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Одним из препаратов с расширенным терапевтическим окном, который показан

при ишемическом инсульте, является цитиколин. В настоящее время он проходит

третий этап рандомизированных двойных слепых плацебо контролированных

мультицентровых клинических исследований (Intravenous Thrombolysis Plus

Hypothermia for AcuteTreatment of Ischemic Stroke – ICTUS). Несмотря на то что

для цитиколина описаны множество положительных эффектов, точные механиз"

мы действия этого препарата все еще остаются невыясненными.

Цитиколин (цитидин"5"дифосфохолин, или CDP"холин) – естественное эндо"

генное соединение, играющее важную роль в биосинтезе фосфатидилхолина, ко"

торое показало нейропротекторные свойства при различных повереждениях ЦНС,

в том числе при ишемии головного мозга (S. Sahin et al., 2010). Предположитель"

ными механизмами действия цитиколина являются предотвращение высвобожде"

ния жирных кислот, стимуляция синтеза фосфатидилхолина, сохранение уровня

кардиолипина и сфингомиелина, повышение синтеза глутатиона и глутатионре"

дуктазы, восстановление активности Na+/K+"АТФ"азы, а также антиглутаматерги"

ческий эффект (O. Hurtado et al., 2008). В дополнение к нейропротекторным свой"

ствам цитиколин убедительно продемонстрировал нейрорегенераторную актив"

ность, хотя ее механизмы все еще не известны (O. Hurtado et al., 2007).

В данном исследовании, помимо изучения влияния цитиколина на долгосроч"

ный функциональный исход заболевания, пристальное внимание уделялось ней"

рорегенераторному действию препарата в период постинсультного нейрогенеза

в субвентрикулярной зоне, зубчатой извилине гиппокампа и периинфарктной зо"

не. Поскольку цитиколин проявляет мембраностабилизирующие свойства

(A.M. Rao et al., 2000), проведено также изучение возможного влияния этого пре"

парата на изменение количества рецепторов таких нейромедиаторов, как глутамат и

гамма"аминомаслянная кислоты типа А (GABAA), в околоочаговых и удаленных

областях, что может способствовать восстановлению поведенческой функции.

Материалы и методы
В экспериментах использовались 40 самцов крыс линии Вистар (Charles River,

Sulzfeld, Germany) с начальным весом от 180 до 200 г. Животных расселили группа"

ми по 2 особи в клетках из поликарбонатного материала макролон и содержали

в контролируемых условиях окружающей среды: температура воздуха – 22 °С,

12"часовой цикл чередования света и темноты (свет включали в 7:00). Животные

получали стандартное лабораторное питание и водопроводную воду до насыщения.

Модель тромботической ишемии. Все эксперименты проводились в соответствии

с директивой Совета европейских сообществ от 24 ноября 1986 г. и эксперимен"

тальными протоколами, утвержденными местным комитетом по этике. Экспери"

менты проводились на взрослых особях крыс линии Вистар весом 270"

310 г. Животным провели анестезию с помощью интраперитонеальной инъекции

гидрохлорида кетамина (Ketanest, 100 мг/кг) и гидрохлорида ксизолина (8 мг/кг).

Для инфузии бенгальского розового проведена катетеризация левой бедренной вены

с помощью трубки PE"50. Ректальная температура поддерживалась на уровне 37 °C

с помощью грелки с термостатом (Fоhr Medical Instruments). В правой фронталь"

ной коре головного мозга проведена индукция тромботической ишемии с помо"

щью лазера. Пятно лазера (G Laser Technologies) диаметром 8 мм направляли на че"

реп животных на 0,5 мм кпереди от брегмы и на 3,5 мм латеральнее средней линии.

Воздействие лазером проводилось в течение 20 мин. Во время первых 2 мин жи"

вотным провели внутривенную инфузию красителя бенгальского розового

(0,133 мл/кг, 10 мг/мл физиологического раствора). В ходе хирургических опера"

ций погибли 6 животных. После проведения операций всех животных перемарки"

ровали для обеспечения условий слепого метода исследования.

Лечение. Грызунов случайным образом распределили в контрольную (n=17) и ле"

чебную (n=17) группы. Животные лечебной и контрольной группы ежедневно по"

лучали инъекции цитиколина (100 мг/кг) и плацебо (физиологический раствор)

соответственно на протяжении 10 дней подряд. Инъекции начали проводить через

24 ч после индукции тромботической ишемии. Для того чтобы пометить делящие"

ся клетки, в течение всего 10"дневного периода животные обеих групп также еже"

дневно получали инъекции бромдезоксиуридина (50 мг/кг/день интраперитоне"

ально) за 1 ч до введения цитиколина или плацебо.

