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На модели  двустороннего фототромбоза сосудов префронтальной коры  головного мозга крыс показа-
но, что антитела к  глутамату при их интраназальном введении через 1 ч после ишемического повреждения 
коры  способствуют сохранению  выработанного до  ишемии условного рефлекса пассивного избегания, а 
также снижают уровень глутамата в гиппокампе и префронтальной коре мозга, уменьшая нейродегенера- 
тивное влияние возбуждающего нейротрансмиттера после фототромбоза.
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Введение

Цереброваскулярные заболевания во всем мире зани-
мают второе место среди всех причин смертности и явля-
ются ведущей причиной, приводящей к инвалидизации 
взрослого населения. Ожидается, что вследствие демогра-
фического старения населения и недостаточного контро-
ля основных факторов риска количество пациентов с ин-
сультом будет увеличиваться, что свидетельствует об акту-
альности поиска новых методов терапии и реабилитации 
и повышает значимость экспериментального моделирова-
ния этой патологии с целью объективной регистрации па-
тологических изменений и поиска новых средств лечения 
[3].

Известно, что передние префронтальные отделы нео- 
кортекса у крыс наряду с гиппокампом играют ключевую 
роль в интегративной деятельности мозга, связанной с 
обучением и памятью [2, 9, 11]. Повреждение этих облас-
тей приводит к значительным нарушениям когнитивных 
функций, в частности, к потере выработанного условно-
го рефлекса пассивного избегания (УРПИ) [13, 19, 20, 
23]. Одним из главных механизмов при ишемических и 
травматических повреждениях мозга является наруше-
ние глутаматергической нейротрансмиссии в головном 
мозге. Глутамат является основным возбуждающим ней-
ротрансмиттером в ЦНС, участвующим во многих про-
цессах мозговой деятельности, включая когнитивные 
функции. Избыточная активация глутамата при ишеми-
ческих повреждениях мозга оказывает нейротоксическое 
действие, обусловливая из-за длительного притока каль-
ция гибель кортикальных и субкортикальных нейронов 
[12, 15].

Целью настоящей работы было изучение влияния ин- 
траназального введения Глу-АТ на сохранение условно-
го рефлекса пассивного избегания, а также уровень ней-
ромедиаторных аминокислот в структурах мозга (пре-
фронтальная кора головного мозга, гиппокамп), связан-
ных с когнитивными функциями, у крыс с ишемическим 
повреждением префронтальной области коры.

Методика исследования

Работа выполнена на 30 крысах-самцах линии Вистар, 
массой 200—220 г, выращенных в виварии НИИ  общей 
патологии и патофизиологии РАМН. Животные содержа-
лись в виварии при свободном доступе к пище, воде и 
1 2 -часовом световом режиме.

При работе с крысами соблюдались требования, сфор-
мулированные в Директивах Совета Европейского сооб-
щества 86/609/EEC об использовании животных для экс-
периментальных исследований.

Выполнено две серии экспериментов. Эксперимента-
льные животные были разделены на 5 групп по 6  крыс в 
каждой:

•  1 -я — интактные;
•  2 -я — ложнооперированные;
•  3-я — крысы с двусторонним ишемическим повреж-

дением префронтальной коры головного мозга, которым 
через час после операции вводили интраназально по 7 
мкл физиологического раствора;

•  4-я — крысы, которым по той же схеме вводили ин-
траназально водный раствор Глу-АТ в дозе 250 мкг/кг;

•  5-я — животные, которым в качестве контроля вво-
дили водный раствор кроличьего у-глобулина от интакт- 
ных животных по той же схеме и в той же дозе.

Глу-АТ получали от кроликов, иммунизированных по 
стандартной схеме конъюгатом глутамат—бычий сыворо-
точный альбумин (БСА), синтезированным модифициро-
ванным методом с помощью бифункционального реаген-
та глутаральдегида [22]. Титр Глу-АТ, определяемый ме-
тодом иммуноферментного анализа (ИФА), составил 
1 :1 0 0 0 . у-глобулиновые фракции из сывороток иммунизи-
рованных и интактных кроликов выделяли методом пере- 
осаждения сульфатом аммония (Аmmonium sulfate from 
Sigma-Aldrich; St Louis, Missouri, USA), очищали от БСА 
методом аффинной хроматографии, лиофилизировали и 
хранили при 4°С.

