
ЭПИЛЕПСИЯ
и пароксизмальные 

состояния

Проблемная комиссия «Эпилепсия. Пароксизмальные состояния» РАН  
и Министерства здравоохранения Российской Федерации
Российская Противоэпилептическая Лига

2016 Том 8 №2

Включен в перечень ведущих  
рецензируемых журналов и изданий ВАК

EPILEPSY AND PAROXYZMAL CONDITIONS
ISSN 2077-8333

2016 Vol. 8 №2	 www.epilepsia.su	

Д
ан
на
я 
ин
те
рн
ет

-в
ер
си
я 
ст
ат
ьи

 б
ы
ла

 с
ка
ча
на

 с
 с
ай
та

 h
ttp

://
w

w
w

.e
pi

le
ps

ia
.s

u.
 Н
е 
пр
ед
на
зн
ач
ен
о 
дл
я 
ис
по
ль
зо
ва
ни
я 
в 
ко
м
м
ер
че
ск
их

 ц
ел
ях

. 
И
нф

ор
м
ац
ию

 о
 р
еп
ри
нт
ах

 м
ож

но
 п
ол
уч
ит
ь 
в 
ре
да
кц
ии

. Т
ел

.: 
+7

 (4
95

) 6
49

-5
4-

95
; э
л.

 п
оч
та

: i
nf

o@
irb

is
-1

.ru
. C

op
yr

ig
ht

 ©
 2

01
6 
И
зд
ат
ел
ьс
тв
о 
И
Р
БИ

С
. В

се
 п
ра
ва

 о
хр
ан
яю

тс
я.

 



14

 2016 Том 8  №2

© Коллектив авторов, 2016 	 ISSN 2077-8333

DOI:10.17749/2077-8333.2016.8.2.014-019

Защита митохондрий  
головного мозга при 
микроинсульте: исследование 
этилметилгидроксипиридина 
сукцината 
на экспериментальной модели 
с использованием 
двухфотонной лазерной 
флуоресцентной микроскопии 
Афзалов Р. А., Коликова Ю. О., Пряжников Е. Г., Топтунов Д. В., Хируг Л. С. 
Компания «Нейротар», Хельсинки, Финляндия 

Резюме
Повреждение митохондрий играет центральную роль в гибели нейронов после ишемического инсульта. Цель ра-
боты — исследовать эффекты этилметилгидроксипиридина сукцината на индуцированное микроинсультом на-
бухание митохондрий, отличительную черту митохондриального повреждения. Материалы и методы. Ишемиче-
ский микроинсульт был индуцирован излучением импульсного инфракрасного лазера в мышах Thy1-CFP-MitoS, 
экспрессирующих цианофлуоресцентный протеин в митохондриях головного мозга. Этилметилгидроксипириди-
на сукцинат в дозе 25 мг/кг или физ. раствор (контроль) вводили в. б. на 30 мин. после микроинсульта. Период 
наблюдений составлял 48 ч. Изображения мозга получали методом двухфотонной лазерной флуоресцентной 
микроскопии и анализировали с использованием программ, разработанных компанией "Нейротар" (Финляндия). 
Непараметрический тест Манна-Уитни-Вилкоксона использовали для анализа результатов. Результаты. Микро-
инсульт вызвал набухание митохондрий в окрестностях тромба. Наибольшие изменения морфологии митохон-
дрий наблюдались через 2 ч после микроинсульта. По  сравнению с  контролем этилметилгидроксипиридина 
сукцинат достоверно уменьшил индуцированное микроинсультом набухание митохондрий через 1 ч (р<0,05) и 2 
ч (p<0,05) после инсульта. Заключение. Результаты исследования свидетельствуют о том, что этилметилгидрок-
сипиридина сукцинат достоверно защищает митохондрии головного мозга от поражения, вызываемого микро-
инсультом. 
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Введение 
Патологическая активация митохондрий играет 

