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Уровень апоптоза в клетках неокортекса и гиппокампа белых 
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Резюме

Глипролины обладают широким спектром фармакологических эффектов, в том числе антиоксидантной активно-
стью. Это может быть использовано при коррекции функциональных и морфологических нарушений головного 
мозга после черепно-мозговой травмы (ЧМТ) за счет ингибирования вторичных повреждений, профилактика 
которых является главным способом улучшения исходов ЧМТ. Цель исследования – изучить уровень апоптоза 
в клетках собственно теменной доли (СТД) и поля CA1 гиппокампа половозрелых самцов крыс Вистар после 
легкой ЧМТ и курсового введения глипролина RPGP (Arg-Pro-Gly-Pro). Материал и методы. В эксперименте 
использовали ткани мозга крыс (n = 38). Легкую ЧМТ моделировали путем свободного падения груза. После 
травмы животные получали внутрибрюшинно пептид RPGP в дозе 0,1 мг/кг, растворенный в 0,9%-м растворе 
NaCl, или 0,9%-й раствор NaCl. Уровень апоптоза в тканях мозга оценивали по экспрессии антигена p53 мето-
дом иммуногистохимии. Результаты. На 22-й день после ЧМТ повышается количество клеток глии, вступив-
ших в апоптоз во II слое СТД головного мозга крыс Вистар. У животных, подвергнутых моделированной ЧМТ и 
21 день получавших внутрибрюшинно RPGP дозе 0,1 мг/кг, уровень апоптоза не повышался. Заключение. Уста-
новлено, что после курсового введения RPGP на фоне ЧМТ уровень апоптоза в клетках нейроглии снижается.
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Abstract

Glyprolines have a wide range of pharmacological effects, including antioxidant effects. This can be used to correct 
functional and morphological disorders of the brain after traumatic brain injury (TBI) by inhibiting secondary damage, 
the prevention of which is the main way to improve TBI outcomes. The aim of the study was to investigate the level 
of apoptosis in the cells of the proper parietal lobe (PPL) and the CA1 field of the hippocampus of mature male Wistar 
rats after mild TBI and a course of glyproline RPGP (Arg-Pro-Gly-Pro). Material and methods. Rat brain tissues 
(n = 38) were used in the experiment. Mild TBI was modeled by free fall of a load. After the injury, the animals received 
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intraperitoneal RPGP peptide at a dose of 0.1 mg/kg, dissolved in 0.9% NaCl solution or NaCl solution. The level of 
apoptosis in brain tissues was assessed by the expression of p53 antigen using immunohistochemistry. Results. On the 
22st day after TBI, the number of glial cells that entered into apoptosis in layer II of the proper parietal lobe (PPL) of 
the Wistar rat brain increases. In animals subjected to simulated TBI and receiving RPGP intraperitoneally at a dose of 
0.1 mg/kg for 21 days, the level of apoptosis did not increase. Conclusion. It was found that after a course of RPGP 
administration against the background of TBI, the level of apoptosis in neuroglial cells decreases.
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Введение
Внимание ряда исследователей сосредото-

чено на пептидных препаратах, что обусловле-
но широким спектром их фармакологических 
эффектов [1]. Стабилизатором искусственных 
регуляторных пептидов (РП) в тканях и жидких 
средах организма служит трипептид Рrо-Glу-Рrо 
(PGP). РП нестабильны в тканях и жидких средах 
организма ввиду множества экзо- и эндопепти-
даз, которые значительно снижают их биодоступ-
ность. Одним из способов решения проблемы не-
стабильности РП стало их обогащение остатками 
пролина. Это объясняется тем, что широко рас-
пространенные низкоспецифичные пептидазы 
не расщепляют связи любой аминокислоты, свя-
занной с пролином, в то время как специфичных 
к пролину пептидаз мало, и сосредоточены они 
в отдельных тканях. В конце XX в. к фрагменту 
адренокортикотропного гормона MEHF (Met-
Glu-His-Phe) присоединили последовательность 
PGP (Рrо-Glу-Рrо), что значительно повысило его 
биодоступность и решило проблему реализации 
терапевтического потенциала. В результате был 
создан препарат MEHFPGP (Met-Glu-His-Phe-
Рrо-Glу-Рrо, «Семакс») [2]. 