Двусторонний фокальный ишемический инфаркт 
префронтальной коры головного мозга крыс — поля Frl и
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Frl216 создавали методом фотохимически индуцируемого 
тромбоза [26]. Операцию проводили под наркозом, вы-
званным внутрибрюшинным введением хлоралгидрата 
(Chloral hydrate from Sigma-Aldrich; St Louis, Missouri, 
USA) в дозе 300 мг/кг. После внутривенного введения фо-
тосенсибилизирующего красителя бенгальского розового 
(Rose Bengal from Sigma-Aldrich; St Louis, MO, USA) в до-
зе 40 мг/кг, крысу фиксировали в стереотаксисе, делали 
продольный разрез кожи и удаляли надкостницу. Для об-
лучения использовали специальную установку, состоя-
щую из источника холодного света с галогеновой лампой 
мощностью 250 Вт, и световода с диаметром внутреннего 
сечения 3 мм. Световод устанавливали на расстоянии
1 мм от поверхности черепа на 2  мм ростральнее брегмы и 
на 2  мм латеральнее сагиттального шва и облучали холод-
ным светом каждое из полушарий мозга в течение 15 мин. 
Ложнооперированных животных подвергали тем же про-
цедурам, за исключением введения красителя бенгальско-
го розового.

УРПИ вырабатывали по ранее описанной схеме [13]. 
Определяли латентный период (ЛП) — время, которое 
проходило от начала теста до момента пересечения кры-
сой отверстия, разделяющего освещенный и темный от-
секи камеры. В 1-й день обучения крысу помещали в 
освещенный отсек (лампа мощностью 100 Вт), обследо-
вав который, она через некоторое время (ЛП до обуче-
ния) переходила в темный отсек, после чего дверь закры-
вали и оставляли там крысу на 5 мин. Через 1 ч процеду-
ру повторяли, но крысу сразу извлекали из темного отсе-
ка. На 2-й день эту же процедуру повторяли дважды с ин-
тервалом в 1 ч. При повторном заходе крысы в темный 
отсек камеры дверь в него закрывали и через металличе-
ские прутья пола пропускали электрический ток (1,3 мА, 
50 Гц, 5 с). УРПИ считали выработанным, если ЛП со-
ставлял не менее 300 с. Животных с меньшим ЛП исклю-
чали из эксперимента. Оценку антиамнестического дей-
ствия Глу-АТ проводили на 8  сутки после индукции кор-
кового инфаркта.

По окончании поведенческих экспериментов живот-
ных декапитировали и проводили определение содержа-
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Влияние интраназального введения антител к глутамату на сохранение 
УРПИ у крыс с двусторонним фототромбозом префронтальной коры 
мозга:
1 — интактные; 2 — ложнооперированные; 3 — ишемическое поврежде-
ние; 4 — интраназальное введение Глу-АТ + ишемическое поврежде-
ние; 5 — интраназальное введение гамма-глобулина + ишемическое 
повреждение; * — p<0,05 по сравнению с интактными животными

ния нейромедиаторных аминокислот (аспартат, глутамат, 
ГАМК) в структурах мозга (префронтальная кора, гиппо-
камп) на 8 -е сутки после операции методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии с электрохимиче-
ской детекцией согласно стандартной методике [17].

Поскольку аминокислоты в нативной форме являются 
очень слабыми хромофорами (не поглощаются УФ-спек- 
тром) и не проявляют электрохимической активности, 
для их детекции необходимо предварительное проведение 
химического модифицирования — дериватизации. Для 
этого использовали ортафталевый альдегид (ОФА) 
(Phthaldialdehyde from Sigma-Aldrich; St Louis, MO, USA), 
способный флуоресцировать при связывании с амино-
кислотой.

ГАМК, аспартат, глутамат в концентрации 
0,1 мкМ/мл в 0,1 н. HClO4 использовали в качестве стан-
дартной смеси для калибровки. Через 15 мин после инку-
бации при комнатной температуре 2 0  мкл раствора нано-
сили на колонку Agilent Hypersil ODS 5 мкМ, 4,6 х 250. Ре-
гистрацию продуктов разделения проводили на флуорес-
центном детекторе Agilent 1100 from Agilent Technologies 
(Santa Clara, USA) при длине волны возбуждения 230 нм и 
волны эмиссии 392 нм. Мобильная фаза состояла из 
0,05 М фосфатного буфера (pH 5,6) с 0,025 мМ ЭДТА и 
5% ацетонитрила. Скорость подвижной фазы составляла 
1,5 мл/мин.