центральную роль в гибели нейронов при ишемиче-
ском инсульте [4]. Церебральная ишемия вызывает 
каскад событий, начинающийся с неконтролируемо-
го высвобождения глутамата из нейронов и актива-
ции глутаматом ионотропных NMDA-рецепторов, 
за которой следует патологическое повышение вну-
триклеточной концентрации ионов Ca2+, и  далее — 
неконтролируемый подъем концентрации ионов Ca2+ 

в матриксе митохондрий. Перегрузка матрикса иона-
ми Ca2+ вызывает открытие митохондриальных пор, 

что приводит к коллапсу градиента рН и мембранно-
го потенциала и  прекращению синтеза энергетиче-
ского субстрата аденозитрифосфата (АТФ). Визуаль-
но открытие митохондриальных пор сопровождается 
набуханием митохондрий, поэтому наблюдая за из-
менением морфологии митохондрий при моделиро-
вании инсульта можно судить о динамике патологи-
ческих изменений, связанных со снижением энерге-
тического метаболизма и гибелью нейронов.

Мыши Thy1-CFP-MitoS экспрессируют флуорес-
центный протеин в  митохондриях головного мозга 
и могут быть использованы для визуализации дина-
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Protection of brain mitochondria against microstroke-induced injury: a study  
of ethylmethylhydroxypyridine succinate in experimental model using two photon laser 
fluorescent microscopy

Afzalov R. A., Kolikova Yu. O., Pryazhnikov E. G., Toptunov D. V., Khirug L. S.

“Neurotar” Ltd, Helsinki, Finland. 

Summary
Objective. Mitochondrial injury plays a central role in neuronal death following ischemic stroke. In the present study, we 
investigated effects of ethylmethylhydroxypyridine succinate on a microstroke-induced mitochondria swelling, a 
hallmark of mitochondrial injury. Materials and Methods. Ischemic microstroke was induced in Thy1-CFP-MitoS mice 
expressing cyano fluorescent protein (CFP) in brain mitochondria by impulse infrared laser. Ethylmethylhydroxypyridine 
succinate 25 mg/kg or saline (control) were administered i. p. at 30 min after the stroke onset. A period of observation 
was 48 h. Brain images were obtained by two photon laser fluorescent microscopy and analyzed using a software 
developed in Neurotar Ltd (Finland). Nonparametric Mann-Whitney-Wilcoxon test was used for te statistical analysis of 
results. Results. Microstroke resulted in mitochondria swelling, i. e. injury, in the zone surrounding the thrombus. The 
most profound changes of mitochondrial morphology were observed at 2 h from the stroke onset. Ethylmethylhydroxypyridine 
succinate significantly reduces the stroke-induced swelling at 1 h (p<0.05) and 2 h (p<0.05), as compared to the control.
Conclusion. These results suggest that ethylmethylhydroxypyridine succinate significantly protects brain mitochondria 
against microstroke-induced injury.
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Микроинсульт 
Тромб индуцировали импульсным облучением (1-

10 мс) сегмента артериолы инфракрасным лазером 
таким образом, чтобы полностью блокировать крово-
ток в нижележащих капиллярах. Эффективность ми-
кроинсульта оценивалась визуально. Для этого флуо-
ресцентный декстран (TxRed dextran) с молекулярной 
массой 70 кДа в количестве 120 µл вводили до индук-
ции микроинсульта. Во время опытов мыши были ане-
стезированы внутрибрюшинной инъекцией смеси ке-
тамин/ксилазин. В ходе первой сессии съемка изобра-
жений каждой из  четырех областей производилась 
сразу до момента получения тромба и в течение сле-
дующих 80-120 мин. После этого животные помеща-
лись в клетки. Во время второй сессии, 48 ч спустя, 
съемка изображений производилась по  тем  же XY-
координатам, что и в первой сессии.

