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Резюме 
Гипотермия длительное время применяется в кардиохирургии для нейропротекции, однако, ее 

эффективность не является однозначной.  
Цель исследования. Выявление нейропротективного потенциала гипотермии в условиях дей-

ствия гипоксии и интерлейкина-6 как имитации системного воспаления in vitro.  
Материалы и методы. Сформировали in vitro модель нейроваскулярной единицы (НВЕ), состоя-

щей из нейронов, астроцитов и эндотелиоцитов. Провели культивирование НВЕ в условиях аноксии 
с добавлением сыворотки с максимальной либо минимальной концентрацией интерлейкина-6 
[EO1.1] [ИА2.1] (ИЛ-6). Образцы сыворотки получили из коллекции сыворотки 78 пациентов детского 
возраста от 1 месяца до 6,5 лет (13 [9–23] мес.) с массой тела от 3,3 до 21,5 кг (8,7 [6,9–11,0] кг), которым 
проводилась оперативная коррекция септальных врожденных пороков сердца в условиях искус-
ственного кровообращения. В качестве контрольной группы использовали интактную модель НВЕ. 
Инкубацию клеток проводили в течение 15 минут при разных температурных режимах (20, 24, 28 и 
37°C) с дальнейшей иммуноцитохимической оценкой экспрессии маркеров повреждения НВЕ: клау-
дина-5; окклюдина-1; рецепторов интерлейкина-1 (ИЛ-1) и ИЛ-6.  

Результаты. Выявили, что при инкубации в условиях аноксии снижение интенсивности флуорес-
ценции для клаудина-5 наступало при всех температурных режимах, и гипотермия не обладала про-
ективным эффектом. Для окклюдина-1 температура 24°C нивелировала воздействие аноксии только 
при воздействии сыворотки с минимальной концентрацией ИЛ-6 (р = 0,442). При воздействии сыво-
ротки с максимальной концентрацией ИЛ-6 наступало значимое снижение интенсивности флуорес-
ценции данного маркера по сравнению с контрольной группой (р = 0,092). Гипотермия при 20°C не 
восстановила выраженность экспрессии рецепторов ИЛ-1 до значений контрольной группы, однако 
оказала протективное действие на экспрессию рецепторов ИЛ-6 и нивелировала воздействие анок-
сии (р = ,044), но только без добавления сыворотки.  

Заключение. Воздействие сыворотки с различной концентрацией ИЛ-6 приводит к более выра-
женному влиянию на экспрессию маркеров повреждения НВЕ, чем гипоксия. Гипотермия в иссле-
дуемом диапазоне температур, в целом, не оказала должного защитного эффекта: экспрессия клау-
дина-5, рецепторов к IL-1 и IL-6 не была сопоставима с контрольной группой даже без добавления 
сыворотки.  
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пороки сердца у детей 
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Summary 
Hypothermia has long been used in cardiac surgery for neuroprotection; however, its effectiveness is not 

clear-cut. 
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Objective of the study: to investigate the neuroprotective potential of hypothermia under conditions of 
hypoxia and interleukin-6, which simulates systemic inflammation in vitro. 

Materials and methods. We established an in vitro model of a neurovascular unit (NVU) consisting of neu-
rons, astrocytes, and endothelial cells. The NVU was cultured under anoxic conditions with the addition of 
serum containing either the maximum or minimum concentration of interleukin-6 (IL-6). Serum samples were 
obtained from a collection of serum samples from 78 pediatric patients aged 1 month to 6.5 years (13 [9–23] 
months) with body weights ranging from 3.3 to 21.5 kg (8.7 [6.9–11.0] kg), who underwent surgical correction 
of congenital septal heart defects under cardiopulmonary bypass. An intact NVU model was used as the control 
group. Cells were incubated for 15 minutes at different temperatures (20, 24, 28, and 37°C), followed by im-
munocytochemical assessment of the following NVU damage markers expression: claudin-5, occludin-1, and 
receptors for interleukin-1 (IL-1) and IL-6. 

Results. We found that, during incubation under anoxic conditions, a decrease in the fluorescence inten-
sity of claudin-5 occurred at all temperature conditions, and hypothermia had no protective effect. For oc-
cludin-1, a temperature of 24°C counteracted the effect of anoxia only when exposed to serum with the min-
imum IL-6 concentration (p = 0.442). Exposure to serum with the maximum IL-6 concentration resulted in a 
significant decrease in the fluorescence intensity of this marker compared to the control group (p = 0.092). 
Hypothermia at 20°C did not restore the expression levels of IL-1 receptors to those of the control group; how-
ever, it had a protective effect on the expression of IL-6 receptors and neutralized the effects of anoxia 
(p = 0.044), but only in the absence of serum. 

