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Для моделирования ситуаций, связанных с воздействием различных стрессор-
ных факторов на мозг, часто используют введение гормона надпочечников кор-
тикостерона посредством инъекции или подкожной имплантации форм с его до-
зированным высвобождением. В настоящем методическом исследовании была
изучена возможность применения осмотических насосов производства Alzet ем-
костью 200 мкл и скоростью высвобождения 1 мкл/ч, загруженных растворами
кортикостерона 25, 50 и 100 мг/мл или растворителем (диметилсульфоксид/по-
лиэтиленгликоль-400). Целью работы явилось выявление оптимальной концен-
трации раствора кортикостерона, загружаемого в осмотические насосы, для со-
здания повышенного уровня гормона в крови и областях мозга крыс. Возраста-
ние уровня кортикостерона в крови отмечено только на 3-и сутки в группе крыс,
которым имплантировали осмотические насосы с максимальной концентрацией
кортикостерона – 100 мг/мл (ОН-100). Также на 3-и сутки после имплантации в
группе ОН-100 существенно возросла аккумуляция кортикостерона во фрон-
тальной коре, неокортексе и гиппокампе. Таким образом, для создания повы-
шенного уровня кортикостерона в крови и областях мозга крыс применимы ос-
мотические насосы с раствором кортикостерона в диметилсульфоксид/полиэти-
ленгликоле-400, концентрацией гормона 100 мг/мл и скоростью высвобождения
1 мкл/ч.
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Глюкокортикоидные гормоны (кортизол у человека и кортикостерон у грызу-
нов) секретируются надпочечниками в результате действия стрессорных факторов
и с кровью достигают всех органов и тканей организма. В связи с наличием глюко-
кортикоидных рецепторов практически во всех клетках глюкокортикоиды взаимо-
действуют с ними, запуская различные сигнальные каскады. В мозге экспрессия
таких рецепторов высокая, особенно в нейронах лимбической системы мозга, в т.ч.
гиппокампа. Особенно высока плотность минералокортикоидных и глюкокортико-
идных рецепторов в гиппокампе, который обеспечивает реализацию когнитивных и
эмоциональных процессов, а также контролирует гипоталамо-гипофизарно-над-
почечниковую ось. Это позволяет реализовать контроль стрессорными гормонами
определенных форм поведения, обеспечивая адекватные острые и долгосрочные
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адаптивные реакции [1]. Однако избыток глюкокортикоидов может приводить к
дегенерации и гибели нейронов гиппокампа. Избыточная аккумуляция кортико-
стерона (КС) в гиппокампе и фронтальной коре крыс была описана нами при мо-
делировании инсульта окклюзией средней мозговой артерии [2] и моделировании
черепномозговой травмы латеральным гидродинамическим ударом [3]; в обеих моде-
лях наблюдали также провоспалительные процессы в гиппокампе. Глюкокортикоид-
ные гормоны, регулирующие многочисленные процессы в организме, в определенных
ситуациях обладают выраженными противовоспалительными свойствами, хотя пони-
мание механизмов про- и противовоспалительных свойств глюкокортикоидов до
конца неясно, как и условий реализации таких механизмов в разных ситуациях [4].
Для выяснения участия глюкокортикоидов в различных патологических процессах
в мозге оптимальным является воспроизводимое моделирование гиперкортикосте-
ронемии у животных, исследование аккумуляции в отделах мозга КС и процессов,
которые он запускает. Различные варианты введения КС посредством инъекции
или подкожной имплантации лекарственных форм с дозированным высвобожде-
нием часто используют для моделирования острого или хронического стрессорно-
го воздействия.

Противовоспалительные свойства глюкокортикоидов давно используются в
клинике. Глюкокортикоиды широко применяются в качестве лекарственной тера-
пии в различных патологических ситуациях, в том числе при хронических воспа-
лительных заболеваниях, злокачественных новообразованиях или бронхиальной
астме [5, 6]. Разработка стратегий лечения на основе глюкокортикоидов или моде-
лирование хронического стресса в экспериментальных условиях часто требуют
длительного и непрерывного введения глюкокортикоидов. Тем не менее, во мно-
гих исследованиях, в которых использовали непрерывное введение кортикостеро-
идов, эффективность соответствующих систем доставки глюкокортикоидов не бы-
ла протестирована и чаще всего их уровень не определяли ни в крови, ни тем более
в областях мозга [7–9].