Тестирование поведенческой функции. Поведенческие эксперименты проводи"

лись на 34 животных (по 17 в каждой группе). Тест по удалению клейкой ленты и

тест с цилиндром проводился у всех животных за 1 день до индукции ишемии

после 3"дневного тренировочного периода, а также в 1"й, на 10"й, 21"й и 28"й день

после ишемии исследователем, который не был информирован о групповой при"

надлежности животных.

Иммуногистохимическое исследование нейрогенеза. Для иммуногистохимического

исследования нейрогенеза использовался головной мозг 14 грызунов (по 7 живот"

ных из каждой группы). Через 28 дней после ишемии животным провели повтор"

ную анестезию и транскардиальную перфузию 4% раствором параформальдегида

в 0,1 моль/л фосфатного буфера. Головной мозг животных поместили на ночь в

4% раствор параформальдегида при температуре 4 °C. Затем в течение 3 дней про"

водили криопротекцию ткани в 30% растворе сахарозы и хранили при температу"

ре "80 °C до проведения анализов. Иммуногистохимическое исследование прово"

дили на сагиттальных свободно плавающих срезах толщиной 40 мкм со следую"

щими антителами: крысиные анти"BrdU (1:500; Abcam), мышиные антитела

к NeuN (1:200; Millipore), кроличьи антидаблкортин"антитела (1:500; Abcam).

BrdU/NeuN"позитивные клетки проанализированы в 3 участках мозга: зубчатой

извилине гиппокампа, субвентрикулярной и периинфарктной зонах. В зубчатой

извилине гиппокампа и субвентрикулярной зоне все BrdU"позитивные клетки

подсчитаны в 7 срезах (каждый 12"й срез, интервалы 440 мкм) на каждое полуша"

рие. Для анализа BrdU/NeuN"позитивных клеток в периинфарктной зоне 4 квад"

рата (300×300 мкм), примыкающих к этому участку, исследованы в 4 срезах

(от 1 мм до "0,5 мм по отношению к брегме). Для определения доли нейронов сре"

ди новообразованных клеток 50 случайно отобранных BrdU"позитивных клеток из

зубчатой извилины гиппокампа, субвентрикулярной и периинфарктной зон были

проанализированы на BrdU/NeuN"совместимость. Путем умножения общего ко"

личества BrdU"позитивных клеток на содержание (в %) клеток, позитивных одно"

временно по BrdU и NeuN, удалость получить количество новообразованных

нейронов в соответствующих участках мозга.

Подготовка тканей головного мозга для иммуногистохимического исследования
и авторадиографии. После декапитации головной мозг животных сразу же удалили

и заморозили на 10 мин в изопентане при температуре "30 °C. В дальнейшем голов"

ной мозг животных хранили при температуре "80 °C до использования в исследо"

ваниях. Головной мозг животных последовательно рассекали в криостате при тем"

пературе "20 °C в 12,72 мм от брегмы на корональные срезы толщиной 20 мкм, ко"

торые поместили в триэтоксисилильные слайды с пропиламиновым покрытием.

Для анализа морфологии и объема тканей, затронутых инфарктом, использова"

лись срезы из следующих интрауральных координат: 12.72, 10.72, 8.72, 6.72, 4.72

и 2.72. Иммуногистохимическое исследование, как и авторадиография, проведены

на срезах в зоне самого большого объема инфаркта коры головного мозга. Как пра"

вило, эти участки находились в хвостатом ядре либо передней комиссуре, а также

на уровне дорсальной области гиппокампа.

Исследование тканей головного мозга. Проведено окрашивание гемотоксилином

и эозином в соответствии со стандартными протоколами. Срезы отсканировали

в идентичных условиях освещения цифровой камерой CoolSNAP (Roper Scientific,

Photometrics CoolSNAP™ cf, Ottobrunn/Munich, Германия) и оцифровали с помощью

аналитической системы минимального клинически важного различия (MCID,

Minimal clinically important difference, Imaging Research Inc, St Catharines, Ontario,

Canada). Расстояние между последовательными корональными срезами использо"

валось в расчетах линейной интеграции поражения для определения объема пора"

жения тканей. Исследователь, проводивший анализы, не знал о групповой при"

надлежности тканей головного мозга.

