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ЭФФЕКТИВНОСТЬ ЦИТОКИНОВОЙ ЦЕРЕБРОПРОТЕКЦИИ 
ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ГЕМОРРАГИЧЕСКОМ ИНСУЛЬТЕ

На модели экспериментального геморрагического ин-
сульта у крыс (путем введения аутокрови во внутреннюю 
капсулу головного мозга) на фоне коррекции рецептор-
ным антагонистом интерлейкина-1 (7,5 мг/кг) отмечено 
повышение процента выживших животных, стабилизация 
функционального состояния митохондрий (по открытию 
митохондриальной поры), показателей энергетического 
обмена (АТФ, АДФ, АМФ), предупреждение развития про-
цессов окислительной модификации белка (АФГ и КФГ) 
и стабилизация экспрессии генов раннего реагирования 
(с-Fos и Bcl-2) в нейронах коры головного мозга. ********
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В последние десятилетия отмечен рост показате-
лей распространенности и тяжести геморрагических 
инсультов (ГИ), которые являются наиболее тяжелой 
формой острого нарушения мозгового кровообра-
щения. При ГИ происходят типичные нарушения 
микроциркуляции с последующим ишемическим по-
вреждением ткани мозга. Развивается энергетический 
дефицит, формирование глутамат-кальциевого каскада, 
проявление лактат-аци до за и отека мозга, активация 
свободнорадикального окисления, активация некроза/
апоптоза [1, 2].

Выраженность патологических изменений при ГИ 
определяется как объемом и локализацией гематомы, 
так и выраженностью аутоиммунных процессов [3]. 
Доказано, что в первые часы после острого нарушения 
мозгового кровообращения степень выраженности 
структурно-функциональных изменений нейронов 
в пострадавшей области мозга уменьшается от центра 
к периферическим зонам пенумбры. Вокруг геморра-
гического ядра активируется микроглия и индуцирует 
реакции локального ишемического повреждения, ко-
торые определяют механизмы вторичного поражения 
ткани мозга [4, 5].

В ответ на ишемизацию головного мозга локаль-
но вырабатываются IL-1β и FNOα, которые являются 
ключевыми медиаторами микроглиальных нейроим-
мунных функций. Уровни этих провоспалительных ци-
токинов остаются повышенными в течение нескольких 
дней после развития инсульта, что свидетельствует 
об интенсивности воспалительных реакций и их роли 
в процессах повреждения мозга [6, 7]. Даже незначи-
тельное увеличение концентрации провоспалительных 
факторов способствует ухудшению клинического со-
стояния пациентов, хронизации процесса, повышает 
вероятность тяжелых постинсультных осложнений 
и инвалидизации. При геморрагическом инсульте 
происходит значительное повышение уровней про-
воспалительных факторов, что определяет динамику 
дальнейшего прогрессирования постишемических 
изменений. Особенности распространения таких ней-
родегенеративных изменений влияют на окончатель-
ное формирование размеров инфаркта мозга к 3—5-м 
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суткам заболевания и тем самым определяют возмож-
ность применения эффективных методов вторичной 
нейропротективной терапии [8].

Перспективным направлением вторичной цере-
бропротективной терапии является коррекция цито-
кинового дисбаланса, в том числе с использованием 
рецепторного антагониста IL-1. В предшествующих 
работах нами была изучена его антигипоксическая 
активность [9]. Целью данного исследования явилось 
изучение влияния рецепторного антагониста IL-1 на 
ряд показателей функционального статуса крыс в усло-
виях экспериментального геморрагического инсульта. 
Рецепторный антагонист IL-1 (IL-1ra) получен в Санкт-
Петербургском НИИ особо чистых биопрепаратов 
путем генной трансформации бактерий E. coli.

Исследования проводили на белых нелинейных 
крысах массой 160—200 г. Крысы получены из питом-
ника ИФТ АМН Украины. Животных содержали на стан-
дартном рационе вивария при естественной смене дня 
и ночи. Все процедуры и оперативные вмешательства 
осуществляли в соответствии с «Положением об ис-
пользовании лабораторных животных в биомедицин-
ских исследованиях». Внутримозговое кровоизлияние 
(ВМК) вызывали введением аутокрови во внутреннюю 
капсулу головного мозга под этаминал-натриевым 
наркозом (40 мг/кг).

