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После черепно-мозговой травмы (ЧМТ) в ЦНС развивается воспаление, актив-
ным участником которого является система комплемента. Активированные
фрагменты комплемента инициируют воспаление, а в дальнейшем существенно
влияют на процессы репарации и регенерации. Цель работы – уменьшить нейро-
иммунные нарушения после экспериментальной ЧМТ путем блокирования из-
быточного воспаления на ранних этапах травматической болезни моноклональ-
ными антителами к С3-компоненту комплемента. Работа выполнена на 65 кры-
сах-самцах породы Wistar с использованием модели “падающего груза”. Для
коррекции нейровоспаления вводили препарат рекомбинантного моноклонального
антитела 3А8, специфичного к неодетерминанте С3-компонента комплемента кры-
сы, блокирующего активацию альтернативного пути комплемента (вводили в/в в
дозе 100 мг/кг массы). Как препарат сравнения использован препарат рекомби-
нантного рецепторного антагониста интерлейкина-1 человека (rIL-1RA), кото-
рый вводили п/к в дозе 50 мг/кг массы тела. Оба препарата вводили однократно
через 30 мин после ЧМТ (режим 1) или 24 ч после ЧМТ (режим 2). Исследовали
уровни кортикостерона в крови, цитотоксическую и пролиферативную актив-
ность лимфоцитов и поведенческие реакции в тесте “крестообразный лабиринт”.
Полученные данные свидетельствуют о том, что на 7-е сут после ЧМТ у крыс, полу-
чавших антитела 3А8 в режиме 1, уменьшилась посттравматическая потеря массы
тела, повысилась цитотоксическая активность спленоцитов и их пролиферативная
активность, а также увеличилась двигательная и исследовательская активности при
существенном снижении уровня тревожности. Введение rIL-1RA в указанных
режимах, как и совместное использование обоих препаратов, не имело суще-
ственного влияния на изученные параметры.
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ВВЕДЕНИЕ

Черепно-мозговая травма (ЧМТ) характеризуется первичным повреждением
мозга в результате прямого травматического воздействия, включающего поврежде-
ние нейронов, аксонов и глиальных клеток, а также разрывы кровеносных сосудов,
вызывающие кровоизлияние и последующую гипоксию [1]. Повреждение вызыва-
ет нарушение гематоэнцефалического барьера, а изменения в кровоснабжении приво-
дят к митохондриальному и последующему нарушению выработки энергии, высво-
бождению нейротрансмиттеров и свободных радикалов, активации и инфильтра-
ции иммунных клеток, апоптозу и высвобождению цитокинов [2, 3]. В этот период
инициируется вторичное повреждение головного мозга [4], опосредованное ней-
ровоспалением, вызванным в значительной степени неадекватными/неэффектив-
ными защитными реакциями организма [5].

Последствия ЧМТ в существенной степени зависят от выраженности и длитель-
ности нейровоспаления. Они могут проявляться как изменение личности, когни-
тивные проблемы, нарушения двигательных функций, иммунной дисфункции, а в
ряде случаев приводят к развитию эпилепсии и нейродегенерации [6–8].

Важной частью развивающейся воспалительной реакции в ЦНС является акти-
вация каскада комплемента в поврежденном мозге [9], которая повышает степень
активации клеток микроглии и астроглии. В ЦНС глиальные клетки и нейроны
конститутивно экспрессируют белки классического и альтернативного пути ком-
племента [10, 11], а также рецепторы для продуктов активации С3- и С5-компонен-
тов (анафилатоксинов): С3аR и С5аR [12–14]. Воспаление идет главным образом
через сигналинг по оси С5а–С5аR, в то время как ответ на взаимодействие С3а со
своим специфическим рецептором является более сложным. Кроме того, при травма-
тическом повреждении в условиях разрыва гемато-энцефалического и гематоликвор-
ного барьеров наблюдается дополнительный массивный приток сывороточных белков
системы комплемента, формируя “петлю усиления” нейровоспаления [15, 16].

На животных моделях ЧМТ показано, что активация C3-компонента запускает
устойчивый механизм активации микроглии и астроцитов, снижая плотность
дендритов и синапсов, ингибируя репаративную миграцию нейробластов через не-
сколько недель после ЧМТ [17]. На нейронах вблизи участка, поврежденного при
ЧМТ, локализованы компоненты C3d и C9, это указывает на то, что эти нейроны
являются мишенями для комплемента [18]. Экспериментальное блокирование всех
путей активации комплемента или только альтернативного пути обеспечивает зна-
чительное улучшение по широкому ряду показателей посттравматического восста-
новления, что указывает на ключевую роль альтернативного пути в развитии хро-
нической патологии после ЧМТ [16].

