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Черепно-мозговая травма (ЧМТ) – многофакторное заболевание, которое может
приводить к развитию ряда неврологических заболеваний. Для коррекции нару-
шений физиологических функций используются противовоспалительные цито-
кины, в частности рецепторный антагонист IL-1 (IL-1RA). Цель работы – оце-
нить эффективность препарата рекомбинантного (r)IL-1RA для коррекции пост-
травматического нейровоспаления. ЧМТ у крыс моделировали путем падения
груза массой 115 г с высоты 120 см в центр теменной области, препарат в дозе
50 мг/кг вводили подкожно через 60 мин после травмы. Исследовали уровни
кортикостерона в крови и поведенческие реакции в тесте “Открытое поле”. Для
характеристики активационного паттерна микроглии оценивали морфологиче-
ские изменения Iba1+-клеток в различных отделах мозга. Подсчет общего коли-
чества Iba1+ клеток микроглии на 7-е сутки после ЧМТ показал, что у животных,
получавших rIL-1Ra, количество клеток микроглии было существенно большим,
чем у контрольных животных, однако степень их активации была существенно
меньшей. Исследования нарушений функций ЦНС после ЧМТ показали, что
двигательная и ориентировочно-исследовательская активности были значитель-
но угнетены, что, совместно с нарушением эмоционального статуса животных,
свидетельствует о развитии у контрольных крыс неврологического дефицита.
У животных, пролеченных rIL-1Rа, изменения поведенческих характеристик
были менее выражены. Снижение неврологического дефицита у пролеченных жи-
вотных было напрямую связано с нормализаций состояния микроглии. Полученные
в работе данные свидетельствуют, что применение rIL-1RA через 1 ч после ЧМТ
позволяет скорректировать двигательную, ориентировочно-исследовательскую
активности и снизить активацию микроглии в различных отделах ЦНС.
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Черепно-мозговая травма (ЧМТ) – одна из важных причин заболеваемости в
России и развитых странах, которая может приводить к развитию неврологических
заболеваний и инвалидности. Различные последствия ЧМТ могут проявляться как
изменения личности, когнитивные проблемы, нарушения моторики и иммунной
системы при снижении качества жизни [1]. Неврологические исходы ЧМТ в зна-
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чительной степени зависят от вторичных последствий, которые возникают в ходе
развития посттравматического процесса. Причиной развития и поддержания ней-
ровоспаления, формирования неврологического дефицита может быть вторичное
повреждение, обусловленное ишемией, эксайтотоксической гибелью нейронов и
продукцией свободных радикалов.

Воспалительные цитокины, включая интерлейкин-1 (IL-1α и IL-1β), являются
важными организаторами нейровоспаления. Основной функциональной мише-
нью этих эндогенных цитокинов является рецептор IL-1 типа 1 (IL-1R1), блокиру-
ющим лигандом которого является антагонист рецептора IL-1 (IL-1RA)  [2]. В моз-
ге функциональная экспрессия IL-1R1 была продемонстрирована в астроцитах,
микроглии, нейронах и эндотелиальных клетках [3]. Регуляторная роль IL-1R1 в
активации врожденной иммунной системы делает его идеальным кандидатом для
блокирования последующих эффектов IL-1, в том числе при нейровоспалении [4].
Препараты рекомбинантного рецепторного антагониста IL-1 (rIL-1RA) считаются
перспективными при лечении ЧМТ. Показано, что введение rIL-1RA при цере-
бральной ишемии у экспериментальных животных обеспечивает нейропротектор-
ный эффект: улучшается течение восстановительного периода в связи с улучшени-
ем кровоснабжения мозга и его энергетического и пластического метаболизма  [5,
6]. Показано, что при введении rIL-1RA после экспериментальной ЧМТ угнетает-
ся высокая экспрессия провоспалительных цитокинов, улучшается когнитивная
функция [7], уменьшаются потеря объема ткани в поврежденной коре мозга и по-
вреждение аксонов, улучшается пространственная память [8, 9], предотвращается
развитие судорожного синдрома у предрасположенных к нему животных [10]. Пре-
парат человеческого rIL-1RA (анакинра) проходит клинические испытания у боль-
ных с ЧМТ [8]. Показано, что введение 100 мг анакинры подкожно один раз в день
в течение 5 дней пациентам с тяжелой ЧМТ является безопасным, препарат проникает
в плазму и цереброспинальную жидкость, значительно увеличивая уровни IL-1RA в
головном мозге и в плазме крови, угнетая нейровоспалительный ответ [9]. При
проведении цитируемых клинических испытаний было выявлено, что лечение
способствует появлению у макрофагов склонности к провоспалительному феноти-
пу M1, который характеризуется повышенными уровнями экспрессии цитокинов
GM-CSF и IL-1β, тогда как уровни IL-4 и IL-10, связанные с противовоспалитель-
ным фенотипом M2-типа, снижаются [2, 11]. Эти результаты противоречат иссле-
дованиям, показавшим снижение уровней IL-1β как в группах пролеченных паци-
ентов [10], так и в экспериментальных исследованиях [5, 6]. Несоответствие ре-
зультатов различных исследований, неожиданность ряда полученных данных
свидетельствуют, что современных знаний о механизме действия IL-1RA и его
препаратов недостаточно и требуется дальнейшее изучение.

