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Патологические процессы, лежащие в основе развития биполярного 

расстройства (БР), еще недостаточно выяснены. Нарушения микрофлоры 
сопутствуют заболеваниям ЦНС, включая психические расстройства и 
вносят свой вклад в метаболические сдвиги, происходящие в головном 
мозге [20]. Изменения микробиоты и гистопатологическая картина в 
регионах кортиколимбической системы мозга были продемонстрированы 
нами на модели дексамфетамин-индуцированного БР [4]. Эти изменения 
могут стимулировать выброс свободных радикалов, которые являются 
проводниками воспалительного процесса и участвуют в этиологии БР [17]. 
При БР в головном мозге нарушается работа системы креатин–фосфо-
креатин–креатинфосфокиназа (КФК), снижается уровень мРНК КФК в 
гиппокампе и дорсолатеральном префронтальном кортексе (ПФК), а также 
падает содержание фосфокреатина и АТФ, снижается рН среды в лобной и 
височных долях [16, 24]. В представленной работе исследуются процессы 
свободнорадикального окисления и внутриклеточного энергообмена в 
отделах кортиколимбической системы и лейкоцитах крови в динамике d-
амфетамин-индуцированного БР на фоне региональных патоморфологи-
ческих изменений мозга и сдвигов микробиоты.  
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 Материал и методы  
 
Опыты осуществляли с соблюдением правил содержания и обраще-

ния с животными, изложенных в Директивах Европейского Сообщества и 
Советом от 22.09. 2010 (2010/63/ЕС) и одобренных комитетом по био-
медицинской этике при Институте биохимии им. Г.Х. Бунятяна НАН РА. 
Эксперименты проводили на половозрелых 3-месячных белых крысах-
самцах линии Вистар массой 120-150 г, которые содержались в виварии в 
условиях естественного освещения и свободного доступа воды и пищи. 
Соответствующие по возрасту и полу животные были разделены на 
группы (по 12 животных в группе): контрольная, в которую были вклю-
чены интактные крысы, и четыре опытные группы, в которых вос-
производили модель БР и исследовали сразу и через одну, две и три не-
дели после прекращения инъекций d-амфетамин сульфата (дексамфе-
тамин, AMPH) (Sigma, St. Louis, Mo.) – группы обозначались AMPH, 
постAMPH/1, постAMPH/2, постAMPH/3 соответственно [9]. 

Моделирование БР. Животные ежедневно (кроме выходных) полу-
чали одноразовую внутрибрюшинную инъекцию AMPH (0,2 мл) в воз-
растающих нетоксических дозах (2-6 мг/кг массы тела, 18 инъекций)  
[18, 29]. 

Поведение животных оценивали в тестах “открытое поле” и 
“приподнятый крестообразный лабиринт” [2, 9, 13].  

Забор биологического материала. После тестирования на поведен-
ческую активность, крыс декапитировали и забирали кровь и головной 
мозг. На льду из мозга извлекали ПФК, стриатум, гиппокамп и гипота-
ламус.  

Микробиологический анализ. Животных вскрывали в асептических 
условиях (бокс) и для бактериологического анализа забирались образцы 
кала из нижней части кишки, крови, полученной после декапитации, и 
смывы с мозга. Все образцы культивировали в питательном бульоне с 
сахарозой 24 ч при 37 °C (кровь разводили 1:5, v/v). Выросшие культуры 
микроскопировали, пересевали на плотные питательные среды, чашки с 
агаром (среда Эндо, сахароза и кровяной агар) и инкубировали 24 ч. 
Пробы крови инкубировали 5 дней с ежедневным контролем роста. 
Качественный и количественный анализ микробиоты осуществляли на 
основе характеристики колоний (морфология и цвет), гемолиза, плазмо-
коагуляции, аэробной ферментации маннита и пр. согласно установлен-
ным процедурам [1, 8]. 

Выделение цитоплазматической и митохондриальной фракций 
структур мозга осуществляли методом дифференциального центрифуги-
рования [5, 9].  

Выделение лейкоцитов и плазмы крови – по ранее описанному 
методу [9].  
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Выделение митохондриальной и цитоплазматической фракций 
лейкоцитов крови осуществляли методом дифференциального центрифу-
гирования [5, 9].  

