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АННОТАЦИЯ 

Актуальность. Неконтролируемый ход реакций апоптоза лежит в основе большого  

спектра патологических процессов, включая и ишемические события.  

Цель. Изучить анти-апоптотические свойства некоторых рацетамов при эксперименталь-

ной ишемии головного мозга у крыс.  

Материалы и методы. Церебральную ишемию моделировали у крыс линии Wistar путем 

необратимой окклюзии средней мозговой артерии. Изучаемые соединения и референтный 

препарат — пирацетам вводили per os в дозе 250 мг/кг. Через 72 часа ишемического пе-

риода у крыс в мозговой ткани оценивали активность апоптотических систем путем опре-

деления концентрации апоптоз-индуцирующего фактора (АИФ), каспазы-3, ионизирован-

ного кальция, латентного времени открытия митохондриальной поры переходной прони-

цаемости и зоны некроза головного мозга.  

Результаты. Проведенное исследование показало, что применение изучаемых соединений 

способствовало снижению интенсивности реакций, как каспаза-зависимого, так и  

каспаза-независимого апоптоза, что выражалось в уменьшении концентрации АИФ и  

каспазы-3 на 32,4% (p < 0,05); 34,6% (p < 0,05); 31,1% (p < 0,05), и 41,9% (p < 0,05); 39,1%  

(p < 0,05); 34,5% (p < 0,05) при введении PirPr, PirAc и PirBut соответственно.  

Также применение исследуемых веществ приводило к увеличению латентного периода  

открытия митохондриальной поры переходной проницаемости, снижению концентрации 

внутриклеточного кальция и сокращению зоны некроза головного мозга. При этом,  

фармакологический эффект при введении соединения PirAc превосходил действие пираце-

тама и остальных изучаемых веществ. 

Выводы. На основании полученных результатов можно предполагать наличие  

у исследуемых рацетамов нейропротекторного действия, реализуемого за счет подавления 

реакций апоптоза. 
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ABSTRACT 

INTRODUCTION: Uncontrolled course of apoptosis reactions underlies a wide range  

of pathological processes, including ischemic events. 

AIM: To evaluate the anti-apoptotic properties of some racetams in experimental brain ischemia 

in rats. 

MATERIALS AND METHODS: Cerebral ischemia was modeled in Wistar rats by irreversible 

occlusion of the middle cerebral artery. The test-compounds and the reference drug piracetam 

were administered per os at a dose of 250 mg/kg. After 72 hours of the ischemic period,  

the activity of apoptotic systems in the brain tissue was evaluated by determining the  

concentration of the apoptotic-inducing factor (AIF), caspase-3, ionized calcium, the latent  

opening time of the mitochondrial transition permeability pore and the zone of brain necrosis. 

RESULTS: The study showed that the use of the studied compounds contributed to a decrease  

in the intensity of reactions, both caspase-dependent and caspase-independent apoptosis, which 

was reflected in a decrease in the concentration of AIF and caspase-3 by 32.4% (p < 0.05); 

34.6% (p < 0.05); 31.1% (p < 0.05), and 41.9% (p < 0.05); 39.1% (p < 0.05); 34.5% (p < 0.05) 

when PirPr, PirAc and PirBut were administered, respectively. Also, the use of the studied  

substances led to an increase in the latent period of opening the mitochondrial transition  

permeability pore, a decrease in the concentration of intracellular calcium and the zone of brain  

necrosis. At the same time, the pharmacological effect of the administration of the compound  

PirAc exceeded the effect of piracetam and other test substances. 

CONCLUSIONS: Based on the results obtained, it can be assumed that the studied racetams 

have neuroprotective action, realized through suppression of the reactions of apoptosis. 
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Актуальность 

Апоптоз — процесс запрограммиро-

ванной гибели клеток, характеризующий-

ся отчетливыми морфологическими изме-

нениями, протекающими по энергозави-

симым биохимическим механизмам. 