Необходимо отметить, что в ЦНС система комплемента участвует также в ре-
парации, защите и регенерации резидентных клеток [19]. Сравнение мышей с за-
блокированным геном C3 и контрольных мышей, подвергшихся ишемическому
инсульту, выявило значительное снижение нейрогенеза в субвентрикулярной зо-
не у мышей с нулевым уровнем C3 через 7 дней после повреждения [20]. Извест-
но, что после повреждения ЦНС астроциты продуцируют NGF (Nerve growth fac-
tor) в ответ на анафилатоксины C3a и C5a, а также интерлейкин-1β [21, 22].
В присутствии C3a продукция NGF увеличивается [23], что способствует выжи-
ванию нейронов, их прорастанию и регенерации [24]. Приведенные данные сви-
детельствуют, что активация комплемента в ЦНС может иметь как повреждаю-
щие, так и нейропротекторные эффекты. По-видимому, как и в случае других ре-
гуляторов, вовлечение активированных компонентов комплемента в регуляцию
разнонаправленных процессов может зависеть от их концентрации и контекста
(стадии воспалительной реакции и присутствия других регуляторов). Можно



675КОРРЕКЦИЯ ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ И ПОВЕДЕНЧЕСКИХ

предположить, что на ранних этапах посттравматического периода ЧМТ исполь-
зование различных иммуномодулирующих подходов, связанных с угнетением
активности комплемента, применением противовоспалительных цитокинов, на-
пример, рецепторного антагониста IL-1 (IL-1RA) может быть целесообразно для
противодействия избыточному нейровоспалению.

Целью настоящего исследования было изучение возможности противодействия
развитию нейроиммунных нарушений, появляющихся у животных после экспери-
ментальной ЧМТ, путем блокирования избыточного воспаления на ранних этапах
травматической болезни моноклональными антителами к С3-компоненту компле-
мента, препаратом рекомбинантного цитокина IL-1RA или при одновременном
введении обоих препаратов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа выполнена на 65 крысах-самцах породы Wistar массой 280–330 г, воз-
раст 18–22 недели. Животных 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 животными проводились в одно и то же время. В ка-
честве модели механической травмы головного мозга использовали модель “па-
дающего груза”, также известную как “модель ударного ускорения” в собствен-
ной модификации, вызывающую в основном диффузное повреждение мозга:
груз массой 115 г падал с высоты 120 см для нанесения травмы средней тяжести в
центр теменной части головы животного. Падение груза направлялось при помо-
щи цилиндрической трубы с внутренним диаметром 20 мм, которая была жестко
закреплена на штативе двумя держателями и центрирована над головой крысы.
Расстояние между концом трубы и головой животного составляло 7 см [25]. Пада-
ющий груз представляет собой металлический полый стержень диаметром 16 мм и
плоской ударной поверхностью (площадь ударной поверхности около 2 см2).
Наркотизированное животное помещалось на мягкой поролоновой прокладке
толщиной 3 см, голова крысы была защищена металлической пластиной, кото-
рая за счет фиксирующих ее резинок прижимала голову животного к поролону в
нужном для экспериментаторов положении. Таким образом, животное было за-
щищено от переломов свода черепа, и удар падающим грузом вызывал ударное
ускорение, достаточное для повреждения ткани головного мозга. О степени по-
вреждения головного мозга судили по развитию клонических, тонических судо-
рог в первые минуты посттравматического периода, увеличению времени выхода
из наркоза по сравнению с интактными животными (236 ± 42 с у травмирован-
ных животных, против 108 ± 17 с у интактных), снижению двигательной и иссле-
довательской активности в первые часы после травмы, снижению массы тела
травмированных крыс в последующие дни наблюдения.

Перед нанесением травмы животные получали наркоз: ингаляцию эфира осу-
ществляли путем загрузки лабораторных животных в стеклянную емкость (эксика-
тор) с притертой крышкой объемом 3.0 л – со стандартной дозой эфира (1 мл на
1.0 л воздуха) [26].