 Активность КФК определяли методом Эннора и Розенберга по 
образованию креатина в обратной реакции переноса фосфатной группы с 
фосфокреатина на АДФ. Пробы инкубировали в течение 1 ч при 37 оС в 20 
мМ HEPES буфере рН 7.4 в присутствии 5.5 мМ фосфокреатина и 0.06% 
АДФ [7]. Реакцию останавливали 0.5 N NaOH и 10% ZnSO4 в пропорции 
1:1 (по объему) с осаждением белка и последующим центрифугированием 
при 15000 об/мин 3 мин при комнатной температуре на настольной 
микроцентрифуге фирмы Eppendorf (США), после чего в супернатантах 
определяли содержание креатина. Активность КФК выражали в мкмоль 
креатина · мг-1 белка · ч-1.  

Определение содержания креатина. К супернатантам депротеини-
зированных проб добавляли 1% α-нафтол (приготовленный в растворе 
16% Na2СO3 и 6% NaOH) и 1% диацетил, выдерживали 20 мин в темноте 
при комнатной температуре, и содержание креатина определяли спектро-
фотометрически при длине волны 536 нм [7]. Концентрацию креатина 
рассчитывали по калибровочной кривой для креатина (0.02 – 2 мкМ). 

Окислительный стресс оценивали по концентрации малонового 
диальдегида (МДА), основного конечного продукта перекисного окисле-
ния липидов (ПОЛ). Гомогенаты исследуемых проб депротеинизировали 
10% ТХУ, центрифугировали и к безбелковым супернатантам добавляли 
0.6N HCl и 0.72% тиобарбитуровую кислоту (ТБК) в пропорции 1 : 0.2 : 
0.8 (по объему), инкубировали 15 мин в кипящей водяной бане и после 
охлаждения содержание образовавшихся ТБК-активных продуктов измер-
яли спектрофотометрически при длине волны 535 нм (коэффициент 
молярной экстинкции комплекса МДА-ТБК – 1.56 · 10-5 М-1 · см-1) [3].  

Содержание белка определяли методом Лоури [23]. 
Спектральные измерения осуществляли на спектрофотометре Specol 

211 (Германия).  
Статистика. Достоверность различий оценивалась с использова-

нием параметрического однофакторного дисперсионного анализа (one-way 
Anova) и последующим постдисперсионным тестом Холм-Сидака 
(SigmaStat 3.5 for Windows). Анализ корреляций проводили на основе 
расчета коэффициента линейной корреляции Пирсонa (r). В качестве 
критерия достоверности принимали p < 0.05.  

 
Результаты и обсуждение 
 
Ранее нами сообщалось о значительных изменениях микробиоты 

крыс при БР, индуцированном систематическим приемом дексамфетамина 
[4]. При этом в кишечной микрофлоре наблюдается стимулирование роста 
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оппортунистического грибка Candida albicans, маркерa иммунодефицит-
ного состояния и извращения иммунитета, способствующего развитию 
тревожного состояния и депрессии [37]. Детектируются патогенные гемо-
литические Escherichia coli, Staphylococcus aureus, которые оказывают 
влияние на количественный и качественный состав резидентной микро-
флоры, при этом в регионах кортиколимбической системы наблюдались 
патоморфологические изменения [27]. По истечении трех недель после 
прекращения инъекций дексамфетамина выявленные нарушения микро-
биоты нивелировались, однако в головном мозге сохранялись гистопа-
тологические сдвиги. Как видно из рис. 1, в исследуемых отделах наблю-
дались пролиферация клеток, уплотнения глии и отек.  

 

 
Рис. 1. Гистопатологические изменения в регионах кортиколимбической системы 

спустя три недели после отмены инъекций дексамфетамина. А. ПФК – 
пролиферация астроцитов (         ), кровеносные сосудики (          ) , отек (          );  

Б. Стриатум – пролиферация астроцитов и уплотнения глии (        ); В. Гиппокамп 
– крупные пролиферирующие клетки; Г. Гипоталамус – неравномерное 

распределение астроцитов, отек, мелкие сосудики.  
Окраска гематоксилин-эозином, увеличение 100 Х 

 
Подобная картина, отчасти может быть обусловлена устойчивым 

окислительным стрессом, который выявлялся в отделах кортиколим-
бической системы не только непосредственно после прекращения инъек-
ций дексамфетамина, но и по истечении трех недель постамфетаминового 
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периода. Результаты изучения процессов ПОЛ в динамике БР представ-
лены на рис. 2. У крыс группы AMPH повышение содержания МДА в 4.6, 
3.4, 3.8 и 5.3 раза было выявлено в ПФК, гиппокампе, стриатуме и гипо-
таламусе соответственно, по сравнению с контролем (рис. 2).  