Анализ целостности дендритов, активности микроглии и формирования глиальных
рубцов. Проведен иммуногистохимическим методом с последовательным исполь"

зованием антител против белка, ассоциированного с микротрубочками (micro"

tubule"associated protein 2), ионизированной кальцийсвязывающей молекулы

(ionized calcium"binding adaptor molecule 1) и глиального фибриллярного кислого

белка. Иммуноокрашенные срезы головного мозга на уровне зоны инфаркта от"

сканировали при увеличении ×2,5 с помощью микроскопа Leica (Leica, Германия),

оцифровали и перенесли на компьютерный дисплей. Яркость, контрастность и ко"

эффициент усиления оставались на постоянном уровне во время получения изоб"

ражения. Глиальные рубцы и участки активированной микроглии, окружавшие

пораженные ткани, разделили на две области: базальную область между поражен"

ными тканями и мозолистым телом и латеральную область рубца. Латеральную об"

ласть рубца, представляющую собой эквивалент непосредственной пограничной

зоны, проверили на наличие иммунореактивности белка, ассоциированного

с микротрубочками (рис. 1). Указанные области отметили на дисплее. Интере"

сующие исследователей

участки проанализирова"

ны с помощью денсито"

метрии и MCID (Imaging

Research Inc) по выше"

описанной методике.

Специалист, проводив"

ший анализы, не был ин"

формирован о групповой

принадлежности образ"

цов тканей.

Авторадиография in vitro.
К о л и ч е с т в е н н у ю р е "

цепторную авторадио"

графую провели с исполь"

зованием [ 3H]MK"801,

[ 3H]α"амино"3"гидро"

кси"5"метил"4"изокса"

золпропионовой кисло"

ты (AMPA) и [3H]мусци"

мола для маркировки

рецепторов N"метил"D"

аспартата (NMDA), AMPA

и ГАМК"А соответствен"

но. Лиганды приобрете"

ны в Perkin Elmer, Inc.

Влияние цитиколина на процессы нейрорегенерации
в постинсультном восстановительном периоде

Несмотря на то что у большинства пациентов, перенесших инсульт, отмечается спонтанное функциональное улучшение, полное
восстановление сенсорных и двигательных функций происходит редко. В связи с этим разработка терапевтических подходов,

призванных стимулировать эндогенные процессы восстановления после инсульта, является одной из приоритетных задач неврологии.

K. Diederich et al., Германия
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Рис. 1. Плотность рецепторного связывания на уровне
наиболее широкого участка инфаркта мозга

в непосредственной пограничной зоне, пограничной зоне,
примыкающей моторной коре, удаленных участках верхнего

края соматосенсорной коры и в соответствующих
контралатеральных областях (на рисунке не показаны).

Оценка плотности рецепторного связывания в колончатых
полях и области иннервации туловища на уровне дорсальной
части гиппокампа на стороне поражения и контралатерально

(на рисунке не показано)
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Инкубационные и маркировоч"

ные процедуры в различных

связующих участках проведены

в соответствии с протоколами

Zilles и соавт. по вышеописан"

ной методике. Количественный

анализ лигандрецепторных вза"

имодействий проведен в следу"

ющих областях: в латеральной

периинфарктной зоне, включая

непосредственную погранич"

ную зону (латеральная тонкая

окантовка вблизи поражения);

в пограничной зоне; смежной

двигательной коре; соответству"

ющих областях контралатераль"

ного полушария; различных

удаленных участках коры на

стороне поражения и контрала"

терально, таких как верхний

край первичной соматосенсор"

ной коры (S1 upper lip), область

иннервации туловища в сомато"

сенсорной коре (S1 somatosenso"

ry cortex trunk region), колонча"

тые поля, которые иннервируют

вибриссы животных (S1 barrel

fields), и вторичная сомато"

сенсорная кора (S2). Интере"

сующие участки отметили на

дисплее, а невыразительные

значения были автоматически

проанализированы с помощью

компьютерной программы для

визуализации. Неспецифичес"

кое связывание находилось чуть

выше фоновых отметок или вообще не наблюдалось. Фоновая плотность использова"

лась для оценки оптической плотности неспецифического связывания. За счет вычи"

тания оптической плотности неспецифического связывания из оптической плотнос"

ти общего связывания было получено значение оптической плотности специфичес"

кого связывания. Плотность специфического связывания в лечебной и контрольной

группах проанализировали посредством подсчета средних концентраций каждого

лиганда и участков связывания. Оптическая плотность обозначена в виде средних

значений с учетом стандартного отклонения и выражена в процентах от показателей

контрольной группы животных. Конечные значения привели в соответствие с пока"

зателями контрольных животных для каждого эксперимента по вышеописанной ме"

тодике. Специалист, проводивший анализ, не был информирован о групповой при"

надлежности образцов.

