
1600

Российский физиологический журнал им. И.М. Сеченова /  
Russian Journal of Physiology. 2026. Т. 112. № 6. С. 1600–1622

DOI: 10.7868/S2658655X26060113� Экспериментальная статья 
УДК 612

Потенцирование нейрореабилитационного эффекта 
гиперкапнической гипоксии ингибитором JNK IQ-1  

после фотохимически индуцированного тромбоза  
головного мозга у крыс

П.А. Чекулаев1,2, Г.М. Зембатов1,2, Е.Д. Намиот2, М.А. Игнатюк3,  
А.К. Бердников1, А.Р. Коврижина4, В.П. Куликов5, П.П. Трегуб1,2,3,*

1Институт мозга, Российский центр неврологии и нейронаук,  
Москва, Российская Федерация

2Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова, 
Москва, Российская Федерация

3Научно-образовательный ресурсный центр «Инновационные технологии 
иммунофенотипирования, цифрового пространственного профилирования 

и ультраструктурного анализа», Российский университет дружбы народов,  
Москва, Российская Федерация

4Научно-образовательный центр им. Н.М. Кижнера,  
Томский политехнический университет,  

Томск, Российская Федерация 
5Алтайский государственный медицинский университет,  

Барнаул, Российская Федерация
*E-mail: tregub_ p_ p@staff.sechenov.ru 

Аннотация. В данном исследовании выполнена оценка возможности потен-
цирования нейрореабилитационного эффекта гиперкапнической гипоксии 
(ГГ) при комбинировании с ингибитором c-Jun-N-терминальных киназ 
(JNK), IQ-1 (11H-индено[1,2-b]хиноксалин-11-он оксим) после фотохими-
чески индуцированного тромбоза головного мозга у крыс. 40 крыс-сам-
цов линии Wistar были поделены на  4 равные группы (n  =  10), которые 
подвергались курсу респираторных воздействий по 30 мин в день, 15 се-
ансов: ГГ (PO2 ≈ 90 мм рт. ст. и PCO2 ≈ 50 мм рт. ст.); ГГ с дополнительны-
ми внутрибрюшинными инъекциями блокатора JNK IQ-1 в дозе 25 мг/кг 
(11H-индено[1,2-b]хиноксалин-11-он оксим); контрольную группу и лож-
нооперированную группу сравнения. После завершения курса реабилита-
ции у групп животных, получавших воздействия ГГ, отмечено двухкратное 
уменьшение объема инфаркта по сравнению с контролем, улучшение дви-
гательно-координационных функций. При этом добавление IQ-1 усиливало 
эффективность ГГ только в отношении восстановления двигательно-мо-
торных функций, оцениваемых на ротароде, и снижения концентрации ней-
рон-специфической енолазы (NSE) в сыворотке крови. Полученные данные 

© Ч екулаев  П.А., Зембатов  Г.М., Намиот  Е.Д., Игнатюк  М.А., Бердников  А.К., Коврижина  А.Р., 
Куликов В.П., Трегуб П.П.,  2026



1601

Российский физиологический журнал им. И.М. Сеченова /  
Russian Journal of Physiology. 2026. Т. 112. № 6. С. 1600–1622

свидетельствуют, что ГГ оказывает выраженный нейрореабилитационный 
эффект после фокального ишемического повреждения (p < 0,05). В свою 
очередь, комбинирование респираторных тренировок с блокатором JNK по-
казало только частичный потенциал для усиления нейрореабилитационного 
эффекта ГГ, что может быть связано с отсроченным введением препарата.

Ключевые слова: гиперкапническая гипоксия, ишемический инсульт, нейро-
реабилитация, IQ-1, JNK, NSE
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Abstract. In this study, we evaluated the possibility of potentiating the neuroreha-
bilitation effect of hypercapnic hypoxia (HyperH) by the JNK (c-Jun-N-terminal 
kinase) inhibitor IQ-1 (11H-indeno[1,2-b]quinoxalin-11-one oxime) after photo-
chemically induced cerebral thrombosis in rats. Forty male Wistar rats were divided 
into 4 equal groups (n = 10), which underwent a course of respiratory HyperH 
exposures for 30 min a day, 15 sessions: (1) HyperH group (PO2 ≈ 90 mm Hg, 
PCO2 ≈ 50 mm Hg); (2) HyperH + IQ-1 group; (3) Con (control) group; (4) Soc 
(sham-operated control) comparison group. After completion of the rehabilitation 
course, HyperH-exposed animals showed a two-fold reduction in infarct volume 
compared to the Con group, and an improvement in motor-coordination functions. 
Combining HyperH with IQ-1 administration enhanced HyperH efficacy only in 
terms of restoring motor functions (assessed in the rotarod test) and reducing the 
serum concentration of neuron-specific enolase (NSE). The obtained data indicate 
that isolated HyperH exposure exerts a pronounced neurorehabilitation effect after 
focal ischemic injury (p < 0.05). However, combining respiratory training with the 
JNK blocker IQ-1 shows only a partial potential for enhancing the neurorehabili-
tation effect of HyperH, which may be due to the delayed blocker administration.
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ВВЕДЕНИЕ

