимула TNF. В част-
ности, ВВ в группе V_TNF1 вызывали снижение 
экспрессии il-1β в мозге и сердце, в то время как 
V_TNF2  – повышение. Аналогичный эффект 
был в отношении il-10 в сердце и печени, а il-6 – 
в сердце. Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что под воздействием различных видов сти-
мулов, а  также различных доз активаторов, мо-
ноцитоподобные клетки продуцируют везикулы, 
качественно отличающиеся между собой, что 
приводит к  разным эффектам при их инъекции 
в организм рыб Danio rerio. Эффекты ВВ связаны 
с составом переносимого ими груза, который мо-
жет значительно различаться и включать нуклеи-
новые кислоты, липопротеиды, цитокины, фер-
менты и т.д. [16, 19, 36, 48]. При этом качествен-
ный состав ВВ разного клеточного происхождения 
зависит от клетки-продуцента [27, 36]. Мало того, 
Schindler V. с соавторами было показано, что эпи-
телиальные клетки бронхов в одинаковых условиях 
продуцировали различные по размеру, уровню экс-
прессии тетраспанинов на поверхности, а также по 
переносимому набору микроРНК внеклеточные 
везикулы апикальной и базальной частями клеток 
[49]. Таким образом, характеристика продуцируе-
мых везикул зависит не только от клеточного про-
исхождения, влияния активаторов или блокаторов, 

но и от пространственной организации и области 
самой клетки, где происходит синтез экзосом или 
микровезикул.

Везикулы, продуцированные клетками THP-1 
после стимуляции всеми использованными акти-
ваторами, имели преимущественно меньшие раз-
меры, чем таковые от нестимулированных клеток. 
Кроме того, полидисперсность объектов увеличи-
валась в направлении неактивированные клетки – 
стимуляция TNF – стимуляция PMA. Размерность 
везикул является важным фактором, напрямую 
связанным с  биогенезом объектов и,  соответ-
ственно, с принадлежностью их к экзосомам или 
микровезикулам. При этом биологической актив-
ностью в отношении регуляции воспаления могут 
обладать обе категории внеклеточных везикул [16, 
50]. Кроме того, несколько больший размер объек-
тов, а также большее содержание аннексин V-по-
зитивных объектов может быть признаком присут-
ствия в образцах V_TNF2 апоптотических телец, 
которые также обладают высокой биологической 
активностью [51].

В образцах ВВ, полученных от стимулирован-
ных клеток (TNF и PMA), был более высокий уро-
вень CD9+ и CD63+ объектов, т.е. несущих тетра-
спаниновые рецепторы, по сравнению с таковым 
от нестимулированных клеток. Кроме того, в об-
разцах, полученных при стимуляции TNF, отме-
чалось повышенное содержание CD54-позитив-
ных событий. Таким образом, морфология и каче-
ственный состав использованных в исследовании 
внеклеточных везикул различались в образцах в за-
висимости от использованных активаторов.

CD54 является индуцибельным белком клеточ-
ной адгезии, который играет ключевую роль во 
взаимодействии эндотелия и лейкоцитов и регу-
лирует сосудистую проницаемость. Кроме этого, 
CD54 используют в качестве маркера активации 
антигенпрезентирующих клеток [52], а экспресси-
рующие его внеклеточные везикулы являются ак-
тивными участниками регуляции воспаления [50]. 
Ранее было показано, что уровень CD54+ объектов 
коррелирует со степенью повреждения головного 
мозга при инсульте [53], а также повышается при 
субарахноидальном кровотечении [54, 55].