Статистический анализ. Рандомизация осуществлялась с помощью программно"

го обеспечения Research Randomizer (Version 3.0; Urbaniak GC, Plous S, 2011,

retrieved on April 22, 2011). Значения, приведенные в данном исследовании, явля"

ются средним показателем с учетом стандартной погрешности измерений. Статис"

тический анализ проведен с помощью программного обеспечения Statistical

Package of Social Sciences (Version 15.0; SPSS Inc, Chicago, IL). Данные оценивались

с помощью графических гистограмм и верифицировались в тесте Шапиро"Уилка.

Сенсомоторные изменения подвергли дисперсионному анализу. Для сравнения

показателей в двух группах использовались t"критерий Стьюдента и коррекция

Бонферрони. Уровень погрешности 0,05 был принят как критерий определения

значимости.

Нормальное распределение данных исследования тканей головного мозга и рецеп"

торной авторадиографии верифицировано с помощью теста Шапиро"Уилка. Значи"

тельные групповые эффекты подвергли двухфакторному дисперсионному анализу и

оценке с использованием критерия Фишера. Для проведения апостериорного анали"

за использовался t"критерий Стьюдента. Показатель вероятности 0,05 рассматривал"

ся как статистически значимый. Анализы проведены с помощью приложения

Analyze"it для Microsoft Excel (Analyze"it Software, Ltd, Лидс, Великобритания). Все

значения являются средними показателями с учетом стандартного отклонения и вы"

ражены в процентах от средних показателей в контрольной группе животных.

Результаты
Функциональный исход. Модель тромботического инсульта привела к различным

видам нарушений соматосенсорной и моторной функций. В данном исследовании

восстановление соматосенсорной и моторной функций оценивалось с помощью

теста по удалению клейкой ленты и теста с цилиндром соответственно. У живот"

ных, получавших цитиколин, наблюдалось более благоприятное восстановление

соматосенсорной функции по сравнению с соответствующим показателем в конт"

рольной группе (рис. 2а). Этот эффект достиг наибольшей выраженности (p<0,05,

критерий Фишера и двухфакторный дисперсионный анализ) на 10"й день после

индукции ишемии головного мозга и сохранялся до самого конца эксперимента

(28 дней). Аналогичные показатели наблюдались при восстановлении моторной

функции у животных, получавших цитиколин, по сравнению с грызунами конт"

рольной группы (рис. 2б). Наиболее значимое преимущество в восстановлении

моторной функции (p<0,05, критерий Фишера и двухфакторный дисперсионный

анализ) было достигнуто на 21"й день эксперимента и также сохранялось вплоть до

28"го дня.

Оценка процессов постишемического нейрогенеза. В ходе лабораторных анализов на

28"й день после ишемии головного мозга у животных, получавших цитиколин, об"

наружилось существенное повышение количества новых нейронов в субвентрику"

лярной зоне, зубчатой извилине гиппокампа и периинфарктной зоне по сравнению

с таковым в контрольной группе (рис. 3). Дальнейшие анализы показали сущест"

венное повышение количества BrdU"положительных клеток в зубчатой извилине

гиппокампа (161,07±36,96 vs 67,25±16,48) и субвентрикулярной зоне (154,57±19,83

vs 93,25±12,07) у животных, получавших цитиколин, по сравнению с соответствую"

щим показателем у грызунов в контрольной группе. В периинфарктной зоне у жи"

вотных исследуемой группы не отмечено значительного повышения количества

BrdU"положительных клеток по сравнению с контролем (411,14±18,13 vs

377,88±13,93; коррекция Бонферрони, t"критерий Стьюдента; p=0,16). Для иссле"

дования возможных нейронспецифических эффектов цитиколина проведен анализ

доли BrdU/NeuN"позитивных клеток в зубчатой извилине гиппокампа, субвентри"

кулярной и периинфарктной зонах. Применение цитиколина приводило к повы"

шению доли BrdU/NeuN"позитивных клеток в зубчатой извилине гиппокампа

(75±4,36 vs 53,75±2,63%), субвентрикулярной (70,71±6,12 vs 51,25±3,75%) и пери"

инфарктной зонах (58,29±3,37 vs 36,12±3,05%). Более того, иммуногистохимичес"

кое исследование визуализировало миграцию даблкортин"позитивных клеток"

предшественников нейронов из субвентрикулярной в периинфарктную зону (рис. 3).