Поиск эффективных стратегий нейрореабилитации после ишемического ин-
сульта остается одной из наиболее актуальных проблем как в клинической, так 
и в экспериментальной нейронауке. Гипоксические дыхательные тренировки пред-
ставляют собой перспективный терапевтический подход при неврологических рас-
стройствах, включая ишемический инсульт [1]. Ряд исследований свидетельствует 
о терапевтическом потенциале интермиттирующей гипоксической экспозиции 
на различных экспериментальных моделях повреждения центральной нервной 
системы, таких как перинатальное повреждение головного мозга и церебральная 
ишемия [2–4]. В последнее время растет объем исследований, изучающих тера-
певтическую эффективность пермиссивной гиперкапнии [5, 6]. Эти исследования 
указывают на то, что контролируемая ингаляция диоксида углерода в безопасных 
концентрациях может оказывать нейропротекторное действие в случаях гипокси-
ческого повреждения головного мозга.

Одним из перспективных подходов является воздействие гиперкапнической 
гипоксии (ГГ) – сочетания нормобарической гипоксии и пермиссивной гипер-
капнии [7]. Экспериментальные данные свидетельствуют о том, что сочетанное 
воздействие гипоксии и гиперкапнии оказывает более выраженный нейропротек-
торный эффект по сравнению с их раздельным применением [8, 9]. ГГ показала 
высокую эффективность как средство стимуляции репаративных и адаптационных 
процессов на этапе нейрореабилитации после ишемического инсульта [10]. Так, 
было показано, что регулярные сеансы ГГ в восстановительном периоде после 
инсульта способствуют ускорению регенеративных процессов, улучшают моторные 
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функции и снижают признаки неврологического дефицита как в эксперименталь-
ных условиях in vivo у крыс [7], так и в клинических условиях у пациентов спустя 
24–72 ч после ишемического инсульта [10]. Однако для достижения устойчивого 
нейропротекторного эффекта необходимо проводить не менее 3–7 сеансов ги-
перкапнически-гипоксических респираторных воздействий [4], что ограничивает 
варианты их клинического применения. Поэтому актуальной задачей является 
поиск и разработка способов потенцирования эффектов ГГ.

Перспективным вариантом для потенцирования защитной эффективности 
респираторных тренировок представляется комбинация гиперкапнически-ги-
поксических воздействий с фармакологическими активаторами базовых нейро-
протекторных механизмов. Фармакологическое модулирование этих сигнальных 
путей в комбинации с респираторными воздействиями может вызывать сумми-
рование их протекторных эффектов. К таким соединениям относится ингибитор 
c-Jun-N-терминальных киназ (JNK), IQ-1 (11H-индено[1,2-b]хиноксалин-11-он 
оксим), известный своими противовоспалительными и мембранопротекторными 
свойствами [11]. 

Настоящее экспериментальное исследование было проведено с целью оценки 
возможности потенцирования нейрореабилитационного эффекта ГГ при помощи 
комбинации с ингибитором c-Jun-N-терминальных киназы IQ-1, увеличивающего 
толерантность головного мозга к ишемии/гипоксии на модели фокальной ишемии 
головного мозга у крыс по выраженности двигательно-координационных наруше-
ний, объема ишемического повреждения головного мозга и содержанию в крови 
маркеров повреждения нервных клеток.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
Исследование проводилось с использованием 40 самцов крыс линии Вистар со 

средней массой тела 250–300 г. Животные были рандомизированы с помощью про-
граммного обеспечения Statistics for Windows 10.0 (StatSoft, Inc., Тулса, Оклахома, 
США). Крысы содержались в стандартных клетках при контролируемой комнатной 
температуре (~23 °C), в условиях естественного освещения, со свободным досту-
пом к пище и воде. Масса тела животных регистрировалась до и после проведения 
экспериментальных процедур.

Группы и дизайн эксперимента
Исследование включало серию экспериментов на четырех группах животных, 

которые различались по уровню парциального давления кислорода (pO₂) и угле-
кислого газа (pCO₂). Группы подвергались воздействию специфических газовых 
смесей с различным парциальным давлением кислорода (pO₂) и углекислого газа 
(pCO₂). ГГ (pO₂ ≈ 90 мм рт. ст., pCO₂ ≈ 50 мм рт. ст.; баланс – N₂. ГГ + IQ1 (гипер-
капническая гипоксия + IQ-1): pO₂ ≈ 90 мм рт. ст., pCO₂ ≈ 50 мм рт. ст.; баланс – 
N₂, животные в этой группе получали ингибитор JNK IQ-1 (11H-индено[1,2-b]
хиноксалин-11-он оксим) за 10 мин до каждой дыхательной сессии. Контроль: 
pO₂ ≈ 150 мм рт. ст., pCO₂ ≈ 1 мм рт. ст.; баланс – N₂, животные подвергались 
всем экспериментальным процедурам, кроме воздействия газа, и дышали атмос-
ферным воздухом в проточной камере. КЛО (ложнооперированный контроль): 
pO₂ ≈ 150 мм рт. ст., pCO₂ ≈ 1 мм рт. ст.; баланс – N₂. Эти животные подвергались 
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всем процедурам, но вместо введения бенгальского розового получали инъекцию 
физиологического раствора, таким образом, фотохимически индуцированный 
тромбоз (ФИТ) у них не проводился, и, следовательно, ишемия в этой группе не 
индуцировалась. Животные дышали атмосферным воздухом. Группа КЛО служила 
дополнительным контролем нормальной нервной ткани крыс при гистологической 
оценке и поведенческом тестировании. 