Среди применяемых методов одним из технически наименее затратным мето-
дом является доставка глюкокортикоидов через питьевую воду [10, 11]. Однако жи-
вотные не пьют воду непрерывно, что может вызвать чрезмерные колебания концен-
траций циркулирующих глюкокортикоидов. Другим простым подходом является по-
вторная подкожная или внутрибрюшинная инъекция растворов глюкокортикоидов
[12, 13]. Тем не менее, инъекции растворов глюкокортикоидов, во-первых, вызы-
вают резкое возникновение пика их концентрации в плазме, после которого следу-
ет быстрое снижение их циркулирующего уровня и, во-вторых, повторные инъек-
ции приводят к значительному стрессу у животных, а неконтролируемое высво-
бождение эндогенных кортикостероидов может маскировать изменения уровня
экзогенных глюкокортикоидов в плазме. Напротив, микроосмотические насосы и
медленно рассасывающиеся таблетки для подкожной имплантации могут, как за-
являют их производители, обеспечивать постоянные скорости доставки кортико-
стероидов и исключают недостатки их повторных инъекций [14–16].

Доступные у компаний-производителей таблетки для имплантации емкостью от
0.001 до 200 мг КС позволяют моделировать гиперкортикостеронемию у крыс и
мышей в широком диапазоне концентраций экзогенного КС, но являются дорого-
стоящим продуктом, а для формирования контрольной группы необходимы таб-
летки аналогичной емкости с холестерином, который не является абсолютно ин-
диферентным веществом [17]. Альтернативу таблеткам составляют микроосмоти-
ческие насосы с дозированным высвобождением загруженных в них растворов
препаратов, которые более доступны по стоимости, однако в случае КС имеют
ограничения по используемым концентрациям в связи с его низкой растворимо-
стью в воде.
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Цель настоящего исследования заключалась в выявлении оптимальной для ос-
мотических насосов концентрации раствора КС, которая вызывает повышение его
уровня в крови и в отделах мозга крыс, а также в определении динамики измене-
ния уровня КС в крови из хвостовой вены индивидуально у каждого животного.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием животных, соответ-
ствовали этическим стандартам Института высшей нервной деятельности и нейро-
физиологии РАН и утвержденным правовым актам РФ и международных органи-
заций. Протокол эксперимента утвержден Этической комиссией Института выс-
шей нервной деятельности и нейрофизиологии РАН. Самцы крыс линии Вистар
были получены из Филиала “Андреевка” Федерального Государственного бюджет-
ного учреждения науки “Научный центр биомедицинских технологий” Федераль-
ного медико-биологического агентства (Московская обл., РФ) и размещены в
клетках вивария.

Подготовка осмотических насосов. В эксперименте были использованы самцы
крыс линии Вистар массой 200–250 г. Из списка осмотических насосов (Alzet,
США) была выбрана модель 2001 с максимальным объемом загрузки 200 мкл и вы-
свобождением раствора со скоростью 1 мкл/ч в течение 7 дней. Навеску кортико-
стерона ацетата (КС, Serva, Германия) предварительно растворяли в 100%-ном диме-
тилсульфоксиде (ДМСО), затем смешивали с полиэтиленгликолем-400 (ПЭГ-400) в
соотношении 1 : 1 для получения растворов со следующими концентрациями КС –
25 мг/мл (ОН-25), 50 мг/мл (ОН-50) и 100 мг/мл (ОН-100), что соответствовало
дневной дозе КС 2.5, 5 и 10 мг/кг/24 ч. Для приготовления раствора с максималь-
ной концентрацией КС, 100 мг/мл, было необходимым нагревать и содержать рас-
твор при 37°С, поскольку при комнатной температуре растворимость КС снижа-
лась. Работу с заполнением насосов и их активацией проводили в стерильных усло-
виях. Растворы ДМСО/ПЭГ-400 или КС в объеме 220 мкл шприцом вводили во
внутреннюю камеру насосов, помещали в пробирки на 50 мл со стерильным 0.9%-
ным раствором NaCl и оставляли на ночь в термостате при 37°С для активации.

Имплантация осмотических насосов. Операцию по имплантации насосов осу-
ществляли в стерильных условиях. Крыс анестезировали с помощью изофлурана,
на 2 см ниже шеи на спине сбривали шерсть и делали поперечный надрез длиной
5 мм, через который подкожно имплантировали осмотический насос, и с помощью
кожного степлера закрывали раневую поверхность с последующей обработкой ан-
тисептиком.