Системный (внутривенный) путь введения и временное окно инъекции выбира-
лись на основании нарушения гематоэнцефалического барьера в течение первых
24 ч после травмы [27, 28]. Это создает “временное окно” для достижения интрате-
кального компартмента периферически вводимым соединениям и проявления
фармакологических эффектов в ЦНС [29–31].

В эксперименте использовано рекомбинантное антитело 3А8, специфичное к
неодетерминанте С3-компонента комплемента крысы, которое обладало способ-
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ностью блокировать активацию альтернативного пути комплемента [32]. Препа-
рат, содержащий 100 мг антитела 3А8, и вспомогательные компоненты (натрия хлорид
18.8 мг, натрия дигидрофосфата дигидрат 6.64 мг, натрия гидрофосфатадодекагидрат
2.68 мг, полисорбат-80 0.2 мг, динатрияэдетат 0.36 мг, сахароза 20 мг) был лиофилизи-
рован. Перед использованием препарат регидратировали добавлением 1 мл ди-
стиллированной воды и вводили внутривенно однократно в дозе 100 мг/кг массы
через 30 мин после ЧМТ (режим 1) или 24 ч после ЧМТ (режим 2).

Рекомбинантный рецепторный антагонист интерлейкина-1 человека – IL-1ra –
(Регистрационное удостоверение, ЛСР-007452/10-300710) вводили подкожно в дозе
50 мг/кг массы тела животного в 0.5 мл изотонического раствора NaCl через 30 мин
после ЧМТ (режим 1) или 24 ч после ЧМТ (режим 2).

Отдельной группе животных после ЧМТ вводили оба препарата одновременно в
тех же дозах и тем же путем через 30 мин после ЧМТ (режим 1), или через 24 ч по-
сле ЧМТ (режим 2).

Контрольные животные получали изотонический раствор NaCl в те же сроки.
Отбор материала для исследования осуществлялся на 7-е сут после ЧМТ, так как

ранее нами было показано, что именно к этому сроку у животных развиваются
максимальные нарушения различных параметров [33].

В ходе проведения исследования были сформированы следующие эксперимен-
тальные группы:

1. Контрольные животные;
2. Животные, перенесшие ЧМТ (группа ЧМТ);
3. Животные, перенесшие ЧМТ, получавшие антитела к С3 компоненту компле-

мента (группа С3А8);
4. Животные, перенесшие ЧМТ, получавшие препарат рецепторного антагони-

ста IL-1 (группа IL-1Ra);
5. Животные, перенесшие ЧМТ, получавшие оба препарата (группа С3А8 + IL-1Ra).
В каждой серии экспериментов в каждой обозначенной группе животных было

по 7 крыс.
Определение гемолитической активности комплемента по альтернативному пути:

для оценки гемолитической активности комплемента по альтернативному пути
животных выводили из эксперимента путем мгновенной декапитации, собирали
кровь в пробирки с воронкой. Пробы крови для анализов отбирали дозатором, да-
лее осаждали и собирали сыворотку. В качестве мишени для комплемент-зависи-
мого лизиса использовали эритроциты кролика в соответствии с методом, описан-
ным [34]. Цельную кровь кролика смешивали с раствором Олсвера (30 мМ цитрат-
ный буфер pH 6.1, содержащий 71 мМ NaCl и 110 мМ глюкозы) в соотношении 9 : 1
и хранили не более 5 дней при температуре 4°C. Перед использованием из цельной
крови выделяли эритроциты, отмывали на центрифуге K-23D при 400 g в тече-
ние 10 мин в GVB/Mg-ЭГTA (4.5 мМ натрий-барбиталовый буфер, содержащий
0.15 М NaCl, 10 мМ Mg-ЭГТА, 0.05% желатин; pH 7.4) и использовали для ана-
лиза в конечной концентрации 108 эритроцитов/мл. Сыворотку разводили бу-
фером GVB/Mg-ЭГTA в 100 раз. Эритроциты смешивали с сывороткой крови
(конечная концентрация сыворотки при изучении альтернативного пути – 5%)
анализируемых образцов и инкубировали 30 мин при температуре 37°C. По окон-
чании инкубации реакцию останавливали добавлением ледяного PBS в соотно-
шении 7.5 : 1. В качестве положительного контроля (100%-ный лизис эритроци-
тов) использовали образцы, в которых на последнем этапе добавляли дистилли-
рованную воду. Пробы центрифугировали при 500 g в течение 5 мин при
комнатной температуре, и затем в супернатантах определяли гемоглобин: отби-
рали по 200 мкл супернатантов в планшет.
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Оптическую плотность гемоглобин-содержащих супернатантов измеряли на
спектрофотометре при длине волны 414 нм. Гемолитическую активность компле-
мента (ГАК) рассчитывали по формуле:

Функциональную активность лимфоцитов оценивали по показателям есте-
ственной цитотоксичности и пролиферативной активности спленоцитов.