Мы выбрали pO₂ ≈ 90 мм рт. ст. для моделирования умеренной нормобари-
ческой гипоксии (~12% эквивалент O₂), что достаточно для активации метабо-
лических путей, чувствительных к недостатку кислорода, избегая при этом вы-
раженной гипоксемии и поведенческого стресса во время 30-минутных сеансов. 
pCO₂ ≈ 50 мм рт. ст. – концентрация, характерная для использования в режиме 
пермиссивной гиперкапнии. Комбинированный режим ГГ (pO₂ ≈ 90 мм рт. ст.; 
pCO₂ ≈ 50 мм рт. ст.) основан на наших предыдущих работах, показавших преобла-
дающую нейропротекторную эффективность по сравнению с изолированной ги-
поксией или гиперкапнией [7–9]. Контрольная газовая смесь (pO₂ ≈ 150 мм рт. ст.; 
pCO₂ ≈ 1 мм рт. ст.) приблизительно соответствует по составу комнатному воздуху 
и является физиологичной.

Все животные (n = 40) были подвергнуты фокальной церебральной ишемии, 
выполненной по модели ФИТ [12]. Осуществлялось посткондицинирование ги-
поксически-гиперкапнической смесью без прекондиционирования.

Спустя 72 ч после ишемического повреждения было проведено поведенческое 
тестирование, включавшее тест с вращающимся стержнем (ротарод), тест с сужа-
ющейся дорожкой и оценку по шкале NSS. 

В течение последующих 15 дней каждая группа ежедневно подвергалась 30-ми-
нутным воздействиям соответствующей газовой смеси. Воздействия проводились 
в герметичной камере специальной конструкции, обеспечивающей стабильное 
и равномерное перемешивание молекул дыхательных газов. 

По завершении курса дыхательных тренировок животные были повторно 
протестированы с использованием тех же поведенческих тестов, что и после 
инсульта. Через 24 ч после последнего поведенческого тестирования животные 
были наркотизированы, и у них была собрана венозная кровь из нижней полой 
вены для ИФА-оценки маркеров цитолиза нервной ткани: белка астроцитарной 
глии S-100 и нейрон-специфической енолазы (NSE). После этого проводилась 
перфузионная фиксация посредством интракраниального введения раствора 
параформальдегида, декапитация и извлечение головного мозга. Впоследствии 
были подготовлены гистологические срезы головного мозга для определения 
объема инсульта.

Применение блокатора JNK
Ингибитор JNK IQ-1 (11H-индено[1,2-b]хиноксалин-11-он оксим) [11] вво-

дился внутрибрюшинно в дозе 25 мг/кг. Препарат предварительно растворялся 
в фосфатно-солевом буфере (PBS), содержащем 20 мкл Tween 80 на 1 мл рас-
твора. Инъекции выполнялись на поздних этапах нейрореабилитации в период 
с 12-й по 17-й день после индукции фокальной церебральной ишемии за 10 мин 
до каждой дыхательной сессии (всего 6 раз). Животным в контрольных груп-
пах вместо активного соединения вводили эквивалентный объем PBS/Tween 80 
(растворителя).
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Оценка неврологического дефицита по шкале NSS
Перед тестированием по шкале NSS (Neurological Severity Score) [13] животных 

проверяли на наличие признаков выраженного стресса или аномальной двигатель-
ной активности, не связанных с неврологическим дефицитом, как это рекомендо-
вано в подобных протоколах; однако в данном исследовании животных с такими 
признаками выявлено не было, и ни одно животное не было исключено. 

Все тесты проводились в стандартных лабораторных условиях (температура 
22–24 °C, умеренная освещенность). Животных акклиматизировали в помещении 
для тестирования в течение 30 мин до начала оценки. Неврологический дефицит 
оценивали с помощью 10-балльной системы, где 0 баллов соответствовали нор-
мальной функции, а 10 баллов представляли наиболее тяжелый неврологический 
дефицит. 

Тест NSS включал следующие параметры: двигательную активность, коор-
динацию (тест на наклонной плоскости), рефлексы (вздрагивание, рефлекс от-
дергивания), симметричность движений и ориентировочно-исследовательское 
поведение. 

Оценка каждого животного проводилась в течение 5 мин. Общий балл по шкале 
NSS представлял собой сумму баллов по всем тестовым заданиям. Подсчет баллов 
проводили два независимых исследователя, а окончательным результатом служило 
среднее арифметическое (M) их оценок. Тестирование повторяли на 1, 3 и 7-й день 
после экспериментального вмешательства для мониторинга динамики функцио-
нального восстановления.

Тест с сужающейся дорожкой
Сенсомоторная функция оценивалась с помощью теста ходьбы по сужающейся 

дорожке (OpenScience, Красногорск, Россия) [14]. Все испытания проводились 
в стандартных лабораторных условиях (температура 22–24 °C, умеренное осве-
щение). Животных акклиматизировали в среде, где проводилось тестирование, 
в течение 30 мин до начала эксперимента. 