Сбор и подготовка биологического материала. Кровь из хвостовой вены собирали
у наркотизированных крыс до, а также на 1-е и 3-и сутки после имплантации насо-
сов во временной интервал с 11 до 13 ч. На 3-и сутки после последнего забора крови
из хвостовой вены крысы были выведены из эксперимента, и после декапитации
животных был получен следующий биологический материал: постдекапитацион-
ная кровь, фронтальная кора (ФК), неокортекс (НК), включающий теменную, ви-
сочную и затылочную доли, и гиппокамп (Гип). В дальнейшем кровь центрифуги-
ровали при 1500 g в течение 15 мин при охлаждении (4°С) для получения сыворотки.
Выделенные регионы мозга гомогенизировали в гомогенизаторе Поттера с исполь-
зованием стандартного 0.01 М фосфатно-солевого буфера (состав в мМ: 10 фосфата
натрия, 1.76 фосфата калия, 2.7 KCl, рН 7.3–7.5), содержащего 0.1% нонидета P-40
и коктейль ингибиторов протеаз (Thermo Scientific, США). Полученные гомогена-
ты центрифугировали при 13000 g в течение 30 мин при охлаждении (4°С) для по-
лучения растворимой фракции белков (супернатант), которую аликвотировали и
хранили при –80°С до проведения биохимических исследований.
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Рис. 1. Динамика изменения уровня КС в крови из хвостовой вены (a) и уровень КС в постдекапитаци-
онной крови (b) на 3-и сутки после имплантации осмотических насосов с различной концентрацией КС.
* – отличия от контрольной группы (ДМСО/ПЭГ) на 3-и сутки при p < 0.05.

0d2000

1500

1000

500

0

DMSO/PEG 25 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL

a

C
S

, 
n

m
o

l/
L

1d 3d

*

2000

1500

1000

500

0

DMSO/PEG 25 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL

b

*

Определение уровня кортикостерона. Для определения уровня КС в сыворотке
крови и супернатантах фронтальной коры, остатка коры и гиппокампа использо-
вали наборы для иммуноферментного анализа Corticosterone ELISA (EIA-4164,
DRG, Германия), с помощью которых детектировали как свободный, так и связан-
ный с транспортными белками КС методом конкурентного иммуноферментного
анализа.

Статистическая обработка результатов. Полученные данные проверяли на нор-
мальность распределения с помощью W-критерия Shapiro–Wilk, результаты кото-
рого не отрицали нормальность распределения данных по всем исследованным по-
казателям. Для статистической обработки данных по динамике изменения уровня КС
в крови из хвостовой вены применяли дисперсионный анализ ANOVA (Repeated mea-
sures ANOVA) с последующим post-hoc анализом Tukey HSD test. Для сопоставле-
ния данных при сравнении значений показателей в экспериментальных группах с
контрольной группой животных на 3-и сутки после имплантации насосов исполь-
зовали One-way ANOVA с последующим Tukey HSD test. Достоверно различающи-
мися считали группы при p < 0.05, а при p < 0.1 имеющими тенденцию к различию.
Результаты представлены в виде M ± SEM.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исходно уровень КС в крови из хвостовой вены (рис. 1a) статистически значимо
не различался в исследуемых группах. На 1-е сутки после имплантации осмотиче-
ских насосов с различной концентрацией КС (ОН-25, ОН-50, ОН-100) существен-
ных различий между группами не наблюдали, и повышение уровня КС в контроль-
ной группе из-за разброса данных не было статистически значимым. Возрастание
уровня КС происходило на 3-и сутки только в группе ОН-100, и вдвое превышало
уровень гормона в контрольной группе в этой временной точке. На уровень КС оказы-
вали статистически значимое влияние факторы “время” (F(2.42) = 4.49; p = 0.01),
“группа”(F(3.21) = 3.99; p = 0.02) и с тенденцией к достоверности взаимодействие
факторов “время” и “группа” (F(6.42) = 2.02; p = 0.09).