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 после
мгновенной декапитации собирали из поврежденных сосудов шеи в пробирки с
помощью воронки и выделяли сыворотку путем центрифугирования при темпера-
туре 4–6°C.

Определение цитотоксической активности спленоцитов. Выделенные из селезен-
ки и отмытые спленоциты разводили в среде RPMI-1640 с добавлением 10% инакти-
вированной фетальной сыворотки (“Биолот”, Санкт-Петербург). Клетки (1 × 105/мл)
использовали для определения пролиферативной и цитотоксической активности.
В качестве мишеней (2 × 104 кл./лунку) для определения специфической цито-
токсичности спленоцитов крыс использовали клетки эритромиелолейкоза че-
ловека К-562 (Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург), которые поддерживали
in vitro в среде RPMI-1640 с добавлением 10% фетальной сыворотки, 2 мМ глю-
тамина, 1.2 мМ HEPES (pH 7.3), 1.2% глюкозы и 0.08 мг/мл гентамицина (Sigma).

Определение пролиферативной активности спленоцитов в реакции бласттранс-
формации. Интенсивность пролиферации спленоцитов крыс оценивали по реак-
ции бласттрансформации лимфоцитов селезенки при добавлении к пробам лекти-
на Конканавалина А и рекомбинантного IL-1β (препарат Беталейкин ГосНИИ Особо
чистых биопрепаратов, Санкт-Петербург), и антитела к С3-компоненту компле-
мента (производства ГосНИИ Особо чистых биопрепаратов, Санкт-Петербург).

Изучение поведенческих реакций животных. Регистрация поведенческих реакций
животных после ЧМТ проводилась в тесте “крестообразный лабиринт” [35]. Реги-
стрировали и анализировали с использованием программного обеспечения Video-
Mot 2 (TSESystems, Германия) двигательную активность, учитывая общую длину
пробега. Исследовательская активность животных изучалась по параметрам време-
ни нахождения в центре и открытых рукавах лабиринта, количеству свисаний с ру-
кавов и вертикальных стоек. Оценка эмоционального состояния животных (тре-
вожность) проводилась по количеству актов фризинга (замирания) и груминга.
Длительность регистрации поведения каждого животного в тесте составляла 5 мин.

Статистическую обработку результатов проводили с использованием програм-
мы IBM SPSS Statistics 20.0. Количественные показатели оценивались на соответ-
ствие нормальному распределению с помощью критерия Шапиро–Уилка. Результаты
представлены в виде М ± SD, где М – среднее арифметическое значение, SD – стан-
дартное отклонение; либо, в случае ассиметричного распределения, в виде Me
[Min; Max], где Me – выборочная медиана, Min и Max – минимальное и макси-
мальное значения. При сравнении показателей в экспериментальных группах с по-
казателями контрольных животных, либо животных, не получавших лечения, ис-
пользовали t-критерий Стьюдента для независимых выборок. В случае несоответ-
ствия нормальному распределению использовали U-критерий Манна–Уитни. Для
учета множественных сравнений применяли поправку Холма–Бонферрони. Раз-
личия сравниваемых параметров считали значимыми при р < 0.05.

( )
( )

= ×
OD414 образца

ГАК 100%.
OD414 положит. контр
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты введения препаратов в режиме 1 (через 30 мин после ЧМТ) представ-
лены на рис. 1–5 и табл. 1.

О влиянии ЧМТ и препаратов С3А8 и IL-1RA на активность системы компле-
мента судили по его гемолитической активности в тесте АН50. Представленные на
рис. 1 данные свидетельствуют, что активность комплемента по альтернативному
пути была повышена на 7-е сут после ЧМТ у травмированных животных, а введе-
ние препарата С3А8 самостоятельно или совместно с IL-1RA снижало ее до уровня
контрольных животных.