Conclusion. Exposure to serum containing varying concentrations of IL-6 results in a more pronounced 
effect on the expression of NVU damage markers than hypoxia. Hypothermia within the temperature range 
studied generally did not provide the expected protective effect: the expression of claudin-5, IL-1 and IL-6 re-
ceptors was not comparable to that of the control group, even without the addition of serum. 
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ceptors; neurovascular unit; NVU; septal congenital heart defects in children 

Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest. 
Информация об авторах / Information about the authors:  
Ивкин Артем Александрович / Artem A. Ivkin, https://orcid.org/0000-0002-3899-1642  
Григорьев Евгений Валерьевич / Evgeniy V. Grigoriev, https://orcid.org/0000-0001-8370-3083  
Хилажева Елена Дмитриевна / Elena D. Khilazheva, https://orcid.org/0000-0002-9718-1260 
Мосягина Ангелина Ивановна / Angelina I. Mosyagina, https://orcid.org/0000-0002-7344-7925  

Read the full-text English version at www.reanimatology.com

Введение 
Впервые роль гипотермии для органопро-

текции описали W. G. Bigelow и коллеги в 1950 г., 
изучив ее в эксперименте на собаках: авторы 
выполнили животным остановку кровообра-
щения в условиях охлаждения до 20°С на 15 мин 
и дальнейшее восстановление витальных функ-
ций организма [1]. В кардиохирургии гипотермия 
впервые была применена F. J. Lewis для коррек-
ции дефекта межпредсердной перегородки у 
ребенка  [2]. Таким образом, гипотермия ис-
пользуется для органопротекции в кардиохи-
рургии уже много лет, но до сих пор ее эффек-
тивность и безопасность во многом не до конца 
исследованы, особенно в части нейропротек-
тивных эффектов.  

Влияние гипотермии на нейроваскулярную 
единицу (НВЕ) состоящую из нейронов, астро-
цитов и эндотелиоцитов, является комплексным 
и включает следующие: 

• Снижение церебрального метаболизма: 
активность метаболизма головного мозга падает 
на 5–7% на каждый 1°C снижения температуры. 
Это приводит к уменьшению потребления кис-
лорода и глюкозы, сохранению макроэргических 
фосфатов (АТФ, АДФ) и поддержанию ионных 
градиентов, что позволяет продлить период, в 
течение которого мозг может переносить пол-
ную ишемию без необратимых повреждений [3]. 

• Подавление эксайтотоксичности: гипо-
термия напрямую ингибирует пресинаптическое 
высвобождение возбуждающих нейромедиа-
торов (глутамата, аспартата) и предотвращает 
перегрузку нейронов ионами кальция через 
NMDA-рецепторы, что является ключевым зве-
ном в ишемическом каскаде, а также модулирует 
постсинаптические рецепторы, уменьшая после-
дующую активацию липаз и эндонуклеаз [4]. 

• Модуляция апоптоза: гипотермия влияет 
на внутренние пути апоптоза, подавляя акти-
вацию каспаз, высвобождение цитохрома С из 
митохондрий и экспрессию про-апоптотических 
белков, одновременно стимулируя синтез ан-
тиапоптотических факторов [5]. 

• Подавление воспалительного ответа: ги-
потермия ингибирует активацию микроглии и 
выброс провоспалительных цитокинов (TNF-α, 
IL-1β, IL-6), а также хемокинов, что ограничивает 
нейровоспаление и повреждение ГЭБ [6].  

• Снижение образования активных форм 
кислорода (АФК): при реперфузии происходит 
массивное образование АФК. Гипотермия умень-
шает генерацию АФК и модулирует активность 
антиоксидантных ферментов, таких как супер-
оксиддисмутаза, тем самым снижая оксидатив-
ный стресс [7]. 

• Для астроцитов, гипотермия снижает 
активность астроглиального глутаматтранс-

Экспериментальные исследования
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портера EAAT2, предотвращая его работу в об-
ратном направлении и тем самым препятствуя 
дополнительному выбросу глутамата в эксай-
тотоксических условиях [8]. 

• Гипотермия стабилизирует ГЭБ, умень-
шая экспрессию молекул адгезии на эндотели-
альных клетках и подавляя активность мат-
риксных металлопротеиназ, что ограничивает 
лейкоцитарную инфильтрацию и отек мозга [5].  