Исследование тканей головного мозга. Одно из 10 животных контрольной группы

пришлось исключить из эксперимента в связи с отсутствием инфаркта головного

мозга. Между исследуемой и контрольной группами не было значительных разли"

чий в общем объеме инфаркта головного мозга (8,15±2,38 vs 10,78±4,76 мм3;

p=0,154). Объем ипсилатеральных и контралатеральных полушарий в исследуемой

и контрольной группах значительно не отличался (контралатеральное: 341,80±20 vs

350,57±11,62 мм3 соответственно; p=0,258; ипсилатеральное: 329,47±18,42 vs

333,69±10,95 мм3 соответственно; p=0,547). Более того, анализ объема остаточной

ткани головного мозга в ипсилатеральном полушарии не выявил значительных

отличий у животных в исследуемой и контрольной группах (321,31±16,92 vs

322,91±10,37 мм3 соответственно; p=0,804).

Исследование целостности дендритов в периинфарктной зоне. Между контроль"

ной (взятой за 100%) и исследуемой группами не выявлено существенных отличий

в целостности дендритов в непосредственной пограничной зоне (100,0±11,1 vs

115,4±22,6%; p=0,082).

Иммунореактивность ионизированных кальцийсвязывающих молекул в периинфаркт+
ной зоне. У животных в исследуемой группе наблюдалось значительное снижение

иммунореактивности по сравнению с таковой у грызунов в контрольной группе

(взятой за 100%) в латеральной зоне (100,0±14,0 vs 79,5±22,7%; p=0,032). В базаль"

ной зоне снижение иммунореактивности в исследуемой группе не достигло уровня

статистической значимости (100,0±19,3 vs 84,1±16,1%; p=0,067).

Формирование рубцов в периинфарктной зоне. В контрольной (взятой за 100%)

и исследуемой группах животных не выявлено значительных отличий в формиро"

вании глиальных рубцов как в базальной (100,0±27,4 vs 114,3±36,7%; p=0,353),

так и в латеральной зоне (100,0±29,7 vs 111,5±41,1%; p=0,909).

Рецепторная авторадиография in vitro
Связывание [3H]MK+801, [3H]AMPA, и [3H]мусцимола с NMDA, AMPA и GABAA

в периинфарктной зоне. Рецепторное связывание [3H]MK"801 в непосредственной

пограничной зоне значительно возросло в исследуемой группе животных по сравне"

нию с соответствующим показателем в контрольной (p=0,0338). В пограничной

зоне связывание [3H]MK"801 также возросло в исследуемой группе, но не было су"

щественным. Аналогичные показатели роста в непосредственной пограничной зо"

не исследуемой группы животных наблюдались и для рецепторного связывания

[3H]AMPA (р=0,0448). В пограничной зоне также отмечался лишь несущественный

рост рецепторного связывания [3H]AMPA. Однако уровень рецепторного связывания

[3H]AMPA в конралатеральной коре (соответствующей пограничной зоне) у животных

исследуемой группы значительно снизился по сравнению с таковым у грызунов конт"

рольной группы. В периинфарктной зоне и соответствующей контралатеральной

коре головного мозга не было значительных отличий в связывании [3H]мусцимола

с ингибиторными ГАМК"А рецепторами в обеих группах животных (рис. 4).
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Рис. 2. Функциональные тесты. Степень
восстановления соматосенсорной функции

оценивалась с помощью теста по удалению клейкой
ленты. У животных, получавших цитиколин,

отмечались лучшие показатели восстановления
соматосенсорной функции в сравнении с контрольной

группой. Значительное улучшение по сравнению
с контрольной группой отмечалось на 10<й и 28<й день

после ишемии головного мозга (а). Степень
восстановления моторной функции оценивалась

с помощью теста с цилиндром. Значительные
улучшения в моторной функции у животных,

получавших цитиколин, по сравнению с контрольной
группой наблюдались на 21<й и 28<й день после

ишемии головного мозга (б)
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Рис. 3. Уровни миграции клеток<предшественников нейронов (даблкортин<позитивных клеток)
на 28<й день эксперимента на примере микрофотографии со стороны поражения (слева)

