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Резюме

С появлением неинвазивных визуализационных методов (МРТ и оптической когерентной томографии) 
появилась возможность выявлять у больных рассеянным склерозом (РС) ранние дегенеративные изменения в 
ЦНС, вызванные демиелинизацией, воспалением, аксональными потерями, которые обычно скрыты симптомами 
острого воспаления. Возможность ранней диагностики смещает фокус в поиске эффективных средств лечения 
РС к агентам, повышающим ремиелинизацию. Большой интерес в связи с этим вызывают индукторы сигнального 
пути транскрипционного фактора Nrf2, к которым относятся пентациклические тритерпеноиды, проявляющие 
нейропротекторные свойства в моделях РС. В Новосибирском институте органической химии СО РАН 
синтезирован амид бетулоновой кислоты (АБК) – лупановый тритерпеноид с выраженной цитопротекторной 
активностью, выявленной in vivo в моделях токсического и воспалительного генеза. Целью работы являлась 
оценка миелинпротекторных свойств АБК в модели токсической демиелинизации, вызванной купризоном. 
Материал и методы. Эксперимент проводили на 50 самцах мышей линии С57Bl/6 возрастом 8 недель. Всем 
животным, кроме интактных, вместо воды для питья давали 0,3%-й водный раствор купризона. АБК вводили 
опытным группам внутрижелудочно в дозах 50 и 100 мг/кг пять раз в неделю в течение 8 недель на фоне 
купризоновой интоксикации. Контрольные животные получали водно-твиновую смесь. Референсной группе 
вводили подкожно дважды в неделю 17β-эстрадиол (Sigma-Aldrich, США) в дозе 0,2 мкг на мышь в вазелино-
вом масле (0,1 мл). Интактная группа манипуляциям не подвергалась. Миелинпротекторный эффект оценива-
ли относительно контроля по изменению площади мозолистого тела головного мозга, которую определяли на 
Т2-взвешенных изображениях методом МРТ на сверхвысокопольном томографе BioSpec 117/16 USR (11,7 Тл, 
Bruker BioSpin, ФРГ). Перед МРТ животных наркотизировали смесью кислорода и изофлурана (200 мл мин, 
1,5 % изофлурана). Результаты и их обсуждение. Установлено, что 8-недельное воздействие купризона 
вызывает снижение площади мозолистого тела в контрольной группе на 60 % относительно интактных 
мышей. Введение АБК в дозе 50 мг/кг уменьшает потери миелина на 33 % (р < 0,001), а в дозе 100 мг кг – 
на 20 % (р < 0,01) по сравнению с контролем. 17β-эстрадиол уменьшает демиелинизирующее действие ку-
призона на 17 % (р < 0,05). При этом достоверные различия с интактными животными в показателях площа-
ди мозолистого тела сохраняются во всех экспериментальных группах. Таким образом, АБК и 17β-эстрадиол 
оказывают схожие по характеру миелинпротекторные эффекты, хотя механизмы ремиелинизации у этих 
агентов, очевидно, разные. Потенциальная значимость АБК как миелинпротекторного агента обусловлена 
его способностью активировать внутриклеточные сигнальные каскады, связанные с антиоксидантным и 
противовоспалительным действием. Заключение. Полученные данные свидетельствуют о способности 
АБК стимулировать процессы ремиелинизации, пролонгируя ее в условиях хронической демиелинизации, 
вызванной длительным воздействием купризона. Миелинпротекторный эффект АБК носит дозозависимый  
характер, что подтверждается литературными данными о концентрационной зависимости свойств лупановых 
тритерпеноидов как регуляторов различных внутриклеточных сигнальных сетей. 
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Abstract 