Клинические и экспериментальные ис-
следования эффективности гипотермии. Ис-
следования показали, что глубокая гипотермия 
(18°C) значительно сохраняет высокоэнергети-
ческие фосфаты и внутриклеточный pH, от-
срочивая наступление ишемического повреж-
дения коры головного мозга, базальных ганг-
лиев и гиппокампа по сравнению с нормотер-
мией [9]. По данным систематического обзора 
с метаанализом гипотермия не только сохраняет 
энергетический статус, но и существенно улуч-
шает функциональные неврологические исходы 
и снижает гистопатологическую степень по-
вреждения головного мозга после ишемии [10].  

Отдельным вопросом является влияние 
гипотермии на системное воспаление. Учитывая 
его значимую роль в церебральном поврежде-
нии, стоит принять во внимание исследование 
клинического характера с пациентами детского 
возраста, в котором установлено, что примене-
ние гипотермии на уровне 27°С вначале умень-
шало концентрацию L-селектина, однако через 
30 мин, его концентрация была сопоставима с 
группой исследуемых с гипотермией 33°С [11].  

В одном из самых масштабных и долго-
срочных рандомизированнных контролируемых 
исследований Boston Circulatory Arrest Study, 
сравнивались стратегии с глубокой гипотермией 
и остановкой кровообращения, и глубокой ги-
потермией с непрерывным искусственным кро-
вообращением у детей с коррекцией транспо-
зиции магистральных артерий. Результаты по-
казали, что хотя стратегия циркуляторного аре-
ста технически была значительно удобнее для 
хирурга, она была ассоциирована с более вы-
соким риском послеоперационных судорог и 
более низкими показателями моторного раз-
вития и речевой функции в отдаленном периоде 
по сравнению с непрерывным низкообъемным 
перфузионным потоком  [12]. Это свидетель-
ствует о том, что сама по себе остановка крово-
обращения, даже в условиях глубокой гипо-
термии, несет значительные риски. 

Современные клинические практики эво-
люционировали в сторону отказа от плановой 
гипотермической остановки кровообращения 
в пользу непрерывной церебральной перфузии 
в условиях умеренной (25–32°C) или глубокой 
гипотермии. Показано, что такой подход ассо-

циирован с лучшими неврологическими исхо-
дами, снижением частоты послеоперационных 
судорог и более низкими показателями после-
операционной когнитивной дисфункции  [13].  

Некоторые исследователи вообще декла-
рируют отказ от гипотермии в пользу нормо-
термии в постоянной церебральной перфузией. 
Так в работе M. Caputo и соавт.  [14] проведено 
сравнение двух групп детей — с проведением 
ИК в условиях нормотермии или с гипотермией 
на уровне 28°C, и выявлено, что по выражен-
ности повреждения НВЕ группы были сопо-
ставимы, как и по длительности дальнейшего 
нахождения в отделении реанимации.  

Другое исследование с аналогичным ди-
зайном, демонстрирует, однако, что в группе с 
гипотермией была значимо выше потребность 
в трансфузии, а также длительность ИВЛ и на-
хождения в отделении реанимации [15].  

Исследователи из Texas Children's Hospital, 
предполагают, что умеренная гипотермия может 
быть столь же эффективной для нейропротек-
ции при определенных типах операций, но с 
меньшим количеством побочных эффектов, 
присущих глубокой гипотермии  [16]. Можно 
заключить, что оптимальный температурный 
режим остается предметом дискуссий. 

Цель исследования — выявление нейро-
протективного потенциала гипотермии в усло-
виях действия гипоксии и интерлейкина-6 как 
имитации системного воспаления in vitro. 

Материал и методы 
Клиническую часть исследования и набор сы-

воротки пациентов провели на базе Научно-исследо-
вательского института комплексных проблем сердеч-
но-сосудистых заболеваний (НИИ КПССЗ, г. Кемерово, 
Россия) с 2018 по 2023 гг. Экспериментальную часть 
исследования провели в Красноярском государствен-
ном медицинском университете имени профессора 
В. Ф. Войно-Ясенецкого Минздрава России (КрасГМУ). 
Исследование было одобрено локальным этическим 
комитетом НИИ КПССЗ (протокол № 20 от 20.11.2018). 
Схему исследования представили на рис. 1. 

