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У 50 детей 7–15 лет обоего пола, страдающих детским церебральным параличом 
(ДЦП), проведен анализ изменений электроэнцефалограммы (ЭЭГ) в  частотных 
диапазонах сенсомоторных мю- (8–13 Гц) и бета- (15–25 Гц) ритмов и особенно-
стей восстановления двигательных функций в процессе курса нейрореабилитации 
из 10 сеансов с применением неинвазивного интерфейса «мозг – компьютер – эк-
зоскелет кисти». ЭЭГ регистрировали в 32 отведениях в условиях покоя и кине-
стетического воображения движений разгибания кистей рук. В  зависимости от 
успешности определения программой-классификатором воображаемых состояний 
по паттерну ЭЭГ дети были разделены на две группы – с высокой и низкой успеш-
ностью представления движений. У детей исследованных групп при прохождении 
курса нейрореабилитации выявлены отличия в  характере изменений амплитуды 
ЭЭГ в  частотных диапазонах указанных ритмов. При представлении движений 
правой руки межгрупповые различия для мю-ритма достигали уровня статисти-
ческой значимости в  сагиттальных отведениях лобно-центральных и  теменных 
областей неокортекса, для бета-ритма – в сагиттальном лобно-центральном отве-
дении. У детей группы с низкой успешностью в указанных областях на последнем 
сеансе курса по сравнению с первым наблюдался рост амплитуды сенсомоторных 
ритмов, свидетельствующий о развитии торможения в лобно-теменной двигатель-
ной сети. У  детей группы с  высокой успешностью в  этих областях амплитуды 
мю- и бета-ритма к последнему сеансу не менялись, т. е. степень синхронизации/
десинхронизации сенсомоторных ритмов при представлении движений в процессе 
курса нейрореабилитации оставалась стабильной. Пациенты, состояния которых 
классификатор определял более точно, достигли более высоких показателей ре-
абилитации двигательной сферы. Результаты исследования важны для уточнения 
мозговых механизмов восстановления двигательных функций у пациентов с ДЦП 
под влиянием курса нейрореабилитации.

Ключевые слова: детский церебральный паралич, электроэнцефалограмма, интер-
фейс мозг – компьютер, мю- и бета-ритм, нейрореабилитация
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ВВЕДЕНИЕ

Детский церебральный паралич (ДЦП) является наиболее распространенной при-
чиной инвалидности в детском возрасте. В настоящее время его встречаемость в раз-
ных странах составляет от 1.6 до 3.4 случаев на 1000 новорожденных [1]. Данное 
заболевание представляет гетерогенную группу нарушений движения и  осанки, об-
условленную непрогрессирующим повреждением головного мозга, возникшим на ран-
них этапах развития (внутриутробный период или первые два года жизни). Гетероген-
ность клинической картины связана со сложным взаимодействием между поражением 
головного мозга (которое варьирует от случая к случаю в зависимости от локализации, 
степени и времени возникновения), индивидуальным генетическим фоном конкретно-
го ребенка и последующими эпигенетическими и экологическими факторами [2]. По-
вреждения головного мозга сопровождаются аберрантным формированием нейронных 
связей. Все это приводит к стойкому нарушению тонуса мышц конечностей, запуска 
и координации движений, сенсорному дефициту, когнитивным нарушениям (см. обзор 
[3]). Наиболее частым симптомом у детей с ДЦП является спастичность, то есть состо-
яние повышенного мышечного напряжения, которое ограничивает объем пассивных 
и активных движений в суставах. Спастичность отрицательно влияет на дальнейшее 
развитие двигательных функций и вызывает вторичные нарушения опорно-двигатель-
ного аппарата [4]. Причиной спастических нарушений являются поражения как мо-
торных кортикоспинальных, так и таламокортикальных путей. В большинстве случаев 
они возникают вследствие внутриутробного или перинатального инсульта [5].

Существующие медикаментозные и  физиотерапевтические методы помощи боль-
ным с ДЦП не всегда оказываются эффективными. В связи с этим активно развиваются 
методы нейрореабилитации, основанные на феномене пластичности мозга в условиях 
интенсивных упражнений пациента. К  числу таких методов относятся: роботизиро-
ванная механотерапия [6]; терапия с использованием наблюдения за действиями с по-
следующей их имитацией [7]; применение комплексов, включающих неинвазивные 
интерфейсы мозг – компьютер (ИМК) с биологической обратной связью на основе вир-
туальной реальности [8, 9] или на основе кинестетической обратной связи с использова-
нием экзоскелета кисти руки (см. обзор [10]). Получены доказательства эффективности 
последнего подхода в улучшении двигательных функций верхних конечностей [11, 12] 
и показателей моторной реализации речи [13] у детей со спастическими формами ДЦП.

У больных с ДЦП степень поражения структур мозга и связей между ними, а также 
пластичность нервной ткани в процессе лечения можно оценить посредством анализа 
характеристик электроэнцефалограммы (ЭЭГ), которые отражают активность распре-
деленных нейронных сетей [2]. При анализе фоновой ЭЭГ у детей с ДЦП в возрасте 
6–14 лет отмечено снижение мощности альфа-ритма в затылочных областях неокор-
текса и увеличение мощности в тета- и дельта-диапазонах почти во всех отведениях по 
сравнению с контрольной группой здоровых сверстников [14].

Особое внимание в последнее десятилетие уделяется динамике сенсомоторных рит-
мов ЭЭГ при выполнении пациентами различных функциональных проб. Сенсомотор-
ный мю-ритм, регистрируемый над центральными областями неокортекса, включает как 
минимум две негармонические составляющие – в альфа- (8–13 Гц) и бета- (15–25 Гц) 
диапазонах частот, иногда называемые мю-альфа- и мю-бета-ритмами [15]. Однако боль-
шинство исследователей обозначают эти компоненты как мю- и бета-ритмы соответст-
венно. В настоящей работе мы также будем придерживаться этих названий. Мю-ритм 
генерируется в  сенсомоторной постцентральной коре, а  бета-активность – в  прецент-
ральной моторной области неокортекса [16, 17]. Считают [18], что мю-ритм в основном 
отражает сенсомоторные функции, в то время как бета-компонент более тесно связан 
с моторным кортикальным контролем. Поскольку подавление амплитуды (десинхрони-
зация) сенсомоторных ритмов вызывается как реальным движением, так и его вообра-
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жением, модуляции сенсомоторных ритмов предложено использовать в качестве элек-
трофизиологических маркеров состояния кортикальной сенсомоторной системы и  ее 
пластичности в процессе реабилитации у пациентов с ДЦП [2, 19].

Исследования динамики сенсомоторных ритмов ЭЭГ при выполнении движений 
пациентами с  ДЦП указывают на ее зависимость от формы заболевания. У  детей 
и взрослых с гемипарезом (односторонней формой ДЦП) движения паретичной руки 
сопровождаются меньшей десинхронизацией мю-ритма в центральных отведениях по-
раженного контралатерального полушария, чем у здоровых людей. Чем меньше падала 
амплитуда мю-ритма и, следовательно, меньше активировалось полушарие, тем выше 
была степень нарушений движений пораженной руки [20]. У детей и подростков с дву-
сторонней формой ДЦП десинхронизация мю-ритма при выполнении движений была 
больше, чем у здоровых сверстников, причем, чем сильнее были выражены наруше-
ния, тем больше десинхронизация. Предполагают, что дети с билатеральной формой 
ДЦП нуждаются в большей степени активации неокортекса, чем пациенты с односто-
ронней формой заболевания [21]. Также у  таких пациентов была больше выражена 
десинхронизация бета-ритма. При этом более высокая степень подавления данного 
ритма в  большинстве отведений была связана с  лучшими показателями исполнения 
двигательных задач [22].

В последние годы было выполнено несколько работ, в которых для восстановле-
ния двигательных функций у детей с ДЦП применялись тренировки с использованием 
ИМК. В процессе лечебных сеансов ИМК контролируют паттерны ЭЭГ с помощью 
программы-классификатора и  генерируют сигналы биологической обратной связи 
при воображении пациентами собственных движений. Обоснованием для применения 
таких тренировок является тот факт, что в реальном выполнении и кинестетическом 
представлении одних и тех же движений участвуют одни и те же нейронные структу-
ры за исключением лишь моторного выхода, который в последнем случае тормозится 
[10, 23]. Основываясь на обратной связи в реальном времени, дети могут корректиро-
вать свои ментальные стратегии. В одной из работ для проведения тренингов у детей 
с  ДЦП 8–12  лет применяли визуальную обратную связь (изменение цвета объектов 
и их движения в период воображения движений левой и правой руки) [8]. На протяже-
нии серии сеансов было обнаружено увеличение мощности ЭЭГ в диапазоне 8–15 Гц, 
усредненной для центральных, теменных и височных областей. По мнению авторов, 
рост мощности ЭЭГ в этом диапазоне отражает торможение реального движения при 
его воображении. Такое изменение паттерна ЭЭГ считали индикатором улучшения об-
работки сенсомоторной информации.

В двух работах с использованием для нейрореабилитации комплекса «Экзокисть‑2» 
в качестве сигналов обратной связи выступали движения экзоскелета кисти. В одной из 
них показано, что при воображении движений в виде разгибания пальцев кисти во вре-
мя первого сеанса у детей и подростков с ДЦП в большинстве отведений наблюдалась 
синхронизация ЭЭГ в диапазоне альфа-ритма (8–13 Гц). К концу серии тренингов из 
десяти сеансов происходило замещение реакций синхронизации на десинхронизацию, 
что свидетельствовало об увеличении активации неокортекса [24]. Также в процессе 
тренингов уменьшились различия в степени реактивности альфа-ритма у пациентов 
с левополушарным и правополушарным поражением. Выявленные перестройки пат-
терна ЭЭГ в частотной полосе альфа-ритма рассматривались авторами как проявление 
процессов благоприятной реорганизации нейронных цепей, контролирующих плани-
рование и выполнение сложных движений рук.

В  другой работе [12] анализировали свойства источников мю-ритма ЭЭГ детей 
и подростков при воображении движений во время управления ИМК. Средняя вероят-
ность успешного распознавания воображаемых движений и состояния покоя во время 
сессий составила 0.51, но у отдельных детей доходила до 0.70. Участников, наиболее 
эффективно управлявших ИМК, характеризовала высокая доля сеансов, в которых уда-
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лось идентифицировать источники мю-ритма. Показано, что чем больше десинхрони-
зация ритма при воображении движения как сохранной, так и паретичной руки, тем 
выше точность управления ИМК.

Однако в  исследованиях с  применением ИМК не анализировались особенности 
двигательных или иных функций до и после комплексного лечения у  тех детей, со-
стояния которых определяли по паттерну ЭЭГ с разной, низкой или высокой степе-
нью успешности. Также в указанных работах в процессе тренингов оценивалась ди-
намика либо лишь альфа-диапазона мю-ритма [24], либо всего частотного диапазона 
сенсомоторных ритмов [12], а особенности изменений бета-активности в центральных 
и прилегающих к ним регионах не анализировалась. В связи с этим целью настоящего 
исследования явился анализ изменений сенсомоторных ритмов в процессе нейрореа-
билитации в мю- (8–13 Гц) и бета- (15–25 Гц) диапазонах частот, а также выявление 
особенностей восстановления двигательных функций у детей, процессы кинестетиче-
ского представления движений или расслабления которых распознавались програм-
мой-классификатором с высокой и низкой степенью успешности.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика выборки. Исследования проводили в 2022–2023 гг. на базе цен-
тра «Технологии здоровья и  реабилитации» Крымского федерального университета 
им. В. И. Вернадского и Государственного бюджетного учреждения Республики Крым 
«Санаторий для детей и детей с родителями «Чайка» им. Гелиловичей». В исследова-
ниях приняли участие 50 детей в возрасте от 7 до 15 лет (35 мальчиков и 15 девочек) 
с установленным диагнозом ДЦП и основной формой нарушений в виде спастической 
диплегии. У 36 из них преобладали нарушения двигательных функций правой, а у 14 – 
левой руки. Среди указанных пациентов отсутствовали дети с  умственной отстало-
стью умеренной, тяжелой и глубокой степеней. Средний возраст испытуемых составил 
10.0 ± 3.3 лет.

Дети проходили комплексное санаторно-курортное лечение с курсом нейрореаби-
литации из 10 сеансов с применением комплекса, включающего неинвазивный ИМК 
и  экзоскелет кисти «Экзокисть‑2» (производства ООО  «Экзопласт», Москва). Ком-
плекс обеспечивает генерацию визуальных сигналов и формирование команд управле-
ния экзоскелетом кисти руки. В состав ИМК входил электроэнцефалограф Нейровизор 
БММ‑52 («Медицинские Компьютерные Системы», Россия). Регистрацию ЭЭГ про-
водили монополярно с помощью хлорсеребряных датчиков в 32 отведениях, которые 
были расположены по неполной международной схеме 10–10. В процессе записи ча-
стота оцифровки ЭЭГ-сигналов составляла 500 Гц, а частоты среза фильтров высоких 
и  низких частот – 5 и  30 Гц соответственно. Сопротивление электродов составляло 
менее 20 кОм. В качестве референтного использовался усредненный электрод.

Сеансы проводились через день по одинаковой схеме: три сессии по 8 мин с пере-
рывом на отдых не менее 5 мин. Во время сеанса пациенты сидели в кресле перед ком-
пьютерным монитором, на котором им предъявляли визуальные инструкции. Кисти 
рук размещались внутри «рукавиц» экзоскелета. В центре экрана находилась круглая 
метка белого цвета, служившая для фиксации взгляда, и расположенные вокруг нее три 
стрелки, менявшие цвет для обозначения инструкций. Продолжительность активации 
каждой стрелки составляла 10 с. Пациент выполнял следующие команды: расслабить-
ся, кинестетически воображать движение разгибания кисти левой или правой руки, 
воздерживаясь от их реального выполнения. В течение сеанса ситуации расслабления 
и  воображения движений каждой руки повторяли 24 раза. Для создания конкретно-
го кинестетического образа при воображении движений детям давали инструкцию: 
«Представь, что у тебя в руке маленький мячик, ты раскрываешь кисть и роняешь его. 
Почувствуй это движение». При успешном выполнении пациентом задания на пред-
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ставление движения фиксирующая взор метка окрашивалась в зеленый цвет, экзоске-
лет выполнял соответствующее движение, и кисть руки пассивно разгибалась. Таким 
образом, генерировался комбинированный зрительный и  кинестетический сигнал 
обратной связи (подробнее [13]).

Работа ИМК была основана на анализе в реальном режиме времени паттернов ЭЭГ, 
возникающих при кинестетическом воображении разгибания кисти. Для классифика-
ции состояний (воображаемых движений рук и расслабления) использовали различия 
ковариационных матриц ЭЭГ в терминах римановой метрики [25]. По окончанию каж-
дого сеанса отображалось соотношение правильно распознанных классификатором 
состояний к общему числу заданий. Поскольку, как мы предполагаем, это соотноше-
ние зависело от способности ребенка успешно представить себе движение, все паци-
енты были разделены на две группы – с низкой и высокой успешностью представления 
движения. Чтобы исключить эффекты новизны обстановки и  сложности понимания 
задания, за основу для такого деления были взяты показатели последнего сеанса ней-
рореабилитации.