Животные были разделены на 3 группы по 10 крыс. 
Первая группа — ложнооперированные животные, 
вторая — контрольная патология (животные с ВМК), 
третья — животные с патологией, которым вводили 
рецепторный антагонист IL-1 в дозе 7,5 мг/кг (ЕД50 по 
церебропротекторной активности). Препарат вводи-
ли внутримышечно — сразу после выхода животных 
из наркоза, в дальнейшем — 1 раз в сутки в течение 
острого периода ишемии (4 дня) и фазы восстанов-
ления (18 дней). Оценивали выживаемость крыс 
и динамику развития постишемических нарушений 
в указанные периоды наблюдения. По истечении ука-
занных сроков животных выводили из эксперимента 
под этаминал-натриевым наркозом путем декапитации. 
Мозг быстро извлекали, отделяли височные доли, ко-
торые гомогенизировали в жидком азоте. В гомогенате 
мозга определяли открытие митохондриальной поры 
(МП) после инициации циклоспорином-А и мембран-
ный потенциал заряда митохондрий (МПЗМ) в при-
сутствии сафронина-О [10]. Кроме того, в гомогенате 
мозга биохимическими методами определяли уровень 
адениловых нуклеотидов (АТФ, АДФ, АМФ) [11], а также 
содержание продуктов окислительной модификации 
белка (по уровню альдегидных (АФГ) и карбоксильных 
(КФГ) продуктов) [12].

Оставшийся мозг фиксировали в 10 % жидкости 
Буэна (24 часа) и по стандартной схеме заливали в па-
рафиновые блоки, из которых готовили серийные фрон-
тальные 15-микронные гистологические срезы в об-
ласти постцентральной извилины (сомато-сенсорная 
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кора). Для выявления экспрессии с-Fos-белка в сенсо-
моторной зоне коры использовали иммуногистохими-
ческий метод непрямой иммунофлуоресценции [13]. 
На срезы наносили первичные антитела к белку с-Fos 
(Sigma Chemical, USA), инкубировали 24 часа при тем-
пературе +4° С, после чего срезы трижды промывали 
0,1 М фосфатным буфером. Затем на образцы наносили 
вторичные антитела (флуоресцент конъюгированный 
козий IgG, Sigma Chemical, USA), инкубировали при 
комнатной температуре 60 мин, после чего промывали 
срезы 0,1 М фосфатным буфером. На флуоресцентном 
микроскопе Axioskop (Ziess, Germany) исследование 
Fos-иммунопозитивных нейронов осуществляли при 
помощи видеокамеры COHU-4922 (USA) и вводили 
в систему цифрового анализа изображений VIDAS-386 
(Kontron Elektronic, Germany). Статистическую обработ-
ку результатов проводили с использованием пакета 
статистических программ «Statistica 6.0» (Statistica Inc. 
USA). Полученные результаты были проанализирова-
ны с использованием параметричес кого t-критерия 
Стьюдента, достоверность относительных величин 
оценивали применением критерия χ2. Достоверными 
считали отличия с уровнем значимости более 95 % 
(p < 0,05), которые отмечали как рЛО (относительно 
группы ложнооперированных животных) или рКП (от-
носительно группы контрольной патологии).

В ходе эксперимента после операции в группе 
контрольной патологии случаи гибели крыс отме-
чались до 7 суток включительно (рис. 1), показатель 
выживаемости уменьшился с 50 % в первые сутки до 
30 % на 5—7 сутки. Во всех группах крыс, получавших 
рецепторный антагонист IL-1, гибель животных отме-
чена только на протяжении первых суток, показатель 
летальности составил 40 %.

Рис. 1. Влияние рецепторного антагониста IL-1 
на выживаемость крыс при экспериментальном 

геморрагическом инсульте
Примечания ко всем рисункам: 

ЛО — группа ложно опери рованных животных; КП — группа 
контрольной патологии; А — группа АРИЛ в дозе 7,5 мг/кг.