Клеточная модель нейроваскулярной едини-
цы. Применили Transwell-клеточную модель НВЕ, со-
держащую полупроницаемую вставку-мембрану тол-
щиной 10 мкм. Вставка формирует 2 камеры: наруж-
ную верхнюю (люминальную), и внутреннюю нижнюю 
(аблюминальную), расположенную между вставкой 
и дном лунки. Такая конструкция имитирует просвет 
сосуда, позволяет исследовать механизмы прони-
цаемости гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) [17, 
18]. Внутренняя камера содержит клетки, имитирую-
щие ткань головного мозга — астроциты и нейроны, 
которые расположены с нижней стороны мембраны 
и на дне лунки. Схематично Transweel-модель изоб-
разили на рис. 2. 



41w w w . r e a n i m a t o l o g y . c o mG E N E R A L  R E A N I M AT O L O G Y,  2 0 2 6 ,  2 2 ;  4

Экспериментальные исследования

 Получение клеточной модели НВЕ включало 
4 этапа: 

1. Выделение церебральных эндотелиоцитов.  
2. Выделение и культивирование нейросфер.  
3. Получение астроцитов и нейронов из полу-

ченных нейросфер путем направленной дифферен-
цировки в астроциты и нейроны.  

4. Формирование модели НВЕ. Для этого смесь 
эндотелиоцитов и нейронов помещали на дно лунок 
культурального планшета, затем устанавливали куль-
туральные вставки (Corning-Costar, США), на которые 
помещали астроциты. Смесь клеток культивировали 
в среде, состоящей из DMEM с FBS, глутамином, сме-
сью антибиотиков при 37°C с 5% CO₂.  

Получение первичных культур клеток голов-
ного мозга. Использовали первичные культуры клеток 
эндотелия, астроцитов и нейронов головного мозга, 
полученных из крыс линии Wistar. Животных содер-
жали в клетках со свободным доступом к корму и 
воде. Температуру поддерживали постоянно — 21±1°С. 
Световой цикл составил 12 ч день/12 ч ночь. Иссле-
дования на животных проводили в соответствии с 
соблюдением принципов гуманности, изложенных в 
Директиве Европейского сообщества (2010/63/ЕС) [19]. 
Общее количество животных — n = 10. 

В лаборатории КрасГМУ на основе клеточной 
модели НВЕ была разработана модель повреждения 
головного мозга при кардиохирургических операциях, 
которая может культивироваться в различных усло-
виях, имитирующих факторы интраоперационного 
периода. 

Образцы сыворотки. В распоряжении авторов 
имеется коллекция сыворотки 78 пациентов детского 
возраста — от 1 месяца до 6,5 лет (13  (9–23) мес.) с 
массой тела от 3,3 до 21,5 кг (8,7 (6,9–11,0) кг), которым 
проводилась оперативная коррекция септальных 

врожденных пороков сердца в условиях искусствен-
ного кровообращения (ИК) на базе НИИ КПССЗ.  

Критерии включения пациентов в исследова-
ние были следующие: планируемое хирургическое 
вмешательство по коррекции врожденного порока 
сердца (дефекта межпредсердной или межжелудоч-
ковой перегородки) в условиях ИК, наличие инфор-
мированного согласия об участии в исследовании, 
подписанного законным представителем ребенка, 
возраст ребенка от 1 месяца до 7 лет; масса тела от 3 
до 25 кг (в подразделе «Образцы сыворотки» привели 
фактические данные пациентов, включенных в ис-
следование).  

Критерии исключения: экстренные и срочные 
оперативные вмешательства; наличие клинически 
выраженной анемии, гипотермический режим ИК, 
эпизоды десатурации в периоперационном периоде; 
наличие иных ВПС, кроме дефекта межпредсердной 
или межжелудочковой перегородки, а также их со-

Рис. 1 Схема исследования. 

Рис. 2. Клеточная модель нейроваскулярной единицы (ри-
сунок авторов).
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четание, заболевания центральной нервной системы 
в анамнезе, установленный электрокардиостимуля-
тор, нестабильность гемодинамики, требующая пред-
операционной фармакологической и/или механи-
ческой поддержки, любые эпизоды нарушения моз-
гового кровообращения в анамнезе или периопера-
ционном периоде, наличие у пациента тяжелых со-
путствующих заболеваний, ухудшающих психический 
и соматический статус, острая инфекция и обострение 
хронической инфекции в периоперационном периоде, 
сопутствующие аутоиммунные заболевания, наличие 
злокачественных новообразований, хирургические 
осложнения в послеоперационном периоде. 

В каждом образце сыворотки определили кон-
центрацию интерлейкина-6 (ИЛ-6), как одного из 
главных показателей системного воспалительного 
ответа (СВО) [20].  