РП циркулируют в организме, некоторые 
проникают через гематоэнцефалический барьер. 
Имея мало побочных эффектов, они эффективны 
в низких концентрациях (10–9 М и менее). Воз-
можность комбинирования аминокислот рас-
ширяет перспективы дизайна новых активных 
молекул [2]. В настоящее время доказана нейро-
метаболическая, ангиопротективная, нейротро-
фическая, антигипоксическая, стрессопротектор-
ная, гипогликемическая, гиполипидемическая, 

иммунотропная активность РП. В ходе экспери-
ментальных исследований на крысах, находящих-
ся в состоянии стресса, подтверждено наличие 
антиоксидантных свойств у пролинсодержащих 
соединений [3]. Показано, что глипролины по-
давляют генерацию активных форм кислорода и 
восстанавливают показатели ферментного звена 
антиоксидантной защиты миокарда белых крыс 
в условиях экспериментального гипертиреоза [4]. 
Продолжается изучение влияния РП на регенера-
тивные свойства и гомеостаз тканей организма. 
Актуальной остается тема защиты нервной ткани, 
особо чувствительной к свободнорадикальному 
окислению из-за высокого содержания липидов. 
Мозговая ткань имеет низкий регенеративный 
потенциал, высокую интенсивность метаболиз-
ма, крайне чувствительна к гипоксии и ишемии. 
Коррекция нарушений работы мозга является 
одним из важных направлений в фармакологии. 
Профилактические мероприятия, направленные 
на снижение интенсивности вторичных повреж-
дений, улучшают исход ЧМТ. А такие вторичные 
механизмы, как нарушение антиоксидантной за-
щиты и увеличение интенсивности свободнора-
дикального окисления, выступают одними из ве-
дущих в гибели клеток после черепно-мозговой 
травмы (ЧМТ). 

Наличие нейромодулирующей активности у 
соединения TKPRPGP (Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-
Pro, «Селанк») позволило предположить подоб-
ные свойства у его аналога. Согласно данным ли-
тературы, RPGP обладает антитромботическим, 
антиагрегационным, противовирусным и имму-
номодулирующим действием [5]. Одним из пу-
тей проникновения РП в клетку и реализации их 
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эффектов может быть процесс нерецепторной ин-
тернализации. Этим свойством обладают корот-
кие пептиды, имеющие в своем составе не более 
30 аминокислот (cell-penetrating peptides, CPPs). 
Благодаря структурным особенностям пептиды 
интегрируются в состав плазмалеммы («заяко-
риваются»), затем пенетрируют ее и проходят в 
цитоплазму. Для этого нужны высокое содержа-
ние основных аминокислот с приданием пептиду 
положительного заряда и вторичная структура в 
виде альфа-спирали (для большинства пептидов 
этой группы). Также для таких пептидов харак-
терна амфифильность – содержание в составе 
полярных (заряженных) и неполярных (гидро-
фобных) аминокислот (аланин, глицин, пролин 
и др.). Основная и положительно заряженная 
аминокислота аргинин обеспечивает «заякорива-
ние» пептида c отрицательно заряженными ком-
понентами плазматической мембраны (например, 
протеогликанами), а PGP как гидрофобный ком-
понент способен интегрироваться в мембрану, 
взаимодействуя с гидрофобными хвостами. При-
сутствие остатка аргинина в последовательности 
RPGP приводит к стабилизации структуры нукле-
иновой кислоты путем образования двух связей 
с атомами кислорода соседних фосфодиэфирных 
групп [6, 7]. Наличие аргинина в составе СРРs 
облегчает их интернализацию [8]. Исследуемый 
нами RPGP относится к олигопептидам, имею-
щим в своем составе глицин и пролин. Согласно 
исследованиям [9], такие соединения корректи-
руют постстрессорные нарушения у животных, 
возможно, из-за присутствия глицина, который 
участвует в синтезе глутатиона, способствующе-
го защите клеток при окислительном стрессе.