Дозозависимое повышение уровня КС на 3-и сутки в постдекапитационной крови
происходило после имплантации насосов ОН-25, ОН-50, ОН-100, но статистически
значимые отличия от контроля наблюдались только в группе ОН-100 (рис. 1b). На уро-
вень КС оказывал достоверное влияние фактор “группа” (F(3.22) = 3.26; p = 0.04).
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Рис. 2. Уровень КС во фронтальной коре (a), неокортексе (b) и гиппокампе (c) на 3-и сутки после им-

плантации осмотических насосов с различной концентрацией КС. **, *, # – различия между группами

или отличие от контрольной группы (ДМСО/ПЭГ) при p < 0.01, p < 0.05 и p < 0.1 соответственно.
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Во фронтальной коре группы ОН-100 (рис. 2a) аккумуляция КС на 3-и сутки по-

сле имплантации осмотических насосов статистически значимо превышала кон-

трольный уровень более чем в 2 раза. Уровень КС во фронтальной коре группы

ОН-100 также был достоверно выше, чем в группах ОН-25 и ОН-50, при этом в

группах ОН-25 и ОН-50 данный показатель не отличался от контрольного уровня.

Уровень КС во фронтальной коре статистически значимо зависел от фактора

“группа” (F(3.23) = 6.91; p = 0.002). Похожая ситуация наблюдалась и в неокортек-

се (рис. 1b), где в группе ОН-100, ОН-25 и ОН-50 уровень КС был статистически

значимо выше контроля – в 3.3, 2.4 и 2.1 раза соответственно. В неокортексе на уро-

вень КС статистически значимо влиял фактор “группа” (F(3.24) = 5.75; p = 0.004). По

сравнению с фронтальной корой и неокортексом в гиппокампе (рис. 2c) КС на-

капливался в меньшей степени и его уровень в группе ОН-100 превышал таковой в

контроле и группе ОН-25 с тенденцией к достоверности в 1.5 раза. Фактор “группа”

(F(3.24) = 3.25; p = 0.04) также оказывал достоверное влияние на кровень КС в гип-

покампе.

Корреляционный анализ по Спирмену выявил возможные взаимосвязи между

уровнем КС на 3-и сутки в постдекапитационной крови и в неокортексе в группах

ОН-25 (r = 0.85, p < 0.05) и ОН-50 (r = 0.86, p < 0.05), однако в группе ОН-100 дан-

ная корреляция отсутствовала. В группе ОН-50 обнаружены корреляции между

уровнем КС на 3-и сутки в постдекапитационной крови и в гиппокампе (r = 0.93,

p < 0.05) и между уровнем КС в неокортексе и в гиппокампе (r = 0.96, p < 0.05). Тем

не менее, в группе ОН-100, как и в группе ОН-50, сохранилась корреляция между
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уровнем КС в неокортексе и в гиппокампе (r = 0.89, p < 0.05) и возникла корреля-

ция между уровнем КС в неокортексе и фронтальной коре (r = 0.93, p < 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В связи с очевидной научной и трансляционной значимостью исследования

влияния стресса на организм применяют подходы моделирования гиперкортико-

стеронемии и повышенного связывания кортикостерона с рецепторами в тканях в

условиях введения экзогенного кортикостерона. При этом используются различ-

ные подходы, каждый из которых имеет свои преимущества и недостатки. В иссле-

довании Herrmann и соавт. [18] сравнивали три метода введения экзогенного КС.

Экспериментальным группам мышей осуществляли однократную подкожную

инъекцию КС (10 мг/кг), подкожную имплантацию осмотических насосов (cко-

рость высвобождения КС 0.22 мкл/ч, концентрация раствора КС 150 мг/мл, днев-

ная доза 30 мг/кг/24 ч) и подкожную имплантацию таблеток емкостью 10 мг КС.

В результате подкожной инъекции уровень КС в плазме крови мышей возрос через

1 ч, а через 4 ч не отличался от исходного уровня. Имплантация таблеток индуци-

ровала гиперкортикостеронемию через 24 ч, однако в последующие 7 дней уровень

КС не отличался от исходного. При этом применение осмотических насосов не

вызвало существенных изменений уровня КС в плазме крови на 7- и 14-й дни по-

сле имплантации, что, по-видимому, связано с отсутствием ранних точек реги-

страции, например, 24 и 48 ч [18]. Тем не менее, после имплантации мышам (воз-

раст 7 нед., масса тела 20 ± 1.5 г) осмотических насосов с раствором КС концентрацией

18 мг/мл и скоростью высвобождения 0.5 мкл/ч (10.8 мг/кг/24 ч) максимальная

концентрация КС в крови самцов и самок зарегистрирована на 2-е сутки после им-

плантации, на 9- и 15-сутки она снижалась, но все еще превышала контрольный

уровень КС. Через 2 нед. в поле СА3 гиппокампа самцов мышей выявили более

выраженную атрофию нейронов, чем у самок [19].