Исследуемое вещество — этилметилгидроксипи-
ридина сукцинат  — вводился форме 5% водного 
раствора субстанции без консервантов или иных до-
бавок (соответствует лекарственной форме препара-
та Астрокс) в дозе 25 мг/кг внутрибрюшинно через 30 
мин. после микроинсульта. Физраствор вводился 
в качестве контроля. 

Анализ полученных изображений проводился 
в  рамках математической модели, разработанной 
в  Neurotar Ltd. (Финляндия). Трехмерные параметры 
разграниченных объектов (митохондрий) были вычис-
лены и выражены в виде безразмерного коэффициен-
та К, который характеризует форму митохондрий, 
причем большее значение К соответствует большему 
«округлению» митохондрий. Для удобства сопостав-
ления форм митохондрий в разные моменты времени 
результаты представлены в виде индекса «набухания» 
митохондрий, вычисленного по формуле 

IN=(1–К0)/(Кt–1),
где IN — индекс набухания (округления) митохондрий; 
К0 — значение коэффициента до микроинсульта; Кt — 
значение коэффициента в  момент времени t после 
микроинсульта. Увеличение IN в курсе ишемии озна-
чает набухание митохондрий — процесс, прямо свя-
занный со снижением энергетического метаболизма.

мики изменения морфологии митохондрий при мо-
делировании микроинсульта. 

Этилметилгидроксипиридина сукцинат — это раз-
работанный в России антигипоксант, широко приме-
няемый при лечении инсульта, механизм антигипокси-
ческого действия которого до конца не изучен. Целью 
настоящего исследования была оценка защитного 
эффекта этилметилгидроксипиридина сукцината при 
ишемическом микроинсульте с  визуализацией дина-
мики изменений морфологии митохондрий на мышах 
Thy1-CFP-MitoS.

Материалы и методы
Исследования были выполнены на трансгенных мы-

шах Thy1-CFP-MitoS, возраст — 1 мес., экспрессирую-
щих цианфлуоресцентный протеин в митохондриях го-
ловного мозга. Животные содержались в  индивиду-
альных клетках при световом режиме 12:12 ч свет: 
темнота и имели свободный доступ к воде и лаборатор-
ной пище при контролируемых лабораторных услови-
ях. Все исследования выполнялись в  лаборатории 
Neurotar (Хельсинки, Финляндия) в соответствии с Ди-
рективой Совета Европейского Сообщества (European 
Communities Council Directive) по уходу за лабораторны-
ми животными и принципами надлежащей лаборатор-
ной практики OECD Principles of Good Laboratory Practice 
(as revised in 1997), OECD Environmental Health and Safety 
Publications (OECD) 1, 1998.

Изображения коры головного мозга были получе-
ны с использованием фемтосекундного лазера Mai-
Tai Broad Band DeepSee, длина волны облучения  — 
800 нм. Флуоресценцию цианфлуоресцентного про-
теина (CFP) детектировали с использованием эмис-
сионного фильтра с областью пропускания 420-500 
нм (канал 1). Флуоресценцию декстрана, меченого 
цианиновым красителем «техасский красный» 
(TxRed dextran), детектировали с  использованием 
эмиссионного фильтра с областью пропускания 590-
650 нм (канал 2). Изображения получали с  верти-
кальным шагом 1 µм в глубину до 100-150 µм и с ви-
зуализацией четырех разных областей. Каждая об-
ласть имела площадь 500×500 µм2 в XY-координатах. 

Рисунок 1. Флуоресцентная микроскопия зоны 
ишемического микроинсульта в коре головного мозга 
мышей Thy1-CFP-MitoS: А – изображение кровеносных 
сосудов; В – изображение митохондрий. Локализация 
тромба отмечена окружностью. 

Рисунок 2. Увеличенные изображения митохондрий 
в коре головного мозга до и после ишемического 
микроинсульта: локализация тромба отмечена 
окружностью; А – зона до микроинсульта; В – та же самая 
зона через 2 ч после микроинсульта. 
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Полученные результаты сравнивались статистиче-
ски с  использованием непараметрического теста 
Манна-Уитни-Вилкоксона. 