и увеличенного изображения (справа). Масштабная отметка соответствует 100 мкм (а).
BrdU/NeuN<позитивные клетки на микрофотографии из периинфарктной зоны (слева направо:
NeuN, BrdU и клетки, положительные по обоим факторам). Масштабная отметка соответствует

100 мкм (б). Диаграммы интенсивности процессов нейрогенеза в периинфарктной,
субвентрикулярной зоне и зубчатой извилине гиппокампа соответственно (в)
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Связывание [3H]MK+801, [3H]AMPA и [3H]мусцимола с NMDA, AMPA и GABAA в при+
мыкающей мотороной коре. В исследумемой группе животных не было замечено

значительных изменений плотности связывания [3H]MK"801 в моторной коре го"

ловного мозга. Тем не менее плотность связывания [3H]AMPA в моторной коре

снижалась во всех слоях как на стороне поражения, так и контралатерально, но

значительное снижение плотности наблюдалось только в IV слое (p±0,0167; рис. 5, 6).

К тому же назначение цитиколина привело к общему незначительному повыше"

нию плотности связывания [3H]мусцимола в моторной коре головного мозга ис"

следуемой группы животных. И только в I слое моторной коры на стороне пораже"

ния наблюдалось существенное повышение плотности связывания [3H]мусцимола

в исследуемой группе по сравнению с контрольной (p=0,0171).

Связывание рецепторов [3H]MK6801, [3H]AMPA и [3H]Muscimol с NMDA,
AMPA,  GABAA в участках, удаленных от поражения

Верхний край первичной соматосенсорной коры. В обеих группах животных не

было выявлено существенных отличий в уровнях рецепторного связывания

[3H]MK"801 на стороне поражения. Значительное снижение указанного показате"

ля в исследуемой группе наблюдалось только контралатерально в III слое верхнего

края соматосенсорной коры (p=0,0042). Других существенных изменений рецеп"

торного связывания [3H]MK"801 в контралатеральном полушарии не выявлено.

В исследуемой группе животных рецепторное связывание [3H]AMPA в верхнем

крае соматосенсорной коры значительно возросло на стороне поражения в I слое

(p=0,0151). Однако во всех остальных слоях в этом показателе не было значитель"

ных изменений как на стороне поражения, так и контралатерально. В обеих груп"

пах животных уровень связывания [3H]мусцимола в верхнем крае соматосенсор"

ной коры оказался практически идентичным во всех слоях на стороне поражения

и контралатерально (рис. 5, 6).

Область иннервации туловища в соматосенсорной коре. В исследуемой группе

плотность связывания [3H]MK"801 значительно снизилась только в IV слое контра"

латеральной соматосенсорной коры, иннервирующей туловище (p=0,0386).

Существенных изменений данного показателя по сравнению с таковым в конт"

рольной группе в других слоях как на стороне поражения, так и контралатераль"

но выявлено не было (p>0,05). Плотность [3H]AMPA"связывания незначи"

тельно снизилась в обоих полушариях у животных исследуемой группы,

и только во II (p=0,0248) и в IV слоях (p=0,0345) наблюдалось значительное сни"

жение плотности по сравнению с соответствующим показателем в контрольной

группе. В обеих группах животных плотность связывания [3H]мусцимола значи"

тельно не отличалась.

Колончатые поля. В обеих группах животных не было зафиксировано значитель"

ных изменений плотности рецепторного связывания [3H]MK"801. Плотность ре"

цепторного связывания [3H]AMPA в исследуемой группе снизилась в I и VI слоях

обоих полушарий. Снижение плотности достигло значительного уровня во II

(ипсилатерально, p=0,0065; контралатерально, p=0,021), в III (испилатерально,

p=0,0075; контралатерально, p=0,0123), IV (ипсилатерально, p=0,0241; контрала"

терально, p=0,0147) и V (ипсилатерально, p=0,0081; контралатерально, p=0,0082)

слоях по сравнению с соответствующими показателями в контрольной группе.

Плотность рецепторного связывания [3H]мусцимола значительно возросла на сто"

роне поражения в I слое (p=0,0464) исследуемой группы (рис. 5, 6).

Вторичная соматосенсорная кора. В то время как [3H]MK801"связыва"

ние в I и VI слоях обоих полушарий не претерпело значительных изменений

под воздействием цитиколина, [3H]AMPA"связывание немного снизилось во всех

слоях на стороне поражения и контралатерально. Существенное снижение

[3H]AMPA"связывания наблюдалось в VI слое на стороне поражения (p=0,0054).