Рис. 1. Гемолитическая активность комплемента сыворотки крови крыс на 7-е сут после ЧМТ и
введения препаратов антител к С3 компоненту комплемента (С3А8) и рецепторного антагониста

IL-1 (IL-1Ra) (М ± SD). * – p < 0.05 по сравнению с показателем у контрольных животных. # – p < 0.05 по
сравнению с показателем у травмированных животных.
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Рис. 2. Изменения концентрации кортикостерона в сыворотке крови крыс на 7-е сут после ЧМТ (М ± SD).

* – 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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ЧМТ явилась существенным стрессогенным событием, о чем свидетельствуют
повышение уровня кортикостерона в крови травмированных животных (рис. 2).
Существенных изменений уровня кортикостерона в группах животных, получавших
С3А8, мы не обнаружили, при том что после введения рецепторного антагониста IL-1
уровень кортикостерона был ниже, чем у травмированных нелеченых крыс.

В изученных группах животных наибольшее снижение массы наблюдалось у трав-
мированных крыс (рис. 3), в то время как минимальная потеря массы к 7-му дню по-
сле травмы отмечена у крыс, пролеченных С3А8 и препаратом IL-1RA в течение
30 мин после ЧМТ. Совместное введение одновременно двух препаратов в ранний
посттравматический период не повлияло существенно на снижение массы тела.

Пролиферативная активность спленоцитов и цитотоксичность естественных
киллеров существенно снижалась у травмированных нелеченых животных (рис. 4,

Рис. 3. Изменения массы тела крыс на 7-е сут после ЧМТ (М ± SD). * – p < 0.05 по сравнению с показа-

телем у контрольных животных. # – p < 0.05 по сравнению с показателем у травмированных животных.
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Рис. 4. Пролиферативная активность спленоцитов крыс на 7-е сут после ЧМТ (М ± SD). * – p < 0.05 по

сравнению с показателем у контрольных животных. # – p < 0.05 по сравнению с показателем у травми-
рованных животных.
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рис. 5), однако введение препарата С3А8 самостоятельно или совместно с IL-1RA
усиливало пролиферативную активность, приближая ее к показателям контроль-
ных животных (рис. 4). При этом цитотоксическая активность ЕК-клеток коррек-
тировалась при введении только препарата С3А8 в указанном режиме.

Изучение поведенческих реакций, проведенных в тесте “крестообразный лаби-
ринт”, показало, что двигательная активность крыс на 7-е сут после ЧМТ суще-
ственно снизилась по сравнению с этим показателем у контрольных животных
(табл. 1). В группе крыс, получавших только С3А8, двигательная активность вос-
станавливалась и не отличалась от этого показателя у контрольных животных. В
группах сравнения, получавших препарат рецепторного антагониста IL-1 и ком-
плекс С3А8 + IL-1Ra, двигательная активность животных не улучшалась.

Исследовательская активность животных изучалась по параметрам времени на-
хождения в центре и открытых рукавах лабиринта, количеству свисаний с рукавов и
вертикальных стоек. На 7-й день после травмы показатели исследовательской актив-
ности у травмированных нелеченых животных не отличались существенно от кон-

Рис. 5. Цитотоксическая активность ЕК-клеток крыс на 7-е сут после ЧМТ (М ± SD). * – p < 0.05 по

сравнению с показателем у контрольных животных. # – p < 0.05 по  сравнению с показателем у травми-
рованных животных.
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Таблица 1. Поведение крыс в крестообразном лабиринте на 7-й день после ЧМТ и введения
препаратов антител С3А8 и rIL-1RА, Me [Min; Max]

* – p < 0.05 по сравнению с показателем у контрольных животных. # – p < 0.05 по сравнению с показате-
лем у травмированных животных.