Результаты 
Описание экспериментальной модели
Для визуализации изменений морфологии митохон-

дрий при ишемическом микроинсульте были использо-
ваны трансгенные мыши Thy1-CFP-MitoS, экспрессиру-
ющие флуоресцентный протеин в митохондриях голов-
ного мозга. Для получения тромба просвет артериолы 
или ее сегмент облучали фемтосекундным импульс-
ным инфракрасным лазером. Место локализации 
тромба выбиралось так, чтобы остановить кровоток 
в нижележащей ветви капилляров и вызвать ишемию 
в ограниченной зоне мозга (см. рис. 1А). 

Изображения митохондрий в зоне микроинсульта 
были получены с использованием двухфотонной ла-
зерной флуоресцентной микроскопии. На рисунке 1В 
видно, что ишемический микроинсульт вызвал де-
тектируемые изменения морфологии митохондрий. 
Области, в которых наблюдалось округление (набу-
хание) митохондрий, выделены цветом от  желтого 
до  красного, в  зависимости от  степени округления. 
Красный цвет соответствует зонам, в которых наблю-
далась наибольшая степень набухания митохондрий. 
Области, в которых морфология митохондрий не из-
менилась после индукции тромба, выделены зеле-
ным цветом.

Увеличенные изображения митохондрий до и по-
сле микроинсульта показаны на рисунках 2А и 2В со-

ответственно. При сравнении изображений видно, 
что морфология митохондрий после микроинсульта 
претерпела изменения, особенно заметные в зонах, 
выделенных красным цветом. Митохондрии потеря-
ли исходную удлиненную форму, стали более окру-
глыми и набухли. 

Полученные результаты показывают, что данная 
модель позволяет регистрировать динамические из-
менения морфологии митохондрий in vivo в  реаль-
ном времени при моделировании микроинсульта 
и может быть использована для оценки эффектив-
ности средств лечения инсульта. 

Оценка эффективности Астрокса в защите мито-
хондрий при ишемическом микроинсульте 

Для оценки эффективности Астрокс вводили вну-
трибрюшинно в дозе 25 мг/кг через 30 мин. после ин-
дукции микроинсульта. Изменения морфологии мито-
хондрий в зоне микроинсульта детектировались в те-
чение 48 ч с использованием флуоресцентной микро-
скопии in vivo, как указано в  разделе «Материалы 
и методы». Результаты представлены на рисунке 3.

В контроле (физраствор) ишемический микроин-
сульт вызвал обратимое набухание митохондрий (см. 
рис. 3А и 3В). Через 1 ч после индукции микроинсуль-
та часть митохондрий в зонах, прилегающих к тром-
бу, потеряла исходную удлиненную форму и  окру-
глилась. Эти зоны выделены желтым и  красным 
цветом на изображениях, полученных микроскопией 
(см. рис. 3А). Количественно появление фракции на-
бухших митохондрий показано на графике распреде-
ления митохондрий по  индексу «набухания» (см. 

Рисунок 3. Оценка защитного эффекта Астрокса при ишемическом микроинсульте: А – контроль, изображения 
митохондрий до (0 мин.) и после микроинсульта в течение 48 ч; В – контроль, графики распределения митохондрий 
по индексу «набухания» до и после микроинсульта в течение 48 ч; С – исследуемый препарат, графики распределения 
митохондрий по индексу «набухания» до и после микроинсульта в течение 48 ч. 
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рис. 3В). Индекс «набухания» построен так, что сдвиг 
в  положительную область значений соответствует 
округлению митохондрий, а  в  отрицательную об-
ласть, наоборот, — удлинению митохондрий. На ри-
сунке видно, что исходное однородное распределе-
ние митохондрий по  морфологии, существовавшее 
до микроинсульта (0 мин., показано зеленым цветом) 
изменилось и  новое распределение (показано жел-
то-красным цветом) содержит фракцию набухших 
митохондрий. Об этом свидетельствует сдвиг желто-
красной кривой распределения в  область положи-
тельных значений индекса «набухания». Через 2 ч 
после микроинсульта фракция набухших митохон-
дрий становится основной. Изменения были стати-
стически достоверными по  сравнению с  исходным 
распределением (p<0,05). Через 48 ч большая часть 
набухших митохондрий восстанавливает свою ис-
ходную форму, что указывает на обратимый харак-
тер поражения митохондрий в данной модели микро-
инсульта. 