Для оценки изменений биоэлектрической активности головного мозга пациентов 
при прохождении курса комплексной терапии с применением нейрореабилитации ис-
пользовали записи ЭЭГ, зарегистрированной над моторной и сенсомоторной областя-
ми коры и прилегающих к ним регионах в следующих отведениях: F3, Fz, F4, FС3, FCz, 
FС4, C3, Cz, C4, СР3, CРz, СР4, P3, Рz, P4. Анализировали изменения амплитуды мю- и бе-
та-ритмов ЭЭГ в частотных диапазонах 8–13 и 15–25 Гц соответственно. Временные 
отрезки ЭЭГ, использованные для анализа, соответствовали времени предъявления па-
циенту визуальной инструкции о представлении движения и составляли 10 с. Участки 
записей ЭЭГ с амплитудой более 250 мкВ, а также отрезки, содержащие большое коли-
чество артефактов, исключались из обработки на основании визуального анализа. Без-
артефактные отрезки ЭЭГ разбивали на эпохи по 5 с с перекрытием 30% и подвергали 
быстрому преобразованию Фурье. Анализировали не менее 10 безартефактных эпох 
(общая продолжительность ЭЭГ не менее 50 с). При этом использовали программное 
обеспечение фирмы «Нейрософт» (Россия), входящее в комплект электроэнцефалогра-
фа «Нейрон-Спектр‑5».

Для выявления изменений амплитуды мю- и бета-ритмов ЭЭГ у детей с ДЦП при 
прохождении курса нейрореабилитации рассчитывали индексы реактивности (ИР) 
в соответствии с формулой ИР = ln (B/A) [26], где B – амплитуда ритма на последнем 
сеансе, A – амплитуда ритма на первом сеансе. Для нормализации распределения при-
меняли логарифмирование. Значения ИР > 0 свидетельствуют об увеличении ампли-
туды ритма на последнем сеансе по сравнению с первым (синхронизация), а ИР < 0 – 
о снижении амплитуды ритма (десинхронизация).

Для оценки двигательных функций были использованы:

1.	 Индекс Бартел, характеризующий возможности самостоятельного передвиже-
ния или самообслуживания пациента на основе результатов заполнения соот-
ветствующего опросника [27]. Чем выше возможности, тем выше балл (диапа-
зон от 0 до 100 баллов).

2.	 Модифицированная шкала для определения двигательной функции верхних ко-
нечностей ребенка в быту (ABILHANDKids, «Возможности кисти –дети») [11]. 
Чем выше суммарный показатель (диапазон от 0 до 42 баллов), тем легче выпол-
няет ребенок действия с предметами без посторонней помощи.

3.	 Модифицированная шкала Эшворта, отражающая степень сопротивления, 
встреченного при равномерном пассивном движении верхней конечности [28]. 
Оценке подвергались сгибатели локтевого сустава, сгибатели лучезапястного 
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сустава, поверхностный сгибатель пальцев. Чем выше суммарный показатель 
(диапазон от 0 до 18 баллов), тем выше спастичность мышц руки.

4.	 Шкала функционирования верхних конечностей (The Manual Ability Classification 
System, MACS) для определения уровня владения левой и правой рукой при ма-
нипулировании предметами [29]. Включает пять уровней, где самый высокий из 
них указывает на наиболее тяжелые нарушения.

Статистический анализ данных проводили с  использованием программы 
STATISTICA v.12. Различия в  ИР ритмов оценивали с  помощью дисперсионного 
анализа с повторными измерениями (repeated measures ANOVA). Определяли влия-
ние межсубъектного фактора – ГРУППА (2 уровня: группы детей с высокой и низкой 
успешностью) и  внутрисубъектного фактора ЛОКУС (15 отведений ЭЭГ) по схеме 
2 × 15. Для оценки значимости изменений ИР в каждом из отведений ЭЭГ применя-
ли метод априорных контрастов на основе сравнения средних значений наименьших 
квадратов.

Распределение иных показателей оценивали с помощью критерия Шапиро‒Уилка. 
Если распределение не отличалось от нормального, статистические данные представ-
ляли в виде среднего и стандартного отклонения, а для сравнений применяли t-крите-
рий Стьюдента. При отличии распределения от нормального статистические данные 
представляли в виде медианы и интерквартильного размаха Ме [Q1; Q3], а для оценки 
межгрупповых различий использовали U-критерий Манна-Уитни, внутригрупповых – 
Т-критерий Вилкоксона. Статистически значимыми считали различия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для всех детей с ДЦП, принявших участие в исследовании, в заключительном сеан-
се нейрореабилитации точность классификации ЭЭГ паттернов правильно распознан-
ных состояний (т. е. соответствующих предъявленной инструкции) для трех классов 
задач (воображаемых движений левой и правой руки, расслабления) получена в пре-
делах от 0.30 до 0.68 при пороге случайных распознаваний 0.33. Значение медианы 
составило 0.395 [0.350; 0.480]. В группу с низкой успешностью были включены дети, 
вероятность правильно распознанных состояний которых не превышала 0.39. В  эту 
группу вошло 25 детей (19 мальчиков и 6 девочек), средний возраст составил 9.0 ± 
3.6 лет. В группу с высокой успешностью, для которой соотношение правильно распоз-
нанных состояний составило не менее 0.40, вошли 25 детей (16 мальчиков и 9 девочек, 
средний возраст 10.3 ± 2.9 лет). Различия между группами по возрасту не были стати-
стически значимы (р = 0.22). В обеих группах преобладали пациенты с нарушением 
двигательных функций правой руки. Значения медиан и интерквартильного размаха 
показателя успешности заключительного сеанса для первой и второй групп составили 
0.37 [0.31; 0.37] и 0.52 [0.43; 0.60] соответственно (различия статистически значимы 
при p < 0.001). Нужно отметить, что для группы с низкой успешностью этот показатель 
был статистически значимо ниже, чем у детей с высокой успешностью, уже на первом 
сеансе нейрореабилитации (0.37 [0.30; 0.41] и 0.46 [0.36; 0.56], p < 0.05). В результате 
прохождения комплексного лечения у детей группы с высокой успешностью показа-
тель распознавания состояний статистически значимо (р < 0.05) вырос, а у детей из 
группы с низкой успешностью – изменился незначительно.

Дисперсионный анализ изменений амплитуды мю-ритма ЭЭГ при прохождении ком-
плексного санаторно-курортного лечения с курсом нейрореабилитации выявил значимое 
влияние фактора ГРУППА (F1,2 = 61.2; p = 0.02) при представлении пациентами движе-
ний правой рукой. Так, у детей группы с высокой успешностью в данной ситуации ам-
плитуды мю-ритма на последнем сеансе по сравнению с первым не изменилась, а у груп-
пы с низкой успешностью наблюдался рост амплитуды указанного ритма (рис. 1а).
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Рис. 1. Индексы реактивности (RI), отражающие изменение мю- (а) и бета-ритмов (b) ЭЭГ при прохождении 
курса реабилитации с использованием роботизированного комплекса в ситуации представления движений 
правой рукой у детей групп с низкой (красные столбцы) и высокой (белые столбцы) успешностью. Приведе-
ны средние значения и ошибки средних. Различия индексов реактивности у детей двух групп: * – p < 0.05; 
** – p < 0.01.

В диапазоне бета-ритма ЭЭГ при представлении движений правой руки также об-
наружено значимое влияние фактора ГРУППА (F1,2 = 29.1; p = 0.03) (рис. 1b).

Анализ различий в  изменении амплитуды ЭЭГ при прохождении первого и  за-
ключительного сеанса комплексной реабилитации в ситуации представления движе-
ний левой рукой не выявил значимого влияния фактора ГРУППА на динамику мю- 
(F1,2 = 0.19; p = 0.70) и бета-ритмов (F1,2 = 16.3; p = 0.06). Также не выявлено значимого 
влияния данного фактора при выполнении испытуемыми команды, предписывающей 
расслабиться.

Показатели двигательных функций участников исследования до и после комплекс-
ной терапии приведены в табл. 1. Представленные данные свидетельствуют о том, что 
прохождение курса комплексной терапии с применением нейрореабилитации привело 
к статистически значимым улучшениям состояния детей обеих групп: росту способно-
сти к самообслуживанию по шкале Бартел и суммарному показателю «Возможности 
кисти – дети». При этом отметим, что значимое снижение спастичности мышц правой 
руки по шкале Эшворт и рост способности манипулировать предметами левой и пра-
вой рукой по шкале MACS выявлены лишь у группы с высокой успешностью пред-
ставления движений.

Как видно из представленных в табл. 1 показателей, двигательные функции двух 
исследованных групп имели заметные особенности. Так, индекс Бартел и суммарный 
показатель «Возможности кисти – дети» у пациентов группы с высокой успешностью 
были статистически значимо выше еще до начала комплексной терапии, и эти разли-
чия сохранились после ее завершения. После завершения курса дети группы с высокой 
успешностью, в отличие от пациентов другой группы, достигли статистически значи-
мо более высокого уровня владения левой рукой при манипулировании предметами 
(шкала MACS).
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Таблица 1. Показатели двигательных функций у детей исследуемых групп до и после 
прохождения комплексного санаторно-курортного лечения с курсом нейрореабилитации

Показатель Группа с низкой 
успешностью

Группа с высокой 
успешностью

До После До После

Индекс Бартел 45
[5; 55]

60**
[15; 80]

80●●

[65; 90]
90***●●

[75; 100]

Суммарный показатель 
«Возможности кисти – дети»

14
[0; 28]

17**
[2; 32]

27●

[22; 36]
35***●●

[25; 38]

Шкала Эшворт, левая рука 3.0
[3; 6]

3.0
[3; 6]

3.0
[3; 3]

3.0
[0; 3]

Шкала Эшворт, правая рука 5.5
[3; 6]

3.5
[1; 6]

5.0
[3; 6]

4.0***
[3; 5]

Шкала MACS, левая рука 2
[2; 3]

2
[1; 2]

2
[1; 2]

1***●●

[1; 1]

Шкала MACS, правая рука 2
[2; 3]

2
[1; 3]

2
[2; 3]

2**
[1; 2]

Приведены медианы, в скобках – верхний и нижний квартили. Указаны статистически значимые изменения 
показателя относительно исходного значения соответствующей группы: ** – p < 0.01, *** – p < 0.001, а также 
различия между показателями групп: • – p < 0.05, •• – p < 0.01. Значения показателей шкал, где есть клиниче-
ские улучшения, выделены жирным шрифтом.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты настоящего исследования показали, что вероятность распознавания 
программой классификатором состояний кинестетического представления движений 
у разных детей с ДЦП и в первом, и в завершающем сеансе курса нейрореабилитации 
значительно отличается. Одной из причин таких различий может быть неодинаковая 
способность участников исследования к воображению движений руки. Можно предпо-
ложить, что при недостаточной способности к представлению движений паттерн кова-
риационных матриц ЭЭГ детей группы с низкой успешностью при выполнении команд 
на кинестетическое воображение движений разгибания кисти левой или правой руки 
менялся меньше, что не позволяло классификатору правильно определить состояние, 
заданное пациенту инструкцией. Как отмечалось выше, доля правильно определенных 
классификатором состояний для этой группы в  завершающем сеансе не превышала 
0.39, что незначительно отличается от случайного показателя 0.33 для выполнения 
трех команд. Затруднять распознавание классификатором паттернов ЭЭГ могли также 
недостаточная мотивация и, как следствие, низкая способность ребенка к поддержа-
нию внимания на воображаемых двигательных образах в течение временного периода 
предъявления команды, а также неспособность избежать непроизвольных движений 
тела, что приводило к росту мышечных артефактов и нарушало работу нейроинтер-
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фейса. На неравноценные, в том числе пониженные способности к выполнению задач 
на воображение движений у детей с ДЦП, указывают и другие авторы [10, 23, 30].

Для группы с высокой успешностью нами отмечен статистически значимый рост 
выявления состояний программой классификатором в завершающем сеансе курса по 
сравнению с первым сеансом. Можно предположить, что дети этой группы, пользуясь 
сигналом обратной связи (движение рукавицы экзоскелета, изменение цвета метки, 
фиксирующей взор), более эффективно обучались управлению своим состоянием, под-
держивали и даже улучшали способность к генерации соответствующих кинестетиче-
ских образов.

Величины ИР, отражающие изменение мю- и  бета-ритмов ЭЭГ при проведении 
завершающего сеанса по отношению к первому, у детей группы с высокой успешно-
стью были близки к единице (см. рис. 1), т. е. степень синхронизации/десинхронизации 
сенсомоторных ритмов в процессе нейрореабилитации оставалась стабильной. Если 
учесть, что активация моторных областей коры отражает не только выполнение, но 
и внутреннее моделирование движений [7, 31], особенности динамики паттерна ЭЭГ 
еще раз указывают – дети этой группы на протяжении курса нейрореабилитации под-
держивали необходимый уровень представления двигательных образов.

Показатели ИР сенсомоторных ритмов у детей исследованных групп достигали ста-
тистически значимых различий в сагиттальных отведениях лобно-центральных, а так-
же теменных областей неокортекса: для мю-ритма в локусах FCz и Pz, для бета-ритма –  
в FCz. Отведение FCz отражает активность верхней лобной извилины, являющейся ча-
стью премоторной коры, а локус Pz – активность предклинья (precuneus), части теменной 
доли [32]. Ранее у детей с ДЦП показана особая роль премоторной коры при выполне-
нии задач на кинестетическое воображение движений – ее активация у таких детей была 
выше, чем у здоровых сверстников [33]. Предклинье, в свою очередь, является важным 
корковым центром эгоцентрического представления окружающего пространства и соб-
ственных движений в нем [34]. Рост десинхронизации альфа-ритма в области предкли-
нья у другой группы детей с ДЦП в процессе нейрореабилитации уже отмечался нами 
в предыдущем исследовании [24]. Нейроны лобно-центральных и теменных регионов 
образуют так называемую лобно-теменную двигательную сеть, которая активна при 
представлении и планировании движений [23, 35]. Работа с применением функциональ-
ной томографии показала повышенную активацию этих областей у детей с ДЦП при 
проведении интенсивного обучения выполнению действий пораженной конечностью 
[36]. Можно предположить, что обнаруженные нами различия в ИР сенсомоторных рит-
мов ЭЭГ в процессе курса нейрореабилитации связаны с особенностями перестройки 
активации лобно-теменных двигательных сетей у детей сравниваемых групп.

В нашем исследовании степень синхронизации/десинхронизации сенсомоторных 
ритмов ЭЭГ у детей успешной группы сохранялась, указывая на стабильный уровень 
активности лобно-теменной сети. Такая активность благоприятствует нейропластич-
ности, то есть появлению стойких структурных и функциональных изменений нерв-
ной системы в ответ на внутренние и внешние раздражители [4]. Нейропластичность 
связывают с ультраструктурными изменениями нервной ткани, включающими моди-
фикацию дендритной архитектуры или силы синапсов.