Эксперименталь-
ные группы

(n = 7 в каждой 
группе)

Двигательная ак-
тивность (длина 

пробега, м)

Паттерны активного, 
поискового поведения Паттерн тревоги 

(фризинг + гру-
минг, шт.)свисания, 

стойки, шт.
открытый рукав, 

центр лабиринта, с

Контроль 2.02 [1.77; 2.12] 18.5 [12; 29] 62.0 [51; 95] 2.0 [1; 4]
ЧМТ 1.81 [1.38; 1.95]* 19.5 [16; 29] 47.0 [26; 73] 6.0 [4; 11]*
С3А8 2.11 [2.04; 2.15]# 20.0 [10; 27] 104.5 [79; 121]*# 2.5 [1; 4]#

IL-1RА 1.51 [1.18; 1.89]* 10.0 [5; 12]*# 21.5 [13; 36]*# 8.0 [5; 10]*
С3А8 + IL-1RА 1.70 [1.46; 1.97]* 10.5 [9; 18] 38.0 [19; 117] 3.0 [1; 4]#
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трольных, однако после введения крысам С3А8 исследовательская активность была
выше по параметрам времени нахождения в центре и в открытых рукавах, чем у кон-
трольных животных. Интересно, что введение препарата IL-1RA снижало показатели
исследовательской активности, тогда как его совместное применение с С3А8 не изме-
няло эти поведенческие параметры по сравнению с контрольными животными.

Оценка эмоционального состояния животных по количеству актов фризинга и
груминга показала, что тревожность крыс существенно возрастала на 7-й день по-
сле травмы. У крыс, пролеченных С3А8, тревожность достоверно снижалась. Вве-
дение препарата IL-1RA не снижало показателя тревожности (он не отличался су-
щественно от показателя травмированных животных), тогда как при совместном
применении IL-1RA с С3А8 показатель тревожности был существенно ниже, чем у
травмированных крыс.

При введении препаратов в режиме 2 (через 24 ч после ЧМТ) большинство пара-
метров, изученных в данном исследовании, не показали достоверных изменений
по сравнению с параметрами травмированных нелеченых животных. Только гемо-
литическая активность комплемента к 7-му дню после травмы была существенно
ниже у крыс, пролеченных С3А8 в режиме 2, чем у нелеченых крыс после ЧМТ
(38.3 ± 10.8 vs. 53.3 ± 4.7 соответственно, p < 0.05), и не отличалась от таковой при
введении С3А8 в режиме 1 (48.4 ± 8.3 vs. 53.3 ± 5.78; p > 0.05). При введении препа-
рата IL-1RA и при совместном введении С3А8 и IL-1RA достоверных изменений
исследованных параметров по сравнению с нелечеными животными не выявлено.

Представленные данные позволяют заключить, что однократная инъекция антител
С3А8 в кратчайший срок после травмы (30 мин) позволила на 7-й день после травмы
(период наиболее выраженных нарушений) существенно снизить гемолитическую ак-
тивность комплемента при активации по альтернативному пути, уменьшить посттрав-
матическую потерю массы тела крыс. При этом естественная цитотоксичность спле-
ноцитов и их пролиферативная активность была существенно более высокой. Также
поведенческие реакции у животных, пролеченных С3А8, были более физиологичны-
ми: сохранялась высокая двигательная и исследовательская активности при более низ-
ком уровне тревожности. Однако при введении препарата С3А8 в более поздний срок
(через 24 ч после ЧМТ) подобного позитивного эффекта не наблюдалось.