Подвижную фазу фильтровали с помощью вакуумного 
насоса через целлюлозный фильтр (диаметр пор — 
0 , 0 2  мкм) и перед каждым хроматографическим определе-
нием тщательно дегазировали под вакуумом.

В качестве стандарта для определения количества ами-
нокислот в структурах мозга крыс использовали раствор, 
содержащий аспартат, глутамат, ГАМК в концентрации
0,5 ммоль/л.

Статистическую обработку данных проводили по 
компьютерной программе Statistica 6.0 с использованием 
однофакторного непараметрического дисперсионного 
анализа по Kruscall—Wollis с последующим внутригруп-
повым сравнением по U критерию Mann—Whitney.

Результаты исследования
Ранее было показано, что фотохимически индуцируе-

мый двусторонний фототромбоз сосудов префронтальной 
коры головного мозга крыс приводит к формированию 
ишемического очага и нарушению воспроизведения и со-
хранения выработанных навыков [13, 19].

В первой серии экспериментов исследовали влияние 
интраназально введенных Глу-АТ на сохранение вырабо-
танного до ишемии УРПИ. Интраназальное введение 
Глу-АТ в дозе 250 мкг/кг через 1 час после операции спо-
собствовало сохранению уровня УРПИ у крыс с двусто-
ронним фототромбозом префронтальной коры до уровня 
интактного контроля при проверке сохранения УРПИ на 
8  сутки после ишемического повреждения. Интраназаль-
ное введение у-глобулина от интактных кроликов не ока-
зывало влияния на потерю выработанного до ишемии 
УРПИ. Результаты представлены на рисунке.

Таким образом, показано, что Глу-АТ при их интрана- 
зальном введении через 1 ч после ишемического повреж-
дения префронтальной коры головного мозга снижают 
мнестический дефицит у крыс.

Во второй серии экспериментов изучали влияние 
Глу-АТ на содержание нейромедиаторных аминокислот в
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структурах мозга. Показано, что на 8 -е сутки после опера-
ции содержание глутамата в префронтальной коре у жи-
вотных с ишемическим повреждением, которым интрана- 
зально через 1 ч после операции вводили Глу-АТ, значи-
тельно ниже, чем у крыс с таким же повреждением коры и 
введением физиологического раствора (Z=2,081666, 
р=0,037374). При этом статистически значимых различий 
в содержании других нейромедиаторных аминокислот в 
упомянутой структуре не установлено (таблица).

Существенные различия в содержании нейротранс- 
миттерных аминокислот были выявлены между исследуе-
мыми группами крыс в гиппокампе: глутамата Н (4, 
N=30)=10,6667, р=0,0306, аспартата Н (4,
N=30)=19,28571, р=0,0007, глицина Н (4, N=30)=12,0000, 
р=0,0174 и ГАМК Н (4, N=30)=17,33333, р=0,0173 (таб-
лица).

В ходе анализа содержания глутамата в гиппокампе 
установлено его увеличение в группе крыс с ишемиче-
ским повреждением префронтальной коры мозга на 8 -е 
сутки после операции по сравнению с контрольной (ин- 
тактной) группой животных (Z=-2,72218, р=0,006486; 
таблица). При интраназальном введении Глу-АТ крысам 
с ишемическим повреждением префронтальной коры че-
рез час после операции содержание глутамата в гиппо-
кампе на 8 -е сутки не отличалось от контрольной группы 
животных (Z=-2,40192, р=0,16310). В группе крыс с ише-
мическим повреждением, которым интраназально водили 
у-глобулин от интактных кроликов через час после опера-
ции, на 8 -е сутки содержание глутамата в гиппокампе бы-
ло повышенным по сравнению с интактными животными 
(Z=-2,72218, р=0,006486) и не отличалось от такового у 
животных с фотохимическим тромбозом сосудов пре-
фронтальной коры мозга (таблица).