Таким образом, внеклеточные везикулы, секре-
тируемые клетками ТНР-1, обладают разным ка-
чественным составом в зависимости от способов 
активации клеток, способны оказывать влияние на 
экспрессию генов провоспалительных (il-1β, il-6, 
tnf-α, ifn-γ, mpeg1.1, mpeg1.2, mpx) и противовспали-
тельных (il-10) цитокинов в тканях и органах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Внеклеточные везикулы, продуцируемые моно-
цитоподобными клетками THP-1 под воздействием 
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различных стимулов, при интрацеломическом вве-
дении рыбам Danio rerio оказывают системный 
эффект, проявляющийся изменением экспрессии 
генов про- и противовоспалительных цитокинов 
в головном мозге, печени и сердце. В зависимо-
сти от вида и дозы использованного для активации 
стимула может меняться качественный состав про-
дуцируемых везикул, что проявляется в силе и на-
правленности детектируемых in vivo эффектов.
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Extracellular Vesicles Secreted by the THP-1 Cells Influence on the Inflammation 
Gene Expression in Zebrafish

D. B. Sambur1, O. V. Kalinina1, A. D. Aquino1, P. V. Tirikova1, M. A. Migunova1, E. E. Koroleva1, 
A. S. Trulyov2, A. A. Rubinshtein1, 2, I. V. Kudryavtsev1, 2, and A. S. Golovkin1

1Federal State Budgetary Institution “Almazov National Medical Research Center”, St. Petersburg, Russia
2Federal State Budgetary Institution “Institute of Experimental Medicine”, St. Petersburg, Russia

Extracellular vesicles secreted by immune cells may play a significant role in the initiation, maintenance, 
and progression of systemic inflammation. The aim of the study was to investigate the regulatory 
e¾ect of extracellular vesicles (EVs) produced by activated monocyte-like THP-1 cells on expression 
levels of inflammatory genes in a zebrafish. Real-time PCR analysis was performed to investigate 
the relative expression levels of il-1β, il-6, tnf-α, ifn-γ, mpeg1.1, mpeg1.2, mpx, and il-10 genes in the 
brain, liver, and heart of zebrafish followed by intracelomic injection of EVs produced by THP-1 cells 
activated with tumor necrosis factor (TNF) and phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) at di¾erent 
concentrations. EVs, secreted by activated THP-1 cells with TNF at a concentration of 10 ng/mL and 
PMA at concentrations of 16 and 50 ng/mL, reduced the expression levels of il-1β, ifn-γ, tnf-α, mpx,
mpeg1.1, mpeg1.2, and IL-10 genes in the brain, heart and liver of Danio rerio. Wherein, EVs secreted by 
THP-1 cells treated with TNF at doses of 10 and 20 ng/ml had opposite e¾ects on the gene expression 
levels of il-1β in the brain, il-1β, il-10, and il-6 in the heart; on il-1β, il-10, mpx, and mpeg1.2 in the liver. 
EVs secreted by THP-1 cells treated with PMA at doses of 16 and 50 ng/ml had opposite e¾ects on the 
expression levels of il-6 and il-10 genes in the heart and ifn-γ gene in the liver. EVs, produced by activated 
THP-1 cells have a systemic e¾ect on Danio rerio manifested in a changing of the expression level of 
pro- and anti-inflammatory cytokine genes in the brain, liver, and heart. The qualitative composition of 
the EVs produced by activate THP-1 cells varies depending on the type and dose of the used stimulus, 
that reflects on strength and direction of the e¾ects detected in vivo.

Keywords: Extracellular vesicles, THP-1 cells, Danio rerio, zebrafish, gene expression
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ЗАКОНОМЕРНОСТИ ИЗМЕНЕНИЙ НЕКОТОРЫХ 
НЕЙРОСПЕЦИФИЧЕСКИХ БЕЛКОВ У ПАЦИЕНТОВ С ХРОНИЧЕСКОЙ 