Однократное введение препарата IL-1RA снизило уровень кортикостерона
на 7-й день после травмы, позволило существенно снизить посттравматическую
потерю массы тела животных, но не повлияло на функциональную активность
лимфоцитов (по результатам тестов РБТЛ и определения NK-активности) и пове-
денческие характеристики. Интересно, что одновременное использование обоих
препаратов не усиливало их действия ни в одном из изученных тестов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Проведенное ранее морфологическое исследование ткани мозга после ЧМТ в
использованной нами экспериментальной модели показало, что доля метаболиче-
ски неактивных тканей вплоть до 14-го дня после ЧМТ достигает 18–20% на срезах
коры головного мозга, доля клеток с поврежденной ДНК достигает 31–38%, при-
чем существенно поэтапно изменяется и степень активации микроглии. [36]. Раз-
вившееся в результате “ударного ускорения” диффузное повреждение ткани мозга
индуцирует защитную воспалительную реакцию, как общую, так и нейровоспале-
ние, что связано с повышенной продукцией про- и противовоспалительных цито-
кинов, таких как интерлейкин IL-6, IL-1, IL-8, IL-10 и фактор некроза опухоли-
альфа (TNFα) [37]. В частности, IL-1β активирует гипоталамо-гипофизарно-над-
почечниковую ось, индуцируя стресс-реакцию. [38]. Ранее показано, что ЧМТ яв-
ляется сильным стрессогенным фактором, а переносимый стресс связан с резкими
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колебаниями кортикостерона [39] и потерей массы тела [40]. Полученные в насто-
ящем исследовании данные об уровне кортикостерона на 7-й день после травмы
свидетельствуют, что после ЧМТ его уровень был существенно повышен (рис. 2),
но после введения препарата IL-1RA в режиме 1 этот показатель был снижен, что
соответствует представлениям о решающей роли цитокинов семейства IL-1 в ин-
дукции стресс-реакции. Введение препарата С3А8 в режимах 1 и 2 не повлияло на
уровень кортикостерона на 7-й день после травмы, что связано с другими задей-
ствованными противовоспалительными реакциями. Так, известно, что снижение
массы тела у травмированных животных обусловлено системной катаболической
реакцией, которая истощает как жировую, так и мышечную массу и обусловлена
существенным повышением уровня провоспалительных цитокинов, таких как
TNF, IL-1α, IL-6 [41]. Учитывая эту закономерность, можно утверждать, что суще-
ственно меньшее снижение массы тела у крыс, получавших С3А8 и rIL-1RA, по
сравнению с нелечеными травмированными животными свидетельствует о подав-
лении у них активности воспалительного процесса после ЧМТ. Однако иммуно-
тропное действие изучаемых препаратов, оцененное по их влиянию на функцио-
нальное состояние периферических лимфоцитов/спленоцитов, было различным.
Так, препарат С3А8, вводимый в режиме 1, позволил сохранить высокую пролифе-
ративную активность спленоцитов и цитотоксичность естественных киллеров, то-
гда как препарат rIL-1RA не имел такого действия.

Система комплемента, наряду с цитокинами, активируется при ЧМТ и является
важным компонентом воспалительного/противовоспалительного ответа [15]. Со-
временные протеомные и транскриптомные исследования показали, что ЧМТ по-
вышает экспрессию генов белков, задействованных во всех путях активации ком-
племента [42]. Причем в развитие острой фазы ЧМТ особенно вовлечены ген и бе-
лок С3 [43]. Используя масс-спектрометрию, выявили, что среди 32 белков, резко
и хронически активируемых в сыворотке пациентов с тяжелой ЧМТ, было 5 белков
системы комплемента, включая центральный компонент С3 [44]. Протеомные данные
показали, что у грызунов именно компонент C3 является узловым белком в корти-
кальных сетях межбелковых взаимодействий на стадии потери массы тела после ЧМТ
[45]. Раскрывая механизмы влияния комплемента на развитие нейровоспаления,
определили, что астроциты, индуцируемые активированной микроглией, секрети-
руют комплемент С3 [46]. В свою очередь C3, активируясь, опсонизирует нейроны
и синапсы, что вызывает вторичное повреждение и снижение когнитивных функ-
ций как в острой, так и в хронической фазах после ЧМТ [46].

В соответствии с этими патогенетическими механизмами несколько исследова-
ний на животных показали, что ингибирование комплемента после ЧМТ оказыва-
ет нейропротекторное действие и улучшает результаты в поведенческих тестах и
гистологическую картину мозга [47–49]. В частности, при блокировании альтерна-
тивного пути активации комплемента у мышей, лишенных фактора В (fB–/–), по-
сле ЧМТ снижается потеря нейронов с сопутствующим усилением экспрессии ан-
тиапоптотического белка Bcl-2 и подавлением проапоптотического рецептора Fas
по сравнению с контрольными животными [50].

Полученные нами данные подтверждают эффективность ингибирования аль-
тернативного пути комплемента препаратом С3А8 для уменьшения неврологиче-
ских нарушений, выявляемых в поведенческих тестах (а именно повышение двига-
тельной и исследовательской активности при существенном снижении уровня тре-
вожности) в случае раннего (через 30 мин после ЧМТ) введения препарата.