Регистрировались следующие параметры: количество постановок лап на ниж-
нюю доску (классифицировались как ошибки), количество соскальзываний (ча-
стичное или полное смещение лапы с верхней доски на нижнюю), общее коли-
чество шагов, сделанных животным от стартовой точки до входа в темный отсек. 
Результаты регистрировались отдельно для передних и задних конечностей. Пове-
денческие сессии записывались на видео и анализировались покадрово с использо-
ванием программного обеспечения RealTime, версия 7.6 (Minitab LLC, Стейт-Кол-
ледж, Пенсильвания, США). 

Для каждого животного данные усреднялись по среднему значению (M) по двум 
последовательным пробам. Степень сенсомоторного дефицита рассчитывалась по 
формуле: дефицит (%) = [(ошибки + 0,5 × соскальзывания) / общее количество 
шагов] × 100. Тестирование проводилось в трех временных точках для оценки ди-
намики функционального восстановления. Животные проверялись на наличие 
признаков выраженного стресса или аномальной двигательной активности, не 
связанных с неврологическим дефицитом. Ни одно животное не показало таких 
признаков, поэтому ни одно не было исключено. Все оценки проводились двумя 
независимыми исследователями, и для минимизации субъективности использо-
вались средние значения.
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Ротарод
Двигательная активность и выносливость оценивались с помощью теста ро-

тарод [15]. Все испытания проводились в стандартных лабораторных условиях 
(температура 22–24 °C). Животные акклиматизировались в течение 30 мин до те-
стирования и проходили адаптацию на неподвижном или медленно вращающемся 
стержне (Rotarod for Mice and Rats, Модель I-755, Campden Instruments, Лафборо, 
Великобритания). 

Скорость вращения стержня линейно увеличивалась с 4 до 40 оборотов/мин 
в течение 300 с (5 мин), при максимальной продолжительности теста 300 с. 

Каждая крыса тестировалась в трех независимых пробах с интервалами для 
отдыха 15–20 мин для предотвращения утомления. Животное помещали на вра-
щающийся стержень и регистрировали время до падения (в секундах), при этом 
максимально возможный результат составлял 300 с. Если животное падало в первые 
10 с, пробу повторяли (не более 3 повторений на одну попытку). 

Для каждого животного рассчитывали среднее время до падения по трем успеш-
ным пробам. Дополнительно регистрировали латентное время до первого падения 
и количество потребовавшихся повторных проб. Перед тестом животных контроли-
ровали на наличие признаков выраженного стресса или аномальной двигательной 
активности, не связанных с неврологическим дефицитом, как это рекомендовано 
в подобных протоколах; однако в данном исследовании таких животных выявлено 
не было, и ни одно не было исключено. Для обеспечения объективности все оценки 
проводились двумя независимыми исследователями, и результаты усреднялись.

Протокол респираторных воздействий
Для проведения респираторных воздействий использовалась проточная камера, 

описанная ранее [8]. Экспериментальные группы крыс подвергались воздействию 
гиперкапнической гипоксии (pO₂ ≈ 90 мм рт. ст.; pCO₂ ≈ 50 мм рт. ст.). Животные 
контрольной группы и группы КЛО помещались в ту же камеру в идентичных усло-
виях, но вместо газовой смеси в камеру подавался атмосферный воздух с помощью 
компрессора. Состав дыхательной газовой среды внутри камеры постоянно кон-
тролировался с помощью газоанализатора Microlux O2+CO2 (ООО «Микролюкс», 
Челябинск, Россия). Животные находились в камере объемом 60 л3 со скоростью 
газового потока 15 л/мин.

Хирургические манипуляции и фотохимически индуцированный тромбоз
Перед индукцией фокальной церебральной ишемии все животные были выдер-

жаны на голодной диете в течение ночи, с сохранением неограниченного доступа 
к воде. Анестезия вызывалась внутрибрюшинной инъекцией раствора, содержаще-
го гидрохлорид тилетамина и гидрохлорид золазепама (25 мг/кг). В левой паховой 
области производился разрез, и в левую бедренную вену вводился 4%-ный раствор 
бенгальского розового (Sigma Aldrich, Штайнхайм, Германия) в 0,9%-ном NaCl в дозе 
40 мг/кг. 

Фокальная ишемия коры головного мозга индуцировалась методом ФИТ, опи-
санным Barth и Mody [12]. Зеленый лазер (532 нм, 20 мВт) воздействовал на скаль-
пированный череп в течение 10 мин в области диаметром 2 мм, расположенной 
на середине расстояния между точками брегма и лямбда и в 2 мм латеральнее сагит-
тального шва, что вызывало фотоактивацию красителя и приводило к локальному 
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тромбозу и окклюзии артерии в облучаемой зоне. Животные в группе КЛО полу-
чали физиологический раствор вместо красителя при идентичном лазерном облу-
чении для контроля хирургических/лазерных эффектов.

Гистология и оценка объема ишемического повреждения
Перед декапитацией животным проводили перфузионную фиксацию интракар-

диальным введением 500 мл фосфатно-солевого буфера (PBS) с последующей пер-
фузией 250 мл 4%-ного раствора параформальдегида на PBS. Извлеченный головной 
мозг помещали в 10%-ный нейтральный забуференный формалин на 24 ч для сохра-
нения морфологии ткани. После фиксации мозг извлекали из раствора и выделяли 
ишемизированный участок с помощью микрохирургических инструментов. 