* — отклонения достоверны относительно ЛО (p < 0,05);
К — отклонения достоверны относительно КП (p < 0,05)

При острой церебральной ишемии происходят 
каскадные последовательные биохимические и па-
тофизиологические изменения. Снижение мозгового 
кровотока ограничивает доступ к глиальным клеткам 
и нейронам кислорода и глюкозы, что нарушает процес-
сы окислительного фосфорилирования, состояние ми-
тохондриальных ферментных комплексов и приводит 
к ряду регуляторных функционально-метаболических 

изменений. Важным процессом адаптации к гипоксии 
является метаболизм оксида азота (NO), который об-
разуется путем окисления терминальной гуанидиновой 
группы L-аргинина при участии NO-синтазы. В физиоло-
гических концентрациях NO выполняет регуляторные 
функции, активируя растворимую гуанилатциклазу 
и вызывая тем самым повышение в клетках уровня 
цГМФ [14].

При гипоксии мозга на фоне перевозбужденных 
глутаматных NMDA-рецепторов активация Ca2+-за-
висимой кальмодулинкиназы активирует нейрональ-
ную NOS и в течение нескольких секунд синтез оксида 
азота резко повышается. Кроме того, продуцируемый 
в ответ на гипоксию IL-1 экспрессирует в глиаль-
ных клетках индуцибельную NOS (iNOS), что ведет 
к гиперпродукции NO и токсическим эффектам его 
избыточных количеств. Высокие концентрации NO 
токсичны для клеток, ферментов, ионных каналов 
и генетического аппарата. Избыток NO нитрозилиру-
ет белки-ферменты дыхательной цепи митохондрий 
и цикла Кребса, ингибирует их, что ведет к истощению 
запасов НАД и АТФ и гибели нейронов по пути некроза 
или апоптоза [15].

В условиях ишемии/гипоксии на фоне сверхвысоких 
уровней NO и его метаболитов развивается дисфункция 
митохондрий, которая приводит к нарушению ионного 
транспорта, генерации и проведения импульса; активи-
зации «паразитарных» энергопродуцирующих реакций 
и значимой потере энергетических запасов нейрональ-
ной клетки. Под действием гидроксил-радикала проис-
ходит открытие митохондриальных пор с экспрессией 
и выходом в цитозоль проапоптических белков. Данные 
экспериментов подтверждают, что нарушение кислород-
ного режим тканей, гиперпродукция эксайто токсичных 
аминокислот, повреждение мембраны митохондрий 
усиливают открытие неселективных пор и высвобож-
дение апоптогенных белков из поврежденных мито-
хондрий [16].

Наши исследования показали, что рецепторный 
антагонист IL-1 способен ограничивать действие 
нит ро зирующего стресса на нейроны, что привело 
к нормализации открытия митохондриальной поры 
и повышению мембранного потенциала заряда мито-
хондрий (рКП < 0,001) (рис. 2 и 3). Возможно, это связано 
с моделированием активности митохондриальной NO-
синтазы, что регулирует открытие митохондриальной 
поры и уменьшает тем самым проявления митохондри-
альной дисфункции.

Рис. 2. Влияние АРИЛ на открытие митохондриальной 
поры (МП) митохондрий нейроцитов крыс 

с внутримозговым кровоизлиянием
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Рис. 3. Влияние АРИЛ на мембранный потенциал заряда 
митохондрий (МПЗМ) нейроцитов крыс с ВМК

В условиях ГИ развитие дисфункции митохондрий 
нарушает состояние митохондриальных ферментных 
комп лексов и приводит к подавлению аэробного 
синтеза макроэргических фосфатов и энергозависи-
мых функций клеток, в результате чего развивается 
биоэнергетичес кая гипоксия. При этом изменения 
в пуле макроэргов предшествуют изменениям других 
функционально-метабо ли ческих показателей жизне-
деятельности клетки [17, 18].