With appearance of non-invasive imaging techniques (MRI and optical coherence tomography), it has become possible 
to detect early degenerative changes in the central nervous system in patients with multiple sclerosis (MS) caused by 
demyelination, inflammation, axonal loss, usually hidden by symptoms of acute inflammation. The possibility of early 
diagnosis shifts the focus in the search for effective MS treatments to the agents that enhance remyelination. The induc-
ers of the Nrf2 transcription factor signaling pathway, such as pentacyclic triterpenoids which exhibit neuroprotective 
properties in MS models, are of great interest in this regard. Amide of betulonic acid (ABA), a lupane triterpenoid with 
pronounced cytoprotective activity, was synthesized in Novosibirsk Institute of Organic Chemistry of the SB RAS, and 
was studied in vivo models of toxic and inflammatory genesis. The aim of the work was to evaluate the myelin-protective 
properties of ABA in a model of toxic demyelination caused by cuprizon. Material and methods. The experiment was 
carried out on fifty C57Bl/6 male mice 8 weeks aged. All animals, except intact group, received 0.3 % aqueous solution 
of cuprizon instead of drinking water. ABA was administered orally at the doses of 50 and 100 mg/kg five times a week 
for 8 weeks at the same time of the cuprizone drinking. Control animals received a water-tween mixture. The reference 
group was subcutaneously injected twice a week with 17b-estradiol (Sigma-Aldrich, USA) at a dose of 0.2 µg per mouse 
in mineral oil (0.1 ml). The intact group was not manipulated. The myelin-protective effect was evaluated versus control 
as the changes in the area of the corpus callosum of the brain, which was determined on T2-weighted images using MRI 
on an ultra-high-field 11.7 T BioSpec 117/16 USR tomograph (Bruker BioSpin, FRG). Before MRI, the animals were 
anesthetized with a mixture of oxygen and isoflurane (200 ml/min, 1.5 % isoflurane). Results and their discussion. 
It is found that 8-week exposure to cuprizon causes a 60 % decrease in the area of the corpus callosum in the control 
group relative to intact mice. Administration of ABA at a dose of 50 mg / kg reduces myelin loss by 33 % (p<0.001), 
and at a dose of 100 mg / kg – by 20 % (p < 0.01) compared with the control. 17b-estradiol reduces the demyelinating 
effect of cuprizon by 17 % (p < 0.05). At the same time, significant differences in the area of the corpus callosum with 
intact animals persist in all experimental groups. Thus, ABA and 17b-estradiol have similar myelin-protective effects, 
although the remyelination mechanisms of these agents are obviously different. The potential significance of ABA as a 
myelin-protective agent is due to its ability to activate intracellular signaling cascades associated with antioxidant and 
anti-inflammatory effects. Conclusions. The data obtained indicate the ability of ABA to stimulate remyelination pro-
cesses, prolonging it in conditions of chronic demyelination caused by long cuprizon exposition. The myelin-protective 
effect of ABA is dose-dependent, which is confirmed by literature data concerning the dose dependence of the properties 
of lupane triterpenoids as regulators of various intracellular signaling pathways.
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Введение 
Рассеянный склероз (РС) является хрониче-

ским воспалительным дегенеративным заболе-
ванием ЦНС с наиболее высокой инвалидизаци-
ей в молодом возрасте среди нетравматических 
неврологических патологий [1]. Несмотря на то 
что первичным процессом РС является иммуно-
генное воспаление, наиболее фатальные послед-
ствия имеет демиелинизация аксонов, которая со 
временем приводит к атрофии белого и серого 
вещества ЦНС, уменьшению объема мозговой 
паренхимы, нарастанию симптомов неврологи-
ческого дефицита [2]. До недавнего времени ос-
новное внимание в лечении РС уделялось про-
тивовоспалительной и иммунодепрессивной 
терапии, однако с появлением неинвазивных 
визуализационных методов (МРТ и оптической 
когерентной томографии) появилась возмож-
ность выявлять ранние дегенеративные измене-
ния в тканях ЦНС, вызванные демиелинизацией, 
воспалением, аксональными потерями, глиозом 
и отеком, которые обычно скрыты симптомами 
острого воспаления [3]. Возможность ранней 
диагностики смещает фокус в поиске эффектив-
ных средств лечения РС к агентам, стимулирую-
щим ремиелинизацию. Решение этой проблемы 
осложняется недостаточным пониманием пато-
генетических механизмов нейродегенерации и 
отсутствием четких критериев нейропротекции, 
что раздвигает рамки поиска таких агентов сре-
ди соединений различных структурных типов. 
В последнее время в группе препаратов, изменя-
ющих течение рассеянного склероза (ПИТРС), 
появился диметилфумарат (текфидера), действие 
которого основано на индукции транскрипцион-
ного фактора Nrf2, повышающего экспрессию 
антиоксидантных и противовоспалительных фер-
ментов, что ведет к снижению демиелинизации и 
стимулирует ремиелинизацию [4]. Также в фоку-
се внимания клиницистов остаются стероидные 
гормоны – 17β-эстрадиол и прогестерон, предот-
вращающие прогрессию РС у беременных паци-
енток. Эффективность гормонов подтверждена в 
экспериментальных моделях РС и в проспектив-
ном клиническом исследовании на 400 больных 
РС [5].