Цель исследования – изучить уровень апоп-
тоза в клетках собственно теменной доли (СТД) 
неокортекса и поля CA1 гиппокампа половозре-
лых самцов Вистар после легкой ЧМТ и введения 
глипролина RPGP. 

Материал и методы
Исследовали головной мозг 38 половозрелых 

самцов Вистар в возрасте 2,5–3,5 месяца. Жи-
вотные приучались к рукам экспериментаторов, 
содержались при температуре 17–22 °С со сво-
бодным доступом к пище и воде. Выполненный 
эксперимент соответствует Директиве 2010/63/
EU Европейского парламента и Совета Европей-
ского Союза от 22.09.2010 по охране животных, 
используемых для научных целей, и Федерально-
му закону «Об ответственном обращении с жи-
вотными и о внесении изменений в отдельные 
законодательные акты Российской Федерации» 
№ 498-ФЗ от 27.12.2018. Протокол исследования 

утвержден на заседании этического комитета при 
ФГБОУ ВО «Дальневосточный государственный 
медицинский университет» Минздрава России 
(протокол № 2 от 05.02.2019).

В первый день животным трех групп наноси-
ли легкую ЧМТ путем свободного падения груза 
[10]. Было сформировано четыре группы: «Ин-
тактные» (n = 8) – интактные животные; «ЧМТ» 
(n = 10) – крысы, подвергнутые моделированной 
ЧМТ легкой степени тяжести; «ЧМТ + NaCl» 
(n = 10) – крысы, после травмы получавшие в те-
чение 21 дня внутрибрюшинно 0,9%-й раствора 
NaCl; «ЧМТ + RPGP» (n = 10) – животные, под-
вергнутые ЧМТ и 21 день получавшие внутри-
брюшинно RPGP, растворенный в 0,9%-м раство-
ре NaCl, в дозе 0,1 мг/кг. Животных выводили из 
эксперимента на 22-е сутки путем быстрой дека-
питации под ингаляционным наркозом парами 
хлороформа. Правое полушарие мозга фиксиро-
вали в цинк-этанол-формальдегиде, подвергали 
стандартной гистологической обработке, после 
чего изготавливали парафиновые срезы толщи-
ной 3 мкм. 

Иммуногистохимическое (ИГХ) окраши-
вание проводили с использованием набора 
Novolink TM Polymer Detection System (Leica 
Biosystems, США) в соответствии с протоколом 
производителя. После депарафинизации и тепло-
вой демаскировки с цитратным буфером pH 6 в 
гистопроцессоре HISTOS 5 (Milestone, Италия) 
в течение 5 мин эндогенную пероксидазу бло-
кировали раствором Peroxidase Block. После по-
следующей промывки в трис-буфере с Твин-20 
(TBS) наносили на срезы Protein Block и инкуби-
ровали в течение 5 минут. Повторно промывали в 
растворе TBS 2 раза по 5 мин, наносили на сре-
зы первичные моноклональные антитела к р53 
(клон DO-7, Leica Biosystems) и инкубировали 
в течение 30 мин. Далее еще дважды промыва-
ли в TBS, наносили на срезы раствор вторичных 
антител Post Primary, инкубировали в течение 30 
мин и еще 2 раза промывали в TBS по 5 минут. 
Потом наносили на срезы Novolink TM Polymer 
и инкубировали в течение 30 мин, промывали в 
TBS 2 раза по 5 минут. Далее на срезы капали по 
100 мкл рабочего раствора 3,3’-диаминобензиди-
на на 5 мин (хромоген перед использованием был 
разведен в соотношении 1/20 в буфере Novolink™ 
DAB Substrate Buffer). Все реактивы, использо-
ванные при ИГХ-окраске, кроме первичных анти-
тел, были из набора Novolink™ Polymer Detection 
System (Leica Biosystems, США). Докрашивали 
гематоксилином для определения локализации 
ядер клеток. В результате ИГХ-реакции иммуно-
позитивные ядра в области экспрессии маркеров 
апоптоза белка p53 приобретают светло-корич-
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невый цвет, иммунонегативные ядра окрашены в 
оттенки синего цвета. 