Апоптоз является нормальным физиоло-

гическим процессом, направленным на 

элиминацию поврежденных клеток, что 

обеспечивает поддержание гомеостатиче-

ских механизмов клеточной пролифера-

ции. Существует множество стимулов, 

как эндо-, так и экзогенных, способных 

активировать про-апоптотический сигнал. 

При этом, в условиях физиологического 

апоптоза, данный сигнал контролируется 

соответствующими ингибиторами, на-

пример, факторами роста и гормонами [1]. 

На сегодняшний день установлено, что 

неконтролируемый ход реакций апоптоза 

лежит в основе большого спектра патоло-

гических процессов, включая и ишемиче-

ские события. В частности, в условиях це-

ребральной ишемии активация апоптоза 

ведет к гибели нейронов в области «пе-

нумбры», увеличивая тем самым степень 

повреждения головного мозга [2]. В зоне 

ишемии запрограммированная гибель 

клетки протекает по строго энергозависи-

мому механизму и непосредственно свя-

зана с митохондриальной функцией и 

синтезом АТФ. Так при недостаточной 

продукции макроэргических соединений 

наблюдается экспрессия про-апоптотичес-

ких молекул семейства Bcl-2, прямо акти-

вирующих эффекторные каспазы, напри-

мер, каспазу-3. В то же время, разобщение 

реакций окислительного фосфорилирова-

ния приводит к рилизингу митохондри-

альных индукторов апоптоза — апоптоз-

индуцирующего фактора и циклофиллина 

D, которые секвенируют ДНК через акти-

вацию эндонуклеазы G [3]. Учитывая зна-

чимую роль апоптоза в прогрессировании 

нейродегенеративных процессов при 

ишемическом инсульте, подавление апоп-

тотического каскада можно считать пер-

спективным направлением нейропротек-

тивной терапии, на что указывает 

Charriaut–Marlangue, 2004 [4]. «Защитное» 

действие рацетамов в отношении нервной 

ткани было установлено в ряде экспери-

ментальных работ. Zhang, et al., 2020 по-

казали, что применение оксирацетама при 

β-амилоид-индуцированной цитотоксич-

ности способствовало уменьшению про-

дукции ФНО-α и, соответственно, актив-

ности апоптоза [5]. Родоначальник класса 

рацетамов — пирацетам также оказывает 

нейропротекторный эффект, связанный с 

регуляцией сигнального пути Akt-mTOR 

[6]. В ранее проведенных исследованиях 

было установлено, что применение соеди-

нений PirPr, PirAc и PirBut способствова-

ло восстановлению эндотелиальной 

функции в условиях ишемии головного 

мозга у крыс, что может свидетельство-

вать о высоком нейротропном потенциале 

этих веществ и послужило критерием вы-

бора данных соединений в качестве изу-

чаемых объектов в текущей работе [7].  

Цель. Оценить влияние отдельных 

рацетамов на изменение активности сис-

тем апоптоза в условиях эксперименталь-

ной церебральной ишемии. 

Материалы и методы 

Исследование выполнено на 72 по-

ловозрелых крысах-самцах линии Wistar, 

полученных из питомника лабораторных 

животных «Рапполово» (Ленинградская 

обл.). На время исследования крысы со-

держались в контролируемых условиях 

экспериментального вивария, исключая 

скученность животных (по 6 особей в 

клетке), со свободным доступом к воде и 

корму. Все манипуляции и содержание 

животных соответствовали международ-

ным нормам экспериментальной этики 

(Директива 2010/63/ЕС Европейского 

парламента и совета по защите животных, 

используемых в научных целях, 22 сен-

тября 2010 г.). В ходе исследования были 

сформированы следующие эксперимен-

тальные группы: ЛО — ложноопериро-

ванные животные, которым патологию не 
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воспроизводили; НК — негативный кон-

троль — с воспроизведенной ишемией 

головного мозга, но лишенная фармаколо-

гической поддержки; группа животных, 

которой вводили препарат сравнения — 

пирацетам («Ноотропил» USB Pharm, 

Бельгия); группы крыс, получавшие ис-

следуемые соединения PirPr, PirAc и 

PirBut соответственно. Количество жи-

вотных в каждой экспериментальной 

группе равнялось 12 особям. Ишемию го-

ловного мозга у крыс моделировали под 

хлоралгидратной анестезией (350 мг/кг, 

внутрибрюшинно) по методу Tamura пу-

тем правосторонней необратимой термо-

коагуляции средней мозговой артерии [8]. 