Введение аутокрови в группе КП (рис. 4) привело 
к значительному снижению АТФ и АДФ в остром периоде 
(рЛО < 0,001) с повышением в периоде восстановления, 
однако и к 18 суткам он был ниже начального на 54 % 
(рЛО < 0,001). Количество АМФ на всем протяжении экс-
перимента было повышено — в остром периоде на 58 % 
(рЛО < 0,001), в восстановительном периоде — на 32 % 
(рЛО < 0,01), что отражает преобладание распада АТФ на 
фоне снижения синтеза.

Рис. 4. Содержание адениловых нуклеотидов 
в мозге крыс с ВМК

Применение при геморрагическом повреждении 
ткани мозга рецепторного антагониста IL-1 уже к 4 сут-
кам привело к повышению уровней АТФ (рЛО < 0,001) 
и АДФ (рКП < 0,05) на фоне выраженного снижения 
АМФ (рЛО < 0,01, рКП < 0,05). В период восстановления 
на фоне коррекции IL-1ra показатели энергетического 
обмена стабилизировались и практически достигли 
первоначального уровня (АТФ и АДФ рКП < 0,001, АМФ 
рКП < 0,05).

При ГИ снижение поступления в нейроны молеку-
лярного кислорода стимулирует образование актив-
ных форм кислорода (АФК). В нормальных условиях 
концентрация АФК регулируется их дезактивацией 

ферментными и неферментными эндогенными анти-
оксидантами. Геморрагическое повреждение ткани 
мозга в условиях резкой активации окислительных 
процессов и недостаточной эффективности антиокси-
дантной защиты приводит к развитию окислительного 
стресса [19].

Основным источником образования АФК является 
митохондриальное окислительное фосфорилирование. 
Нарушения в любом из митохондриальных фермент-
ных комплексов дыхательной цепи могут привести 
к генерации АФК и развитию окислительного стрес-
са в ткани головного мозга. Имеют значение также 
Са2+-зависимые ферментативные реакции аутоокис-
ления аминов и синтез простагландинов и лейкотрие-
нов. Важную роль играет образование АФК в реакции 
образования ксантиноксидазы из ксантиндегидро-
геназы под действием Са2+-зависимого кальпаина-1. 
При этом происходит окисление ксантина, накопление 
большого количества супероксидного анион-радикала 
О•

2 и развитие окислительного стресса. Значимым 
является также образование АФК и вторичных сво-
боднорадикальных метаболитов — продуктов ПОЛ — 
в результате накопления арахидоновой кислоты, 
синтеза простагландинов и лейкотриенов. Повышение 
уровней АФК стимулирует синтез транскрипционного 
фактора, индуцируемого при гипоксии (HIF), активацию 
HIF-1-зависимых генов, синтез провоспалительных 
цитокинов (в том числе IL-1) и формирует порочный 
круг вторичных повреждений [20]. Повреждающее 
действие АФК связано с блокадой SH-групп ферментов 
и их инактивацией, гидро ксилированием оснований 
ДНК и ее фрагментацией, активацией реакций ПОЛ 
мембран, прямой деструкции нуклеиновых кислот 
и оксилительной модификации белка (ОМБ) [21].

В группе КП введение аутокрови сопровождалось 
стабильным повышением содержания в коре мозга 
животных на протяжении всего эксперимента продук-
тов ОМБ — уровень раннего (АФГ) и позднего (КФГ) 
маркеров был повышен соответственно в 5,5 и 4,5 раза 
(рЛО < 0,001) (рис. 5).

В условиях дефицита кислорода при ГИ энергети-
ческий дефицит и окислительный стресс активируют 
срочные регуляторные компенсаторные механизмы, 
индуцируют экспрессию генов раннего реагирования 
и активируют механизмы патологической клеточной 
смерти (некроз) или программированной гибели 
клеток (апоптоз) [22]. В условиях острой мозговой 
гипоксии повышение продукции IL-1 с последующим 

Рис. 5. Показатели окислительной модификации белков 
в мозге крыс с ВМК
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формированием цитокинового каскада сопровож-
дается инфлюксом в зону инициации полиморфно-
нуклеарных лейкоцитов, экспрессией лейкоцитарного 
адгезивного комплекса CD-18/11 и эндотелиальных 
межклеточных молекул адгезии ICAM-1, избыточной 
продукцией свободных радикалов, что дополнительно 
ухудшает состояние нейронов в области геморраги-
ческого повреждения. Непосредственно IL-1 экспрес-
сирует в глиальных клетках индуцибельную iNOS, что 
ведет к гиперпродукции NO, ингибированию белков-
ферментов дыхательной цепи митохондрий и цикла 
Кребса, истощению запасов НАД и АТФ и гибели ней-
ронов по пути некроза или апоптоза. В условиях окис-
лительного стресса под действием АФК в клетке про-
исходит активация экспрессии редокс-чувствительных 
генов апоптоза раннего реагирования — преимуще-
ственно JunD и c-Fos [23].