На световом микроскопе «Микмед-6» АО 
«ЛОМО», Россия (×1000) просматривали не менее 
500 клеток в каждой локализации. Подсчитывали 
меченые ядра и определяли их долю среди немече-
ных. Морфометрию осуществляли в трех локали-
зациях: II и V слои СТД коры больших полушарий, 
поле СА1 гиппокампа. Выбор локаций для оценки 
возможного проапоптотического влияния ЧМТ и 
коррекционных эффектов глипролина обусловлен 
тем, что RPGP тестируются как потенциальный 
ноотроп. Слой V СТД состоит из пирамидных 
клеток, аксоны которых составляют пирамидную 
систему, II слой СТД относится к ассоциативным 
путям коры, поле СА1 гиппокампа представляет 
собой отдел старой коры; взаимодействие этих 
областей мозга обеспечивает основные функции 
мозга. 

Данные подвергали статистической обработ-
ке с использованием программного обеспечения 
STATISTICA 10.0. Поскольку, согласно критерию 
Шапиро – Уилка, распределение вариант отли-
чалось от нормального, рассчитывали медиану 
и межквартильный интервал (Me [Q1; Q3]) [11]. 
Значимость различий между группами оценива-
ли по U-критерию Манна – Уитни и считали зна-
чимыми при р < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Установлено, что на 22-й день после ЧМТ 

(группа «ЧМТ») существенно изменяется уро-
вень апоптоза в клетках нейроглии СТД головно-
го мозга крыс Вистар (таблица): наблюдали уве-
личение количества меток на белок p53 в клетках 
II и V слоя по сравнению с группой «ЧМТ + NaCl» 
и сонаправленные изменения по сравнению с 

группой «Интактные», но только во II слое СТД. 
Между группами «ЧМТ + NaCl» и «Интактные» 
различий по уровню апоптоза не было. В группе 
«ЧМТ + RPGP» наблюдали снижение количества 
меток на белок p53 в клетках нейроглии II слоя 
СТД по сравнению с группой «ЧМТ», но не груп-
пой «Интактные». Во всех экспериментальных 
группах не выявлено статистически значимых 
изменений количества маркеров на антиген p53 
в клетках нейроглии поля СA1 гиппокампа (см. 
таблицу). 

Используя ИГХ-окрашивание, мы не зафик-
сировали изменений в уровне апоптоза в популя-
ции нейронов головного мозга в исследованных 
локализациях во всех экспериментальных груп-
пах (см. таблицу). Это может быть связано с нор-
мализацией осмотического давления, церебраль-
ного кровотока с восстановлением центрального 
венозного и артериального давления, увеличе-
нием количества пирувата и АТФ в ткани мозга, 
как при введении изотонического раствора NaCl 
после инсульта [12]. Назначение аргининсодер-
жащих пептидов при ЧМТ в дозе 0,1 мг/кг поло-
жительно влияет на СТД головного мозга белых 
крыс Вистар. Количество глиоцитов, экспресси-
рующих p53 при введении RPGP после ЧМТ, не 
отличается от показателей в группе «Интактные». 
Это предполагает антиапоптотическую актив-
ность RPGP, которую можно считать комплексной 
(антиоксидантное воздействие, снижение уровня 
каспаз и провоспалительных цитокинов, повы-
шение содержания нейротрофических факторов) 
[5]. В нашем исследовании у пептида RPGP в дозе 
0,1 мг/кг показаны антиапоптотические свойства 
после ЧМТ в отношении II слоя СТД неокортекса 
крыс Вистар. Полученные данные согласуются с 
предположениями [13], что аргининсодержащие 