Как видно из рис. 1, характер изменений ИР мю- и бета-ритмов при прохождении 
комплексной реабилитации у детей с ДЦП демонстрировал значительное сходство. Счи-
тают [18, 19], что мю-ритм в основном отражает сенсомоторные функции, в то время 
как бета-компонент более тесно связан с моторным кортикальным контролем. Причиной 
обнаруженного в нашем исследовании сходства паттерна изменений мю- и бета-ритмов 
может быть сопряженность их динамики в процессе кинестетического представления 
движений. Параллельные изменения мощности в альфа- и бета-диапазонах при реализа-
ции задач на воображение движений при ходьбе выявлены у здоровых испытуемых. При 
этом степень десинхронизации ЭЭГ в указанных диапазонах росла по мере усложнения 
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двигательных задач [37] и зависела от способности к зрительному воображению движе-
ний, определяемой с помощью психологических тестов [38].

Ранее было установлено, что применение в реабилитационном процессе интерфей-
са «мозг – компьютер – экзоскелет кисти» приводит у пациентов с ДЦП к снижению 
спастичности верхних конечностей и улучшению их двигательных функций [11, 12]. 
В  случае, если в  исследованиях присутствовала контрольная группа пациентов, по-
лучавшая традиционное санаторно-курортное лечение, статистически значимые поло-
жительные изменения показателей отмечены только у группы пациентов, прошедших 
комплексную терапию с курсом нейрореабилитации [11, 13]. Настоящее исследование 
подтверждает результаты предыдущих работ и  впервые показывает, что группа па-
циентов, состояния которых классификатор определяет более эффективно, благодаря 
успешному представлению ими движений, достигает более высоких показателей реа-
билитации двигательной сферы.

У детей менее успешной группы амплитуда сенсомоторных ритмов в лобно-цент-
ральных, а также теменных областях неокортекса в завершающем сеансе значительно 
увеличилась. Рост синхронизации сенсомоторных мю- и  бета-ритмов рассматрива-
ют как отражение процессов торможения в  областях неокортекса, контролирующих 
моторные функции [2, 19]. Возможными причинами повышения амплитуды таких 
ритмов и  усиления тормозных реакций в  указанных областях коры на протяжении 
завершающего сеанса может быть снижение мотивации пациентов в процессе курса 
реабилитации и, как следствие, снижение внимания к выполнению задачи на вообра-
жение движения. Как указано выше, программа-классификатор распознает состояния 
пациентов на основании различий ковариационных матриц ЭЭГ. Мы предполагаем, 
что развитие торможения в ряде корковых областей, участвующих в кинестетическом 
представлении движений, приводит к снижению взаимодействия нейронов лобно-те-
менных сетей, что в свою очередь приводит к уменьшению различий ковариационных 
матриц состояний покоя и воображения движений.

У группы детей с низкой успешностью под влиянием комплексного лечения разви-
вались благоприятные изменения двигательных функций, но в меньшей степени, чем 
у детей, чьи состояния программа-классификатор различала эффективнее. У пациен-
тов данной группы не было выявлено статистически значимых изменений показателей 
по шкалам Эшворт и MACS (см. табл. 1). Нужно отметить, что еще до начала курса 
реабилитации участники исследования с низкой успешностью отличались более низ-
кими показателями способностей к самообслуживанию и манипулированию предме-
тами, т. е. у них в большей степени была нарушена координация движений. Возможно, 
таким детям приходилось прилагать больше усилий, чтобы не допустить непроизволь-
ных движений во время их мысленного представления, что и вело к синхронизации 
сенсомоторных ритмов. Мы считаем, что для повышения успешности комплексного 
санаторно-курортного лечения необходимо особое внимание обращать на тех детей 
с  ДЦП, которые имеют следующие особенности: более высокие баллы по шкалам 
Эшворт и MACS и, судя по результатам работы программы-классификатора во время 
первого сеанса нейрореабилитации, наименьшую степень способности к кинестетиче-
скому воображению движений. В дальнейшем необходимо разработать дополнитель-
ные меры по повышению мотивации таких детей к достижению успеха при выполне-
нии задач на воображение движений.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Настоящее исследование подтверждает результаты предыдущих работ об эффек-
тивности комплексного санаторно-курортного лечения ДЦП с курсом нейрореабили-
тации на основе применения неинвазивного интерфейса «мозг – компьютер – экзоске-
лет кисти». Разделение пациентов на две группы – с низкой и высокой успешностью 
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представления движения по соотношению правильно распознанных классификатором 
состояний показало, что реактивность сенсомоторных ритмов у детей исследованных 
групп достигала статистически значимых различий в сагиттальных отведениях лобно-
центральных и теменных областей неокортекса. Эти области относятся к так называе-
мой лобно-теменной двигательной сети, которая активна при представлении и плани-
ровании движений. У детей группы с низкой успешностью в указанных областях на 
последнем сеансе курса по сравнению с первым наблюдался рост амплитуды сенсомо-
торных ритмов, свидетельствующий о развитии торможения в лобно-теменной дви-
гательной сети. У детей группы с высокой успешностью в этих областях амплитуды 
мю- и бета-ритма к последнему сеансу не менялись, т. е. степень синхронизации/де-
синхронизации сенсомоторных ритмов при представлении движений в процессе кур-
са нейрореабилитации оставалась стабильной. Программа-классификатор, чья работа 
основана на анализе ковариационных матриц, с большей вероятностью распознавала 
состояния детей этой группы в процессе представления движений в завершающем се-
ансе курса по сравнению с первым сеансом, благодаря чему такие пациенты лучше 
управляли ИМК. Мы предполагаем, что дети этой группы не только способны лучше 
кинестетически воображать движения на протяжении всего курса нейрореабилитации, 
но и, основываясь на сигналах обратной связи, обучаются эффективно корректировать 
свои стратегии представления движений.

Пациенты, состояния которых классификатор определяет более точно, достига-
ют более высоких показателей реабилитации двигательной сферы. Это указывает на 
необходимость принятия дополнительных мер с целью повышения мотивации детей 
той группы, чьи состояния определяются менее успешно. Например, для них можно 
попытаться дополнительно создавать игровые ситуации, стимулировать небольшими 
подарками успешность выполнения задач. Для уменьшения числа непроизвольных 
движений, создающих артефакты и мешающих работе классификатора, целесообразно 
уделить особое внимание снижению тревожности детей этой группы.
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EEG Sensorimotor Rhythms Dynamics in Children with Cerebral Palsy During  
the Course of Neurorehabilitation, Depending in the Success of Their Imagination  

of Movements

V. B. Pavlenkoa, *, S. V. Vlasenkoa, b, E. N. Chuyana, A. I. Kaidaa, L. S. Orekhovaa, 
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aVernadsky Crimean Federal University, Simferopol, Russia
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An analysis of changes in sensorimotor rhythms of the electroencephalogram (EEG) and 
features of the restoration of motor functions during a course of neurorehabilitation using 
a non-invasive brain-computer-hand exoskeleton interface was carried out in 50 children 
aged 7–15 years of both sexes suffering from cerebral palsy (CP). EEG was recorded in 32 
leads under conditions of rest and kinesthetic imagination of hand extension movements. 
Depending on the success of the classifier program in determining imaginary states based 
on the EEG pattern, the children were divided into two groups – with high and low success 
when imagining movements. In children of the studied groups, when undergoing a course 
of neurorehabilitation, differences were revealed in the nature of changes in EEG amplitude 
in the sensorimotor mu (8–13 Hz) and beta (15–25 Hz) rhythms frequency ranges. When 
imagining movements of the right hand, intergroup differences for the mu rhythm reached 
the level of statistical significance in the medial electrodes of the fronto-central and 
parietal areas of the neocortex, for the beta rhythm – in the medial lead of the parietal 
region. Children in the group with high success showed a decrease or slight increase in the 
amplitude of the mu- and beta rhythm in these brain areas at the last session of the course 
compared to the first. We hypothesize that children in this group are not only better able 
to kinesthetically imagine movements throughout the course of neurorehabilitation, but 
also, based on feedback signals, learn to effectively adjust their strategies for movement 
imagination. Children in the group with low success showed an increase in the amplitude 
of sensorimotor rhythms in these brain areas, indicating the development of inhibition 
in the frontoparietal motor network. Patients, whose conditions were determined more 
accurately by the classifier, achieved higher rates of motor rehabilitation. The results of the 
study are important for clarifying the brain mechanisms of motor functions restoration in 
patients with cerebral palsy under the influence of a course of neurorehabilitation.

Keywords: cerebral palsy, electroencephalogram, brain-computer interface, mu- and beta 
rhythm, neurorehabilitation
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Хроническое недосыпание (сон менее 6 ч в сутки) в связи с производственной не-
обходимостью и  снижением качества сна является эндемическим заболеванием 
в современном обществе. Хроническое недосыпание вызывает серьезные нейропо-
веденческие нарушения, сопряженные с необратимыми нейродегенеративными из-
менениями в головном мозге. Поиск фармакологических агентов способных снизить 
риск развития нейродегенерации в результате хронической потери сна является ак-
туальной задачей биомедицины. Интраназальное введение глюкозо-регулируемого 
белка теплового шока 78 кДа (GRP78) оказывает нейропротективный эффект в мо-
дели болезни Паркинсона у  крыс. Нейропротективный потенциал интраназально 
введенного GRP78 при хроническом недосыпании ранее не исследовался. Задача 
исследования – выяснить, способно ли профилактическое интраназальное введе-
ние GRP78 ослабить и/или остановить процесс нейродегенерации в голубом пятне 
в модели хронического ограничения сна (ОС) у крыс. Исследование проведено на 
6-месячных самцах крыс популяции Вистар. Для депривации сна был применен ва-
лидизированный метод качающейся платформы в режиме: 3 ч лишения сна и 1 ч 
покоя непрерывно в течение 5 суток. Рекомбинантный белок GRP78 человека вводи-
ли интраназально за два дня до начала ОС и в течение 5 суток ОС. Клеточно-моле-
кулярные изменения в голубом пятне при ОС и при введении GRP78 исследовались 
с помощью иммуногистохимии и вестерн-блоттинга. Показано, что хроническое ОС 
приводит к гибели 30% норадренергических нейронов в голубом пятне, которое было 
сопряжено с повышением уровней активированных каспаз‑3, 9. Это свидетельствует 
о развитии апоптоза по митохондриальному пути. Признаков реактивного микрогли-
оза не обнаружено в модели хронического ОС у крыс. Мы продемонстрировали, что 
интраназально введенный GRP78 проникает и накапливается в норадренергических 
нейронах голубого пятна, это противодействует гибели нейронов по пути апоптоза. 
Полученные данные позволяют считать GRP78 потенциальным нейропротекторным 
средством для профилактики патологических последствий хронического недосыпа-
ния.

Ключевые слова: хроническое ограничение сна, голубое пятно, шаперон GRP78, 
HSPA5, нейродегенерация, апоптоз
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ВВЕДЕНИЕ

Хроническая инсомния (или хроническая бессонница) – наиболее распространен-
ное нарушение сна, которое характеризуется недостаточным количеством или качест-
вом сна. Патофизиология инсомнии может быть связана с  экзогенными (нарушение 
гигиены сна) и эндогенными соматическими факторами (нейродегенеративные и пси-
хоневрологические заболевания, ожирение и др.) [1, 2]. До сих пор лечение инсомнии 
остается сложной проблемой, около 40% пациентов с хронической инсомнией не до-
стигают стойкой ремиссии симптомов [1]. Распространенность хронической инсомнии 
в общей популяции составляет примерно 10% [3], при этом за последние десять лет 
синдром инсомнии, среди нарушений сна, возрос почти в  два раза [4, 5]. Одной из 
причин такого роста может быть увеличение распространённости хронического не-
досыпания (сон < 7 ч в сутки) среди взрослого населения в связи с возросшими на-
грузками на работе и  экстремальным рабочим графиком, изменением образа жизни 
современного постиндустриального общества, который тесно связан с искусственным 
светом [6, 7]. Каждый 10-й человек в современном обществе испытывает симптомы 
недосыпания на себе. Помимо возникающей на фоне хронического недосыпа дневной 
сонливости, депривация сна приводит к развитию когнитивного дефицита (нарушение 
внимания, обучения, пространственной памяти) [8] и психоэмоциональных наруше-
ний [9, 10]. Ранее считалось, что нейроповеденческие нарушения после потери сна 
устраняются после нескольких ночей восстановительного сна, однако ряд проведен-
ных на добровольцах исследований показывает, что они сохраняются даже после пе-
риода восстановления [11–13].

Это указывает на серьезные функциональные нарушения в ЦНС и сигнальных сис-
темах, которые в настоящий момент остаются недостаточно изученными. Кроме того, 
до сих пор не выявлены регуляторные механизмы противодействия функциональным 
нарушениям, что подчеркивает необходимость дальнейших исследований в  этом на-
правлении. В свою очередь эпидемиологические данные показывают, что хроническое 
недосыпание предрасполагает к развитию метаболических, сердечно-сосудистых забо-
леваний, воспаления, снижения иммунитета и является фактором риска нейродегенера-
тивных расстройств [14–16]. Исследования на животных показывают, что хроническое 
ограничение сна (ОС) вызывает гибель орексинергических нейронов [17] и необрати-
мые нейродегенеративные изменения в голубом пятне и гиппокампе СА1, структурах 
мозга, наиболее активных во время бодрствования и уязвимых к болезням Альцгеймера 
и Паркинсона (БП) [16, 18]. В животных моделях ограничения сна также отмечается 
дефицит пространственной памяти, который сопряжен с развитием нейровоспаления 
и увеличением уровня амилоидного пептида Abeta 42 и гиперфосфорилированного тау-
белка в гиппокампе [16]. Считается, что одной из причин развития нейродегенерации 
при хронической депривации сна являются метаболические повреждения нейронов, ин-
дуцированные длительным бодрствованием [17, 18]. Среди них – норадренергические 
(НА) нейроны голубого пятна, которые включены в механизмы поддержания бодрст-
вования. Эти нейроны показывают высокий уровень активности в течение всего пери-
ода бодрствования, в то же время их импульсная активность значительно снижается во 
время медленноволнового сна (МВС) и приближается к состоянию покоя в фазе пара-
доксального сна (ПС) [19]. Избыточная активность НА-ергических нейронов во вре-
мя длительного бодрствования делает их уязвимыми к метаболическим потребностям 
непрерывного бодрствования, из-за нехватки АТФ развивается митохондриальная дис-
функция, нарушается окислительно-восстановительный гомеостаз [18]. Все это сопро-
вождается неизбежным образованием активных форм кислорода, что приводит к окис-
лению биомолекул, нарушению их конформации, утрате их функциональных свойств. 
Большая часть синтеза и  фолдинга белков у  млекопитающих происходит в  просвете 
эндоплазматического ретикулума (ЭР). Накопление аберрантных и неправильно свер-
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нутых белков в ЭР вызывает стресс ЭР [20, 21]. Стресс ЭР направлен на восстановле-
ние белкового гомеостаза. Однако, если стресс является длительным или превышает 
адаптивные возможности клетки, то активируются сигнальные каскады стресса ЭР, на-
правленные на апоптоз. Предыдущие исследования показали, что острая депривация 
сна (6 ч) приводит к активации адаптивного каскада стресса ЭР в коре головного мозга 
мышей [22]. Не исключено, что в случае длительной стресс-реакции в результате хро-
нического недосыпания, стресс ЭР может развиваться по апоптотическому пути и вно-
сить существенный вклад в развитие нейродегенерации.