Исследуемый препарат Астрокс, введенный на 30-й 
мин. после микроинсульта, достоверно уменьшил на-
бухание митохондрий в первые часы после микроин-
сульта по сравнению с контролем (p<0,05), как пока-
зано на рисунке 3С. В течение 48 ч наблюдений рас-
пределение митохондрий по  индексу «набухания» 
осталось близким к исходным значениям до инсуль-
та и не произошло появления значительной фракции 
набухших митохондрий. Таким образом, Астрокс до-
стоверно защищал митохондрии мозга при ишеми-
ческом микроинсульте.

Обсуждение результатов 
Механизмы, приводящие к  набуханию митохон-

дрий, достаточно хорошо изучены. Ишемический 
инсульт приводит к  неконтролируемому высвобож-
дению глутамата из нейронов и избыточной стимуля-
ции глутаматных рецепторов, прежде всего ионо-
тропных NMDA-рецепторов, регулирующих транс-
порт ионов Са2+ [1,2,6]. Когда внутриклеточная кон-
центрации Са2+ повышается до  определенной 
пороговой величины, происходит патологическое 
повышение ионов Са2+ в матриксе [6]. Перегрузка ма-

трикса ионами Са2+, особенно в сочетании с окисли-
тельным стрессом и пониженным уровнем аденинну-
клеотидов, открывает неспецифические поры 
во внутренней мембране митохондрий [4]. Открытие 
пор вызывает массовое набухание (swelling) мито-
хондрий, так как белки с массой выше 1,5 кДа не мо-
гут проникать через поры и остаются в высокой кон-
центрации внутри матрикса, что создает осмотиче-
ский градиент при открытых порах, приводящий 
к  движению воды внутрь матрикса и  вызывающий 
его набухание с разворачиванием крист. 

Набухание митохондрий напрямую связано с  пато-
логическими событиями в клетке, такими как снижение 
энергетического метаболизма и индукция апоптоза [5]. 
Митохондрии могут производить АТФ только при нали-
чии градиента рН и потенциала внутренней мембраны 
митохондрий, поэтому непроницаемость внутренней 
мембраны митохондрий для свободного переноса про-
тонов и ионов является решающим условием для про-
дукции АТФ митохондриями. Открытие митохондри-
альных пор нарушает это условие и приводит к потере 
градиента рН и  мембранного потенциала и, соответ-
ственно, к потере способности митохондрии произво-
дить АТФ. Кроме того, набухание митохондрий индуци-
рует апоптоз в  тот момент, когда набухший матрикс 
разрушает внешнюю мембрану митохондрий и  цито
хром С, индуктор апоптоза выходит из межмембранно-
го пространства в цитозоль. В этом контексте визуали-
зация процесса набухания митохондрий позволяет су-
дить о снижении энергетического метаболизма и акти-
вации процессов апоптоза в нейронах.

Исследуемый препарат Астрокс, введенный на 30-й 
мин. после микроинсульта, достоверно уменьшил вы-
зываемое ишемией набухание митохондрий по срав-
нению с контролем, что свидетельствует о подавлении 
патологических процессов, связанных с образовани-
ем митохондриальных пор и изложенных выше.

Заключение
Настоящее исследование показало, что механизм 

антигипоксического действия Астрокса связан с за-
щитой митохондрий в  условиях церебральной ише-
мии, вызванной микроинсультом. 
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