Успешный опыт клинического примене-
ния диметилфумарата в лечении РС показыва-
ет высокую перспективность индукторов Nrf2 
как средств, стимулирующих ремиелинизацию 
проводников в ЦНС, а также повышает интерес 
к поиску подобных агентов среди соединений 
различных классов. В последнее время появил-
ся ряд публикаций, посвященных исследованию 
нейропротекторных свойств пентациклических 

тритерпеноидов лупанового [6], урсанового [7] и 
олеанолового [8] ряда на моделях РС. Показано, 
что нейропротекторный эффект тритерпеноидов 
основан на противовоспалительном и иммуно-
модулирующем действии, а также активации 
сигнального пути редокс-чувствительного транс-
крипционного фактора Nrf2. В Новосибирском 
институте органической химии им. Н.Н. Ворож- 
цова СО РАН синтезирован амид бетулоновой 
кислоты (АБК) – лупановый тритерпеноид, про-
являющий выраженную цитопротекторную ак-
тивность in vivo в моделях токсического и воспа-
лительного генеза (модель токсического гепатита 
с фиброзом печени [9], модель полиорганных 
повреждений, вызванных комбинацией цитоста-
тических препаратов [10], модель остеомиелита, 
вызванного инокуляцией золотистого стафило-
кокка [11], модель хронического атрофического 
гастрита [12]). Целью работы являлась оценка 
миелинпротекторных свойств АБК при демиели-
низации аксонов, индуцированной купризоном в 
ЦНС мышей. Данная модель РС широко исполь-
зуется для изучения как дегенеративных, так и 
регенеративных процессов в ЦНС в отсутствие 
первичного аутоиммунного воспаления [13].

Материал и методы 
Изучаемым веществом являлся β-аланина-

мид бетулоновой кислоты (N-[3-оксо-20(29)
лупен-28-оил]-3-аминопропионовая кислота), 
чистотой 99,9 %, синтезированный в Новосибир-
ском институте органической химии им. Н.Н. Во-
рожцова СО РАН. В качестве референсного веще-
ства взят коммерчески доступный 17β-эстрадиол 
(Sigma-Aldrich, США).

Эксперимент проводили на самцах мышей 
линии С57Bl/6 возрастом 8 недель, полученных 
из вивария ФИЦ Институт цитологии и генетики 
СО РАН. Животных содержали в стандартных ус-
ловиях с контролируемой температурой и влаж-
ностью, 12-часовым циклом света и темноты, со 
свободным доступом к питью и стандартному 
гранулированному корму. Все манипуляции с жи-
вотными проводились в соответствии с законо-
дательством РФ, ГОСТ 33044-2014 «Принципы 
надлежащей лабораторной практики» и положе-
ниями Директивы 2010/63/EU Парламента ЕС и 
Совета Европейского Союза от 22.09.2010 о за-
щите животных, используемых в научных целях. 
Дизайн экспериментов и методы, использован-
ные в работе, одобрены биоэтической комиссией 
Новосибирского института органической химии, 
протокол № Р-14-2023-03-05 от 21.03.2025.

В работе использовали модель токсической 
купризоновой демиелинизации [14]. Мышей де-
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лили на пять групп по 10 особей в каждой: две 
опытных, референсную, контрольную и интакт-
ную. Всем животным, кроме интактных, вместо 
воды для питья давали водный раствор купри-
зона (ОАО «Реактив», Россия) в концентрации 
0,3 %, интактным мышам – чистую воду. АБК 
вводили опытным группам в виде взвеси в воде 
с Твином-80 (1 %) внутрижелудочно в дозах 
50 и 100 мг/кг пять раз в неделю в течение 8 
недель на фоне купризоновой интоксикации. 
Контрольные животные получали тем же 
способом эквивалентное количество водно-
твиновой смеси. Референсной группе вводили 
подкожно дважды в неделю 17β-эстрадиол в дозе  
0,2 мкг на мышь в фармакопейном вазелиновом 
масле (в объеме 0,1 мл). Дозировка и способ 
введения гормона выбраны из литературных 
источников, посвященных исследованию его 
свойств в моделях РС [5]. Интактные животные 
манипуляциям не подвергались. 