Одной из проблем, связанных с использованием rIL-1RA, является узкое тера-
певтическое окно в раннем посттравматическом периоде. Так, при введении пре-
парата через 2 ч, а не через 5 или 15 мин после травмы, было отмечено уменьшение
нейропротекторного действия препарата [12].

Настоящее исследование предпринято с целью оценить эффективность введе-
ния препарата rIL-1RA в посттравматическом периоде для коррекции развиваю-
щегося нейровоспаления, вызванного экспериментальной ЧМТ.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа выполнена на 60 крысах-самцах породы Вистар массой 280–330 г. Жи-
вотных содержали в условиях вивария при комнатной температуре с 12-часовым
циклом свет/темнота, свободным доступом к воде и пище, на стандартной диете в
соответствии с нормами содержания лабораторных животных. Все процедуры с
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животными проводились в одно и то же время. В качестве модели механической
травмы головного мозга использовали модель “падающего груза”, также извест-
ную как “модель ударного ускорения” в собственной модификации, вызывающей
в основном диффузное повреждение мозга [13]. Груз массой 115 г падал с высоты
120 см для нанесения травмы средней тяжести в центр теменной части головы жи-
вотного. Падение груза направлялось при помощи цилиндрической трубки с внут-
ренним диаметром 20 мм, которая была жестко закреплена на штативе двумя дер-
жателями и центрирована над головой крысы. Расстояние между концом трубки и
головой животного составляло 7 см. Перед нанесением травмы животные получали
наркоз из расчета 3–5 мл медицинского эфира на 1 кг массы тела в смеси с атмо-
сферным воздухом. По завершении опыта животных выводили из эксперимента
путем декапитации с соблюдением правил эвтаназии согласно требованиям п. 12
Хельсинкской декларации Всемирной медицинской ассоциации о гуманном отно-
шении к животным. Эксперименты проводили в соответствии с Национальным
стандартом РФ ГОСТ Р-53434-2009 “Принципы надлежащей лабораторной прак-
тики” и Приказом Минздрава РФ от 01.04.16 г. № 199н “Об утверждении правил
надлежащей лабораторной практики”. Все манипуляции, проводимые на живот-
ных, были рассмотрены и одобрены на заседании биоэтической комиссии Инсти-
тута экспериментальной медицины.

Препарат rIL-1RA (ГосНИИОЧБ, Санкт-Петербург, РФ зарегистрирован в Го-
среестре лекарственных средств как ЛСР-007452/10 от 30.07.2010) вводили подкож-
но в дозе 50 мг/кг массы тела животного в 0.5 мл изотонического раствора NaCl че-
рез 1 ч после ЧМТ и еще дважды в течение последующих двух суток (всего три инъ-
екции). Отбор материала для исследования осуществлялся на 3-и, 7-е и 14-е сутки
после ЧМТ. Контрольные животные получали изотонический раствор NaCl.

Для исследования эффектов действия препарата rIL-1RA были сформированы
следующие экспериментальные группы:

1 – контрольные животные (контроль, n = 20);
2 – животные, перенесшие ЧМТ (ЧМТ, n = 20);
3 – опытные животные, перенесшие ЧМТ и получавшие rIL-1Ra (ЧМТ + rIL-1Ra,

n = 20).
В каждой опытной группе животных (группы 2 и 3) выделяли 3 подгруппы по

5 крыс для исследования поведения и уровня кортикостерона на 3-и, 7-е и 14-е сут-
ки после ЧМТ. В группе контрольных животных 5 крыс были интактными, а 3 под-
группы по 5 особей использовали как контроль для каждого этапа эксперимента.
Две дополнительные подгруппы выделяли в группах опытных животных для про-
ведения морфологических исследований мозга на 7-е сутки после ЧМТ, используя
соответствующий контроль (все подгруппы также по 5 крыс).