РТУТНОЙ ИНТОКСИКАЦИЕЙ В ПОСТКОНТАКТНОМ ПЕРИОДЕ
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Цель исследования заключалась в выявлении закономерностей изменения некоторых нейро-
специфических белков (BDNF, S100β, ОБМ) в сыворотке крови пациентов с хронической ртут-
ной интоксикацией (ХРИ) после прекращения воздействия токсиканта. В клинических условиях 
проведено обследование мужчин с установленным диагнозом ХРИ в отдаленном периоде после 
разобщения с токсикантом на химическом производстве. Концентрации нейроспецифических 
белков (BDNF, S100β, ОБМ) в сыворотке крови определяли методом твердофазного иммунофер-
ментного анализа с помощью коммерческих тест-систем ChemiKine (США), CanAg (Швеция) 
и AnshLabs (США) соответственно. Полученные результаты свидетельствуют и подтверждают 
прогредиентность болезненного процесса в отдаленном, постконтактном периоде хронической 
интоксикации ртутью, что соответствует клинике проявления заболевания. У пациентов с ХРИ 
через 5 лет разобщения с токсикантом зарегистрированы повышенные концентрации в сыворот-
ке крови BDNF, белка S100β и ОБМ. Длительно сохраняющиеся высокие уровни нейротрофи-
ческих белков могут отражать течение нейродеструктивных процессов, происходящих в нервной 
ткани, и прогрессирование заболевания. Дефицит BDNF у лиц с ХРИ, обследованных в связной 
выборке через 8 лет постконтактного периода, возможно, свидетельствует об ослаблении нейро-
генеза. Дальнейшие исследования будут способствовать более точному определению и понима-
нию использования сывороточных концентраций BDNF, белка S100β, ОБМ в качестве маркеров 
активности патологического процесса и конкретной мишени для эффективного лечения.

Ключевые слова: мозгоспецифический нейротрофический фактор, белок S100β, общий белок миелина, хро-
ническая ртутная интоксикация, постконтактный период
DOI: 10.31857/S1027813324010102, EDN: GYNKXW

ВВЕДЕНИЕ

До настоящего времени сохраняет свою акту-
альность проблема токсических поражений нерв-
ной системы парами металлической ртути, несмо-
тря на значительное сокращение использования ее 
в технологических процессах. Особенно значимым 
аспектом проблемы является длительное течение 
нейроинтоксикации в постконтактном периоде, не 
приводящее к полному восстановлению здоровья, 
а в ряде случаев наблюдается ухудшение клиниче-
ских проявлений в отдаленном периоде, затем пре-
кращается взаимодействия с токсикантом [1]. При 
многих заболеваниях нервной системы, сопровож-
дающихся деструктивными, демиелинизирующими 
процессами, отмечается выход нейронспецифиче-
ских белков из поврежденных клеток нервной си-
стемы в интерстициальное пространство и далее 

в  биологические среды [2]. Одним из современ-
ных направлений нейрофизиологии является ис-
пользование сывороточных концентраций ней-
роспецифических белков, в частности мозгового 
нейротрофического фактора (BDNF), белка S100β, 
общего белка миелина (ОБМ), в качестве маркеров 
нейрохимических изменений. В настоящее время 
установлено, что нарушение синтеза нейробелков 
наблюдается при развитии и течении многих па-
тологических процессов (депрессивных расстрой-
ствах, шизофрении, инсульте, алкоголизме, бо-
лезней Альцгеймера, Паркинсона, расстройствах 
аутистического спектра, невропатической боли 
и др.) [3, 4]. Продолжает находиться в стадии ак-
тивного изучения детализация механизмов, ле-
жащих в  основе нейродеструктивных процессов 
при интоксикации ртутью. Это является необхо-
димым для дальнейшего поиска и  обоснования 

КЛИНИЧЕСКАЯ
НЕЙРОХИМИЯ
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патогенетических мишеней, определяющих новые 
подходы к диагностике и лечению нейроинтоксика-
ций. Одним из значимых биомаркеров неврологи-
ческих расстройств является мозгоспецифический 
нейротрофический фактор (BDNF), сывороточ-
ный уровень которого, коррелируя с концентра-
цией в центральной нервной системе, может рас-
сматриваться также как показатель эффективного 
лечения [5]. BDNF один из представителей группы 
подсемейства нейротрофинов, семейства факторов 
роста, белок из класса цитокинов, обладающий вы-
сокой функциональной активностью, которая зна-
чительно отличается в зависимости от стадии он-
тогенеза. BDNF участвует в развитии и сохранении 
нейрональных клеток мозга [6, 7]. Указанный ней-
ротрофин может принимать участие как в форми-
ровании патологий нервной системы, так и в ин-
дукции толерантности мозга к  стрессирующим 
факторам внешней и внутренней среды. В настоя-
щее время подтверждена роль BDNF в регуляции 
нейрональной пластичности [8].