Миелинпротекторный эффект оценивали 
относительно контроля по изменению площа-
ди мозолистого тела головного мозга, которую 
определяли на Т2-взвешенных изображениях 
(Т2-ВИ), полученных с помощью МРТ с исполь-
зованием трекинг-методики оценки площади ги-
поинтенсивного МР-сигнала. МРТ-исследование 
проводили на базе Центра коллективного поль-
зования «SPF-виварий» ФИЦ Институт цитоло-
гии и генетики СО РАН на сверхвысокопольном 
томографе BioSpec 117/16 USR (11,7 Тл, Bruker 
BioSpin, ФРГ) (оператор – к.б.н, с.н.с. Ромащен-
ко А.В.). Т2-ВИ получали методом RARE (Rapid 
Acquisition with Refocused Echoes) (TE = 3,7 мс, 
TR = 800 мс) со следующими параметрами изо-
бражения: размер 2,0 × 2,0 см, матрица 512 × 512 
точек, толщина среза 0,5 мм, расстояние между 
срезами 0,5 мм, количество срезов 15, ориента-
ция срезов – аксиальная). Анатомическую об-
ласть измерений – мозолистое тело – оценивали 
на уровне 8–11 срезов, при условии выставления 
первого среза по дорзальным отделам обоня-
тельной луковицы, согласно данным стереотак-
сического атласа мозга мыши [14]. Перед МРТ 
животных наркотизировали смесью кислорода и 
изофлурана (200 мл/мин, 1,5 % изофлурана). Для 
предварительной анестезии использовали 4%-ю 
газовую смесь изофлурана с кислородом. 

Статистическую обработку результатов 
проводили с использованием пакета программ 
Statistica 8.0 (StatSoft Inc., США). При определе-
нии нормальности распределения использовали 
критерий Шапиро–Уилка. Попарное сравнение 
групп выполняли с помощью t-критерия Стью-
дента. Данные представлены в виде M  ±  m, где 
M – среднее по группе, m – стандартная ошибка. 

Критический уровень значимости нулевой стати-
стической гипотезы (р) принимали равным 0,05.

Результаты и их обсуждение
Особенностью купризоновой модели являет-

ся образование мелких очагов деструкции мие-
лина в белом и сером веществе головного мозга 
мышей в период с 3-й по 5-ю неделю введения 
токсина [15]. Параллельно с этим в ЦНС активи-
руется спонтанная ремиелинизация, которая до-
стигает пика на 6-й неделе интоксикации. Даль-
нейшее введение купризона вызывает у мышей 
хроническую демиелинизацию, которая носит 
необратимый характер, клинически соответству-
ющий прогредиентной форме РС. В нашем экспе-
рименте 8-недельное субхроническое введение с 
питьем купризона сопровождалось появлением у 
мышей контрольной группы признаков деструк-
тивного поражения белого вещества головного 
мозга, которые хорошо визуализируются в тол-
стых пучках комиссуральных проводников мозо-
листого тела. В отличие от интактных животных, 
мозолистое тело которых на Т2-ВИ имело четко 
очерченные границы и большую протяженность 
в медиально-латеральном направлении (рису-
нок  а), у мышей контрольной группы наблюда-
лось снижение контраста изображений, размы-
тость контуров комиссуры, заметное уменьшение 
продольных размеров и признаки отека (рису-
нок б). 