Изучение поведенческих реакций животных. Изучение нарушений поведенческих
реакций и изменений функций ЦНС необходимо для понимания процессов, про-
исходящих в мозге после ЧМТ и выявления неврологического дефицита [14]. Реги-
страция поведенческих реакций животных проводилась в тесте “Открытое поле”.
Установка “Открытое поле” представляла собой открытую ярко-освещенную круг-
лую арену диаметром 1 м с высотой стенок 40 см, расчерченную на центральные и
периферические сектора, с отверстиями в дне. Животное помещали в центр арены
и регистрировали поведение в течение 5 мин. Каждое животное помещалось в аре-
ну однократно с целью избежать эффекта привыкания к условиям теста. Поведен-
ческие реакции, такие как нахождение в тех или иных секторах открытого поля,
средняя скорость передвижения, общая длина пройденного пути (пробег, дистан-
ция), а также показатели вертикальной двигательной активности и груминга реги-
стрировали и анализировали с использованием программного обеспечения Video-
Mot 2 (TSESystems, Германия).
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Определение концентрации кортикостерона в крови животных проводилось с по-
мощью наборов для иммуноферментного анализа фирмы DRG Diagnostic (Герма-
ния) согласно протоколу, предложенному фирмой-производителем. Кровь соби-
рали после декапитации и выделяли сыворотку путем центрифугирования при
температуре 4–6°С.

Морфологические исследования. Работа выполнена на 15 животных через 7 суток
после ЧМТ. Крыс подвергали эвтаназии при последовательном внутрибрюшинном
введении золетил–ксилазин (40 мг/кг + 10 мг/кг), транскардиальной перфузией фи-
зиологическим раствором с гепарином (20 ед/мл), затем фиксирующим раствором,
содержащим 4%-ный параформальдегид на 0.1 М PBS (рН 7.4) и 0.2%-ную пикрино-
вую кислоту. Через 2 ч мозг извлекали из черепа животного с последующей дофик-
сацией в 4%-ном параформальдегиде в течение 12 ч при комнатной температуре и
уравновешивали в криозащитном растворе 20%-ной сахарозы при комнатной тем-
пературе в течение 2–4 ч. Мозг замораживали при температуре –26°C и с помощью
замораживающего столика (Миконта-2), установленного на санном микротоме,
были созданы корональные срезы толщиной 30 мкм. Срезы помещали в криопротек-
тор до иммуногистохимического окрашивания. Для выявления клеток микроглии
использовали первичные антитела: Rabbit anti-Iba1 (Abcam) в разведении 1 : 2000,
инкубация длилась 2 суток при 4°С, затем проводили последовательные этапы ин-
кубации со вторичными биотинилизированными антителами (goat anti-rabbit anti-
bodies, Abcam) 1 : 1000 и авидин-пероксидазой (Sigma) 1 : 300. После каждой инкуба-
ции срезы промывали PBS 3 раза по 5 мин. Визуализацию иммуногистохимического
окрашивания проводили раствором DAB (Abcam), Срезы мозга от –2.85 до –4.20 мм
от брегмы (bregma), что соответствует с 29-го по 32-й уровни согласно атласу
мозга крыс Swanson [15], анализировали на микроскопе Leica 2500 при увеличе-
нии ×10 и ×40. Полученные изображения анализировали при помощи программ-
ного обеспечения ВидеоТест Морфология 5.2.

Подсчет клеток микроглии. Количество Iba1-позитивных клеток микроглии под-
считывали на 5 срезах от каждого животного в нескольких полях зрения (2–4) для
каждой исследованной зоны мозга с пересчетом на одно поле зрения площадью
0.62 мм2. Степень активации микроглии оценивали как процентное отношение ко-
личества активированных клеток микроглии к общему количеству Iba1-позитив-
ных клеток микроглии. Критерием активации клеток микроглии являлось измене-
ние их морфологических характеристик: трансформация отростчатой микроглии в
амебоидную с увеличением размеров тела клетки с укорочением и утолщением
первичных отростков [16]. Активированными клетками микроглии считали Iba1-
позитивные клетки, площадь перинуклеарного пространства которых превышала
30 мкм2, так как размер неактивированных клеток микроглии не превышает 6 мкм в
длину и 3 мкм в ширину [17]. Для характеристики распределения активированной
микроглии в исследуемых областях головного мозга были сформированы классы,
учитывающие процент активированной микроглии относительно общего количества
микроглиальных клеток: “±” – единичные активированные клетки микроглии – ме-
нее 5%; “+” – от 5 до 10%; “++” – от 11 до 30%; “+++” – более 30%.