Мобилизация системы глюкозо-регулируемого белка теплового шока 78 кДа 
(GRP78), также известного как BiP (Binding immunoglobulin protein), является одним 
из молекулярных механизмов клеточной защиты от «неправильных» белков и связан-
ным с ними стресса ЭР. GRP78 – это многофункциональный белок, который участвует 
в широком спектре процессов сворачивания и рефолдинга белковых молекул, протеа-
сомной деградации неправильно свернутых белков, поддержании гомеостаза кальция 
и регуляции клеточного ответа стресса ЭР [23]. Нейропротективные свойства GRP78 
и его способность предотвращать развитие стреcса ЭР по апоптозному пути выявлены 
в животных моделях старческой дегенерации сетчатки глаза, ишемии головного мозга 
и  α-синуклеиновой патологии [24]. Кроме того, в  нашей лаборатории показано, что 
рекомбинантный белок человека GRP78, введенный интраназально, проникает в мозг 
и  противодействует развитию нейродегенерции и  активации апоптотической ветви 
стресса ЭР в ниграстриатной системе в модели доклинической стадии БП у крыс [25]. 
Нейропротективный потенциал интраназально введенного GRP78 при хроническом 
недосыпании ранее не исследовался.

Задача исследования – выяснить, способно ли профилактическое интраназальное 
введение рекомбинантного белка GRP78 ослабить и/или остановить процесс нейроде-
генерации в голубом пятне в модели хронической депривации сна у крыс.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
В работе использованы самцы крыс популяции Вистар (6-месячные животные, 250–

300 г). До эксперимента крыс содержали в стандартных условиях вивария Института 
эволюционной физиологии и биохимии им. И. М. Сеченова РАН по 5 самцов в клетке. 
На адаптационный период (7 дней) и на время эксперимента животных перемещали 
в комнату с временным контролем фотопериода 12:12 ч (10:00–22:00 – свет), где они 
содержались в одиночных клетках со свободным доступом к воде и пище и температу-
ре воздуха 23 ± 1 °C.

Создание модели хронической депривации сна
Для создания модели хронического недостатка сна был применен метод цикли-

ческого ограничения сна, раннее разработанный в лаборатории [26]: чередование 3 ч 
депривации сна и 1 ч покоя в течение 5 суток непрерывно. Ограничение времени сна 
было достигнуто с помощью помещения клетки с животным на качающуюся платфор-
му орбитального шейкера S‑3.02L.A20 («ELMI», Латвия), которая вращалась с часто-
той 170–180 оборотов/мин. В периоды покоя орбитальный шейкер автоматически оста-
навливался. Депривация сна у крыс с помощью качающейся платформы эффективно 
ограничивает время МВС и полностью устраняет ПС [26]. В контрольной группе жи-
вотных содержали в клетках на не включенном шейкере, где сон был неограничен. До 
начала эксперимента всех животных адаптировали к работе шейкера, помещая клетку 
с крысой на качающуюся платформу на 20 мин в светлую фазу суток в течение двух 
дней. В контрольной и экспериментальной группах было по 5 животных.
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Интраназальное введение GRP78
Рекомбинантный белок GRP78 человека (Sigma, США) растворяли в стерильном 

апирогенном фосфатном буфере рН 7.4 (PBS). Крысу укутывали в полотенце и уклады-
вали на спину так, чтобы зафиксировать положение головы под углом 40°– 45° относи-
тельно горизонтальной плоскости. GRP78 (0.6 мкг/12 мкл) вводили в каждую ноздрю 
c помощью микропипетки (JET BIOFIL®, Корея) по каплям, 2–3 мкл в момент вдоха. 
Такой способ введения предотвращал стекание белка в носоглотку, а также позволял 
избежать механического воздействия на обонятельный эпителий. Контрольная группа 
животных получала эквивалентный объем растворителя GRP78, PBS.

GRP78 вводили за два дня до начала ОС, а также ежедневно на протяжении всего 
ОС до начала светового дня (в промежуток 9:00–10:00 утра). Контрольная группа жи-
вотных получала растворитель GRP78 (PBS) по аналогичной схеме. GRP78 также вво-
дили интактным животным, не подвергавшимся ОС (рис. 1).

Рис. 1. Схема эксперимента. Adaptation (7 days) – адаптация животных в течение 7 дней. Chronic sleep restriction 
(SR) – хроническое ограничение сна. Day 1–5 – 1–5 сутки ограничения сна. IHС – immunohistochemistry, взя-
тие биоматериала головного мозга для иммуногистохимического анализа. WB – western-blot, взятие биома-
териала головного мозга для вестерн-блоттинг анализа.

Иммуногистохимическое исследование
Сразу после окончания процедуры депривации сна крыс наркотизировали (Zoletil®; 

внутримышечно, 75 мг/кг) и декапитировали. Мозг извлекали и разделяли пополам: 
одна половина использовалась для проведения иммуногистохимического исследова-
ния, вторая половина – для вестерн-блоттинга.

Для иммуногистохимического (ИГХ) исследования головной мозг фиксировали 
в 4%-ном растворе параформальдегида (4 °С). Через несколько дней мозг промывали 
в PBS, переносили на 6 суток в 20%-ный раствор сахарозы для криопротекции, а затем 
замораживали в охлажденном (–45 °С) изобутане.

Для подсчета количества выживших НА-ергических нейронов голубого пятна был 
использован биотин-стрептавидиновый метод окраски. Серия срезов голубого пятна 
(20 мкм) была получена с  помощью криостата Leica CM‑1520 («Leica Biosystems», 
Нусслох, Германия) в соответствии с атласом мозга [27]. 10–12 чередующихся серий 
срезов помещали на предметные стекла SuperFrost Plus Adhesion («Gerhard Menzel 
GmbH», Брауншвейг, Германия) и хранили при температуре –22 °C.

Перед началом окраски срезы высушивали при комнатной температуре в течение 
суток. Перед инкубацией с первичными антителами срезы трижды помещали в PBS 
на 10 мин, а затем в цитратный буфер (96–98 °C; pH 6.0) для демаскирования антиге-
нов. Для гашения активности эндогенной пероксидазы срезы выдерживали в 10%-ном 
растворе метанола на PBS с добавлением 3% H2O2 в течение 20 мин; трижды промы-
вали в PBS и помещали на 1 ч при комнатной температуре в блокирующий раствор 
(4% сыворотки козы (Sigma, США), 0.01% Tween‑20 на PBS). Далее срезы инкубиро-
вали в течение 24 ч с антителами против тирозингидроксилазы (ТГ) (1: 900; Abcam, 
Великобритания), GRP78 (1: 400, Affinity Biosciences, Китай) и  маркера микроглии 
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Iba‑1 (Ionized calcium binding adaptor molecule 1) (1:500; Novus Biologicals, США) при 
комнатной температуре. На следующие сутки срезы последовательно инкубировали 
со вторичными биотинилированными антителами козы против кролика (1:400 Vector 
Laboratories, США) и  стрептавидинпероксидазой (1:250; Vector Laboratories, США). 
Реакции визуализировали с  использованием 3,3-диаминобензидина (Sigma-Aldrich, 
США) в качестве хромогена.

Дополнительно стекла со срезами голубого пятна были окрашены по методу Нис-
сля. Для этого срезы помещали в 96%-ный этиловый спирт на 48 ч для обезжиривания. 
Затем трижды промывали дистиллированной водой и помещали в 1%-ный раствор то-
луидинового синего на 3–5 мин при 37 °C. После окраски срезы промывали дистилли-
рованной водой и выдерживали последовательно в 70%- и 96%-ном этиловом спирте 
для дифференциации окраски под зрительным контролем с использованием светового 
микроскопа Leica. Далее фиксировали в ксилоле и заключали под покровное стекло 
с помощью среды BioMount (Италия). Окрашенные срезы хранили при комнатной тем-
пературе в недоступном для света месте.

Изображения окрашенных срезов голубого пятна получали на микроскопе Zeiss 
Axio Imager A1 (Carl Zeiss, Германия) со встроенной камерой и программным обеспе-
чением Axio-Vision 4.8. Количественный анализ проводили с использованием 10–12 
срезов от каждого экспериментального животного, разнесенных примерно на 70 мкм. 
Количество клеток подсчитывали для стандартного участка ткани, полученного каме-
рой светового микроскопа с использованием объектива ×20–697 × 523 мкм. Количе-
ство Iba- и ТГ-иммунореактивных клеток, и окрашенных по методу Ниссля, подсчи-
тывали вручную и выражали как среднее количество клеток микроглии и нейронов на 
срезе голубого пятна. Оптическую плотность, отражающую содержание GRP78-имму-
нопозитивного вещества, рассчитывали как разницу между интенсивно окрашенными 
нейронами, содержащими иммунореактивное вещество, и  интенсивностью фоновой 
окраски (не  содержащей иммунореактивного вещества) на одном и  том же участке. 
Результаты были представлены в относительных единицах оптической плотности.

Анализ проводился с использованием программы PhotoM 1.21 (http://www.t_lambda.
chat.ru/), полученные данные представляли как среднее количество положительно 
окрашенных клеток структуры ± ошибка среднего.

Вестерн-блоттинг
Для оценки содержания белков-маркеров развития апоптоза в голубом пятне приме-

няли метод вестерн-блоттинг. После окончания процедуры депривации сна крыс нарко-
тизировали (Zoletil®; внутримышечно, 75 мг/кг), извлекали головной мозг и выделяли 
голубое пятно согласно стереотаксическому атласу мозга крысы [27]. Образцы ткани 
замораживали при –80 °С. Затем образцы тканей голубого пятна гомогенизировали 
в буфере для лизиса (20 мМ Трис–HCl, рН 7.5; 150 мМ NaCl; 0.5% Triton X‑100; 2 мМ 
этилендиаминтетрауксусной кислоты) с  добавлением коктейля ингибиторов протеаз 
(Sigma Aldrich, Сент-Луис, Миссури, США) и коктейля ингибиторов фосфатаз (Roche, 
Базель, Швейцария). После центрифугирования при 5500 g в течение 10 мин супер-
натант отбирали в эппендорф и использовали для дальнейшего анализа. Супернатант 
смешивали с загрузочным буфером (0.0625 М Трис–HCl, рН 6.8; 10% глицерина; 2% 
SDS; 0.1 мМ ЭДТА; 0.006% бромфенолового синего; 10% β-меркаптоэтанола) и нагре-
вали при 95 °C в течение 7 мин. Аликвоты равного объема помещали в 11%-ный поли-
акриламидный гель и разделяли электрофорезом в камере Mini-Protean (Bio-Rad, США 
Затем белковые бэнды переносили на поливинилхлоридные (ПВДФ, PVDF) мембраны 
(размер пор 0.2 мкм; BioRad, США) с помощью устройства TransBlot (BioRad, США).

Полученные мембраны помещали на 1 ч в сывороточный блок (PBS с добавлением 
0.1% Tween‑20 и 3% BSA или PBS с добавлением 0.1% Tween‑20 и 5% обезжиренного су-
хого молока) для предотвращения неспецифичного связывания. Затем мембраны инку-
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бировали при 4 °C в течение 12 ч в растворе первичных поликлональных антител против 
расщепленной каспазы‑9 (Asp353) (1:1000, Affinity Biosciences, Китай), расщепленной 
каспазы‑3 (Asp175) (1:1000, Affinity Biosciences, Китай), или β-актина (1:1000, Santa 
Cruz, США). На следующий день мембраны трижды промывали в PBS с добавлением 
Tween‑20 и инкубировали при комнатной температуре с раствором вторичных антител, 
конъюгированных с  пероксидазой хрена (1:10000, HRP-goat-anti-rabbit IgG или HRP-
donkey-anti-mouse IgG, Jackson ImmunoResearch Europe Ltd). Белковые бэнды визуали-
зировали с использованием набора для анализа хемилюминесцентного субстрата Novex 
ECL HRP (Invitrogen, США) и тепловизора ChemiDoc MP (Bio-Rad, США).

Денситометрический анализ проводился с использованием программного обеспе-
чения ImageJ 1.8 (Национальный институт здравоохранения, NIH, США). Содержание 
белков было нормировано по сигналу контроля нагрузки, β-актина. Отношения опти-
ческой плотности бэндов исследуемых белков к общему содержанию белка сравнива-
лись со средним значением в контрольной группе.

Статистический анализ данных
Данные, полученные в  исследовании, статистически обрабатывали с  помощью 

программного обеспечения GraphPad Prism 8 (Калифорния, США). Нормальность рас-
пределения проверялась с помощью критерия Шапиро-Уилка. Сравнения между груп-
пами проводили с использованием однофакторного дисперсионного анализа ANOVA, 
с последующим Тьюки post-hoc или t-критерия Стьюдента. Межгрупповые различия 
считались статистически значимыми при p < 0.05. Данные были представлены в виде 
графиков как среднее значение ± стандартная ошибка, а также в виде индивидуальных 
значений.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

GRP78, введенный интраназально, накапливается в нейронах голубого пятна
Недавно нами было показано, что рекомбинантный белок GRP78 человека, вве-

денный интраназально, способен проникать в  головной мозг и  интернализоваться 
нейронами и микроглиоцитами в контрольных условиях и в модели БП у крыс [25]. 
Экзогенный GRP78 обнаруживался в  телах нейронов компактной части черной суб-
станции (кчЧС), вентральной тегментальной области и голубом пятне через 3 ч после 
его введения.

В этом исследовании, для того чтобы оценить, насколько активно экзогенный GRP78 
интернализуется нейронами голубого пятна, мы окрасили срезы головного мозга анти-
телами против GRP78 и оценили содержание GRP78 в нейронах голубого пятна у живот-
ных, получавших интраназально GRP78, а также у животных с введением PBS вместо 
GRP78. Проведенный анализ показал, что через 3 ч после введения GRP78 его содержа-
ние возрастает в 1.4 раза (0.148 ± 0.01, n = 3, р = 0.01) в нейронах голубого пятна по срав-
нению с контролем (0.107 ± 0.01, n = 3) (рис. 2). Можно ожидать, что такого повышения 
уровня GRP78 будет достаточно для реализации его нейропротективного потенциала.