Экспрессия антигена p53 в двух локализациях СТД неокортекса и в нервной ткани поля CA1 гиппокампа 
самцов крыс Вистар, %

Expression of p53 antigen in two localizations of the proper parietal lobe of the neocortex and in the nervous 
tissue of the CA1 field of the hippocampus of male Wistar rats, %

Объект морфометрии Интактные ЧМТ ЧМТ + NaCl ЧМТ + RPGP
II слой СТД
Нейроны 0 0 0 0
Глиоциты 5,41 [1,31; 11,53]* 12,80 [7,37; 16,93] 5,44 [2,90; 10,39]* 5,43 [3,45; 8,89]*
V слой СТД
Нейроны 0 0 0 0
Глиоциты 6,39 [0,00;12,54] 9,11 [2,45;19,40] 3,27 [0,00; 5,08]* 4,77 [0,00; 8,33]
Поле CA1 гиппокампа
Нейроны 0 0 0 0
Глиоциты 2,38 [0,00; 7,94] 0,00 [0,00; 8,19] 0,00 [0,00; 4,00] 1,43 [0,00; 5,56] 

Примечание. * – отличие от величины соответствующего показателя группы «ЧМТ» статистически значимо при р < 0,05.
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пептиды имеют дозозависимый эффект. Это мо-
жет быть связано с системой оксида азота: при 
физиологических концентрациях (0,1 мг/кг) ок-
сид азота выступает в роли антиоксиданта, а уже 
при 1 мг/кг ‒ как прооксидант [14, 15]. 

В отдаленных последствиях ЧМТ на 22-й 
день мы наблюдали в основном поражение 
клеток глии II слоя СТД головного мозга, что, 
возможно, является следствием его непосред-
ственной близости с местом приложения повреж-
дающего агента, малой силы и придаваемого им 
ускорения мозга (которые сильно не повреждают 
V слой коры больших полушарий и слои гиппо-
кампа). В дополнение это может свидетельство-
вать о роли в отдаленных последствиях ЧМТ 
гематоэнцефалического барьера с увеличением 
его проницаемости (разрыв плотных соедине-
ний и базальной мембраны) и о воздействии на 
астроциты белков плазмы (с инициацией нейро-
воспаления), приводящем к атипичному ответу, 
который характеризуется сниженной экспресси-
ей гомеостатических белков (транспортер глута-
мата-1, калиевые каналы внутреннего выпрямле-
ния Kir4.1, кальций-связывающий белок β S100, 
глутаминсинтетаза, коннексин 43, компонент 
дистрофин-ассоциированного гликопротеиново-
го комплекса β-дистрогликан, аквапорин-4), ти-
пичных для астроцитов, и отеком их концевых 
ножек. Показано, что многие клетки выживают 
после повреждения, однако могут наблюдаться 
длительные физиологические изменения или бо-
лее поздняя гибель клеток отдельными волнами. 
Нарушение гематоэнцефалического барьера мо-
жет сохраняться в течение многих лет и в значи-
тельной степени связано с долгосрочным невроло-
гическим дефицитом у перенесших ЧМТ [16–18]. 

Через 21 день после моделированной ЧМТ 
мы не наблюдали апоптоз нейронов. Возможно, 
это обусловлено недостаточно сильным воздей-
ствием и/или уже свершившимся восстановлени-
ем популяции клеток к 22-му дню за счет актива-
ции нейропротективного фенотипа нейроглии (с 
выработкой противовоспалительных цитокинов 
и глутаматного транспортера для уменьшения 
эксайтотоксичности) [20]. 

Заключение
После 21-дневного внутрибрюшинного введе-

ния пептида RPGP в дозе 0,1 мг/кг на фоне ЧМТ 
уровень апоптоза в популяции нейроглии во II 
слое СТД головного мозга белых крыс ниже, чем 
у животных, не получавших пептид после трав-
мы. Протективный эффект глипролина, возможно, 
объясняется его антиоксидантной активностью. 
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