Статистическую обработку результатов проводили с использованием программ
STATISTICA for Windows (версия 7). Количественные показатели оценивались на
соответствие нормальному распределению с помощью критериев Шапиро–Уилка.
Результаты представлены в виде М ± SD, где М – среднее арифметическое значение,
SD – стандартное отклонение. При сравнении показателей трех групп использовали
поправку Бонферрони. В случае несоответствия нормальному распределению исполь-
зовали U-критерий Манна–Уитни (результаты представлены графически как медиа-
ны, верхний и нижний квартили (Q1, Q3) и минимальное и максимальное значение
выборок). Различия сравниваемых параметров считали значимыми при р < 0.05.



1268 ФОМИЧЕВА и др.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

ЧМТ явилась существенным стрессогенным событием, о чем свидетельствуют
колебания уровня кортикостерона в крови травмированных животных (рис. 1). На
3-й день после ЧМТ у животных, не получавших лечения, уровень кортикостеро-
на был существенно ниже, чем у контрольных животных, но резко повышался к
7-му дню после травмы и возвращался к уровню контрольных животных. Однако у
животных, получавших rIL-1RA, наблюдался другой паттерн изменения уровня
кортикостерона: на 3-й день после травмы уровень этого гормона был существенно
выше, чем у травмированных нелеченых крыс, но не отличался от показателей
контрольных животных на всех сроках наблюдения (рис. 1). Представленные на
рис. 1 данные свидетельствуют, что динамика уровня кортикостерона в обеих груп-
пах отличается от типичной стресс-реакции (гормональный пик с 4-кратным
подъемом уровня гормона через 2 ч после травмы с последующим падением и нор-
мализацией к 14-му дню после травмы) [18].

Учитывая, что перенесенный стресс связан с потерей массы тела [19], был просле-
жен характер изменения массы тела в исследуемых группах животных (рис. 2). Пока-
зано, что на 3-и сутки после ЧМТ наблюдалось значимое снижение массы тела у
травмированных животных и у крыс, получавших rIL-1RA, однако падение массы
тела на 7-е и 14-е дни после ЧМТ в группе нелеченых крыс было несколько большим.

Сопоставление уровней кортикостерона и показателей массы тела свидетель-
ствует, что более высокие концентрации кортикостерона на 3-и сутки после ЧМТ у
пролеченных животных были ассоциированы с меньшем падении массы тела на
3-и, 7-е и 14-е сутки, чем в группе нелеченых животных после ЧМТ, это, по наше-
му мнению, свидетельствует о менее выраженной стресс-реакции при проведении
3-дневного курса rIL-1RA.

Изучение поведения животных в тесте “Открытое поле” показало, что у крыс
после ЧМТ горизонтальная двигательная активность по показателям пробега (ди-
станции) и скорости пробега была достоверно снижена на 7-е и 14-е дни после
травмы по сравнению с показателями двигательной активности контрольных жи-
вотных (табл. 1). У животных, пролеченных препаратом rIL-1RA, показатели дви-
гательной активности не отличалась от таковых у контрольных животных и были
достоверно выше, чем у нелеченых крыс на 7-и и 14-е сутки после ЧМТ.

Рис. 1. Изменения уровня кортикостерона у животных на 3-и, 7-е и 14-е сутки после ЧМТ и введения
препарата rIL-1Rа. 
# – p < 0.05 по сравнению с показателем у травмированных нелеченых животных.
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Ориентировочно-исследовательскую реакцию (ОИР) у травмированных крыс
оценивали по числу заглядываний в “норки”, вертикальных стоек (вертикальная
двигательная активность) и количеству выходов в центр поля (табл. 2). Показано,
что у крыс после ЧМТ ориентировочно-исследовательская реакция по всем 3 по-
казателям была существенно угнетена на 7-й день после травмы по сравнению с
этими показателями у контрольных животных, а по одному из показателей (посе-
щение центра поля) оставалась сниженной и на 14-й день после травмы. Но у жи-
вотных, пролеченных rIL-1RA, показатели ОИР не угнетались и соответствовали
параметрам контрольных животных, причем на 7-й день после ЧМТ все показате-
ли были достоверно выше, чем у нелеченых травмированных крыс.

Об эмоциональной реакции и состоянии скрытой тревожности у крыс судили по
времени пребывания в центре поля и по количеству и длительности актов груминга
(табл. 3). Показано, что время пребывания в центре поля было значительно сниже-
но у травмированных нелеченых животных на 7-е и 14-е дни после травмы, а в

Рис. 2. Изменения массы тела у животных на 3-и, 7-е и 14-е сутки после ЧМТ и введения rIL-1Rа. 
* – p < 0.05 по сравнению с показателем у контрольных животных, # – p < 0.05 по сравнению с показате-
лем у травмированных животных.
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Таблица 1. Горизонтальная двигательная активность животных на 3-и, 7-е и 14-е сутки после
нанесения ЧМТ и введения препарата IL-1RА

В табл. 1–4 обозначение * – статистические данные сравнения с показателями контрольных животных;
# – статистические данные сравнения с травмированными животными в те же сроки после ЧМТ.