На 8 -е сутки после фототромбоза префронтальной ко-
ры у крыс с ишемическим повреждением обнаружено 
увеличение содержания аспартата в гиппокампе 
(Z=-2,64211, р=0,008239) по сравнению с интактными 
животными. При интраназальном введении Глу-АТ и 
у-глобулина интактных кроликов крысам с ишемическим 
повреждением префронтальной коры мозга также в гип-
покампе увеличено содержание аспартата (Z=-2,64211, 
р=0,008239) и (Z=-2,88231, р=0,003948) соответственно.

Таким образом, в результате проведенных экспери-
ментов установлено нормализующее действие Глу-АТ на 
содержание возбуждающей нейротрансмиттерной амино-
кислоты — глутамата у животных с очаговым ишемиче-
ским повреждением префронтальной коры мозга. Ранее 
показано увеличение содержания возбуждающих амино-
кислот (аспартата и глутамата) при ишемическом повреж-
дении мозга [18]. Интраназальное введение Глу-АТ через 
час после операции приводило к снижению содержания 
глутамата в префронтальной коре и гиппокампе и не вли-
яло на содержание аспартата в этих структурах на 8 -е сут-
ки после фототромбоза, что свидетельствует о специфи-
ческом нормализующем действии Глу-АТ на усиленную 
продукцию глутамата.

Обсуждение

Механизмы патологических процессов, происходящих 
при ишемическом инсульте и влияние на них нейропро-
текторов подробно изучены в исследованиях на живот-
ных, у которых экспериментально вызывали ишемию 
мозга. Принимая во внимание разнообразие клинических 
форм ишемии мозга, были разработаны различные экспе-
риментальные модели [1, 7, 8 ]. В настоящее время, во 
многом благодаря этим исследованиям, выявлена слож-
ная цепь метаболических и клеточных реакций, вызывае-
мых нарушениями мозгового кровообращения [4, 11, 25].

На сегодняшний день все имеющиеся нейропротекто-
ры, испытанные в мультифокальных клинических иссле-
дованиях, недостаточно эффективны [2 1 ], поэтому разра-
ботка новых подходов к терапии и профилактике инсуль-
та является важнейшей задачей фундаментальной меди-
цины [3]. Сейчас большое внимание уделяется созданию 
нейропротекторных средств, значительное место в кото-
рых занимают полипептиды и ростовые факторы [6 , 14, 
19, 24].

Новым приоритетным направлением в разработке 
противоишемической защиты является использование 
методов нейроиммунологии. Антитела к нейромедиато-
рам в настоящее время становятся объектом исследова-
ний при изучении проблемы регуляции нейроиммунных 
взаимодействий, составляющих основу функциональных 
нарушений при ишемических повреждениях головного

Таблица
Влияние АТ-ГЛУ на содержание нейротрансмиттерных аминокислот в структурах мозга 

при ишемическом повреждении префронтальной коры (моль/л)

Группы Аспартат Глутамат Глицин ГАМК

Префронтапьная кора

Интактные 0,0048±0,0009 3,1938±0,5131 0,1922±0,0255 0,1322±0,0190

Ложнооперированные 0,0053±0,0009 3,2117±0,5208 0,1913±0,0227 0,1337±0,0214

Фототромбоз 0,0068±0,0003 4,0813±0,1841 * 0,2198±0,0112 0,1648±0,0129

Фототромбоз + АТ-ГЛУ 0,0060±0,0004 3,3450±0,17413# 0,2041±0,0153 0,1525±0,0085

Фототромбоз + Гамма-глобулин 0,0066±0,0002 4,0380±0,1310 0,2228±0,0126 0,1738±0,0137

Гип по камп

Интактные 0,0157±0,0019 15,0290±1,5296 0,4695±0,0615 0,2500±0,2459

Ложнооперированные 0,0160±0,0019 14,6315± 1,2592 0,4728±0,0570 0,2538±0,2508

Фо  то тром боз 0,0273±0,0028* 23,4300±1,2600* 0,7160±0,0374* 0,3690±0,0102*

Фототромбоз + АТ-ГЛУ 0,0240±0,0014* 17,8553±2,3608 0,6858±0,0405* 0,3513±0,0260*
Фототромбоз + Гамма-глобулин 0,0288±0,0015* 23,2538±1,1302* 0,7100±0,0308* 0,3693±0,080*