Референтный препарат и изучаемые со-

единения вводили per os в дозе 250 мг/кг в 

виде тонкодисперсной водной суспензии 

на протяжении трех дней после операции 

(однократно в сутки) [7], НК группа крыс 

получала воду, очищенную в эквивалент-

ном объеме. Первое введение референта и 

исследуемых веществ осуществляли через 

30 минут после окклюзии средней мозго-

вой артерии. На 4-й день крыс декапити-

ровали (под хлоралгидратной анестезией), 

вскрывали черепную коробку и извлекали 

головной мозг. У 6 животных из группы 

головной мозг гомогенизировали в фос-

фатно-солевом буфере с рН 7,4 в механи-

ческом гомогенизаторе Поттера при час-

тоте ударов 24 в минуту при нормальном 

атмосферном давлении и температуре не 

более 4°С. Полученный гомогенат ис-

пользовали для определения зоны некроза 

головного мозга, оцениваемой трифенил-

тетразолиевым методом [8]. У оставшихся 

6 крыс мозг гомогенизировали в среде, 

содержащей 1 ммоль/л ЭГТА, 215 

ммоль/л маннита, 75 ммоль/л сахарозы, 

0,1% раствор БСА, 20 ммоль/л HEPES, с 

рН 7,2. Гомогенат центрифугировали в 

течение 15 минут при 10000g и отбирали 

полученный супернатант. В супернатанте 

головного мозга оценивали изменение 

латентного времени открытия митохонд-

риальной поры переходной проницаемо-

сти (МППП), активности апоптоза и кон-

центрации ионизированного кальция. 

Время открытия МППП определяли 

спектрофотометрически при 540 нм при 

внесении в среду ингибитора МППП — 

циклоспорина А (1 ммоль/л). Содержание 

кальция оценивали флуорометрическим 

методом с использованием в качестве ре-

портера Fura-2/AM при длинах волн воз-

буждения/эмиссии 340 нм/380 нм. Интен-

сивность апоптотических реакций изучали 

по изменению содержания активной фор-

мы каспазы-3 и апоптоз-индуцирующего 

фактора (АИФ/AIF) методом твердофаз-

ного иммуноферментного анализа. Вели-

чину спектрофотометрического сигнала 

регистрировали на микропланшетном ри-

дере Infinite F50. Изменение флуоресцен-

ции оценивали на спектрофлуориметре 

Hitachi MPF-4 [9].  

Полученные данные выражали в виде 

M ± SEM (среднее ± стандартная ошибка 

среднего). Сравнение групп средних  

проводили методом однофакторного дис-

персионного анализа с пост-обработкой 

Ньюмена-Кейлса при уровне значимости  

р < 0,05. Статистический анализ выпол-

нялся с использованием программного па-

кета Statistica 6.0. 

Результаты 

В ходе проведения исследования 

было установлено, что у НК группы крыс 

в сравнении с ЛО животными наблюда-

лось увеличение концентрации внутри-

клеточного кальция (рис. 1) в 7,4 раза  

(p < 0,05), АИФ — в 10,1 раза (p < 0,05) и 

каспазы-3 (рис. 2) — в 4,7 раза (p < 0,05). 

При этом, у НК группы крыс латентное 

время открытия МППП (рис. 3) уменьши-

лось в сравнении с аналогичным показа-

телем ЛО крыс на 49,9% (p < 0,05). 

При применении пирацетама отме-

чено уменьшение содержания ионизиро-

ванного кальция и каспазы-3 по отноше-

нию к НК группе животных на 23,6%  

(p < 0,05) и 36,4% (p < 0,05) соответственно. 