Необходимо отметить, что отсутствие выраженного позитивного эффекта при
введении препарата rIL-1RA не свидетельствует о его неэффективности. Ранее на-
ми получены убедительные данные о нейропротективном действии данного препа-
рата (по результатам измерения потери массы тела, поведенческих тестов, гистоло-
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гических исследований ткани мозга, функциональной активности спленоцитов и
уровню кортизола) при другой схеме введения (подкожное введение в дозе 50 мг/кг
массы тела животного в 0.5 мл изотонического раствора NaCl через 1 ч после ЧМТ
и еще дважды в течение последующих двух суток, всего три инъекции) [51]. Эти ре-
зультаты позволяли рассчитывать, что совместное введение препаратов С3А8 и
rIL-1RA может обеспечить синергичный эффект за счет активации различных про-
тивовоспалительных механизмов, индуцируемых обоими препаратами. Однако
полученные результаты свидетельствуют о том, что в использованных нами режи-
мах 1 и 2 такой эффект не достигается. В совокупности, полученные нами данные сви-
детельствуют, что ингибирование комплемента препаратом С3А8 может давать пози-
тивные терапевтические эффекты при использовании в ранний период после ЧМТ.

Перспективными могут быть дальнейшие исследования для изучения возмож-
ных эффектов препарата при его повторных введениях в течение длительного пе-
риода, так как недавние исследования показали продолжающуюся активацию
комплемента до 6 мес. после ЧМТ и продолжающееся снижение когнитивных
функций, которое было обратимым при ингибировании комплемента даже при
введении ингибитора через 2 мес. после травмы [46, 52]. Поскольку в патогенезе
ЧМТ активно участвуют и классический, и лектиновый пути, ведутся изучения ин-
гибитора компонента С4 [15] и С1-ингибитора, оба воздействия приводят к инги-
бированию как классического, так и лектинового пути [53].

Возможно, что более комплексный подход, позволяющий регулировать различ-
ные пути активации комплемента в разные сроки после ЧМТ, позволит достигать
клинически значимых результатов, не допуская развития тяжелых посттравмати-
ческих нарушений и заболеваний у лиц, перенесших серьезную ЧМТ.

ВЫВОДЫ

1. Однократное введение через 30 мин после ЧМТ (режим 1) препарата моно-
клонального антитела 3А8 (С3А8), блокирующего активацию комплемента по аль-
тернативному пути, позволило на 7-й день после травмы снизить гемолитическую
активность комплемента в тесте АН50, уменьшить посттравматическую потерю
массы тела, повысить естественную цитотоксичность лимфоцитов и их пролифе-
ративную активность, а также усилить двигательную и исследовательскую актив-
ности при существенном снижении уровня тревожности у животных.

2. Введение препарата С3А8 через сутки после ЧМТ (режим 2) снижало уровень
активности комплемента в тесте АН50, но не приводило к позитивным изменени-
ям функциональной активности лимфоцитов и коррекции в поведенческих тестах.

3. Однократное в режиме 1 и 2 введение препарата rIL-1RA или его совместное
использование с препаратом С3А8 в обоих исследованных режимах не улучшало
состояние травмированных крыс по результатам всех исследованных параметров.
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After traumatic brain injury (TBI), inflammation develops in the CNS, an active partic-
ipant in which is the complement system. Activated complement fragments initiate in-
flammation, and subsequently significantly affect the processes of repair and regenera-
tion. The aim of the work is to reduce neuroimmune disorders after experimental TBI by
blocking excessive inflammation in the early stages of traumatic disease with monoclonal an-
tibodies to the C3 component of complement. The work was carried out on 65 male Wistar
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rats using the “falling weight” model. To correct neuroinflammation, a preparation of a
recombinant monoclonal antibody 3A8, specific for the C3 neodeterminant of the rat com-
plement component, blocking the activation of the alternative complement pathway was ad-
ministered (i.v., 100 mg/kg). As a reference drug, a recombinant human interleukin-1 recep-
tor antagonist (rIL-1RA) was used, which was administered s.c. (dose of 50 mg/kg). Both
drugs were administered once after 30 min of TBI (mode 1) or 24 hours after TBI (mode 2).
We studied the levels of corticosterone in the blood, the cytotoxic and proliferative activ-
ity of lymphocytes, and behavioral responses in the “plus maze” test. The obtained data
indicate that on the 7th day after TBI in rats treated with 3A8 antibodies in mode 1,
post-traumatic weight loss was decreased, the natural cytotoxicity of splenocytes and
their proliferative activity were increased, and motor and exploratory activity were in-
creased with a significant decrease in the level of anxiety. The introduction of rIL-1RA
in these regimens, as well as the combined use of both drugs, did not have a significant
effect on the studied parameters.

Keywords: traumatic brain injury, complement system, rIL-1RA, behavior, corticoste-
rone, splenocytes
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