 

     
  
Рис. 2. Перекисное окисление липидов в отделах кортиколимбической системы в 

динамике дексамфетамин-индуцированного БР. Здесь и далее результаты 
представлены в виде M ± SEM, n=12, достоверность (p) различий по сравнению с 

контролем – обозначениями: # p>0.05, * p<0.05, ** p <0.01, *** p  <0.001 
 

В первые две недели постамфетаминового периода уровень МДА 
снижался в исследуемых отделах мозга, нормализуясь в ПФК и гипо-
таламусе крыс постAMPH/2 группы, но через 3 недели вновь возрастал, 
превышая контрольные значения в 2.5, 2.8, 3.5 и 2.7 раза в ПФК, 
гиппокампе, стриатуме и гипоталамусе соответственно. Причины подоб-
ного всплеска окислительного стресса еще предстоит выяснить. 

Данные клинической практики свидетельствуют о вовлечении в 
этиологию БР иммунной системы [12]. В этой связи процессы ПОЛ были 
изучены в лейкоцитах и плазме крови в динамике БР (рис. 3). У животных 
AMPH группы обнаруживалось возрастание МДА в 3.4 и 4.7 раза в лей-
коцитах и плазме соответственно, по сравнению с контролем. Через не-
делю после прекращения инъекций AMPH показатели уровня МДА пада-
ли даже ниже контроля и оставались на этом уровне через две и три не-
дели постамфетаминового периода, что, возможно, указывает на стойкое 
активирование компенсаторных механизмов в иммунных клетках после 
отмены психостимулятора, в отличие от картины в регионах мозга.  

Отметим, что ПОЛ вызывает образование липидных рафтов (мик-
родоменов) в нативных клеточных мембранах, препятствуя их нормаль-
ному функционированию [14]. Кроме того, МДА взаимодействует с 
аминогруппами  белков,  образуя  нерастворимые  липид-белковые комп- 
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Рис. 3. Перекисное окисление липидов в лейкоцитах в динамике  
дексамфетамин-индуцированного БР 

 
лексы, так называемые пигменты изнашивания, или липофусцины [35]. 
Продукты липопероксидации и активные формы кислорода при их 
сверхобразовании влияют на конформацию антиоксидантных ферментов, 
уменьшая сродство к субстратам и/или кофакторам, подавляют активность 
антиоксидантной системы, что для мозга особенно опасно в силу низкой 
активности последней и высокого уровня в мозге полиненасыщенных 
жирных кислот, весьма восприимчивых к окислительному повреждению 
[11]. Окислительный стресс может вносить свой вклад в стимулирование 
активности аргиназы при АMPH-индуцированном БР [9]. Возрастание 
активности аргиназы при окислительном стрессе наблюдается в плазме 
здоровых людей [27]. Показано, что выброс супероксид-аниона и H2O2 
вызывает повышение мРНК цитоплазматического изофермента аргиназы и 
ее активности в альвеолярных макрофагах [25]. Окисленные липопро-
теины индуцируют аргиназу в мышиных макрофагах [19].  

Как уже отмечалось, креатинкиназная система участвует в поддер-
жании клеточного редокс-статуса, помимо того, что обеспечивает потреб-
ность мозга в большом количестве энергии в короткие интервалы времени 
[15]. КФК представлена в тканях цитоплазматическими и митохондриаль-
ными формами, которые реализуют регуляцию энергообмена на уровне 
структурных компонентов клетки [30]. Результаты изучения региональ-
ного влияния дексамфетамина и его отсроченных эффектов на внут-
риклеточную активность КФК в головном мозге представлены на рис. 4-7. 
В AMPH-группе активность КФК падает в 1.27, 1.65, 2.11 и 1.76 раза в  
цитоплазме ПФК, стриатума, гиппокампа и гипоталамуса, в митохондриях 
она также снижалась в 1.51, 1.89 и 1.85 раза в стриатуме, гиппокампе и 
гипоталамусе соответственно, по сравнению с контролем, за исключением 
ПФК, где не выявлено достоверных отклонений.  
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Рис. 4. Субклеточная активность креатинфосфокиназы ПФК в динамике 
дексамфетамин-индуцированного БР 

 
Полученные данные совпадают с результатами исследований других 

авторов, которые при амфетамин-индуцированной мании у крыс выявили 
ингибирование активности КФК в стриатуме, гиппокампе и гипоталамусе, 
но не ПФК [18]. В наших экспериментах в цитоплазме тканей ПФК не-
большое угнетение активности КФК усиливалось в постамфетаминовый 
период и достигало максимума через 3 недели, падая в 2.2 раза по срав-
нению с контролем, в то время как в митохондриях активность фермента 
совпадала с нормой, а в группах постAMPH/1 и постAMPH/2 даже не-
сколько увеличивалась (рис. 4). В стриатуме активность КФК повышалась 
уже через неделю после отмены инъекций AMPH, несколько превышая 
норму как в цитоплазме, так и в митохондриях, колебания активности 
наблюдались и в группах постAMPH/2 и постAMPH/3, в последней цито-
плазматическая активность КФК нормализовалась, а митохондриальная – 
была ниже контроля в 2.2 раза (рис. 5).  