Выделенный фрагмент помещали в гистологическую кассету и обезвоживали 
в серии спиртов возрастающей концентрации, а затем заливали в парафин. Пара-
финовые блоки секционировали на срезы толщиной 10 мкм с интервалом 190 мкм 
через область инфаркта. Срезы окрашивались толуидиновым синим по методу 
Ниссля и заключались в нейтральную синтетическую смолу для последующего 
цифрового сканирования на микроскопе Leica Aperio CS2 (Leica Biosystems, Дир-
Парк, Иллинойс, США). 

Срезы сканировали, а площадь инфаркта на каждом срезе измерял исследова-
тель, не располагающий информацией о принадлежности образца к определенной 
группе. Изображения обрабатывали с помощью программного обеспечения eSlide 
Manager (Leica Biosystems, Дир-Парк, Иллинойс, США). Объем инфаркта рассчи-
тывали по формуле: V = x × t × ΣS, где x – интервал между срезами, t – толщина 
среза, а ΣS – сумма площадей инфаркта на всех срезах [16].

Иммуноферментный анализ
Иммуноферментный анализ проводили в соответствии с рекомендациями про-

изводителя (Cloud-Clone, Китай). Все реагенты перед использованием доводи-
ли до комнатной температуры (18–25 °C). Стандарты ресуспендировали в 0,5 мл 
стандартного разбавителя до конечных рабочих концентраций 10 нг/мл (S100) 
и 40 нг/мл (NSE) и инкубировали в течение 10 мин при комнатной температуре 
при легком перемешивании. Калибровочную кривую из 7 точек готовили последо-
вательным двукратным разведением в стандартном разбавителе, начиная с 250 мкл 
ресуспендированого стандарта. В последней пробирке находился только разба-
витель (0 нг/мл). Реагенты A и B центрифугировали и разводили 1 : 100 с исполь-
зованием разбавителей A и B для анализа соответственно. Буфер для промывки 
готовили путем разведения 20 мл концентрата в 580 мл деионизированной воды 
(конечный объем: 600 мл). 

В каждую лунку микропланшета вносили по 100 мкл либо разведенных сыворо-
точных образцов, либо стандартов и инкубировали в течение 1 ч при 37 °C. Без про-
мывки в каждую лунку добавляли по 100 мкл реагента A и инкубировали в течение 
дополнительного часа при 37 °C. Затем лунки трижды промывали 350 мкл буфера 
для промывки (1–2 мин на промывку), после чего добавляли 100 мкл реагента B 
и инкубировали 30 мин при 37 °C. Лунки промывали пять раз, затем инкубиро-
вали с 90 мкл субстрата TMB в течение 10–20 мин при 37 °C в темноте. Реакцию 
останавливали добавлением 50 мкл стоп-раствора, что вызывало изменение цвета 
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на желтый. Оптическую плотность измеряли при 450 нм с использованием ридера 
для микропланшетов (INNO-S, LTek, Соннам-си, Южная Корея). 

Оптическую плотность стандартов усредняли, вычитая фоновое значение (ну-
левой стандарт). Кривую строили в координатах «концентрация (нг/мл) – оптиче-
ская плотность» с использованием линейной регрессии. Дупликаты и трипликаты 
отсутствовали.

Статистический анализ
Объем выборки для всей когорты и для каждой экспериментальной группы рас-

считывали на основе предыдущих исследований с использованием метода количе-
ственной шкалы [17]. Статистический анализ проводили с помощью программы 
Statistics for Windows 10.0 (StatSoft, Талса, Оклахома, США). Для оценки нормально-
сти распределения данных использовали тест Шапиро–Уилка. В связи с отсутствием 
нормального распределения для нескольких переменных, межгрупповые сравнения 
проводили с использованием однофакторного дисперсионного анализа Краскела–
Уоллиса. Для коррекции множественных сравнений использовался метод Даннетта. 
Количественные данные представлены в виде медианы (Me), нижнего (25%) и верх-
него квартилей (75%). Различия считали статистически значимыми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты теста ходьбы по сужающейся дорожке (табл. 1) продемонстрирова-
ли общее улучшение моторной координации после курса дыхательных тренировок 
в группах воздействия. В частности, снижение индекса соскальзывания было отмече-
но как для передних, так и для задних лап в группе ГГ и группе ГГ + IQ1, по сравнению 
с результатом после инсульта (p < 0,05). Несмотря на эти тенденции, указывающие 
на положительный эффект в отношении сенсомоторной функции, наблюдаемые из-
менения были статистически незначимыми по сравнению с контрольной группой.