Группы животных Длина пробега (дистанция), м Скорость пробега, см/с

Контроль 15.5 ± 2.5 5.2 ±0.9
ЧМТ
3-и сутки 17.1 ± 6.9

8.0 ± 2.9* (р < 0.01)
12.2 ± 4.1* (р < 0.05)

5.7 ± 2.3
2.7 ± 0.9* (р < 0.01)
4.1 ± 0.7* (р < 0.05)

7-е сутки
14-е сутки
ЧМТ + rIL-1RA
3-и сутки 17.3 ± 3.7

13.2 ± 3.5# (р < 0.05)
15.4 ± 2.6# (р < 0.05)

5.8 ± 1.2
4.4 ± 1.2# (р < 0.05)
5.1 ± 0.9# (р < 0.05)

7-е сутки
14-е сутки
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группе пролеченных крыс в течение всего периода наблюдения этот показатель
был существенно выше и не отличался от показателя контрольных животных.

У травмированных крыс количество актов груминга практически не отличалось
от таковых у контрольных животных на 3-и, 7-е и 14-е дни после ЧМТ, однако дли-
тельность груминга значительно возрастала на 7 и 14 дни после травмы. При этом у
пролеченных животных количество актов груминга на 14-е сутки после ЧМТ было
меньше, чем у нелеченых крыс, а их продолжительность на 7–14 дни была суще-
ственно более короткой.

Таким образом, представленные данные о характере изменения двигательной,
ориентировочно-исследовательской активности, а также об эмоциональном стату-
се животных свидетельствуют, что после ЧМТ у крыс развивались выраженные по-
веденческие нарушения, что особенно ярко проявилось на 7-й день после травмы
(когда были изменены 7 из 8 показателей), причем по 4 из 8 показателей наруше-
ния сохранялись на 14-й день после ЧМТ. У животных, пролеченных rIL-1RA, по-
веденческие нарушения не были значимыми в течении всего периода наблюдения.

Для получения данных, характеризующих нейровоспаление, анализировали ко-
личество и степень активации Iba1-позитивных клеток микроглии в препаратах
срезов мозга в зонах, отмеченных на рис. 3.

Таблица 2. Ориентировочно-исследовательская активность животных на 3-и, 7-е и 14-е сут-
ки после ЧМТ и введения препарата IL-1RA

Обозначения те же, что в табл. 1.

Группы животных Вертикальные
стойки

Заглядывания
в норки

Посещения
центра поля

Контроль 19.3 ± 7.0 9.0 ± 2.4 7.0 ± 2.8
ЧМТ
3-и сутки 20.9 ± 8.8

10.8 ± 6.8* (р < 0.05)
16.5 ± 3.5

14.0 ± 9.4
1.8 ± 1.4* (p < 0.05)

6.8 ± 3.1

5.5 ± 1.3
2.8 ± 0.5* (р < 0.05)
4.3 ± 2.3* (р < 0.05)

7-е сутки
14-е сутки
ЧМТ+ IL-1RA
3-и сутки 18.0 ± 6.7

19.4 ± 7.5# (р < 0.05)
18.7 ± 3.9

11.5 ± 5.3
7.4 ± 4.1# (р < 0.05)

8.0 ± 2.7

7.8 ± 2.2
5.0 ± 1.3# (р < 0.05)

9.0 ± 2.4# ( р = < 0.01)
7-е сутки
14-е сутки

Таблица 3. Время нахождения в центре открытого поля, количество актов и продолжитель-
ность груминга на 3-и, 7-е и 14-е сутки после нанесения ЧМТ и введения препарата rIL-1RА

Обозначения те же, что в табл. 1.

Группы животных Время в центре, с Груминг Время груминга, с

Контроль 21.7 ± 13.1 5.0 ± 2.6 27.5 ± 13.7
ЧМТ
3-и сутки 18.6 ± 9.6

5.0 ± 2.5* (р < 0.05)
9.3 ± 5.1* (р < 0.05)

4.8 ± 3.2
6.0 ± 0.8
5.8 ± 3.1

15.80 ± 14.3
77.3 ± 18.0* (р < 0.01)
59.3 ± 25.4* (р < 0.05)7-е сутки

14-е сутки
ЧМТ+ IL-1RA
3-и сутки 26.5 ± 5.5

15.0 ± 7.9# (р < 0.05)
24.0 ± 5.6# (р < 0.05)