Введение экзогенного GRP78 препятствует гибели нейронов голубого пятна  
в модели хронического ограничения сна у крыс

Для того чтобы оценить повреждающий эффект хронического недосыпания на ней-
роны голубого пятна у крыс было проведено иммуногистохимическое исследование 
с применением антител против ТГ (маркер живых НА-ергических нейронов), а также 
окрашивание по методу Ниссля. Выяснено, что ОС в течение 5 дней приводит к сниже-
нию количества ТГ-позитивных нейронов на 30% (53 ± 7, n = 5, р < 0.001) (рис. 3a, b) 
по сравнению с контролем (77 ± 6, n = 5). Схожие данные были получены при оценке 
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Рис.  2. Экзогенный GRP78, введенный интраназально, накапливается в  нейронах голубого пятна у  крыс 
в контрольных условиях. (a) – репрезентативные микрофотографии голубого пятна. (b) – оптическая плот-
ность нейронов голубого пятна. Данные представлены как среднее ± ошибка среднего. Control – контрольные 
животные, получавшие растворитель GRP78, стерильный апирогенный фосфатный буфер рН 7.4 (PBS) (n = 
3); Grp78 – животные, получавшие GRP78 интраназально (n = 3). Различия между группами в соответствии 
c t-критерием Стьюдента и указаны как * p ≤ 0.05 по сравнению с группой контроля.

Рис. 3. Интраназальное введение экзогенного GRP78 препятствует дегенерации норадренергических ней-
ронов голубого пятна в  модели хронического ограничения сна. (a, c) – репрезентативные микрофотогра-
фии голубого пятна, (b) – количество ТГ-позитивных нейронов в  голубом пятне, (d) – количество нейро-
нов, окрашенных по методу Ниссля в голубом пятне. Данные представлены как среднее ± ошибка среднего. 
Control – контрольные животные (n = 5), (Grp78) – введение Grp78 в контрольных условиях (n = 3), Sleep 
restriction (SR) – ограничение сна в течение 5 дней (n = 5), SR+Grp78 – введение Grp78 в модели хронического 
ограничения сна (n = 5). Различия между группами в соответствии однофакторным дисперсионным анали-
зом ANOVA с последующим Тьюки post-hoc указаны как: *** p < 0.001 по сравнению с группой контроля; 
## p < 0.01, ### p < 0.001 по сравнению с эффектом ограничения сна.
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препаратов голубого пятна, окрашенных по методу Ниссля, количество нейронов в го-
лубом пятне крыс, подвергавшихся ограничению сна, было значимо ниже (66 ± 6, n 
= 5, р < 0.001), чем у крыс контрольной группы (91 ± 4, n = 5) (рис. 3c, d). Интрана-
зальное введение GRP78 препятствовало гибели НА-ергических нейронов в голубом 
пятне в модели хронического недосыпания (рис. 3). Количество выживших нейронов 
в голубом пятне после введения GRP78 увеличивалось по сравнению с нелечеными 
крысами: (73 ± 5, n = 5, p < 0.01) при окраске с помощью анти-ТГ-антител и (88 ± 6, 
n = 5, p < 0.01) при окраске по Нисслю.

Введение GRP78 в контрольных условиях, без ОС, не приводило к развитию де-
генерации нейронов голубого пятна, что свидетельствует об отсутствии токсического 
воздействия препарата: (72 ± 3, n = 5) при мечении с помощью анти-ТГ-антител и (87 ± 
6, n = 5) при окраске по Нисслю (рис. 3). Полученные данные указывают на нейропро-
тективный потенциал GRP78 в модели хронического ограничения сна у крыс.

GRP78 ослабляет развитие апоптоза по митохондриальному пути  
в модели хронического ограничения сна

Нейроны голубого пятна проявляют повышенную чувствительность к метаболиче-
скому стрессу, индуцированному длительным бодрствованием, что делает их уязви-
мыми к повреждающему действию ОС. В частности, было показано развитие мито-
хондриальной дисфункции с последующей дегенерацией нейронов в ГП в условиях 
хронического ОС у мышей [17, 18].

Чтобы выяснить, происходит ли активация апоптоза по митохондриальному пути 
в нашей модели хронического недосыпания, мы исследовали в лизате голубого пятна 
уровни расщепленных каспазы‑9 и каспазы‑3. Показано, что после 5 дней хронического 
ОС происходит повышение уровня расщепленной каспазы‑9 на 38% (138 ± 16%, n = 5, 
p = 0.004) и расщепленной каспазы‑3 на 41% (141 ± 21%, n = 5, p = 0.005) по сравнению 
с контрольными значениями содержания расщепленной каспазы‑9 (95 ± 14%, n = 5) 
и расщепленной каспазы‑3 (91 ± 17%, n = 5) (рис. 4). Введение GRP78 ослабляло разви-
тие апоптоза, о чем свидетельствовало снижение содержания расщепленной каспазы‑9 
(109 ± 9%, n = 5, p = 0.05) и каспазы‑3 (97 ± 8%, n = 5, p = 0.05) (рис. 4). Следовательно, 
проникая в нейроны голубого пятна, экзогенный белок GRP78 проявляет антиапопто-
тические свойства.

Рис. 4. Интраназальное введение экзогенного GRP78 предотвращает развитие апоптоза в модели хрониче-
ского ограничения сна. (a) – содержание расщепленной каспазы‑9, (b) – содержание расщепленной каспа-
зы‑3, (c) – репрезентативные иммуноблоты. Данные представлены как среднее ± ошибка среднего. Control – 
контрольные животные (n = 5), SR – sleep restriction, ограничение сна в течение 5 дней (n = 5), SR+Grp78 – 
введение Grp78 в модели хронического ограничения сна (n = 5). Различия между группами в соответствии 
однофакторным дисперсионным анализом ANOVA с последующим Тьюки post-hoc указаны как: ** p < 0.01 
по сравнению с группой контроля; # p < 0.05 по сравнению с эффектом ограничения сна.
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Оценка реакции микроглии при хроническом недосыпании и терапии  
с экзогенным GRP78

Далее мы оценили признаки микроглиоза в голубом пятне, которые могут вносить 
вклад в патогенез нейродегенерации и нейроповеденческие нарушения, индуцирован-
ные депривацией сна [28, 29]. Для этого мы исследовали количество Iba‑1-иммуно-
позитивных микроглиоцитов в голубом пятне через 5 дней после ОС. Статистически 
значимых различий в количестве микроглиоцитов в голубом пятне выявлено не было 
(рис. 5), что указывает на отсутствие реактивного микроглиоза. Кроме того, в условиях 
ОС не происходило перехода морфологии микроглиоцитов в воспалительный фенотип: 
не наблюдалось укорочения отростков и перехода клеток в амебоид-подобное состоя-
ние. Интраназальное введение GRP78 животным при депривации сна и в контрольных 
условиях не влияло на количество Iba‑1-иммунопозитивных микроглиоцитов в голу-
бом пятне (рис. 5). В совокупности эти данные указывают, что микроглия в голубом 
пятне находится в физиологическом, не реактивном состоянии при хроническом ОС, 
и интраназальное введение экзогенного GRP78 не приводило к ее патоморфологичес
ким изменениям.

Рис. 5. Ограничение сна и интраназальное введение GRP78 не оказывают влияния на состояние микроглии 
в голубом пятне. (a) – репрезентативные микрофотографии голубого пятна, (b) – количество Iba‑1-позитив-
ных микроглиоцитов в голубом пятне. Данные представлены как среднее ± ошибка среднего. Control – кон-
трольные животные (n = 5), (Grp78) – введение Grp78 в контрольных условиях (n = 3), Sleep restriction (SR) – 
ограничение сна в течение 5 дней (n = 5), SR+Grp78 – введение с Grp78 в модели хронического ограничения 
сна (n = 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящее время в научном сообществе проявляется растущий интерес к выясне-
нию роли нарушений сна и хронического недосыпания в развитии нейродегенеративных 
заболеваний. При этом актуальной задачей современной биомедицины является поиск 
фармакологических агентов, способных снизить риск развития нейродегенерации в ре-
зультате хронического недостатка сна. Создание адекватных моделей хронического не-
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досыпания на животных позволит ускорить решение этих важных задач. У людей хрони-
ческое недосыпание рассматривается, как правило, на фоне ежесуточного ограничения 
сна до 4–6 ч в ночное время [13]. Однако применение аналогичного режима у грызунов 
может быть неправомерно, так как у этих животных наблюдается полифазный суточный 
ритм, при котором в активную (ночную) фазу суток периоды бодрствования (~1.5–3 ч) 
прерываются на сон длительностью (~30 мин – 1 ч); в неактивную фазу суток (днем) 
более длительные периоды сна также прерываются на короткие периоды бодрствования 
(~30 мин) [30, 31]. Поэтому модели полифазного циклического ОС являются предпочти-
тельными при исследовании эффектов депривации сна у грызунов.

В нашем исследовании для оценки нейропротективного потенциала интраназально 
введенного GRP78 при хроническом недосыпании была применена ранее разработан-
ная в лаборатории модель полифазного циклического ОС (3 ч депривации сна и 1 ч по-
коя) у крыс с применением качающейся платформы [26]. Для модели было характерно: 
(1) возрастание времени бодрствования, (2) значимое сокращение представленности 
МВС и полное отсутствие ПС в периоды работы шейкера, (3) долговременное наруше-
ние гомеостатических механизмов регуляции МВС и глубокого МВС (гМВС).

Одним из способов неинвазивной и быстрой доставки в мозг нейропротекторных 
соединений является интраназальный способ. Обоснованием для использования ин-
траназального пути введения GRP78 послужили, во‑первых, данные литературы, 
указывающие на то, что эндогенный GRP78 может покидать ЭР, проникать через кле-
точную мембрану и  попадать во внеклеточное пространство [32], спинномозговую 
жидкость и периферическую кровь в норме и при патологии [33–35]. В то же время 
экзогенный GRP78 или его синтетический аналог IRL201805, введенные внутривенно, 
способны интернализоваться моноцитами периферической крови и влиять на феноти-
пические и метаболические функции миелоидных клеток при ревматоидном артрите 
[36]. Во-вторых, недавно мы впервые показали, что меченный флуоресцентным кра-
сителем GRP78, введенный интраназально, проникает в  нейроны и  микроглиоциты 
кчЧС, вентральной тегментальной области и голубого пятна вне патологических усло-
вий и в модели БП у крыс [25]. В настоящем исследовании мы продемонстрировали, 
что экзогенный GRP78 накапливается в нейронах голубого пятна и его содержание воз-
растает в 1.4 раза через 3 ч после интраназального введения (рис. 2), это предполагает 
его высокую биодоступность, чтобы оказать терапевтическое воздействие.

Проведенный патоморфологический анализ показал, что ограничение сна в тече-
ние 5 суток приводит к гибели 31% НА-ергических нейронов голубого пятна (рис. 3). 
Схожие данные были получены и другими исследователями. Так, в мышиной модели 
хронического ОС с насыщенной средой в течение 7 дней [16] была показана дегенера-
ция нейронов голубого пятна на уровне 25–30%. При этом выяснено, что длительность 
режима ОС влияет на уровень дегенерации в  голубом пятне [17, 37]. Так, в модели 
фрагментации сна (1–4 недели) у мышей гибель НА-ергических нейронов в голубом 
пятне была в 1.5 раза больше при использовании 4-недельного режима ОС по срав-
нению с 1-недельным. В нашей работе показано, что экзогенный GRP78 препятство-
вал развитию нейродегенерации в голубом пятне в модели хронического ОС у крыс. 
Нейропротективные свойства интраназально введенного GRP78 выявлены нами 
и в модели БП у крыс [25]. Мы выяснили, что защитный эффект экзогенного GRP78 
на дофаминергические нейроны кчЧС обусловлен его способностью препятствовать 
мисфолдингу белков и развитию стресса ЭР по проапоптозному пути и оказывать про-
тивовоспалительное действие [25].

Среди вероятных механизмов развития нейродегенерации при ОС выделяют раз-
витие митохондриальной дисфункции, которая приводит к  нарушению окислитель-
но-восстановительного гомеостаза, образованию активных форм кислорода, что в ко-
нечном счете приводит к  апоптозу нейронов по митохондриальному пути [17, 18]. 
В частности, на модели депривации ПС у крыс в течение 6 дней было выявлено по-
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вышение экспрессии проапоптотичеких факторов: фактора активации апоптотической 
протеазы‑1 (Apaf‑1), цитохрома с, каспазы‑9 и каспазы‑3 [38]. В нашей работе развитие 
нейродегенерации в голубом пятне при хроническом ОС было сопряжено с возраста-
нием уровня активированных каспаз‑3, 9 и  (рис.  5), что указывает на развитие ми-
тохондриально-опосредованного апоптоза. В то же время введение GRP78 в модели 
хронического ОС у крыс препятствовало активации каспаз‑3, 9 (рис. 4), что свидетель-
ствует об антиапоптотическом эффекте экзогенного GRP78. Защитный эффект GRP78 
был выявлен и другими авторами в модели отрыва спинномозгового корешка у крыс: 
сверхэкспрессия экзогенного GRP78 в мотонейронах спинного мозга значительно сни-
жала уровень активных форм кислорода и ослабляла митохондриальную дисфункцию, 
что в конечном счете приводило к увеличению количества выживших нейронов [39].

Предполагается, что другим повреждающим следствием хронического ОС на мозг, 
которое вносит вклад в развитие нейродегенерации и нейроповеденческих нарушений, 
является нейровоспаление [28, 40, 41]. В нашей модели хронического ОС у крыс не 
обнаружено признаков реактивного микроглиоза в  голубом пятне, характерного для 
воспаления (рис. 5). Это согласуется с данными других исследователей. В частности, 
в полифазной модели хронического ОС с помощью бегового колеса (3 ч депривации 
сна и 1 ч покоя) не было выявлено признаков воспалительной реакции в голубом пятне 
через 4 дня ОС у крыс [42]. В то же время в литературе имеются данные, указываю-
щие на развитие воспаления при ОС в других областях мозга. Активация микроглии 
и повышение уровней провоспалительных цитокинов в гиппокампе было обнаружено 
через 24–96 ч в модели депривации ПС у крыс [43], острой депривации сна в течение 
48 ч у крыс [41] и хронического ОС у мышей [29] и крыс [28]. Это указывает на повы-
шенную уязвимость гиппокампа к повреждающему воздействию ОС.