Кроме того, у крыс, получавших пирацетам,  
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Рис. 1. Влияние исследуемых соединений и препарата сравнения на изменение  

концентрации кальция в супернатанте головного мозга крыс.  

Примечание: # — статистически достоверно относительно ЛО животных (критерий  

Ньюмена–Кейлса p < 0,05); * — статистически достоверно относительно НК животных  

(критерий Ньюмена–Кейлса p < 0,05); Δ — статистически достоверно относительно животных,  

получавших пирацетам (критерий Ньюмена–Кейлса p < 0,05). 

 

 

 
 

Рис. 2. Влияние исследуемых соединений и препарата сравнения на изменение  

концентрации про-апоптотических маркеров в супернатанте головного мозга крыс.  

Примечание: # — статистически достоверно относительно ЛО животных (критерий  

Ньюмена–Кейлса p < 0,05); * — статистически достоверно относительно НК животных  

(критерий Ньюмена–Кейлса p < 0,05); Δ — статистически достоверно относительно животных, 

получавших пирацетам (критерий Ньюмена–Кейлса p < 0,05). 
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Рис. 3. Влияние исследуемых соединений и препарата сравнения на изменение  

латентного времени открытия митохондриальной поры переходной проницаемости. 

Примечание: # — статистически достоверно относительно ЛО животных (критерий  

Ньюмена–Кейлса p < 0,05); * — статистически достоверно относительно НК животных 

(критерий Ньюмена–Кейлса p < 0,05); Δ — статистически достоверно относительно  

животных, получавших пирацетам (критерий Ньюмена–Кейлса p < 0,05). 

 

 

 
 

Рис. 4. Влияние исследуемых соединений и препарата сравнения на изменение зоны 

некроза головного мозга у крыс.  

Примечание: # — статистически достоверно относительно ЛО животных (критерий  

Ньюмена–Кейлса p < 0,05); * — статистически достоверно относительно НК животных 

(критерий Ньюмена–Кейлса p < 0,05); Δ — статистически достоверно относительно  

животных, получавших пирацетам (критерий Ньюмена–Кейлса p < 0,05). 
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отмечено увеличение времен открытия 

МППП на 33,4% (p < 0,05), а зона цереб-

рального некроза (рис. 4), напротив, 

уменьшилась на 23,7% (p < 0,05). 

На фоне введения животным иссле-

дуемых соединений PirPr, PirAc и PirBut 

содержание кальция в супернатанте го-

ловного мозга снизилось по отношению к 

НК группе крыс на 41,6% (p < 0,05); 53,9% 

(p < 0,05) и 29,2% (p < 0,05) соответствен-

но. Латентное время открытия МППП при 

применении изучаемых производных 2-

пирролидона относительно НК группы 

животных увеличилось на 44,7% (p < 0,05) 

— при введении соединения PirPr, 60,1% 

(p < 0,05) — соединения PirAc и 34,3% 

(p < 0,05) — соединения PirBut. 

Концентрация АИФ при введении 

животным соединений PirPr, PirAc и 

PirBut уменьшилась по отношению к НК 

группе крыс на 32,4% (p < 0,05); 34,6% 

(p < 0,05) и 31,1% (p < 0,05) соответствен-

но, при этом содержание каспазы-3 сни-

зилось соответственно на 41,9% (p < 0,05), 

39,1% (p < 0,05) и 34,5% (p < 0,05). 

Стоит отметить, что зона некроза 

головного мозга при применении изучае-

мых производных 2-пирролидона снизи-

лась на 32,1% (p < 0,05), 39,0% (p < 0,05) и 

28,7% (p < 0,05) на фоне введения веществ 

PirPr, PirAc и PirBut соответственно (рис. 