Связывание [3H]мусцимола в исследуемой группе оставалось без изменений.

Обсуждение
Сосредоточив внимание на регенераторных свойствах цитиколина, в данном ис"

следовании удалось продемонстрировать стабильное улучшение процесса восста"

новления сенсомоторной функции на 21"й и 28"й день после индуцирования ише"

мии головного мозга. К первому механизму действия, который обеспечивает более

благоприятный неврологический исход после развития ишемии, можно отнести

ускорение нейрогенеза в субвентрикулярной зоне и миграцию клеток"предшест"

венников в участок поражения, а также ускорение нейрогенеза в периинфарктной

зоне. Вторым компонентом регенераторного действия цитиколина является сдвиг

в сторону процессов торможения в коре головного мозга около участка пораже"

ния.

В данном исследовании лечение цитиколином привело к значительному ускоре"

нию функционального восстановления на примере теста по удалению клейкой

ленты и теста с цилиндром, которые отлично показывают даже незначительный

дефицит функции при тромботическом инсульте. Фармакологическая стимуляция

цитиколином снизила постишемический функциональный дефицит, хотя терапию

начали через сутки после возникновения ишемии, т. е. вне периода, необходимого

для развития нейропротекторного эффекта, но в пределах широкого терапевтичес"

кого окна цитиколина, которое и является предметом данного исследования. Важ"

но отметить, что указанные положительные эффекты цитиколина не были связа"

ны с разницей в объеме поражения коры головного мозга, неповрежденных тканей

головного мозга и с формированием астроглиальных рубцов вблизи зоны инфарк"

та. В исследуемой группе отмечалось снижение активности микроглии лишь во"

круг участка поражения. Поскольку микроглия, по"видимому, играет важную роль

в ускорении восстановления при остром ишемическом инсульте, такие данные

могут говорить о наличии других, более мощных механизмов действия цитиколи"

на (J. Kriz et al., 2009).
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Рис. 4. Связывание рецепторов [3H]MK<801, [3H]AMPA и [3H]мусцимола с NMDA, AMPA, GABAА

в непосредственной пограничной зоне и пограничной зоне в исследуемой группе по сравнению
с контрольной. Показатели контрольной группы представлены слева. Цветные авторадиограммы
сделаны на уровне наиболее широкого участка инфаркта мозга. Справа представлена цветовая

шкала плотности связывания от низкого (розовый) до высокого (красный) уровня
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Рис. 5. Связывание рецепторов [3H]MK<801 и [3H]AMPA в примыкающей моторной коре,
удаленном верхнем крае первичной соматосенсорной коры, области иннервации туловища
в соматосенсорной коре, колончатых полях и вторичной соматосенсорной коре. Связывание

рецепторов [3H]MK<801 практически не изменено в исследуемой группе. Связывание рецепторов
[3H]AMPA значительно снижено на стороне поражения и контралатерально во II и в V слое

колончатых полей (значения представлены в процентах от показателей контрольной группы)

Влияние цитиколина на процессы нейрорегенерации
в постинсультном восстановительном периоде

K. Diederich et al., Германия

Продолжение. Начало на стр. 34.
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По всей вероятности, процессы ней"

рогенеза сыграли решающую роль

в функциональном восстановлении

после экспериментального инсульта.

В норме новые нейроны поступают

в зубчатую извилину гиппокампа из суб"

гранулярной зоны, а в обонятельную лу"

ковицу – из субвентрикулярной зоны.

Развитие инсульта приводит к измене"

ниям в обычном процессе нейрогенеза:

происходят пролиферация клеток в суб"

вентрикулярной и субгранулярной зонах

и миграция незрелых нейронов из суб"

вентрикулярной зоны в пораженный

участок мозга (R.L. Zhang et al., 2009).

В недавнем исследовании было убеди"

тельно показано, что в поврежденные

участки коры головного мозга на протя"

жении года после тромботического ин"

сульта постоянно поступают новые

клетки"предшественники из субвентри"

кулярной зоны (A.M. Osman et al., 2011).

Однако в настоящем исследовании уда"

лось впервые продемонстрировать, что

цитиколин оказывает значительное влия"

ние на постишемический нейрогенез и

миграцию нейронов в пораженный

участок. Терапия цитиколином также

приводит к росту числа BrdU/NeuN"по"

зитивных клеток в зубчатой извилине

гиппокампа, субвентрикулярной и пе"

риинфарктной зонах. Удалось подтвер"

дить и миграцию даблкортин"позитив"

ных клеток"предшественников из суб"

вентрикулярной зоны в пораженный

участок мозга через 28 дней после тром"

ботического инсульта.