В гиппокампе в течение трех недель в исследуемых клеточных 
компартментах наблюдалось снижение активности КФК, но в группе 
постAMPH/3 цитоплазматическая активность КФК нормализовалась, 
тогда как в митохондриях падала в 3.45 раза, по сравнению с контролем 
(рис. 6). В гипоталамусе прослеживались сходные отсроченные эффекты 
дексамфетамина, а именно: в группах AMPH и постAMPH/1 активность 
КФК в цитоплазме и митохондриях снижалась, позднее нормализовалась в 
группе постAMPH/2, а к концу третьей недели (группа постAMPH/3) 
вновь снижалась в 2.61 и 1.98 раза соответственно, по сравнению с конт-
рольными значениями (рис. 7). Таким образом, спустя три недели после 
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прекращения введения дексамфетамина в митохондриях стриатума, гиппо-
кампа и гипоталамуса происходит достоверное снижение активности 
КФК, а в ПФК и гипоталамусе – и в цитоплазме, что, вероятно, связано с 
включением сигнальных механизмов, пролонгирующих влияние психо-
стимулятора. 

 

 
Рис. 5. Субклеточная активность креатинфосфокиназы стриатумa в динамике 

дексамфетамин-индуцированного БР 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рис. 6. Субклеточная активность креатинфосфокиназы гиппокампa в динамике 
дексамфетамин-индуцированного БР 
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Рис. 7. Субклеточная активность креатинфосфокиназы гипоталамусa в динамике 
дексамфетамин-индуцированного БР 

  
При этом в отделах кортиколимбической системы происходит нару-

шение баланса активности КФК в цитоплазме (в которой она превалирует 
в норме) и митохондриях, а именно: в ПФК и гипоталамусе выравни-
ваются, а в митохондриях стриатума и гиппокампа активность КФК более 
чем в 4 раза ниже, по сравнению с цитоплазмой (в контроле она ниже в 1.7 
и 1,4 раза соответственно).  

 

 
Рис. 8. Субклеточная активность креатинфосфокиназы лейкоцитов в динамике 

дексамфетамин-индуцированного БР 
 



 46 Медицинская наука  Армении  НАН  РА    т. LVII  № 3   2017 

В лейкоцитах дексамфетамин также вызывал последовательное 
снижение активности КФК более чем вдвое в цитоплазме и митохондриях 
в течение первых двух недель постамфетаминового периода, однако через 
три недели она возрастала (рис. 8). 

Одновременно в клеточных компартментах кортиколимбической 
системы и лейкоцитов детектировалось времязависимое снижение 
содержания креатина, положительно коррелирующее с активностью КФК 
(таблица).  

 
Таблица 

 Корреляция между активностью КФК и содержанием креатина в мозге и 
лейкоцитах крыс при дексамфетамин-индуцированном БР 

 
  

Линейный коэффициент корреляции Пирсонa (r) 
 

Фракции цитоплазма митохондрии 
ПФК  0.8589 0.8645 

Стриатум 0.8149 0.8102 
Гиппокамп 0.5215 0.5989 
Гипоталамус 0.921 0.6839 
Лейкоциты 0.9261 0.428 # 