Таблица 1. Результаты тестирования на сужающейся дорожке
Table 1. Narrow beam walking test results

Индекс соскальзывания

Передние лапы Задние лапы

После инсульта После лечения После инсульта После лечения

Контроль 18,4 [3,8–30,7] 17,5 [10,1–27,9] 23,2 [13,9–28,8] 25,0 [13,7–29,2]

ГГ 15,5 [13,0–30,0] 12,5 [6,0–17,7] 23,6 [18,8–38,2] 16,9 [12,8–29,0]

ГГ + IQ1 15,1 [9,6–33,3] 10,9 [4,2–20,0] 30,3 [19,6–39,1] 25,0 [17,9–36,2]

КЛО 19,0 [13,8–26,6] 17,6 [16,2–36,8] 24,9 [18,3–38,7] 23,2 [17,3–30,8]

ГГ – гиперкапническая гипоксия; ГГ + IQ1 – гиперкапническая гипоксия с применением IQ-1; Кон-
троль – контрольная группа; КЛО – контрольная группа, ложнооперированные животные. Полу-
жирный шрифт используется для выделения статистически значимых результатов (p < 0,05). Данные 
представлены в виде Me [25–75%].

HyperH – hypercapnic hypoxia; HyperH + IQ1 – hypercapnic hypoxia with IQ-1; Con – control group; 
CSO – control, sham-operated. Bold font is used to highlight statistically significant results (p < 0.05).
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При тестировании на ротароде (табл. 2) ни одна из групп не показала статистиче-
ски значимого улучшения результатов к концу эксперимента. Однако группа ГГ + IQ1 
и КЛО показали лучшие результаты по сравнению с контрольной группой (p < 0,05).

Таблица 2. Результаты тестирования на ротароде
Table 2. Rotarod test results

После инсульта, c После лечения, c

Контроль 128,7 [121,9–150,4] 117,9 [80,1–137,7]

ГГ 138,6 [123,1–171,8] 142,3 [114,2–148,0]

ГГ + IQ1 120,1 [107,2–205,1] 147,7 [89,0–180,2]

КЛО 137,0 [104,4–143,9] 138,6 [107,3–161,8]

ГГ – гиперкапническая гипоксия; ГГ + IQ1 – гиперкапническая гипоксия с применением IQ-1; Кон-
троль – контрольная группа; КЛО – контрольная группа, ложнооперированные животные. Полужир-
ный шрифт используется для выделения статистически значимых результатов (p < 0,05). Данные пред-
ставлены в виде Me [25–75%].

HyperH  – hypercapnic hypoxia; HyperH  +  IQ1  – hypercapnic hypoxia with IQ-1; Con  – control group; 
CSO – control, sham-operated. Bold font is used to highlight statistically significant results (p < 0.05).

Оценка неврологического дефицита по шкале NSS не показала статистически 
значимых различий как до и после реабилитации, так и между экспериментальны-
ми и контрольными группами. Баллы по шкале NSS варьировались в диапазоне 
от 2 до 4 во всех группах.

Объем инфаркта, выраженный в процентах от общего объема мозга у животных 
из групп, подвергавшихся тренировочному воздействию гиперкапнической гипок-
сии (ГГ и ГГ+IQ1), оказался почти вдвое меньше по сравнению с контрольной 
группой (рис. 1a).

Измерения сывороточной концентрации биомаркеров повреждения нервной 
ткани выявили более низкие уровни белка S100 в группах ГГ (1,30 нг/мл) и ГГ + IQ1 
(1,14 нг/мл) по сравнению с контрольной группой (1,41 нг/мл) (рис. 2a). Динамика 
уровня NSE показала достоверное снижение только в группе ГГ + IQ1 (2.71 нг/мл) 
по сравнению с контрольной группой (2,85 нг/мл) (рис. 2б), но при этом не было 
выявлено статистически значимого отличия от группы ГГ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В наших предыдущих экспериментальных исследованиях была продемон-
стрирована высокая нейропротекторная эффективность гипоксии и  гипер-
капнии при использовании в качестве защитной стратегии для формирования 
ишемической/гипоксической толерантности головного мозга [7–9]. Эти работы 
последовательно указывали на превосходство сочетанного воздействия гипок-
сии и гиперкапнии над их изолированным воздействием. Предполагается, что 
повышенная эффективность обусловлена взаимным потенцированием про-
текторных механизмов гипоксии и гиперкапнии, включая активацию HIF-1α, 
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Рис. 1. Отношение объема инсульта к объему головного мозга. * – p < 0,05 по сравнению с кон-
трольной группой. HyperH – гиперкапническая гипоксия; HyperH + IQ1 – гиперкапническая 
гипоксия с IQ-1; Con – контрольная группа; CSO – контроль, ложнооперированные. Медиан-
ное значение указано черным квадратом в пределах прямоугольника
Fig. 1. Stroke volume to brain volume ratio. * – p < 0.05 compared to the control group. HyperH – 
hypercapnic hypoxia; HyperH + IQ1 – hypercapnic hypoxia with IQ-1; Con – control group; CSO – 
control, sham-operated. The median value is indicated by the black square within the box
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Рис. 2. Уровни S100 и NSE в сыворотке крови крыс. * – p < 0,05 по сравнению с контролем; 
HyperH – гиперкапническая гипоксия; HyperH + IQ1 – гиперкапническая гипоксия с при-
менением IQ-1; Con – контрольная группа. Медианное значение указано черным квадратом 
внутри прямоугольника
Fig. 2. Serum levels of S100 and NSE. * p < 0.05 compared to the control group. HyperH – hypercapnic 
hypoxia; HyperH + IQ1 – hypercapnic hypoxia with IQ-1; Con – control group. The median value is 
indicated by the black square within the box
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метаболическую и клеточную адаптацию, модуляцию апоптоза и сохранение 
целостности гематоэнцефалического барьера [18]. Подтверждая эти экспери-
ментальные данные, результаты рандомизированного плацебо-контролируемого 
клинического исследования продемонстрировали клиническую эффективность 
гиперкапнической гипоксии как стратегии нейрореабилитации в остром постин-
сультном периоде [10].