Немаловажный вклад в  развитие нейродегенерации при хроническом ОС может 
вносить ослабление глимфатического клиренса головного мозга, активность которого 
максимальна во время гМВС [44, 45]. В нашей модели хронического ОС ослабляются 
гомеостатические механизмы регуляции МВС и особенно гМВС [26], и это может спо-
собствовать накоплению в паренхиме головного мозга токсических продуктов обмена 
и амилоидных белков. Позитронно-эмиссионная томография показала, что одной ночи 
лишения сна достаточно, чтобы амилоидный белок Aβ накапливался в здоровом мозге 
у человека [46]. В то же время нарушение гМВС увеличивал уровень Aβ в спинномозго-
вой жидкости человека [47]. Мы предполагаем, что нейропротективный эффект GRP78, 
выявленный в нашей модели, может быть отчасти обусловлен его способностью увели-
чивать представленность гМВС, во время которого усиливается работа глимфатической 
системы. Введение экзогенного GRP78 в ликворную систему головного мозга крыс при-
водило к увеличению спектра мощности ЭЭГ в области дельта-диапазона (0.75–4 Гц) во 
время МВС [48]. В то же время сверхэкспрессия GRP78 у плодовых мушек (Drosophila 
melanogaster) сопровождалась увеличением продолжительности восстановительного 
сна в ответ на ОС, что указывает на участие GRP78 в поддержании гомеостатических 
механизмов сна [49]. Однако воздействие GRP78 на гомеостатические механизмы сна 
и глимфатический клиренс при ОС требует дальнейшего изучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенное исследование подтверждает терапевтическую значимость интрана-
зального введения GRP78 для защиты головного мозга от повреждающего действия 
хронического недостатка сна. Впервые показано, что проведение профилактического 
введения экзогенного GRP78 оказывает мощный нейропротективный эффект в модели 
хронического ОС у  крыс. Нейропротективное действие экзогенного GRP78 связано 
с его способностью проникать и накапливаться в НА-ергических нейронах голубого 
пятна и противодействовать развитию апоптоза.
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Полученные данные о защитном потенциале GRP78 позволяют считать GRP78 по-
тенциальным нейропротекторным средством для профилактики патологических по-
следствий хронического недосыпания.
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Intranasal Administration of GRP78 Protein (HSPA5) Counteracts  
the Neurodegeneration in the Locus Coeruleus in a Model  

of Chronic Sleep Restriction in Rats

M. B. Pazia, *,and I. V. Ekimovaa

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the Russian Academy of Sciences, 
St. Petersburg, Russia

*e-mail: pazimariia@gmail.com

Chronic sleep restriction (sleep less than 6 hours per day) due to the workload and a de-
crease in sleep quality is an endemic disease in modern society. Chronic sleep deprivation 
causes serious neuropsychiatric disorders associated with irreversible neurodegenerative 
changes in the brain. The search for pharmacological agents that can reduce the risk of 
neurodegeneration as a result of chronic sleep loss is an urgent task issue for biomedicine. 
Intranasal administration of glucose-regulated 78 kDa heat shock protein (GRP78) has a 
neuroprotective effect in a rat model of Parkinson´s disease. The neuroprotective potential 
of intranasally administered GRP78 in chronic sleep deprivation has not been previously 
studied. The aim of the study is to find out whether preventive intranasal administration 
of GRP78 is able to weaken and/or stop the process of neurodegeneration in the locus 
coeruleus in the model of chronic sleep restriction (SR) in rats. The study was conducted 
on 6 months old male Wistar rats. For sleep deprivation, a validated method of a swinging 
platform was used in the mode: 3 hours of sleep deprivation and 1 hour of rest continu-
ously for 5 days. Recombinant human protein GRP78 was administered intranasally two 
days before the start of SR and during 5 days of SR. Cellular and molecular changes in 
the locus coeruleus during SR and during the administration of GRP78 were studied using 
immunohistochemistry and Western blotting. It was shown that chronic SR leads to the 
degeneration of 30% of noradrenergic neurons in the locus coeruleus, that was associated 
with an increase in the levels of activated caspases‑3 and 9. This indicates the develop-
ment of apoptosis along the mitochondrial pathway. No signs of reactive microgliosis were 
found in the model of chronic SR in rats. We have demonstrated that intranasally admin-
istered GRP78 penetrates and accumulates in the neurons of the locus coeruleus, GRP78 
counteracts the death of neurons along the path of apoptosis. The data obtained allows to 
consider GRP78 as a potential neuroprotective agent for the prevention of pathological 
consequences of chronic sleep deprivation.

Keywords: chronic sleep restriction, locus coeruleus, chaperone GRP78, HSPA5, neu-
roegeneration, apoptosis
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Изучено влияние гравитационной разгрузки (антиортостатического вывешивания) 
и последующего восстановления на минеральную плотность и механические свойст-
ва бедренной и большеберцовой костей крыс Wistar при пероральном приеме биотех-
нологического аналога лактоферрина человека (200 мг/кг), выделенного из молока 
коз-продуцентов. Минеральную плотность костей определяли методом двухэнерге-
тической рентгеновской абсорбциометрии, прочность и жесткость – исследованиями 
костей на трехточечный изгиб. Показано, что гравитационная разгрузка в течение 21 
суток приводила к снижению минеральной плотности большеберцовой и бедренной 
костей. Применение лактоферрина значимо не повлияло на минеральную плотность 
и проекционную площадь исследуемых костей. Статистически значимых различий 
между экспериментальными группами по значению механической жесткости обна-
ружено не было, но при этом у животных после реадаптации предел прочности был 
значимо выше в группах, получавших лактоферрин. Полученные результаты могут 
свидетельствовать о перспективности применения препаратов лактоферрина в каче-
стве средств профилактики для поддержания прочностных свойств. В  то же вре-
мя сохранение минеральной плотности костной ткани в дефицит-стимулирующих 
условиях требует рассмотрения альтернативных дозировок и  способов доставки 
препарата.

Ключевые слова: крыса, опорная разгрузка, лактоферрин, бедренная кость, больше-
берцовая кость, остеоденситометрия, трехточечный изгиб

DOI: 10.31857/S0869813924080035, EDN: BCOGVV

ВВЕДЕНИЕ

На данный момент известно, что костная ткань адаптируется в ответ на измене-
ние механической нагрузки. Частичное или полное отсутствие опорной нагрузки при-
водит к негативным изменениям структурных и прочностных свойств костей – пре
имущественно в отделах скелета, участвующих в поддержании позы (пояс нижних 
конечностей, поясничный отдел позвоночника), что наблюдается у пациентов, нахо-
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дящихся длительное время в условиях постельного режима [1, 2], участников косми-
ческих полетов разной продолжительности [3–6], а также в наземных экспериментах, 
моделирующих факторы космических полетов [7]. Аналогичные изменения отмечены 
у животных после космических полетов [8–10] и после экспериментов с опорной раз-
грузкой [11–13].

Механизм адаптации костной ткани к опорной разгрузке до конца не изучен, что за-
трудняет поиск средств профилактики. Но известно, что происходит дисбаланс между 
костеобразованием и резорбцией [3, 13, 14].

В  настоящее время ведется активный поиск профилактических немедикаментоз-
ных методов и  лекарственных средств, которые позволят приостановить изменения 
микроархитектоники кости и потерю минеральной плотности в отдельных участках 
скелета при действии факторов космических полетов. Также актуальным вопросом яв-
ляется разработка персонифицированных схем восстановления костной ткани после 
завершения космических полетов и возвращения космонавтов на Землю [15].

В качестве одного из потенциальных средств профилактики рассматривается по-
лифункциональный белок лактоферрин (ЛФ). ЛФ представляет собой железосвязыва-
ющий гликопротеин семейства трансферринов, обладающий выраженными антиокси-
дантными и противовоспалительными свойствами [16–18]. Вероятно, ЛФ воздействует 
на кость через систему рецептора активатора ядерного транскрипционного фактора 
каппа B (RANK), его лиганда (RANKL) и остеопротегерина (OPG), повышая выработ-
ку OPG, препятствуя тем самым созреванию остеокластов и замедляя скорость резорб-
ции костной ткани [19–21], одновременно с этим повышая скорость костеобразования 
посредством увеличения популяции преостеобластов и  способствуя их выживанию 
и пролиферации [22–24]. Система RANK/RANKL/OPG – ключевое звено костного го-
меостаза. В  экспериментах с  опорной разгрузкой отмечается локальное повышение 
секреции RANKL и снижается продукция OPG, что, вероятно, приводит к дисбалансу 
ремоделирования [13, 25, 26]. Аналогичные результаты показаны для условий косми-
ческих полетов [27, 28].

Ранее было продемонстрировано, что ЛФ эффективен при эстроген-зависимой 
потере костной ткани у мышей и крыс после овариоэктомии [29, 30]. Также местное 
применение ЛФ способствует повышению скорости регенерации костной ткани после 
травм [31]. Однако в условиях опорной разгрузки действие ЛФ ранее не изучалось.

Целью данного исследования было определение способности ЛФ предотвращать 
снижение минеральной плотности костной ткани и ее механической прочности, выз-
ванные 21-суточным антиортостатическим вывешиванием, а также оценка влияния его 
применения на восстановление кости после опорной разгрузки.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные и условия содержания
Исследования были выполнены на 48 самцах крыс линии Wistar. Масса животных 

до начала эксперимента составляла 226.0 ± 20.5 г. Экспериментальные группы жи-
вотных содержались при температуре 18–22 оС и относительной влажности воздуха 
30–70%. Освещение соответствовало сезонной продолжительности светового дня. Ог-
раничений доступа к еде и воде не было. Эвтаназия животных проходила посредством 
цервикальной дислокации под ингаляционным наркозом (Изофлуран «Laboratories 
Karizoo, S.A.», Испания).

Экспериментальные группы и действующее вещество
Моделирование опорной разгрузки задних конечностей проводили с помощью ме-

тода антиортостатического вывешивания (АОВ) по Новикову–Ильину в модификации 
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Морри–Холтон [32, 33]. Длительность АОВ составила 21 день. Реадаптация двух групп 
животных после АОВ составила также 21 день. Помимо групп с АОВ были группы ви-
варийного контроля, содержавшиеся в тех же лабораторных условиях.

Животные были разделены на 6 экспериментальных групп путем простой рандоми-
зации (по 8 крыс в каждой группе):

Группа 1.	 CP (n = 8, виварийный контроль, получавший плацебо),

Группа 2.	 CL (n = 8, виварийный контроль, получавший ЛФ),

Группа 3.	 HSP (n = 8, животные в условиях АОВ, получавшие плацебо),

Группа 4.	 HSL (n = 8, животные в условиях АОВ, получавшие ЛФ),

Группа 5.	 HSPR (n = 8, группа с реадаптацией после АОВ, которая получала плаце-
бо во время и после АОВ),

Группа 6.	 HSLR (n = 8, группа с реадаптацией после АОВ, получавшая ЛФ во вре-
мя и после АОВ).

Биотехнологический аналог лактоферрина человека (чистота 96%, насыщение же-
лезом 14%, далее ЛФ) был предоставлен Институтом биологии гена РАН [16]. Пре-
парат применяли в дозе 200 мг/кг. Непосредственно перед введением сухой порошок 
ЛФ разводили в воде комнатной температуры (250 мг ЛФ на 5.0 мл раствора). Раствор 
стабилен в течение часа при температуре 15–45 °С. Для упрощения перорального вве-
дения препарата до его разведения в воду добавляли пюре (1.4 г на 5.0 мл раствора) из 
мяса индейки (производитель «ФрутоНяня»). Смесь вводили ежедневно в одно и то же 
время перорально с помощью одноразового трехкомпонентного шприца (объем шпри-
ца 1.0 мл) без иглы. Плацебо – пюре из мяса индейки, разведенное в объеме воды в том 
же соотношении.

Введение препарата/плацебо и  АОВ продолжались в  течение трех недель. Далее 
животные из групп CP, CL, HUP и HUL подвергались эвтаназии, а животных из групп 
HUPR и HULR переводили в стандартные клетки, где содержали еще три недели с ис-
пользованием препарата/плацебо.

Вывешенные животные содержались индивидуально, другие группы – в  одной 
клетке на группу.

Остеоденситометрия
Забор костного материала для дальнейшего исследования проводили сразу после 

эвтаназии. С помощью ножниц выделяли большеберцовые и бедренные кости. Нож-
ницами и медицинской марлей кости очищали от фрагментов мышечной ткани, после 
чего помещали в  10%-ный раствор нейтрального формалина. Остеоденситометрию 
левых бедренных костей (L. femur) и  правых большеберцовых (R. tibia) проводили 
на двухэнергетическом рентгеновском денситометре (Hologic, США) в режиме Small 
Animal (High Resolution).

Кость размещали поперек хода рентгеновской трубки: большеберцовую – задней 
поверхностью к  столу денситометра, бедренную – шероховатой линией. С  целью 
уменьшения случайной погрешности проведена серия повторных измерений без изме-
нения положения кости. Определение границ кости происходило автоматически.

Оценивали площадь ортогонально-косоугольной проекции кости (ПП, см2) и  ее 
проекционную минеральную плотность (МПК, г/см2).

Дополнительно изображения бедренной кости были разделены в продольном на-
правлении на три равные области. Средняя треть, представленная исключительно кор-
тикальной костной тканью, использовалась для определения тех же показателей. Этот 
же участок кости подвергался механическим испытаниям.
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Проведение испытаний на трехточечный изгиб
Для оценки механических свойств кортикальной кости правая бедренная кость была 

испытана на трехточечный изгиб, согласно описанной методике [34, 35]. Кость распо-
лагалась горизонтально передней стороной вниз, эпифизы фиксировали сплавом Вуда 
в стаканах экспериментальной установки УТС 110М‑100 (Россия, г. Иваново). Стака-
ны крепились к неподвижной траверсе пресса через переходник. Нагрузка приклады-
валась перпендикулярно бедренной кости по середине диафиза. Экспериментальная 
установка работала в режиме управления ходом с постоянной скоростью 1 мм/мин, 
нагружение проводилось до перелома. На основе полученных данных были рассчита-
ны предел прочности (МПа) и модуль Юнга (МПа).

Статистическая обработка результатов
Данные представлены как среднее значение (M) со стандартным отклонением (SD). 

Для расчета статистических различий между группами использовался двухфакторный 
дисперсионный анализ (первый фактор – прием ЛФ, второй фактор – АОВ/реадапта-
ция). Для множественных сравнений был проведен апостериорный тест Тьюки. Для 
выявления взаимосвязи между показателями остеоденситометрии и исследований на 
трехточечный изгиб оценивали коэффициент корреляции Пирсона. Значение p < 0.05 
считалось значимым. Все статистические тесты проводились с использованием про-
граммного обеспечения GraphPAD Prism 9 (GraphPad Software, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Коэффициент вариации значений ПП и  МПК, полученных в  10 измерениях ка-
ждой кости, составил 3.13 ± 1.00% и 1.03 ± 0.26% для большеберцовой, 2.43 ± 0.74% 
и 0.89 ± 0.26% для бедренной кости соответственно. Это указывает на относительно 
высокую изменчивость измерений для каждой отдельной кости, но допустимую для 
объединения измерений одним средним/медианой. Таким образом, влияние факторов 
(АОВ, прием препарата, восстановление) на показатели денситометрии определялось 
по средним значениям десяти измерений.

Значения МПК и ПП обеих костей в группах с вывешиванием без реадаптации до-
стоверно ниже значений этих показателей для соответствующих групп контроля и ре-
адаптации (табл. 1). Значимых отличий по факту приема ЛФ между группами обнару-
жено не было.