В преобладающей части исследований, в которых применяли осмотические на-

сосы с раствором КС, использовали различные линии мышей, и только в единич-

ных работах осмотические насосы с КС имплантировали крысам, что, по-видимому,

отчасти связано с большей вариабельностью в выборе концентрации малораство-

римого КС в пересчете на массу животного с меньшей массой тела. К тому же не во

всех найденных публикациях, где использовали крыс, детектировали уровень КС в

крови [20]. В одной из них максимальная концентрация раствора КС в осмотиче-

ских насосах, имплантированных 15-дневным крысятам, составляла 50 мг/мл в

растворе ПЭГ-400. В результате применения данных насосов (cкорость высвобож-

дения КС 1 мкл/ч и время экспозиции 3 дня) уровень КС в крови через 24 ч после

операции возрос почти в два раза, что, как справедливо считают авторы, укладыва-

ется в физиологический диапазон колебаний концентрации циркулирующего КС.

В дальнейшем на 28-й день у крысят после введения КС зарегистрировали ухудше-

ние гиппокамп-зависимого обучения. C учетом средней массы тела крысят, со-

ставлявшей 72.2 ± 2.8 г, дневная доза КС была 16.6 мг/кг/24 ч [21].

В нашем исследовании на взрослых крысах в группах ОН-25 (2.7 мг КС/кг/24 ч)

и ОН-50 (5.4 мг КС/кг/24 ч) уровень КС хотя и повышался в крови из хвостовой

вены и постдекапитационной крови на 1-е и 3-и сутки, но эти изменения не были

статистически значимыми. Только в группе ОН-100 (10.8 мг КС/кг/24 ч) содержа-

ние КС почти в два раза возросло в крови из хвостовой вены и постдекапитацион-

ной крови через 3 дня после имплантации, и с учетом циркадианных колебаний

концентрации циркулирующего КС выявленное его повышение укладывается в

физиологический диапазон. Очевидно, что степень влияния экзогенного КС на

регуляцию гипоталамо-гипофизарно-надпочесниковой системы неодинакова у
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молодых и взрослых крыс, и нарушение механизма этой регуляции по отрицатель-

ной обратной связи более выражено у молодых крыс, чем у взрослых.

В доступной научной литературе не найдены работы, где после имплантации ос-

мотических насосов или таблеток с КС кроме оценки уровня циркулирующего КС

определяли его содержание в областях мозга. В нашем исследовании впервые заре-

гистрирована аккумуляция КС во фронтальной коре, неокортексе и гиппокампе

на 3-и сутки после имплантации ОН-100, что совпадало с его повышенным уров-

нем в крови.

Таким образом, для создания повышенного уровня КС в крови и областях мозга

крыс применимы осмотические насосы с раствором КС в ДМСО/ПЭГ-400, с кон-

центрацией КС 100 мг/мл и скоростью высвобождения 1 мкл/ч.
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Modeling Hypercorticosteronemia in Rats Using Osmotic Pumps

M. V. Onufrieva, *, Yu. V. Moiseevaa, and N. V. Gulyaevaa, **
aInstitute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology of the Russian Academy of Sciences,

Moscow, Russia
*e-mail: mikeonuf1@mail.ru
**e-mail: nata_gul@ihna.ru

Administration of the adrenal hormone corticosterone by injection or subcutaneous im-

plantation of dosed release forms is often used to model situations involving the effects of

various stressors on the brain. This methodological study investigated the possibility of

using osmotic pumps (OP) manufactured by Alzet with a capacity of 200 μL and a re-

lease rate of 1 μL/h loaded with corticosterone solutions of 25, 50 and 100 mg/mL or a
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solvent (dimethyl sulfoxide/polyethylene glycol-400). The purpose of the work was to

determine the optimal concentration of corticosterone solution loaded into osmotic

pumps to create an increased level of hormone in the blood and brain regions of rats. An

increase in blood corticosterone levels was observed only on day 3 in the group of rats

implanted with osmotic pumps with a maximum corticosterone concentration of

100 mg/mL (OP-100). Corticosterone accumulation in the frontal cortex, neocortex and

hippocampus increased significantly by day 3 after implantation in the OP-100 group.

Thus, osmotic pumps with a corticosterone solution in DMSO/PEG-400, at hormone

concentration of 100 mg/mL and release rate of 1 μL/h can be used to create an elevated

corticosterone level in the blood and brain regions of rats.

Keywords: corticosterone, neocortex, frontal cortex, hippocampus, osmotic pumps
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