При оценке реабилитационного потенциала протоколов газового воздей-
ствия с помощью теста ходьбы по сужающейся дорожке существенных разли-
чий между экспериментальными группами выявлено не было. Примечательно, 
что в тесте с ротародом не было обнаружено существенных различий между 
группами ГГ и контроля. Этот результат может быть объяснен компенсаторной 
гипокапнией, индуцированной гипервентиляцией во время дыхательных сеан-
сов в обеих экспериментальных группах – явлением, ранее описанным в кон-
тексте изолированной гипоксической тренировки [19]. Гипокапния, как было 
показано, повышает экспрессию проапоптотического белка Bax и индуцирует 
повреждение митохондрий [20]. Негативное влияние гипокапнии на исходы 
инсульта и другие неврологические состояния дополнительно подтверждается 
клиническими данными [21]. При этом группа комбинирования ГГ с препа-
ратом IQ-1 показала лучшие результаты, по сравнению с группой контроля, 
что свидетельствует об усилении нейрореабилитационного потенциала ГГ при 
введении ингибитора JNK.

В нашем исследовании не было выявлено статистически значимых различий 
между группами при оценке неврологического дефицита по шкале NSS. Возможно, 
это связано с небольшим размером зоны инсульта, что приводило к слабо выра-
женным сенсомоторным нарушениям, которые не удавалось дифференцировать 
между разными экспериментальными группами.

При проведении морфометрии мы обнаружили значимое снижение объема 
инфаркта в экспериментальных группах по сравнению с контрольной группой. 
Кроме того, при проведении ИФА после воздействия гиперкапнической гипок-
сии в комбинации с ингибитором JNK наблюдалось снижение сывороточных 
уровней S100 и NSE, тогда как гиперкапническая гипоксия привела только к сни-
жению S100. Это различие может отражать более эффективное восстановление 
целостности нервной ткани и/или функции гематоэнцефалического барьера 
(ГЭБ) после воздействия гиперкапнической гипоксии в комбинации с препа-
ратом IQ-1. 

Эти находки согласуются с нашими предыдущими данными, демонстрирую-
щими, что сочетанное воздействие гиперкапнии и гипоксии приводит к умень-
шению проницаемости ГЭБ [18]. Вероятным механизмом, лежащим в основе 
этого эффекта, является противовоспалительное действие гиперкапнии и его 
потенцирование при помощи введения ингибитора JNK. При воспалении ак-
тивация NF-κB увеличивает экспрессию провоспалительных цитокинов, таких 
как TNF-α, IL-6 и IL-8, а также молекул адгезии (ICAM-1, VCAM-1), которые 
облегчают инфильтрацию иммунных клеток через сосудистую стенку [22, 23]. 
Гиперкапния подавляет как классические, так и неклассические пути активации 
NF-κB, тем самым снижая экспрессию цитокинов и молекул адгезии [24, 25]. 
Также было показано, что воздействие гиперкапнии напрямую подавляет выра-
ботку TNF-α [26] и снижает секрецию провоспалительных интерлейкинов IL-1β, 
IL-6 и IL-8 [27], одновременно способствуя выработке противовоспалительно-
го цитокина IL-10 [28]. Кроме того, повышенная экспрессия белков теплового 
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шока, наблюдаемая после гиперкапнически-гипоксического воздействия [19], 
может дополнительно ослаблять NF-κB-опосредованные воспалительные ре-
акции [29]. Более того, гиперкапния может напрямую влиять на метаболизм 
макрофагов, снижая гликолитическую активность и способствуя переходу от 
провоспалительного фенотипа M1 к противовоспалительному фенотипу M2 [30]. 
Еще одним важным механизмом может быть активация митофагии в нейронах 
и глиальных клетках во время гиперкапнической гипоксии, которая поддержи-
вает контроль качества митохондрий и снижает вторичную активацию воспали-
тельных процессов [31].

Другим фактором, который может способствовать восстановлению целостности 
ГЭБ и подавлению нейровоспаления при гиперкапнической гипоксии, является 
ингибирование матриксных металлопротеиназ (ММР). Было показано, что гипок-
сическое прекондиционирование может снижать активность ММР-2 и ММР-9 – 
ферментов, участвующих в повышении проницаемости ГЭБ при ишемически-ре-
перфузионном повреждении [32, 33].