Наиболее специфичным белком мозговой ткани 
является широко известный мозгоспецифический 
белок S100β, присутствующий в клетках головного 
мозга. Постоянство концентрации его обеспечи-
вает нормальное функционирование всех систем 
головного мозга. Увеличение уровня S100β в крови 
происходит вследствие структурно-функциональ-
ных повреждений, прежде всего глиальных клеток 
мозга, и повышения проницаемости ГЭБ. Через 
фосфорилирование других белков он принимает 
участие в передаче сигнала, обеспечивая тем са-
мым пластические процессы [9]. Чувствительным 
маркером повреждения нервной ткани, проница-
емости гематоэнцефалического барьера является 
один из ключевых структурно-функциональных 
компонентов миелиновой оболочки – общий бе-
лок миелина (ОБМ). Разрушение миелина явля-
ется универсальным механизмом реакции нервной 
ткани на повреждение в результате дисрегуляции 
белково-липидного соотношения мембраны мие-
лина. При повреждении ЦНС нарушается функция 
гематоэнцефалического барьера, что сопровожда-
ется повышением концентрации ОБМ в сыворотке 
крови [10, 11]. Кроме известных эффектов влияния 
нейротрофинов на нервную систему, в литературе 
имеются данные о множестве регуляторных влия-
ний на иммунную систему [12]. Не исключена со-
пряженность указанных нейробелков со многими 
другими биорегуляторами, в частности с цитоки-
нами, гормонами, сигнальными молекулами и др. 
Результаты ранее выполненных нами обследова-
ний работающих в  условиях контакта с  парами 
металлической ртути и пациентов с ХРИ в зави-
симости от выраженности патологического про-
цесса свидетельствовали о нарушении адекватной 
работы механизмов цитокиновой регуляции, ней-
роаутоиммунного ответа. С нарастанием тяжести 

патологического процесса изменяются динамика 
и взаимосвязь указанных показателей [13].

В  этой связи перспективным является даль-
нейшее выяснение участия нейробелков в диффе-
ренцированном регулировании ответа нейронов 
различных областей мозга в отдаленном периоде 
после прекращения воздействия токсиканта и ис-
пользование их в качестве маркеров диагностики 
и  терапевтической мишени при заболеваниях 
нервной системы различного генеза. Тем более что 
в настоящее время активно разрабатываются ин-
новационные технологии, направленные на при-
менение нейроспецифических белков в целях мо-
дуляции патологического процесса [14].

Цель исследования – выявить закономерности 
изменения нейроспецифических белков (BDNF, 
S100β, ОБМ) в сыворотке крови пациентов с хро-
нической ртутной интоксикацией после прекраще-
ния воздействия токсиканта.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В стационарных условиях проведено обследо-
вание мужчин (возраст – 53.38 ± 0.82 года, стаж 
работы в контакте с токсикантом – 15.62 ± 0.8 лет) 
с  установленным диагнозом профессиональной 
ХРИ (n  = 22). В  клинической картине обследо-
ванных лиц превалировала энцефалопатия, ха-
рактеризующаяся преимущественно проявлением 
психических расстройств (чаще в  виде органи-
ческого астенического расстройства или органи-
ческого расстройства личности с когнитивными 
и  эмоционально-волевыми нарушениями раз-
личной степени выраженности). Группу сравне-
ния составили мужчины (n  = 27)  сопоставимые 
по возрасту (47.2 ± 4.7 года) и общему трудовому 
стажу (14.2 ± 1.2 года), не имеющие клинических 
признаков острых или хронических заболеваний 
любой природы и контакта в условиях производ-
ства с  химическими факторами. Лабораторные 
исследования выполнены в лаборатории иммуно-
биохимических и молекулярно-генетических ис-
следований института. Клиническое обследова-
ние и постановка диагноза – в клинике института 
в соответствии с классификационными критери-
ями болезней и состояний МКБ 10-го пересмотра. 
Концентрации нейрональных белков в сыворотке 
крови определяли стандартным методом твердо-
фазного иммуноферментного анализа на высо-
коскоростном иммуноферментном анализаторе 
“Alisei”. Концентрацию BDNF в сыворотке крови 
определяли у  22 пациентов в  связной выборке 
сразу после прекращения воздействия ртути, че-
рез 5 и 8 лет постконтактного периода с помощью 
тест-систем “ChemiKine Elisa”, США (каталож-
ный № DBD OO). Сывороточные концентрации 
белков S100β и ОБМ определяли у этих же пациен-
тов только через 5 лет с использованием реактивов 
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фирмы CanAg, Швеция (каталожный № 708–10) 
и AnshLabs, США (каталожный № 931–1080) соот-
ветственно. Кровь для исследования у пациентов 
во все сроки наблюдения брали однократно при 
поступлении в стационар, до проведения лечения, 
натощак. Использовали пробирки “Vacutainer”, 
которые центрифугировали на лабораторной цент-
рифуге ЦЛМН-Р10–01 (“Элекон-М”, Россия) при 
1500 об/мин в течение 15 мин для получения сыво-
ротки. Сыворотку отбирали в отдельные пробирки 
“Эппендорф” (Eppendorf) и хранили в низкотемпе-
ратурном холодильнике (Sanyo, Япония) при тем-
пературе –70С°.