Таблица 1. Результаты остеоденситометрии бедренной и большеберцовой кости

Группы
Большеберцовая кость Бедренная кость

МПК, г/см2 ПП, см2 МПК, г/см2 ПП, см2

CP 0.20 ± 0.01 1.08 ± 0.10 0.22 ± 0.01 1.32 ± 0.10

CL 0.20 ± 0.01ns 1.09 ± 0.07ns 0.22 ± 0.01ns 1.36 ± 0.08ns

CP 0.20 ± 0.01 1.08 ± 0.10 0.22 ± 0.01 1.32 ± 0.10

HSP 0.17 ± 0.01*** 0.94 ± 0.04** 0.19 ± 0.01*** 1.15 ± 0.07***

CL 0.20 ± 0.01 1.09 ± 0.07 0.22 ± 0.01 1.36 ± 0.08

HSL 0.17 ± 0.01*** 0.98 ± 0.04* 0.19 ± 0.01*** 1.21 ± 0.03**

HSP 0.17 ± 0.01 0.94 ± 0.04 0.19 ± 0.01 1.15 ± 0.07
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Группы
Большеберцовая кость Бедренная кость

МПК, г/см2 ПП, см2 МПК, г/см2 ПП, см2

HSL 0.17 ± 0.01ns 0.98 ± 0.04ns 0.19 ± 0.01ns 1.21 ± 0.03ns

HSP 0.17 ± 0.01 0.94 ± 0.04 0.19 ± 0.01 1.15 ± 0.07

HSPR 0.20 ± 0.01*** 1.28 ± 0.14*** 0.23 ± 0.01*** 1.44 ± 0.16***

HSL 0.17 ± 0.01 0.98 ± 0.04 0.19 ± 0.01 1.21 ± 0.03

HSLR 0.21 ± 0.01*** 1.23 ± 0.13*** 0.23 ± 0.01*** 1.49 ± 0.15***

HSPR 0.20 ± 0.01 1.28 ± 0.14 0.23 ± 0.01 1.44 ± 0.16

HSLR 0.21 ± 0.01ns 1.23 ± 0.13ns 0.23 ± 0.01ns 1.49 ± 0.15ns

* – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001, ns – статистически не значимо.

Направление изменений МПК средней трети кости (кортикальная кость) соответ-
ствовало изменениям МПК всего органа: отношение первых ко вторым было постоян-
ным для всех групп (0.97 ± 0.03).

Значения модуля Юнга, полученные при трехточечном изгибе бедренной кости, не 
отличались между сравниваемыми группами (p > 0.05, рис. 1).
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Рис. 1. Модуль Юнга. CON – контрольные группы, HS – вывешенные группы, HSR – вывешенные группы 
с последующей реадаптацией, PL – группы, принимающие плацебо, LF – группы, принимающие лактофер-
рин.

В то же время предел прочности был достоверно выше для групп CL и HSLR по 
отношению к группе HSL, а также для группы HSLR по отношению к HSPR (рис. 2). 
Различия между другими парами были незначимы.

Окончание таблицы 1.
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Рис.  2. Предел прочности. CON – контрольные группы, HS – вывешенные группы, HSR – вывешенные 
группы с последующей реадаптацией, PL – группы, принимающие плацебо, LF – группы, принимающие 
лактоферрин.

Статистическую связь между пределом прочности и  параметрами остеоденсито-
метрии центральной части кости можно охарактеризовать как умеренную: r = 0.49, 
0.55 для ПП и МПК соответственно (p < 0.001) [36]. Связь с модулем Юнга не была 
обнаружена.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Мы провели оценку ЛФ в  качестве средства профилактики костных изменений 
в  условиях опорной разгрузки. Будучи чувствительной к  механическим нагрузкам, 
костная ткань реагирует выраженным зоноспецифичным изменением минеральной 
составляющей. Предыдущие исследования влияния опорной разгрузки без примене-
ния профилактических средств показали, что снижение МПК происходит преимуще-
ственно в губчатом веществе кости. Это было продемонстрировано в исследованиях 
на грызунах в условиях АОВ разной продолжительности. Снижение трабекулярного 
объема костной ткани наблюдается уже на 14-е сутки воздействия [37]. За 3–4 недели 
АОВ потери МПК могут составлять 20–25% [11, 13]. Полученные нами результаты 
подтверждают, что 21-суточное АОВ приводит к значимому снижению МПК (p < 0,05) 
всей кости и кортикального вещества, в частности, что также было показано в других 
работах [38, 39].

Размер костей (выраженный ПП) вывешенных групп был меньше, чем у соответ-
ствующих контрольных групп (p  < 0.05). Поскольку резорбция кортикальной кости 
наблюдается только со стороны эндоста, ПП с  ростом организма способна только 
увеличиваться [40]. Таким образом, полученные нами результаты подтверждают, что 
опорная разгрузка также способствует замедлению роста костей, что описывалось 
и в других исследованиях [11, 12]. В систематическом обзоре Globus, Morey–Holton, 
суммирующем результаты экспериментов с АОВ за 40 лет, предполагается, что у рас-
тущих животных изменение костной ткани связано в первую очередь с замедлением 
роста костей и костеобразования, а не с усилением резорбции [41].
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В  то же время ЛФ не оказал значимого профилактирующего эффекта на МПК 
и ПП, что, вероятно, обусловлено дозировкой и способом введения препарата.

Эффект перорального приема ЛФ может быть потенциально уменьшен желудоч-
но-кишечным распадом его молекулы. Было показано, что более длительное время 
опорожнения желудка, а  также низкий pH (1.5–2) приводят к  более интенсивному 
перевариванию ЛФ в желудке [42]. Известно, что на опорожнение желудка оказы-
вают влияние множество факторов: объем и плотность пищи, физическая нагрузка, 
температура, осмоляльность, висцеральный кровоток, положение тела и электролит-
ный баланс. Эти факторы могут оказывать влияние на эффективность перорального 
приема препаратов в условиях измененного вектора гравитации и сниженной дви-
гательной активности, характерных для опорной разгрузки [43]. Исследования на 
людях в  условиях антиортостатической гипокинезии показывают, что длительная 
частичная опорная разгрузка приводит к повышенной секреции желудочного сока, 
утолщению стенок желудка и к замедлению его эвакуаторной функции [44]. Исходя 
из этого, можно предположить, что положение тела животного во время АОВ могло 
ограничивать моторно-эвакуаторную функцию желудка и приводить к повышенной 
кислотности.

Изменение минеральной составляющей кости сказывается и  на ее прочности. 
Прочность кости поддерживается за счет изменений толщины ее кортикального слоя, 
площади поперечного сечения, качества минерализации и микроструктуры [45]. Ис-
следования в космических полетах и АОВ показывают, что опорная разгрузка приво-
дит к снижению прочности кости [10, 25, 45, 46].

Во время исследования на трехточечный изгиб был отмечен эффект взаимодейст-
вия между АОВ и приемом ЛФ: предел прочности для контрольной группы (CL) выше 
(p < 0.05), чем у вывешенной (HSL), но только на фоне приема препарата. Полученные 
нами при оценке прочностных свойств результаты не показали достоверных различий 
между группой контроля (CP) и группой АОВ, получавших плацебо (HSP), несмотря 
на различия при оценке МПК и ПП.

Помимо исследования эффективности ЛФ как средства профилактики для потери 
костной ткани, вызванной частичной разгрузкой, нами была предпринята попытка оце-
нить, влияет ли он на скорость ее восстановления.

Реадаптация вызвала анаболический эффект для МПК и ПП. Также при отсутствии 
значимого эффекта препарата на указанные параметры была установлена связь между 
показателями прочности кости (предел прочности) и  приемом ЛФ: бедренная кость 
животных, получавших препарат, выдержала большую нагрузку, чем у животных, по-
лучавших плацебо (p < 0.05). Изменения жесткости костной ткани (модуль Юнга) не 
значимы (p > 0.05).

Таким образом, настоящее исследование подтверждает, что 21-суточная опорная 
разгрузка и реадаптация после иммобилизации приводят к значительным изменениям 
показателей оценки состояния костной ткани. При этом отмечается перспективность 
применения ЛФ в  качестве средства профилактики для поддержания прочностных 
свойств костей и, вероятно, скорости восстановления костной ткани. Однако получен-
ные результаты свидетельствуют о том, что терапевтической дозировки ЛФ недоста-
точно для предотвращения снижения плотности и угнетения роста костей при данном 
экспериментальном воздействии, а способ доставки препарата неоптимален для усло-
вий антиортостатического вывешивания.
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Данная работа выполнялась с использованием Уникальной научной установки «Трансген-

банк» при финансировании за счет средств бюджета Минобрнауки России в  рамках проекта 
(Соглашение № 075–15–2021–668 от 29.07.2021 г.). Проведение испытаний костей на трехто-
чечный изгиб выполнялось при финансовой поддержке, выделенной Казанскому федеральному 
университету по государственному заданию в сфере научной деятельности, проект № FZSM–
2023–0009. Никаких дополнительных грантов на проведение или руководство данным конкрет-
ным исследованием получено не было.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Эксперименты с  животными проводились в  соответствии с  международными рекоменда-

циями по проведению биомедицинских исследований с  лабораторными животными и  были 
одобрены Комиссией по биомедицинской этике Института медико-биологических проблем 
РАН – Физиологической секцией Российского Комитета по биоэтике при Комиссии РФ по делам 
ЮНЕСКО (Протокол № 603 от 25.10.2021 г.).
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Application of Lactoferrin for the Prevention and Restoration of Bone Tissue  
in Wistar Rats under Conditions of Hindlimb Unloading

K. V. Gordienkoa. *, N. A. Lukichevaa, A. I. Akhmetzyanovab, A. K. Kolupaevc, 
O. A. Sachenkovb, T. V. Baltinab, E. R. Sadchikovac, and G. Yu. Vassilievaa

aInstitute for Biomedical Problems of the Russian Academy of Sciences (IBMP RAS), Moscow, Russia
bKazan (Volga region) Federal University, Kazan, Russia

cInstitute of Gene Biology Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
*e-mail: k.vl.gordienko@gmail.com

The influence of gravitational unloading (antiorthostatic suspension) and subsequent 
recovery on the mineral density and mechanical properties of the femoral and tibial bones 
of Wistar rats was studied with oral administration of a biotechnological analog of human 
lactoferrin (200 mg/kg) derived from the milk of producer goats. Bone mineral density was 
determined by dual-energy X-ray absorptiometry, and strength and stiffness were assessed 
through three-point bending tests.
It was shown that gravitational unloading for 21 days led to a decrease in the mineral density 
of the tibial and femoral bones. The administration of lactoferrin did not significantly 
affect the mineral density or projected area of the studied bones. No statistically significant 
differences in mechanical stiffness were found between the experimental groups, but after 
readaptation, the ultimate strength was significantly higher in the groups that received 
lactoferrin. Thus, the obtained results may indicate the potential of lactoferrin preparations 
as prophylactic agents for maintaining bone strength. At the same time, maintaining bone 
mineral density under deficit-stimulating conditions requires consideration of alternative 
dosages and delivery methods of the drug.

Keywords: rat, hindlimb unloading, lactoferrin, femur, tibia, DXA, three-point bending
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Проведено экспериментальное исследование воздействия высокой (100 мM) концен-
трации калия в среде на объем клеток эндотелия роговицы человека в зависимости 
от времени холодовой консервации донорского препарата. Приведены результаты 
исследования единичных образцов и  значения, полученные на объединенном ма-
териале фрагментов донорских образцов после содержания препаратов в  консер-
вационной среде при 4 ℃ в  течение 4 и 10 дней. Увеличение времени холодовой 
консервации препаратов привело к снижению процента клеток, способных набухать 
в среде с повышенным содержанием ионов калия (94.3% и 56.8% после 4 и 10 дней 
соответственно). Исследование клеток, способных к набуханию, показало, что уве-
личение времени их холодовой консервации привело к снижению средней величины 
(M ± SEM) коэффициента набухания клеток в среде с высокой концентрацией калия 
с 1.055 ± 0.001 до 1.014 ± 0.001 после 4 и 10 дней соответственно. Высокую степень 
достоверности различия этих значений (p-value = 2E‑76) показали с помощью t-кри-
терия Стьюдента для независимых выборок.
По результатам исследования высказывается предположение, что величины набу-
хания клеток эндотелия в калиевой среде могут служить показателями способности 
клеток к восстановлению электрогенного транспорта. Делается заключение, что ис-
следование реакции клеток эндотелия роговицы на повышение концентрации ионов 
калия в  среде может давать информацию для прогноза функциональности транс-
плантата.

Ключевые слова: эндотелий роговицы, трансплантация роговицы, холодовая консер-
вация
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ВВЕДЕНИЕ

Роговица – наружный преломляющий оптический элемент глаза – состоит из трех 
основных слоев: наружного слоя – эпителия, среднего стромального слоя и внутрен-
него слоя эндотелиальных клеток. Строма или матрикс образует основную часть 
структуры роговицы и составляет примерно 80–85% ее толщины. Она состоит из ре-
гулярно расположенных коллагеновых фибрилл и межфибриллярного пространства, 
содержащего гликозаминогликаны. Нарушение содержания воды в строме (в норме 
∼78%) изменяет степень гидратации коллагеновых волокон, что является критическим 
для прозрачности роговицы [1, 2]. При нарушении прозрачности роговицы наиболее 
распространенным методом восстановления зрения является кератопластика. Ис-
пользование этого метода осложняет проблема дисфункции трансплантата, связанной 
с эндотелиальной недостаточностью в ближайшем и позднем послеоперационном пе-
риодах. Для преодоления этой проблемы усовершенствуют технологии консервации 
ткани, что в свою очередь делает актуальным развитие методов диагностики актив-
ности транспортных механизмов клеток эндотелия роговицы. Осмотический баланс 
матрикса роговицы определяется равновесием процессов выведения и поступления 
воды и осмолитов в строму. Эти процессы часто описывают с помощью механизма 
Pump-Leak транспорта осмолитов и воды [2, 3]. Поступление воды в матрикс (leak) 
происходит пассивно согласно проницаемости эндотелия для воды, осмолитов и гра-
диенту осмотического давления между матриксом и  жидкостью в  передней камере 
глаза. Удаление воды из матрикса (pump) является активным процессом, который осу-
ществляется клетками эндотелия. Эндотелий роговицы представляет собой монослой 
клеток на внутренней поверхности роговицы и является одной из наиболее метабо-
лически активных тканей организма. Апикальная и базолатеральная плазматические 
мембраны клеток эндотелия различаются по составу экспрессируемых молекулярных 
транспортеров [4]. Апикальная поверхность обращена в переднюю камеру глаза, со-
держит хлоридные каналы и водный канал аквапорин 1 [5]. Базолатеральная поверх-
ность обращена к десцеметовой мембране и содержит Na/K-ATФазу как часть меха-
низма активного энергозависимого электрогенного транспорта [2]. Насосная функция 
эндотелия роговицы определяется интенсивностью энергозависимого транспорта 
в  этих клетках [6, 7]. Активность натрий-калиевого насоса (Na/K-ATФазы) создает 
низкую, относительно наружной среды, внутриклеточную концентрацию ионов на-
трия, повышенную концентрацию ионов калия и градиент отрицательного электриче-
ского потенциала на плазматической мембране. Поскольку плазматическая мембрана 
обладает высокой проницаемостью для ионов калия [8], повышенная внутриклеточ-
ная концентрация этих ионов существует благодаря тому, что разность электрохими-
ческих потенциалов ионов калия внутри и снаружи клетки мала, и в норме их выход 
компенсируется активностью Na/K-ATФазы.

В качестве материала для трансплантации используют препараты донорской рого-
вицы из глазных банков, где они хранятся в консервационной среде при температуре 
4  °C (холодовая консервация) [9]. Водно-электролитный обмен в  клетках эндотелия 
при пониженной температуре нарушен, поскольку транспортные механизмы клеток 
подавлены, что приводит к  деполяризации плазматической мембраны. Способность 
клеток эндотелия к восстановлению электрогенного транспорта может служить крите-
рием функциональной сохранности трансплантата.