В настоящем исследовании мы сочетали интермиттирующую гиперкапниче-
скую гипоксию с ингибитором JNK IQ-1, чтобы оценить, может ли этот фарма-
кологический нейропротектор потенцировать восстановление после инсульта. 
Выбор IQ-1 был основан на предыдущих данных, когда внутрибрюшинное введе-
ние препарата крысам после инсульта уменьшало как неврологический дефицит, 
так и объем инфаркта [34]. Благоприятные эффекты ингибирования JNK могут 
способствовать постишемическому восстановлению через несколько защитных 
механизмов. В частности, блокада JNK ингибирует апоптоз, снижает активность 
ММР-9, каспазы-3 и TNF-α [35] и помогает сохранять селективность ГЭБ [36]. 
Кроме того, подавление нейровоспаления за счет снижения активности NF-κB 
является еще одним потенциальным механизмом JNK-опосредованной нейро-
протекции [37]. Возможно, что именно эти свойства ингибитора JNK привели 
к улучшению ряда показателей нейрореабилитационного эффекта в группе ком-
бинированного воздействия ГГ и IQ-1. 

Несмотря на обнаруженные отличия между экспериментальными группами 
(снижение концентрации NSE, двигательно-координационные улучшения), пре-
парат IQ-1 не показал выраженного потенцирующего эффекта в тесте с сужаю-
щейся дорожкой и при морфометрии области инсульта. Отсутствие выраженного 
потенцирующего эффекта препарата в комбинации с гиперкапнической гипоксией 
может быть связано с поздним началом его введения после индукции фокального 
инсульта, недостаточной дозировкой или низкой биодоступностью из-за выбран-
ного пути введения и частоты инъекций. Как следствие, противовоспалительные 
и антиапоптотические эффекты блокады JNK могли быть менее эффективными 
в фазе реабилитации, когда острые проявления ишемического повреждения уже 
были компенсированы. В то же время ингибирование JNK могло положительно 
влиять на восстановление ГЭБ через увеличение секреции VEGF, что может объ-
яснять более выраженное снижение уровня NSE в сыворотке [38]. Следует также 
отметить, что некоторые исследования предполагают, что отсроченное введение 
ингибиторов JNK может быть неэффективным или даже вредным, потенциально 
усугубляя неврологический дефицит и размер инфаркта за счет нарушения сосуди-
стого ремоделирования после инсульта [39]. Помимо упомянутых выше факторов, 
на наблюдаемую неэффективность IQ-1 могли повлиять его фармакокинетиче-
ские особенности. Учитывая, что проницаемость ГЭБ является динамическим 
показателем, который изменяется после инсульта, восстановление селективной 
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проницаемости ГЭБ могло снизить поступление IQ-1 в мозг, тем самым влияя 
на его эффективность [40].

Потенцирование гиперкапнической гипоксии оценивалось только для одной 
дозы IQ-1 (25 мг/кг) и одного пути введения (внутрибрюшинно), при отсроченном 
окне применения (12–17-е сутки после инсульта) и ограниченном числе инъекций 
(6 введений). Отсутствовали данные о фармакокинетике и целевом взаимодей-
ствии (концентрации IQ-1 в плазме и ткани мозга, степени ингибирования JNK), 
что не позволяет однозначно отделить недостаточную экспозицию препарата от 
истинного отсутствия эффекта. В дальнейшем целесообразны исследования до-
зозависимости, оптимизации кратности введения и сравнения альтернативных 
путей доставки (внутривенно, перорально, интраназально), а также более ранних 
и/или более длительных схем в подостром периоде.

Полученные результаты подтверждают потенциал гиперкапнической гипок-
сии как неинвазивного адъювантного подхода в постинсультной реабилитации, 
ассоциированного с уменьшением объема инфаркта и улучшением отдельных 
показателей моторной функции. Наблюдаемое дополнительное снижение NSE 
и тенденция к лучшему восстановлению на ротароде при добавлении ингиби-
тора JNK поддерживают гипотезу о роли нейровоспаления и восстановления 
целостности ГЭБ как терапевтических мишеней комбинированных вмеша-
тельств. Вместе с тем экстраполяция на клиническую практику требует оценки 
безопасности режимов гиперкапнии/гипоксии у пациентов (с учетом дыхатель-
ной и сердечно-сосудистой коморбидности), а также разработки клинически 
применимых и безопасных модуляторов JNK с определенными профилями 
эффективности и риска.

Перспективными задачами являются: подтверждение эффекта в более круп-
ных выборках и на моделях с большей вариабельностью дефицита; включение 
обоих полов и  коморбидных животных; расширение набора конечных точек 
(проницаемость ГЭБ, нейровоспалительные маркеры, нейрогенез и ангиоге-
нез, нейровизуализация), а также определение оптимального окна и параметров 
комбинированного воздействия для достижения устойчивого функционального 
восстановления.

Таким образом, интермиттирующая гиперкапническая гипоксия после фотохи-
мически индуцированного тромбоза у крыс приводила к значимому уменьшению 
объема инфаркта и сопровождалась улучшением ряда показателей сенсомоторного 
восстановления. Добавление ингибитора JNK IQ-1 проявило частичный потенци-
ал к потенцированию эффекта гиперкапнической гипоксии, наиболее заметный 
по данным ротарода и снижению сывороточной концентрации NSE. Учитывая 
ограничения дизайна и неопределенность оптимальной схемы применения IQ-1, 
полученные результаты следует рассматривать как основание для дальнейшей оп-
тимизации дозировок/путей введения и подтверждающих исследований с расши-
ренным набором конечных точек.
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