Полученные результаты обрабатывали стати-
стически с помощью пакета прикладных программ 
“Statistica 6.0” (StatSoft, США). Возраст и стаж ра-
боты обследованных пациентов представлены 
в виде средней (М) и ее ошибки (m). Проверку нор-
мальности распределения переменных выполняли 
с  использованием критерия Шапиро  – Уилкса. 
Данные представлены в виде медианы (Me), ниж-
него (Q25) и верхнего (Q75) квартилей. Для опре-
деления значимости между независимыми выбор-
ками при ненормальном распределении использо-
вали критерий Манна – Уитни. Различия считали 
статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что гиперактивация в иммунной си-
стеме и процесс нейровоспаления приводят к дис-
регуляции отдельных нейроспецифических белков, 
способствуют ослаблению нейрогенеза, а  также 
развитию процессов дегенерации [14]. Ранее вы-
полненные исследования позволили зарегистриро-
вать изменения в содержании BDNF и белка S100β
в сыворотке крови работающих в период воздей-
ствия паров металлической ртути в условиях про-
изводства, которые изменялись в зависимости от 
тяжести течения патологического процесса [15, 16].

Наблюдение за пациентами в  динамике по-
сле прекращения производственного контакта 
с  ртутью показало, что в  течение 5  лет уровни 
BDNF статистически значимо не изменялись 
и оставались на прежнем высоком относительно 
контроля (659.20 (443.60–776.20) пг/мл) уровне. 
Медианные значения указанного показателя со-
ставили 1176.20 (535.60–1781.10) пг/мл против 
989.95 (803.30–1209.20) пг/мл сразу после пре-
кращения контакта с  токсикантом. А  через по-
следующие 3  года наблюдалось снижение кон-
центраций до 370.51 (59.33–1256.57) пг/мл как 
относительно первого (p = 0.001), так и второго 
(p = 0.003) обследования в постконтактном пери-
оде, а  также по сравнению с контрольной груп-
пой 473.80 (262.30–797.00)  пг/мл. Дефицит ней-
ротрофинов и ослабленный нейрогенез способ-
ствуют более быстрой гибели клеток гиппокампа 

и вызывают пластические перестройки [17]. Что 
касается эндогенного белка S100β, то в исследо-
ваниях, выполненных ранее, показано статисти-
чески значимое возрастание его у стажированных 
рабочих (83.38  ±  4.64 нг/л) и  пациентов с  ХРИ 
(95.60  ±  5.61  нг/л) при сопоставлениях с  рабо-
тающими вне контакта с  нейротоксикантами 
(64.93  ±  2.68 нг/л). Причем наиболее выражен-
ное повышение белка S100β отмечено при ХРИ 
[18]. В результате обследования пациентов с ХРИ 
через 5 лет после прекращения контакта с ртутью 
зарегистрированы также статистически значимо 
высокие медианные значения показателя (85.62 
(73.83–118.30 нг/л)) относительно группы сравне-
ния (63.46 (43.80–89.34 нг/л); p = 0.03). Учитывая 
факт того, что протеины S100β могут участвовать 
в воспалительных реакциях, регулировать диффе-
ренцировку глии и нейронов, запускать програм-
мируемую смерть клеток, есть основания полагать, 
что в нашем случае уровень белка S100β может от-
ражать степень выраженности патологического 
процесса.