Примечание. Корреляция достоверна при p<0.05, # p>0.05 

 
Mолекула КФК состоит из двух различных субъединиц, и ее актив-

ной формой является димер, причем в цитоплазме представлена только 
димерная форма, а в митохондриях в состоянии динамического равно-
весия существуют две взаимопревращаемые олигомерные формы – димер 
и октамер (68 и 32 % соответственно) [31]. Активирование свободно-
радикального окисления при ишемии головного мозга изменяет соотноше-
ние димер/октамер: кратковременная ишемия (30 мин) смещает соотно-
шение в сторону образования димера, тогда как долговременная (18 ч) 
приводит к росту доли октамера [6]. Именно митохондриальная КФК взаи-
модействует с фосфолипидами клеточных мембран, причем ее октамер 
способствует образованию и укреплению контактных сайтов внутренней и 
внешней мембран, укрепляя их структуру и повышая резистентность, 
обеспечивая тем самым эффективность энергообразования в митохонд-
риях [32]. Снижение активности фермента в митохондриях, вероятно, 
связано с ингибированием образования октамера, что будет сопровож-
даться дестабилизацией мембранных структур, нарушением процессов 
энергообмена и их функциональной эффективности. Отметим, что креатин 
наряду с КФК вносит свой вклад в защиту мембранных структур клетки от 
апоптоза и лизиса [36, 38]. В то же время КФК препятствует закислению 
внутриклеточной среды, а в митохондриях снижает уровень активных 
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форм кислорода [26]. Антиоксидантные свойства креатина также пре-
пятствуют развитию окислительного стресса [22]. Из вышесказанного 
следует, что подавление креатинкиназной системы, наряду со снижением 
энергетического потенциала, будет ослаблять защитные антиоксидантные 
механизмы при БР. Кроме того, сдвиги в интрацеллюлярной активности 
КФК и уровне креатина будут влиять на поведение животных. Так нокау-
тирование одной из изоформ КФК сопровождается нарушением поведен-
ческой активности, вследствие изменений нейрональных процессов в 
гиппокампе, а у животных, дважды нокаутированных по КФК, умень-
шаются размеры гиппокампа, снижаются масса тела, пространственная 
память и привитые навыки [21, 34]. Помимо того, что эргогенное действие 
креатина благоприятно влияет на обучение и память, он функционирует в 
ЦНС как нейромодулятор/нейротрансмиттер, оказывая непосредственное 
воздействие на психические процессы [15].  

Таким образом, при дексамфетамин-индуцированном БР нарушения 
микробиоты сопровождаются пролонгированными гистопатологическими 
изменениями в мозге, активированием процессов ПОЛ и подавлением 
креатинкиназной системы, ассоциированными с внутриклеточными мета-
болическими превращениями аргинина в регионах кортиколимбической 
системы и лейкоцитах крови. Все эти процессы вносят свой вклад в комп-
лексную картину БР и могут рассматриваться в качестве перспективных 
терапевтических мишеней. 

 
Поступила 26.04.17 

 
 

Նյութափոխանակության տեղաշարժերը կեղևալիմբիական 
համակարգում և արյան մեջ` d-ամֆետամինով մակածված 

երկբևեռ խանգարման ժամանակ:  
Օքսիդացնող սթրես և կրեատինկինազային համակարգը 

 (Հաղորդում 2) 
 

Հ. Ա. Մովսեսյան, Ն. Խ. Ալչուջյան, Ն. Հ. Մովսեսյան, Ա. Մ. Հակոբյան,  
Ա. Ա. Աղաբաբովա, Մ. Ռ. Հովհաննիսյան, Գ. Գ. Մինասյան,  

Գ. Ա. Գևորգյան 
 
Դեքսամֆետամինով մակածված երկբևեռ խանգարման  (ԵԽ) 

ժամանակ ստամոքսաղիքային տրակտում փոփոխվում է միկրոբիո-
տան և հայտնաբերվում են ախտածին մանրէներ: Միաժամանակ 
գլխուղեղի կեղևալիմբիական համակարգի բաժիններում և արյան 
լեյկոցիտներում խթանվում են լիպիդների գերօքսիդացման գործըն-
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թացները և ճնշվում է կրեատինկինազային համակարգը: Դիտարկված 
փոփոխությունները ներգրավված են արգինինի ենթաբջջային նյութա-
փոխանակման ուղիների տեղաշարժերի մեջ և ԵԽ ախտաբանական 
մեխանիզմներում: 

 
 

Metabolic changes in the corticolimbic system and blood following 
 d-amphetamine-induced bipolar disorder. Oxidative stress and 

creatine kinase system  
(Report 2) 

 
H.A. Movsesyan, N.Kh. Alchujyan, N.H. Movsesyan, A.M. Hakobyan,  

A.A. Agababova, M.R. Hovhannisyan, G.G. Minasyan, G.A. Gevorgyan 
 
Alterations in the gastrointestinal microbiota and manifestation of patho-

genic bacteria occurred following dexamphetamine-induced bipolar disorder 
(BD). Simultaneously,  stimulation of lipid peroxidation processes and suppres-
sion of creatine kinase system were observed in the regions of brain 
corticolimbic system and blood leukocytes that appeared to be contributed to 
changes in the arginine intracellular metabolic pathways and involved in the 
pathophysiology of BD.  
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