3.9 ± 4.5
6.0 ± 1.3

2.0 ± 1.6# (р < 0.05)

22.9 ± 24.2
31.6 ± 16.0# (р < 0.01)
16.3 ± 13.5# (р < 0.05)7-е сутки

14-е сутки
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На 7-е сутки после ЧМТ у животных, получавших rIL-1RА, количество Iba1-по-
зитивных клеток микроглии во всех исследованных областях мозга было суще-
ственно большим, чем у контрольных и травмированных нелеченых животных
(табл. 4). При этом у пролеченных животных на 7-й день после травмы микроглия
во всех исследованных областях мозга имела морфологические черты, свойствен-
ные нормальной неактивированной микроглии, а активированная микроглии при-
сутствовала только в незначительном количестве.

Выявленные изменения иллюстрируют микрофотографии участков височной
ассоциативной коры головного мозга у животных изученных групп с указанием на
активированные и неактивированные клетки микроглии (рис. 4).

Суммарно, выявленные изменения указывают, что протективные и репаратив-
ные процессы в мозге крыс после ЧМТ, пролеченных препаратом rIL-1RА, проте-
кают эффективнее и быстрее, по сравнению с таковыми у контрольных животных.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что ЧМТ индуцирует продукцию провоспалительных цитокинов, ко-
торые влияют на нейрональные, гормональные и поведенческие реакции. В част-
ности, IL-1β активирует гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковую ось, а также
метаболизм норадреналина и индоламина в головном мозге [20]. Показано, что
IL-1RA индуцируется теми же сигналами, которые характерны для синтеза и вы-

Рис. 3. Схема среза мозга 31-го уровня: 1 – гиппокамп зона СА1, 2 – первичная соматосенсорная зона
коры (SSp), 3 – височная ассоциативная зона коры (AUD), 4 – амигдала, область базолатерального и
базомедиального ядер (BLAp и BMAp) [15].
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свобождения IL-1, а также самим IL-1, однако экспрессия IL-1RA существенно от-
стает от экспрессии IL-1α и IL-1β по времени [21], вследствие чего IL-1RA не от-
меняет развившуюся воспалительную реакцию, а только модулирует/смягчает ее
течение. Полученные данные показали, что при использовании препарата rIL-1RА
через 60 мин и в течение 2 последующих дней после ЧМТ, направленность изме-
нения концентрации кортикостерона на 3-и сутки существенно отличалась от
показателей травмированных нелеченых животных. Изучение влияние препара-
тов IL-1RА на уровни АКТГ и кортикостерона в плазме крови крыс показало, что
внутрибрюшинное введение даже больших доз препарата не снижает повышен-
ные уровни перечисленных стресс-гормонов [22], что совпадает с полученными
нами результатами. Однако, учитывая цикличность посттравматического процесса
и развитие “вторичного воспаления”, важно отметить, что IL-1RA может блокиро-
вать повторные/дополнительные высвобождения IL-1β в ЦНС и плазме крови [20,
23], влияя на более поздние этапы посттравматической болезни. Снижение массы

Рис. 4. Клетки микроглии височной ассоциативной коры головного мозга крыс на 7-е сутки после
ЧМТ:1 – контроль, 2 – ЧМТ, 3 – ЧМТ + IL-1RА. Калибровочный маркер соответствует 50 мкм. Неак-
тивированные клетки микроглии отмечены черными стрелками, активированные клетки микроглии –
красными стрелками. Иммуногистохимическое окрашивание, маркер Iba1; ×40.
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Таблица 4. Количество Iba1-позитивных клеток микроглии на площади 0.62 мм2 и степень
их активации в различных отделах мозга на 7-е сутки после ЧМТ

Представленные зоны соответствуют зонам, выделенным на схеме мозга рис. 3 [15], обозначения *, # те же,
что в табл. 1.

Группы животных

Отделы мозга

Гиппокамп СА1 Соматосенсорная кора Височная
ассоциативная кора Амигдала

Контроль

Количество клеток 9.4 ± 0.9 5.7 ± 1.1 6,9 ± 0.75 12.2 ± 1.3

Степень активации ± – ± ±

ЧМТ

Количество клеток 11.1 ± 1.2 8.7 ± 2.9 13.6 ± 4.6*
(p = < 0.001)

14.0 ± 2.6

Степень активации ++ ++ +++ +++

ЧМТ + rIL-1RA

Количество клеток 26.0 ± 6.2
*(p < 0.001)
#(p < 0.001)

23.3 ± 7.1
*(p < 0.001)
#(p < 0.005)

28.9 ± 4.4
*(p < 0.001)
#(p < 0.001)

30.4 ± 5.8
*(p < 0.001)
#(p < 0.001)

Степень активации + ± + +
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тела у травмированных животных обусловлено системной катаболической реакци-
ей, которая истощает как жировую, так и мышечную массу и обусловлена суще-
ственным повышением уровня провоспалительных цитокинов, таких как TNF, IL-1α,
IL-6 [23]. Учитывая эту закономерность, можно утверждать, что существенно ме-
нее выраженное снижение массы тела у крыс, получавших rIL-1RA, по сравнению
с нелечеными травмированными животными, свидетельствует о подавлении у них
активности воспалительного процесса после ЧМТ.