Под действием АБК, вводимого в дозе 50 мг кг 
(рисунок в) состояние мозолистого тела заметно 
улучшилось, возросла контрастность изображе-
ния, увеличилась площадь миелина в средней ча-
сти мозолистого тела, однако его горизонтальные 
размеры не достигли нормы. В группах мышей с 
введением тритерпеноида в дозе 100 мг/кг (ри-
сунок г) и 17β-эстрадиола (рисунок д) отмечено 
лишь небольшое улучшение в состоянии мие-
лина по сравнению с контролем, выраженность 
поражения мозолистого тела у животных этих 
групп носила промежуточный характер между 
интактной и контрольной группами. Описанные 
изменения подтверждаются величиной площади 
мозолистого тела, подсчитанной на томограммах. 
Показано, что 8-недельное воздействие купри-
зона вызывает ее снижение в контроле на 60 % 
относительно интактных мышей (таблица), вве-
дение АБК в дозе 50 и 100 мг/кг, 17β-эстрадиола 
уменьшает потери миелина соответственно на 33 
% (р < 0,001), 20 % (р < 0,01) и 17 % (р < 0,05) по 
сравнению с контролем, при этом статистически 
значимые различия с интактными животными по 
площади мозолистого тела сохраняются во всех 
экспериментальных группах (см. таблицу).
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Визуализация мозолистого тела на аксиальных срезах головного мозга мышей экспериментальных групп (Т2-
ВИ) в модели купризоновой демиелинизации: интактная группа (а), купризон (б), купризон + АБК (50 мг/кг) (в), 
купризон + АБК (100 мг/кг) (г), купризон + 17β-эстрадиол (д)
Visualization of the corpus callosum of experimental mice on the coronal plane sections (T2-weighted images) in the 
model of cuprizon demyelination: intact group (а), cuprizone (б), cuprizon + ABA (50 mg/kg) (в), cuprizon + ABA (100 
mg/kg) (г), cuprizon + 17β-estradiol (д)

Влияние АБК и 17β-эстрадиол на площадь мозолистого тела головного мозга мышей в модели  
купризоновой демиелинизации

Effect of АВА and 17β-estradiol on the area of the brain corpus callosum in mice in the cuprizone  
demyelination model

Группа Площадь мозолистого тела
В пикселях В % к норме

Интактная 215±14 100
Купризон 89±11### 41
Купризон + АБК (50 мг/кг) 160±6***,### 74
Купризон + АБК (100 мг/кг) 133±10**,### 62
Купризон + 17β-эстрадиол 124±14*,### 58

Примечание. Обозначены статистически значимые отличия от величин соответствующих показателей группы контроля 
(* – при p < 0,05, ** – при p < 0,01, *** – при p < 0,001) и интактной группы (### – при p < 0,001).

Представленные результаты показывают, что 
в условиях субхронического воздействия купри-
зона АБК стимулирует ремиелинизацию аксо-
нов, снижая потери миелина в мозолистом теле 
мышей, миелинпротекторное действие тритерпе-
ноида подобно таковому 17β-эстрадиола. Таким 
образом, можно заключить, что АБК и 17β-эстра-
диол оказывают схожие по характеру миелинпро-

текторные эффекты, хотя механизмы, участвую-
щие в ремиелинизации, у этих агентов, очевидно, 
разные. Потенциальная значимость АБК как мие-
линпротекторного агента вытекает из его способ-
ности активировать внутриклеточные сигналь-
ные каскады, связанные с антиоксидантным и 
противовоспалительным действием. Подобными 
свойствами обладают многие растительные три-
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терпеноиды, а также их производные. Один из 
них – бетулоновая кислота – является основной 
структурой в молекуле АБК, во многом опреде-
ляющей его свойства. Недавно опубликованный 
обзор [16], обобщающий известные на сегодняш-
ний день данные о молекулярных механизмах 
действия бетулоновой кислоты и ее производных, 
подтверждает высокий потенциал этих соедине-
ний как нейропротекторных агентов. 

Заключение 
Результаты МРТ-исследования мозолистого 

тела головного мозга показывают, что 8-недель-
ное введение купризона с питьем вызывает в 
аксонах мышей значимые потери миелина, что 
свидетельствует о развитии в ЦНС хронической 
демиелинизации. Согласно литературным дан-
ным [13], она начинается на 7-й неделе интокси-
кации по завершении предшествующей недели 
спонтанной ремиелинизации. Введение АБК на 
фоне купризона существенно сокращает степень 
демиелинизации, что подтверждается визуаль-
ной оценкой состояния мозолистого тела и его 
площадью на Т2-ВИ. Полученные данные свиде-
тельствуют о способности тритерпеноида стиму-
лировать процессы ремиелинизации, пролонги-
руя ее в условиях хронической демиелинизации, 
вызванной длительным воздействием купризона. 
Миелинпротекторный эффект АБК носит дозоза-
висимый характер, что подтверждается литера-
турными данными о концентрационной зависи-
мости свойств тритерпеноидов как регуляторов 
различных внутриклеточных сигнальных сетей 
[16].
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