Примечание. р<0,05 * — в сравнении с интактным контролем ; # — в сравнении с ишемическим  повреждением
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мозга. Особое значение в этих процессах приобретает 
роль глутамата, исследуемая с помощью антител к нем
[18]. Дисбаланс глутаматергической нейромедиации при-
водит к развитию каскада эксайтотоксичности, в ходе че-
го наблюдается гибель нейронов, прежде всего, в пре-
фронтальной коре и гиппокампе. Необходимо отметить и 
тот факт, что гиппокамп имеет прямую эфферентную 
связь с префронтальной корой [5, 9, 10]. Основной симп- 
томокомплекс, развивающийся при ишемии этих струк-
тур головного мозга, характеризуется нарушениями обу-
чения и памяти [13, 14, 23, 24]. Фотоиндуцированный 
тромбоз сосудов коры головного мозга — неинвазивная 
модель, преимуществом которой является возможность 
выбора нужной локализации повреждения, что позволяет 
получить экспериментальный аналог ишемического ин-
сульта, воспроизводимый из эксперимента в экспери-
мент. Данная модель позволяет произвести количествен-
ную оценку степени ишемического повреждения голов-
ного мозга и изучить динамику патологических и восста-
новительных процессов после повреждения. Двусторон-
нее локальное ишемическое повреждение префронталь-
ной коры крыс приводит к избирательному нарушению 
когнитивных функций мозга без сопутствующих рас-
стройств мышечного тонуса и двигательной координации
[19]. Нарушения интегративной деятельности мозга ис-
следовали при помощи методики выработки УРПИ, 
который представляет собой относительно простую обо-
ронительную реакцию, с помощью которой можно иссле-
довать основные закономерности формирования, хране-
ния, и воспроизведения условных рефлексов. В наших 
предыдущих экспериментах показано, что фототромбоз 
коры головного мозга у крыс приводит к формированию 
ишемического очага, отделенного от окружающей непо-
врежденной ткани четкой границей, и сопровождается 
потерей выработанного до фототромбоза условного реф-
лекса пассивного избегания [13, 18, 19].

Задачей нашего исследования было изучение влияния 
интраназального введения Глу-АТ на сохранение услов-
ного рефлекса пассивного избегания, а также уровень 
нейромедиаторных аминокислот в структурах мозга (пре- 
фронтальная кора головного мозга, гиппокамп), связан-
ных с когнитивными функциями, у крыс с ишемическим 
повреждением префронтальной области коры.

Установлено, что интраназальное однократное введе-
ние Глу-АТ (250 мкг/кг) через 1 час после фотоиндуциру- 
емого тромбоза сосудов префронтальной коры головного 
мозга крыс приводило на 8 -е сутки после операции к сни-
жению содержания глутамата в префронтальной коре и 
гиппокампе и не влияло на содержание аспартата в этих 
структурах, что свидетельствует о специфическом норма-
лизующем действии Глу-АТ на усиленную продукцию 
глутамата. В эти же сроки показано сохранение вырабо-
танного до фототромбоза префронтальной коры условно-
го рефлекса пассивного избегания при интраназальном 
введении Глу-АТ.

Полученные результаты доказывают выраженное про- 
тективное действие Глу-АТ при нейродегенеративном по-
вреждении когнитивных функций мозга, реализуемое, 
возможно, благодаря их способности снижать усиленную 
продукцию глутамата и тем самым предотвращать гибель 
нейронов, что позволяет также объяснить антиамнестиче- 
ские эффекты Глу-АТ при остром ишемическом повреж-
дении префронтальной коры.
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The influence of anti-glutamate antibodies 
on memory retention and neurotransmitter aminoacids level 

in brain structures of rats with ischemic damage of prefrontal cortex
Shakhova F.M., Davydova T.V., Romanova G.A.

Institute of General Pathology and Pathophysiology, Russian Academy of Med i cal Sciences,
Baltiyskaya Str. 8, 125315, Moscow, Russia

Using the ra t m odel o f bilateral photothrombosis o f prefrontal cortex vessels we showed that intranasal adm in-
istration o f anti-glutamate antibodies one hour a lte r ischemic damage o f brain cortex facilitates retention o f pas-
sive avoidance reflex elaborated before ischemia and decreases glutamate level in hippocampus and prefrontal 
cortex, thus reducing neurodegenerative influence o f the excitatory neurotransm itter a fte r photothrombosis.

Key words: rats, anti-glutamate antibodies, glutamate, photothrombosis, prefrontal cortex, hippocampus, pas-
sive avoidance reflex
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