Исследования нарушений функций ЦНС после ЧМТ на основе поведенческих
тестов показало, что двигательная и ориентировочно-исследовательская актив-
ность были значительно угнетены, также нарушался эмоциональный статус живот-
ных. Полученные данные свидетельствуют, что у травмированных крыс развивался
неврологический дефицит, проявляющийся на протяжении всего периода наблю-
дения, что это согласуется с литературными данными [24]. Некоторые авторы от-
мечают, что характер двигательной активности животных в постстрессорный пери-
од (в том числе после ЧМТ) в тесте “Открытое поле” определялся изменениями
концентрации кортикостерона в крови [25]. Так, количество пересечений центра
открытого поля и количество обследованных предметов были выше у крыс со сни-
женным постстрессовым уровнем гормона. В то же время длительность груминга
была выше у крыс с высоким содержанием кортикостерона в крови, чем у крыс с
низким уровнем гормона в постстрессовый период. Ранее были опубликованы
результаты исследования в тестах “Открытого поля” поведенческих особенно-
стей травмированных животных и животных, получивших rIL-1RA профилакти-
чески перед нанесением ЧМТ (в обоих экспериментах использовалась доза пре-
парата 15 мг/кг) [5, 6]. На модели ЧМТ средней тяжести у крыс было показано, что
профилактическое применение rIL-1RA улучшало течение восстановительного пе-
риода, нормализуя показатели функционального состояния ЦНС (мышечный то-
нус и координация движений, двигательную и исследовательскую активности,
эмоциональные реакции) в реабилитационном периоде ЧМТ. Такое активирую-
щее действие rIL-1RA на ЦНС авторы связывают со способностью данного цито-
кина повышать церебральное содержание катехоламинов (норадреналина и адре-
налина), стимулируя адренергическую нейротрансмиссию [6]. В экспериментах с
окклюзией обеих сонных артерий с последующей их реперфузией rIL-1RA при-
мерно в 3 раза уменьшал снижение кровотока. При этом rIL-1RA также способ-
ствовал уменьшению ацидоза в крови, оттекающей от головного мозга, снижая де-
струкцию нейронов и содержание IL-1β [5]. При сопоставлении полученных нами
данных с вышеприведенными результатами других исследований можно отметить,
что использование трехкратного введения препарата rIL-1RA в дозе 50 мг/кг, нача-
тое через 1 ч после ЧМТ, приводит к эффектам, сходным с теми, что были выявле-
ны при профилактическом введении препарата (в дозе 15 мг/кг), что, безусловно,
важно для его дальнейшего клинического использования.

В исследовании Greenhalgh и соавт. [26] было показано, что при хроническом
посттравматическом нейровоспалении, осложненном эпилепсией, достичь пози-
тивного эффекта у грызунов позволяет доза 100 мг/кг rIL-1RA. Показано, что эта
доза обеспечивает проникновение через гематоэнцефалический барьер и приводит
к устойчивым высоким концентрациям IL-1RA в плазме и спинномозговой жид-
кости, обеспечивает проникновение в ткань головного мозга в области нарушения
гематоэнцефалического барьера, способствуя нейропротекции на моделях повре-
ждения ЦНС [27]. Важно отметить, что в клинических исследованиях препаратов
rIL-1RA пациентам вводится доза 100 мг на одно введение в сутки, что значительно
меньше дозы, используемой для животных [10, 28], поэтому выбор нами относи-
тельно небольшой дозы препарата представляется вполне оправданным.
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Исследования способности препаратов rIL-1RA проникать через гематоэнцефа-
лический барьер активно продолжаются. В модельных экспериментах выявлена
способность препарата проходить через эндотелиальный монослой в клинически
значимых концентрациях [29]. Кроме того, показано, что даже если rIL-1RA не
проникает через гематоэнцефалический барьер, он может модулировать состояние
микроглии опосредованно сигналами от клеток эндотелия [30] или стромы и эпи-
телия сосудистого сплетения [31]. Такая опосредованная передача цитокиновых
сигналов также обеспечивает изменения баланса IL-1/IL-1RA в ткани мозга и спо-
собствует снижению активности воспаления.