На первый взгляд, нейрорегенератор"

ные способности новых нейронов долж"

ны быть ограничены в связи с тем, что

большинство этих клеток подвержены

апоптозу еще на ранней стадии своего

развития (J.J. Ohab et al., 2006). Одна"

ко использование трофических факто"

ров (мозговой нейротрофический фак"

тор и колониестимулирующий фактор

гранулоцитов) повышает выживае"

мость незрелых нейронов, что приводит

к увеличению нейрорегенераторных возможностей процесса нейрогенеза

(А. Schneider et al., 2005). Кроме того, имеются убедительные доказательства

взаимосвязи процесса нейрогенеза и улучшения восстановления после инсульта.

Ослабление сенсомоторного дефицита в условиях активизации процессов нейро"

генеза под действием цитиколина является убедительным аргументом для исполь"

зования этого препарата. Такие результаты исследования расширяют имеющиеся

данные о том, что цитиколин ускоряет восстановление после инсульта за счет вли"

яния на уже существующие нейронные структуры (усложняет строение дендрит"

ных сплетений и повышает плотность шипиков пирамидных нейронов в V слое

контралатеральной сенсомоторной коры).

Поскольку цитиколин обладает мембраномодулирующими свойствами, он мо"

жет влиять на многие виды мембраносвязанных рецепторов. В данном исследова"

нии изучены изменения в плотности рецепторов возбуждающих и тормозящих

нейромедиаторов под влиянием цитиколина. Существует немало доказательств то"

го, что нейропротекторные свойства цитиколина при остром инсульте практичес"

ки совпадают с его антиглутаматергическим действием. Даже в исследованиях

in vitro цитиколин препятствовал глутаматопосредованному апоптозу двигатель"

ных нейронов и гранулярных клеток мозжечка. Более того, совместное назначение

MK"801, антагониста рецепторов NMDA, с цитиколином приводило к взаимоуси"

ливающему нейропротекторному действию этих препаратов через 7 дней после ок"

клюзии средней мозговой артерии. Тем не менее в последние годы выяснилось, что

длительность эксайтотоксической постишемической фазы, характеризующейся

гиперактивацией рецепторов глутамата, является неожиданно ограниченной.

В эксперименте на животных было убедительно продемонстрировано, что при че"

репно"мозговой травме гиперактивация рецепторов NMDA происходит только

в первый час после эксайтотоксического действия, после чего наступает тяжелый

и длительный функциональный дефицит. Стимуляция рецепторов NMDA через

24 и 48 ч после травмы значительно улучшала функциональный исход. Транзитор"

ная очаговая ишемия головного мозга также снижала плотность связывания

[3H]MK801, а терапия антагонистом NMDA снова улучшила неврологический ис"

ход заболевания. В настоящем исследовании выяснилось, что терапия цитиколи"

ном приводит к росту плотности связывания NMDA" и AMPA"рецепторами в пе"

риинфарктной зоне через 28 дней после тромботического инсульта, что улучшает

неврологический исход (J. Dhawan et al., 2011). Такие показатели согласуются

с гипотезой о том, что цитиколин является безопасным препаратом, который

не препятствует течению обычных восстановительных процессов. В предыдущих

исследованиях эффективности мозгового трофического фактора и колониестиму"

лирующего фактора гранулоцитов в постинсультном восстановлении наилучшие

результаты были связаны с повышением или поддержанием на одном уровне плот"

ности связей глутаматных рецепторов в периинфарктной зоне. В дальнейшем эти

данные могут подтвердить гипотезу о том, что функциональный исход после пере"

несенного инсульта может быть улучшен в долгосрочной перспективе при наличии

гипервозбудимости во время постинсультной хронической фазы.

Diederich K. et al. Citicoline Enhances Neuroregenerative Processes 
After Experimental Stroke in Rats. Stroke. 2012; 43 (7): 1931�1940.

Перевел с англ. Игорь Кравченко

Рис. 6. Связывание рецепторов [3H]мусцимола
в примыкающей моторной коре, верхнем крае

первичной соматосенсорной коры, области
иннервации туловища в соматосенсорной

коре, колончатых полях и вторичной
соматосенсорной коре. Статистически

значимые различия между исследуемой 
и контрольной группой зафиксированы только

в моторной коре и колончатых полях

[3H]мусцимол
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