4). Кроме того, у крыс, получавших PirAc, 

зона некроза, концентрация АИФ и каль-

ция были ниже таковых у животных,  

которым вводили пирацетам, на 20,0%  

(p < 0,05), 34,6% (p < 0,05) и 39,7%  

(p < 0,05), а время открытия МППП — 

выше на 61,1% (p < 0,05). При примене-

нии соединения PirPr содержание АИФ и 

ионизированного кальция уменьшились 

по отношению к группе животных, полу-

чавших референтный препарат, на 32,4% 

(p < 0,05) и 23,5% (p<0,05) соответственно.  

Обсуждение 

Проведенное исследование показа-

ло, что применение соединений — пред-

ставителей ряда рацетамов PirPr, PirAc и 

PirBut, способствовало снижению интен-

сивности апоптотических реакций в моз-

говой ткани, при этом триггером умень-

шения активности апоптоза может слу-

жить снижение внутриклеточной концен-

трации ионизированного кальция. Из-

вестно, что избыток ионов кальция, про-

никая в митохондрии посредством мито-

хондриального кальциевого унипортера, 

индуцирует образование макромолеку-

лярного комплекса — митохондриальной 

поры переходной проницаемости, кото-

рая в подавляющем большинстве случае 

является «точкой невозврата» апоптоти-

ческого события. В силу того, что одной 

из составляющих МППП является F1F0- 

АТФ-синтаза (теряющая свою активность 

при образовании МППП), формирование 

данного митохондриального порина ве-

дет к существенному уменьшению синте-

за АТФ и активации каспаза-зависимого 

апоптоза, поскольку активность эффек-

торных каспаз находится в прямой про-

порциональной зависимости от уровня 

макроэргических веществ в клетке [10]. В 

то же время кальциевая перегрузка при-

водит к «набуханию» митохондриальных 

мембран (так называемый феномен 

«blebs»), увеличивая степень высвобож-

дения про-апоптотических молекул, 

представленных АИФ. Описанные про-

цессы приводят к секвенированию ДНК и 

потере структурной целостности клетки, 

что в свою очередь ведет к интенсифика-

ции некротических процессов в мозговой 

ткани, усиливая степень нейрональной 

деструкции [11]. В этой связи уменьше-

ние содержания ионизированного каль-

ция на фоне введения животным соеди-

нений PirPr, PirAc и PirBut, опосредует 

подавление активности систем каспаза-

зависимого и каспаза-независимого апоп-

тоза, снижая величину зоны некроза го-

ловного мозга. Стоит отметить, что наи-

более выраженный анти-апоптотический 

эффект был отмечен при применении аце-

тил-замещенного производного 2-

пирролидона, которое по уровню фарма-
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кологической активности превосходило 

референтный препарат — пирацетам в эк-

вивалентной дозе. 

Выводы 

1. Экспериментальная ишемия го-

ловного мозга, вызванная необратимой 

окклюзией средней мозговой артерии, 

приводит к увеличению активности апоп-

тоза, выражающейся в повышении концен-

трации внутриклеточного кальция, сниже-

нии латентного времени открытия мито-

хондриальной поры переходной прони-

цаемости и увеличении концентрации ос-

новных маркеров апоптоза — апоптоз-

индуцирующего фактора и каспазы-3.  

2. Применение исследуемых соеди-

нений-рацетамов способствовало редук-

ции апоптотического сигнала, как каспа-

за-зависимого, так и каспаза-независи-

мого, что выражалось в уменьшении кон-

центрации апоптоз-индуцирующего фак-

тора и каспазы-3.  

3. Применение изучаемых соеди-

нений приводило к снижению концен-

трации ионизированного кальция, зоны 

некроза головного мозга и повышению 

латентного времени открытия митохон-

дриальной поры переходной проницае-

мости. При этом, веществом с наиболее 

выраженным фармакологическим эф-

фектом являлось соединение PirAc, на 

фоне введения которого зона некроза, 

концентрации апоптоз-индуцирующего 

фактора и кальция были ниже таковых у 

животных, получавших референтный 

препарат. 

Полученные результаты могут сви-

детельствовать о наличии у изучаемых 

рацетамов церебропротекторной активно-

сти, которая реализуется через подавление 

патологических реакций апоптоза. 
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