Результаты определения и оценки сывороточных 
концентраций одного из маркеров деструкции ми-
елина ОБМ у лиц с ХРИ через 5 лет после прекра-
щения контакта с парами металлической ртути сви-
детельствуют о его повышенных значениях по срав-
нению с группой сравнения более чем в 2 раза (1.13 
(0.45–1.85 нг/л) против 0.49 (0.16–0.81 нг/л) в кон-
троле; p = 0.04). Сразу после прекращения воздей-
ствия ртути концентрации указанного белка у лиц 
с  ХРИ не определяли, но, тем не менее, можно 
предположить их нарастание у работающих в ус-
ловиях воздействия токсиканта. Об этом отчасти 
могут свидетельствовать зарегистрированные кор-
реляции между уровнями АТ к отдельным нейро-
специфическим белкам, в том числе к ОБМ, и ско-
ростью проведения импульсов по аксонам различ-
ных структур периферической нервной системы, 
что подтверждает значимость этого показателя 
в  диагностике активности демиелинизирующих 
процессов при ХРИ в отдаленном периоде [19].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты свидетельствуют и под-
тверждают прогредиентность болезненного про-
цесса в отдаленном периоде интоксикации ртутью, 
что соответствует клинике проявления заболева-
ния. У пациентов с ХРИ через 5 лет разобщения 
с  токсикантом зарегистрированы повышенные 
концентрации в  сыворотке крови BDNF, белка 
S100β и  ОБМ. Длительно сохраняющиеся высо-
кие уровни нейротрофических белков могут сви-
детельствовать о прогрессировании заболевания. 
Дефицит BDNF в  отдаленном постконтактном 
периоде (через 8 лет) возможно отражает ослабле-
ние нейрогенеза. Дальнейшие исследования будут 
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способствовать более точному определению и по-
ниманию использования сывороточных концен-
траций BDNF, белок S100β, ОБМ в качестве мар-
керов активности патологического процесса и кон-
кретной мишени для эффективного лечения.
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Patterns of Changes in Certain Neurospecific Proteins in Patients with Post-Contact 
Period Chronic Mercury Intoxication

G. M. Bodienkova1 and E. V. Boklazhenko1

1Federal State Budgetary Scientific Institution “East-Siberian Institute of Medical and Ecological Research”, 
Angarsk, Russia

The aim of the study was to identify patterns of change in certain neurospecific proteins (BDNF, S100β, 
MBP) in the serum of patients with chronic mercury intoxication (CMI) after stopping exposure to 
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the toxicant. In clinical conditions, men with an established diagnosis of chronic mercury intoxication 
were examined in a distant period after isolation from a  toxicant in chemical production. Serum 
concentrations of neurospecific proteins (BDNF, S100β, MBP) were determined by solid-phase enzyme-
linked immunosorbent assay using a commercial test-systems of ChemiKine (USA), CanAg (Sweden) 
and AnshLabs (США) respectively. The obtained results indicate and confirm the progressionality 
of the disease process in the distant, post-exposure period of chronic mercury intoxication, which 
corresponds to the clinic of the manifestation of the disease. Elevated serum concentrations of BDNF, 
S100β protein, and MBP were reported in patients with CMI after 5 years of exposure to the toxicant. 
Long-lasting high levels of neurotrophic proteins may reflect the course of neurodestructive processes 
occurring in the nervous tissue and the progression of the disease. BDNF deficiency in CMI individuals 
examined in a linked sample at 8 years post-exposure may be indicative of attenuation of neurogenesis. 
Further studies will contribute to a more accurate definition and understanding of the use of serum 
concentrations of BDNF, S100β protein, MBP as markers of pathological process activity and a specific 
target for e¾ective treatment.

Keywords: brain-specific neurotrophic factor, S100β protein, myelin basic protein, chronic mercury intoxica-
tion, post-contact period