Кроме вводимой дозы препарата, существенное влияние на эффективность те-
рапии оказывает время его введения по отношению к моменту травмы. Предпола-
гают, что между началом каскада вторичных повреждений и моментом, когда эти
изменения становятся необратимыми, может существовать окно возможностей для
фармакологических воздействий, которые могут улучшить исходы заболевания [32],
и крайне важно определить длительность такого окна для использованного цито-
кинового препарата. Полученные нами данные подтверждают, что выбранный на-
ми режим терапии способен существенно улучшать течение раннего посттравма-
тического периода при ЧМТ у крыс.

Важно отметить, что снижение неврологического дефицита у пролеченных живот-
ных, выявленное в поведенческих тестах, напрямую связано с существенно лучшим
состоянием клеток ЦНС, а именно микроглии. Активированные клетки микроглии в
различных отделах мозга синтезируют различные цитокины и экспрессируют опре-
деленные маркеры, которые позволяют выделять условные активационные феноти-
пы: М0, М1 и М2a, b, c, d [33]. Показано, что для микроглии в состоянии М0 и М1
(связанном с продукцией провоспалительных цитокинов) характерным маркером
является адаптерная молекула связывания ионизированного кальция 1 (Iba1) [34].
Подсчет количество Iba1-положительных клеток микроглии в нескольких областях
мозга крыс на 7-е сутки после ЧМТ показал, что у животных, получавших rIL-1RA,
количество Iba1-позитивных клеток микроглии было существенно большим, чем у
контрольных и травмированных нелеченых животных, однако степень их активации
была более низкой (табл. 4, рис. 4). Такое состояние микроглии, важнейшего источ-
ника цитокинов в ЦНС, свидетельствует, по нашему мнению, о меньшой выражен-
ности нейровоспаления, поскольку увеличение плотности клеток может быть связа-
но с транзиторным повышением миграционной активности микроглии в направле-
нии очагов повреждения [35].

Таким образом, полученные в работе данные свидетельствуют, что применение
rIL-1RA (курс из 3 ежедневных инъекций в дозе 50 мг/кг массы, начатый через
60 мин после ЧМТ) позволило животным: лучше перенести последствия травмати-
ческого стресса; скорректировать двигательную, ориентировочно-исследователь-
скую активности и улучшить эмоциональный статус животных; снизить актива-
цию микроглии в различных отделах ЦНС, что свидетельствует о проявлении ней-
ропротективных свойств данного цитокинового препарата.
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Correction of Behavioral Disorders and State of Microglia with a Recombinant
IL-1 Receptor Antagonist in Experimental Traumatic Brain Injury

E. E. Fomichevaa, S. N. Shanina, T. A. Filatenkovaa, N. S. Novikovaa, A. S. Dyatlovaa,
A. M. Ishchenkob, and N. B. Serebryanayaa, *

aInstitute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russia
bSaint-Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russia

*e-mail: serebr@gmail.com

TBI is a multifactorial disease that can lead to the development of neurological diseases.
To correct violations of physiological functions, anti-inflammatory cytokines are used,
in particular, the IL-1 receptor antagonist (IL-1RA). The aim of the work is to evaluate
the effectiveness of the rIL-1RA preparation for the correction of post-traumatic neu-
roinflammation. TBI in rats was modeled when a weight of 115 g fell from a height of 120 cm
into the center of the parietal region; the drug at a dose of 50 mg/kg was administered
subcutaneously 60 minutes after the injury. We studied the levels of corticosterone in the
blood, behavioral responses in the “Open field” test. To characterize the activation pat-
tern of microglia in different parts of the brain, the expression of the Iba1 marker and
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morphological changes in cells were used. Counting the number and changing the shape
and size of Iba1-positive microglial cells on day 7 after TBI showed that in animals treat-
ed with rIL-1RA, the number of activated microglial cells was significantly higher than
in control animals, but the degree of their activation was significantly lower. Studies of
CNS function disorders after TBI showed that motor and orienting-exploratory activi-
ties were significantly inhibited, which, together with a violation of the emotional sta-
tus of animals, indicates the development of a neurological deficit in control rats. In
animals treated with rIL-1RА, changes in behavioral characteristics were less pro-
nounced. The decrease in neurological deficit in treated animals was directly related to
the normalization of the state of microglia. The data obtained in the work indicate that
the use of rIL-1RA 1 hour after TBI makes it possible to correct motor, orienting-ex-
ploratory activity and reduce microglia activation in various parts of the CNS.

Keywords: TBI, corticosterone, rIL-1RA, behavior, microglia
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