Замещение части ионов натрия на ионы калия в наружной среде вызывает поток 
ионов калия в клетку и ведет к набуханию клетки и деполяризации ее плазматической 
мембраны. В клетках с ослабленной функцией Na/K-ATФазы эффект повышения кон-
центрации ионов калия в среде на клеточный объем ослаблен, поскольку клетки содер-
жат повышенную концентрацию ионов натрия и в значительной мере деполяризованы. 
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Попытки теоретически моделировать такой эффект не дают конкретных результатов 
из-за отсутствия точных значений параметров транспортных механизмов клетки [10].

В  настоящей работе исследовали влияние длительности холодовой консервации 
донорского препарата роговицы человека на динамику изменения объема клеток эндо-
телия в среде с повышенным содержанием калия.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Фрагменты роговицы человека в  виде трепанированных дисков получали в  про-
цессе выполнения сквозной фемтокератопластики. Препараты роговицы находились 
в консервационной среде Eusol-C (Alchimia, Италия) 4 и 10 суток при температуре око-
ло 4 °C. Фрагменты десцеметовой мембраны с сохраненным эндотелием переносили 
на покровное стекло и помещали в проточную камеру микроскопа. Таким методом по-
лучали препарат клеток эндотелия, обращенных апикальной стороной в сторону омы-
вающего раствора. Затем загружали клетки флуоресцентным красителем кальцеином 
(Calcein AM, 10–5 M, 20 мин, 37 °C). Для определения изменений клеточного объема 
использовали методический подход, основанный на эффекте гашения флуоресценции 
кальцеина белками цитоплазмы. Принцип метода описан нами ранее [11, 12]. В про-
цессе эксперимента клетки помещали в буферный фосфатный солевой раствор (PBS) 
следующего состава (мM): NaCl 125, Na2HPO4 4.7, KCl 2.7, KH2PO4 1.5, MgCl2 0.5, 
глюкоза 5.5, CaCl2 1, pH 7.4. Среду с повышенным содержанием калия создавали рас-
твором PBS, в котором 100 мM NaCl было заменено на 100 мM KCl.

Экспериментальная установка представляла собой пpоточную камеpу, pазpаботан-
ную для иcпользования c флуоpеcцентным микроскопом Observer-Z1 (объектив LD 
LCI "Plan-Apochromat" 25x/0.8 Imm Corr DIC M27, Zeiss, Германия). Объем камеpы 
составлял около 50 мкл, cкоpоcть пpотекания pаcтвоpа – 25 мл/мин, cмена омывающего 
pаcтвоpа происходила в течение 100 мc, поддеpживаемая темпеpатуpа: 36,8 ± 0.2 °C. 
Флуоресцентное изображение клеток записывали с  помощью монохромной цифро-
вой камеры, используя набор фильтров и дихроическое зеркало #009 (AxioCam HSm, 
660  х  490 пикселей, Zeiss, Германия). Регистрацию флуоресцентного изображения 
проводили при низкой интенсивности возбуждающего света, что позволяло избегать 
выгорания флуорофора во время эксперимента. Сигнал регистрировали и сохраняли 
на компьютере.

Протокол эксперимента и анализ изображений
Регистрировали флуоресцентное изображения препарата клеток, предварительно 

загруженных кальцеином и уравновешенных в среде PBS. Затем производили замену 
раствора на PBS с повышенной концентрацией калия (100 мM) и через 10 с делали 
второе изображение препарата. После записи изображения в среде с повышенной кон-
центрацией калия препарат возвращали в основную среду PBS и производили запись 
изображения для выявления клеток, потерявших флуоресцентный краситель. Такие 
клетки исключали из статистического анализа. Измерение интенсивности флуоресцен-
ции на записях изображений проводили с помощью программы ImageJ (NIH, США).

На рис.  1 показаны типичные кривые результатов сканирования интенсивности 
флуоресценции единичной клетки в среде PBS (1) и в среде PBS с повышенным со-
держанием калия (2). На изображении каждой клетки выделяли точку максимальной 
интенсивности – центроид.

При анализе флуоресцентного изображения клетки определяли интегральную флу-
оресценцию как суммарную освещенность области диаметром 5 мкм вокруг центрои-
да (d) (рис. 1). Cуммарную светимость в этой области в среде PBS обозначали как a1, 
в среде PBS с повышенным содержанием калия – a2.
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Статистический анализ
Для каждой клетки рассчитали коэффициент набухания Q = a2/a1, который мы да-

лее рассматривали как важный показатель изменения объема клетки после повышения 
концентрация калия в среде.

После этого все исследуемые клетки разделяли на две группы в  зависимости от 
того, Q ≥ 1 или Q < 1. Клетки c показателем Q ≥ 1 считали потенциально активными. 
Клетки с коэффициентом Q ниже 1 рассматривали как утратившие функциональность, 
поскольку у них, очевидно, недостаточное формирование электрохимического потен-
циала ионов натрия необходимого для осуществления клеточного транспорта.

Введённые выше показатели Q мы проверяли на соответствие нормальному рас-
пределению при помощи теста Шапиро–Вилка из программы Статистика 6.1. Досто-
верность различий средних величин у коэффициентов Q в выборках после 4 и 10 дней 
консервации оценивали с помощью t-критерия Стьюдента для независимых выборок, 
у которых не предполагается равенства дисперсий.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Флуоресцентные изображения монослоя эндотелиальных клеток роговицы пред-
ставлены на рис. 2. Повышение концентрация калия в среде приводило к увеличению 
интенсивности флуоресценции в районе центроида клетки. Измерение яркости флуо-
ресцентных изображений, которые проводили в контроле (PBS) и изотонической среде 
с повышенным содержанием калия, позволило рассчитать относительное увеличение 
объема клеток в результате их деполяризации, вызванной входом ионов калия.

d

1

2

Рис.  1. Типичные кривые интенсивности флуоресцентного изображения клетки при сканировании через 
район центроида. Кривая 1 – контроль PBS. Кривая 2 – PBS с повышенной концентрацией калия (100 мM). 
d – диаметр области считывания флуоресценции (5.0 мкм.). Оси: ординат – интенсивность флуоресценции 
усл. ед.; абсцисс – расстояние, мкм.
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Рис. 2. Флуоресцентные изображения клеток препарата эндотелия в контроле (PBS) (a) и в PBS с повышен-
ным содержанием калия (100 мM) (b). Масштабный отрезок – 100 мкм.

Каждую исследованную выборку клеток, полный объём которой мы обозначали N, 
разделяли на две группы в зависимости от того, Q ≥ 1 или Q < 1. В дальнейшем ис-
следовали только числовую выборку из коэффициентов Q с Q ≥ 1. Для этой числовой 
выборки стандартным образом находили стандартное отклонение SD и стандартную 
ошибку среднего SEM.

В табл. 1 приведены результаты исследования единичных образцов, а также зна-
чения, полученные на объединенных материалах. Можно видеть, что при увеличении 
на 6 дней времени нахождения препаратов в консервационной среде при 4 ºС проис-
ходило снижение средней величины Q, а также снижение доли клеток, превышающих 
пороговое значение этого показателя. Такой результат, полученный с высокой досто-
верностью, позволяет думать, что применяемый экспериментальный подход может да-
вать устойчивые результаты, надежность которых возрастает при увеличении объемов 
выборки.

При проверке гипотезы о равенстве средних в двух объединённых выборках зна-
чение t-критерия Стьюдента оказалось очень большим (t > 34), что соответствовало 
p = 2E‑76.

Таким образом, увеличение на 6 дней времени нахождения препаратов в услови-
ях холодовой консервации привело к  снижению средней величины M показателя Q 
с очень высокой достоверностью. Эти результаты позволяют нам с большой уверенно-
стью высказать предположение, что средние величины M набухания клеток эндотелия 
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в калиевой среде могут служить показателями способности клеток к восстановлению 
электрогенного транспорта и  давать информацию для прогноза функциональности 
трансплантата.

Таблица 1. Влияние времени консервации на набухание клеток эндотелия роговицы в среде 
с концентрацией ионов калия 100 мM

Выборка M SD SEM n N % (Q ≥ 1)

4 дня

1 1.055 0.021 0.002 166 167 99.4

2 1.071 0.023 0.002 155 160 96.9

3 1.045 0.020 0.002 155 169 91.7

4 1.050 0.017 0.001 197 198 99.5

5 1.062 0.039 0.002 253 288 87.8

Объединенная 
выборка

1.055 0.028 0.001 926 982 94.3

10 дней

1 1.017 0.007 0.001 11 34 32.4

2 1.021 0.010 0.001 56 75 74.7

3 1.015 0.006 0.001 36 57 63.2

4 1.020 0.011 0.001 45 78 57.7

5 1.018 0.011 0.002 21 49 42.9

6 1.023 0.013 0.002 23 45 51.1

Объединенная 
выборка

1.014 0.010 0.001 192 338 56.8

В таблице: N – количество клеток в рассматриваемой выборке; n – количество клеток в выборке с Q ≥ 1; 
(Q ≥ 1) – процент клеток в выборке с Q ≥ 1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

При хирургическом лечении роговицы методом кератопластики серьезной проблемой 
является риск дисфункции трансплантата, связанный с недостаточной интенсивностью 
процессов активного транспорта в клетках эндотелия роговицы. Активный электроген-
ный транспорт определяет способность эндотелия регулировать осмотический баланс 
матрикса [2]. Поддержание клеточного объема у теплокровных животных осуществляет-
ся исключительно регуляцией потоков через плазматическую мембрану неорганических 
ионов и низкомолекулярных органических осмолитов и зависит от активного электроген-
ного транспорта в клетках [13, 14]. Основным источником энергии для транспорта ионов 
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через плазматическую мембрану является Na/К-АТФаза, она создает градиент электро-
химического потенциала для ионов натрия, что является вторичным источником энер-
гии для многих транспортных процессов в клетке. Разность электрических потенциалов 
на плазматической мембране клетки зависит от соотношения активности Na/K-АТФазы 
и проницаемости мембраны для ионов натрия и калия [12]. Можно думать, что эти па-
раметры в значительной мере определяют и насосную функцию клеток в эндотелии ро-
говицы. Таким образом, способность клетки эндотелия формировать трансмембранный 
градиент электрического потенциала необходима для ее возможности осуществлять на-
сосную функцию эндотелия в целом. При резком повышении концентрации ионов калия 
в среде формируется новый электрохимический градиент. Возникший градиент создает 
движущую силу для потока ионов калия в клетку, что вызывает увеличение клеточного 
объема в результате поступления воды, в том числе в составе гидратной оболочки ио-
нов. Поток ионов калия в клетку приводит к деполяризации плазматической мембраны. 
Возникающее при этом набухание клетки вызывает реакцию регуляторного снижения 
клеточного объема. Повышение клеточного объема можно регистрировать фотометриче-
ски, поскольку при этом повышается яркость флуоресценции кальцеина, находящегося 
в клетке. Таким образом, возможно проведение исследования динамики объема клеток 
эндотелия роговицы при деполяризации ионами калия, что позволит получать информа-
цию об исходном уровне поляризации плазматической мембраны и служить индикато-
ром активности электрогенного транспорта.

Анализируя результаты настоящего исследования, можно предположить, что увели-
чение срока холодовой консервации приводит к  снижению как доли клеток, отвечаю-
щих критерию возникновения электрической поляризации в нормальных условиях, так 
и к снижению величины коэффициента набухания клеток при воздействии среды с по-
вышенной концентрацией калия. Полученные результаты ставят вопрос о том, какие из-
менения в молекулярных механизмах, определяющих поляризацию плазматической мем-
браны клеток эндотелия роговицы, происходят в процессе консервации при пониженной 
температуре. В регуляции баланса электролитов и разности электрических потенциалов 
на плазматической мембране и клеточного объема участвуют характерные для каждого 
типа клеток каналы и транспортеры основных ионных осмолитов, находящиеся в плаз-
матической мембране [6, 15]. Множественность параллельных путей переноса ионов 
через клеточную мембрану делает изучение механизма клеточного транспорта в каждом 
конкретном типе клеток самостоятельной задачей. В процессе консервации снижается не 
только степень набухания в калиевой среде, что, по-видимому, отражает постепенную по-
терю клетками способности к восстановлению поляризации плазматической мембраны. 
При этом также возрастает доля деполяризованных клеток с Q < 1, что может указывать 
на существование полиморфизма клеточных структур, определяющих электрогенную ак-
тивность в этих клетках. Это ставит вопрос о значении функционального полиморфизма 
клеток, о значимости вклада клеток с разной выраженностью реакции на калиевую среду 
в транспортной функции эндотелия. Реакция повышения объема в калиевой среде отсут-
ствует у деполяризованных клеток, что означает отсутствие потока ионов калия в клетку. 
Снижение интенсивности флуоресценции связано, по-видимому, с повышенной проница-
емостью плазматической мембраны и выходом красителя наряду с другими органически-
ми анионами. Клетки с реакцией этого типа, хотя и сохраняют форму, и, следовательно, не 
имеют разрыва плазматической мембраны, быстро приходят в осмотическое равновесие 
со средой, что указывает на высокую неселективную проницаемость для воды и ионов.

Результаты проведенного исследования указывают на то, что коэффициент набу-
хания клеток эндотелия в среде с высокой концентрацией калия может служить пока-
зателем способности клеток к восстановлению электрогенного транспорта. Делается 
заключение, что исследование изменения объема клеток эндотелия роговицы в  сре-
де с повышенной концентрацией ионов калия является перспективным для прогноза 
функциональности трансплантата.
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Effect of preservation on Changes in the Volume of Corneal Endothelial Cells  
in an Environment with a High Concentration of Potassium
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The experimental study of preservation length on the effect of high potassium concentra-
tion in the medium on the volume of human corneal endothelial cells was done. The results 
of the study of individual samples of fragments of donor material and the values calculated 
using joined data after hypothermic preservation for 4 and 10 days are presented. The 
increase of the time when cornea samples are kept in preservation medium (Eusol-C) at 
4℃ led to a decrease in the average value (M ± SEM) of cell swelling indicator (N) in a 
potassium medium from 1.055 ±0.001; n = 982 to 1.014±0.001; n = 338; after 4 and 10 
days, respectively. Student’s-t test for independent samples showed a high degree of sig-
nificance for the difference between these values (p = 2E‑76). Identification of the propor-
tion of cells capable to swell in a medium with a high content of potassium ions (N > 1), 
reflecting the electrogenic activity in these cells, showed a decrease of this indicator in the 
studied groups with increasing duration of preservation (94.3% and 56.8% after 4 and 10 
days, respectively).
Based on the results of the study, it is suggested that the values of endothelial cells swelling 
in a potassium environment can serve as indicators of the cells’ ability to restore electro-
genic transport. It is concluded that the study of cell swelling in a medium with a high con-
tent of potassium ions can provide information for predicting the functionality of the graft.

Keywords: corneal endothelium, corneal transplantation, hypothermic preservation