Рис. 6. Содержание с-Fos- и Bcl-2-положительных клеток 
в мозге крыс на 18 сутки после ВМК

В условиях экспериментального ВМК к 4 суткам 
отмечено снижение уровней белков с-Fos и Bcl-2 
более, чем в 2 раза, что отражает преобладание про-
цессов некроза нейронов в острой стадии процесса. 
В дальнейшем наблюдается частичное восстановление 
количества с-Fos и Bcl-2 в нейронах 3—5 слоев коры 
головного мозга (рис. 6). При введении рецепторного 
антагониста IL-1 наблюдается постепенная стабили-
зация количества белка с-Fos и Bcl-2 с максимальным 
проявлением активности в восстановительном пе-
риоде (рКП < 0,01). Можно предположить, что после 
ВМК на фоне применения IL-1ra происходит адаптация 
клеток коры головного мозга в зоне повреждения — 
торможение некроза нейронов, активация апоптоза 
и оптимизация постинсультных последствий.

Таким образом, результаты проведенных иссле-
дований показывают, что в сравнении с ложноопе-
рированными животными у крыс с ВМК проявились 
признаки митохондриальной дисфункции, энергетиче-
ского дефицита и окислительного стресса, активации 
процессов некроза, что привело к гибели животных 
в группе.

Применение рецепторного антагониста IL-1 у 
животных с ВМК повышает их выживаемость, стаби-
лизирует состояние митохондрий и энергетический 

обмен, предупреж дает развитие процессов ОМБ и ста-
билизирует экспрессию генов раннего реагирования. 
Эти эффекты определяются способностью рецептор-
ного антагониста IL-1 при геморрагическом повреж-
дении мозга как блокировать эффекты избыточных 
количеств провоспалительного IL-1, так и активировать 
противовоспалительное звено цитокинового каскада, 
что снижает выраженность локального воспаления 
и постинсультные нейрональные потери. Полученные 
в настоящей работе данные подтверждают наличие 
у рецепторного антагониста IL-1 нейропротекторных 
свойств.
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Ефективність цитокінової церебропротекції 

при експериментальному геморагічному інсульті

На моделі експериментального геморагічного інсульту 
у щурів (шляхом введення аутокрові у внутрішню капсулу 
головного мозку) на фоні корекції антагоністом рецепторів 
інтерлейкіну-1 — АРІЛ-1 (7,5 мг/кг) відзначено нормалізацію 
показників вуглеводно-енергетичного обміну, вільнорадикаль-
них реакцій та антиоксидантного статусу, активацію апоптозу 
у нейронах кори головного мозку.

Ключові слова: ІЛ-1, рецепторний антагоніст ІЛ-1, гемора-
гічний інсульт, цитокінова церебропротекція.
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Eff ectiveness of cytokine cerebroproteciton 
in experimental hemorrhagic stroke

On the model of experimental hemorrhagic stroke in rats 
(by administranion of autoblood in internal capsule of brain) on the 
background of correction the interleukin-1 receptor antagonist — 
IL-1Ra (7.5 mg/kg) was noted increase in percents of sirvived animals, 
stabilization of functional activity of mitohondrias (by the opening 
of mitohondrial pore), levels of energetic exchange (ATP, ADP, AMP), 
prevention of activation of oxidative modifi cation of protein (AFG, 
CFG) and the stabilization of genes of early reaction (c-Fos and 
Bcl-2) in neurons of brain cortex.

Keywords: IL-1, IL-1Ra, hemorrhagic stroke, cytocine cerebro-
protection.