Для исследования in vitro из имеющейся кол-
лекции отобрали по 3 образца сыворотки с наиболь-
шей и наименьшей концентрацией ИЛ-6, как отра-
жающих наибольший и наименьший уровень раз-
вития СВО, соответственно. Замороженную сыворотку 
транспортировали с соблюдением температурного 
режима в КрасГМУ.  

Формирование групп. Для определения эф-
фектов IL-6 на клеточную модель НВЕ в культураль-
ную среду добавили сыворотку, смешанную из 3-х 
образцов с минимальной концентрацией IL-6, либо 
смешанную из 3-х образцов с максимальной кон-
центрацией IL-6.  

Группы сформировали в зависимости от кон-
центрации IL-6 в сыворотке.  

1. Группа «Контроль» — интактная модель НВЕ. 
2. Группа «Минимум» (Min) — добавление в 

культуру смеси образцов сыворотки с минимальным 
содержанием IL-6. 

3. Группа «Максимум» (Max) — добавление в 
культуру смеси образцов сыворотки с максимальным 
содержанием IL-6. 

Для определения эффектов гипотермии в усло-
виях аноксии для каждой группы сформировали 
следующие подгруппы: 

1. Нормоксия 37°: стандартные условия куль-
тивирования, N₂ — 75%, O₂ — 20%, CO₂ — 5%, t — 37°С. 

2. Аноксия 37°: N₂ — 95%, O₂ — 0%, CO₂ — 5%, 
t — 37°C. 

3. Аноксия 28°: N₂ — 95%, O₂ — 0%, CO₂ — 5%, 
t — 28°C. 

4. Аноксия 24°: N₂ — 95%, O₂ — 0%, CO₂ — 5%, 
t — 24°C. 

5. Аноксия 20°: N₂ — 95%, O₂ — 0%, CO₂ — 5%, 
t — 20°C.  

Формирование условий аноксии и гипотермии 
проводили в гипоксической станции НypoxyLab (Ox-
ford Optronix, Великобритания). В камеру станции с 
заранее установленными параметрами температуры 
и кислородного статуса помещали планшеты с куль-
турами клеток. Длительность воздействия аноксии 
и гипотермии составила 15 мин. Непосредственно 

после воздействия клетки подвергали фиксации 4% 
раствором формальдегида и дальнейшему иммуно-
цитохимическому исследованию молекул-маркеров. 
Число наблюдений в группах составляло 5 лунок на 
каждую[EO3.1] [ИА4.1] группу. В каждой лунке ана-
лизировали не менее 5 полей зрения. 

Иммуноцитохимические исследования. Для 
регистрации целевых молекул-маркеров исполь-
зовали метод двойного непрямого иммуноцитохи-
мического окрашивания согласно протоколу фир-
мы-изготовителя антител. Клетки фиксировали 4% 
раствором формальдегида в PBS в течение 15 мин. 
Пермеабилизацию проводили 0,25% раствором 
Triton X-100 в PBS в течение 5 мин при комнатной 
температуре. Блокирование неспецифического свя-
зывания проводили в 10% растворе BSA в PBS в тече-
ние 30 мин при 37°C. Использовали первичные ан-
титела к GFAP (ab4648, Abcam), NeuN (ABN78, Merck 
Millipore), VWF (LS-B4034, LSBio), Claudin-5 (AF0130, 
Affinity Biosciences), ZO1 (AF5145, Affinity Biosciences), 
Interleukin-1 Receptor Type I (PAA066Ra01, Cloud-Clone 
Corp), Interleukin-6 Receptor (DF2530, Affinity Bio-
sciences), TNF Receptor I (AF0282, Affinity Biosciences), 
TNF Receptor II (AF0364, Affinity Biosciences). Первичные 
антитела использовали в рабочем разведении 1:200. 
Время инкубации с первичными антителами соста-
вило 18 ч при 4°С. Вторичные антитела, меченые 
FITC (SAA544Rb58, Cloud-Clone Corp.), использовали 
в разведении 1 : 400, время инкубации составляло 
2 ч при 37°С. 

Микроскопию клеток осуществляли на флуо-
ресцентном микроскопе ZOE (Bio-Rad, США). Выпол-
няли подсчет интенсивности флуоресценции иссле-
дуемых маркеров с помощью программного обес-
печения ImageJ.  

Методы статистического анализа. Данные об-
рабатывали статистически c помощью программы 
BioStat Pro 5.9.8. Данные в тексте и таблицах предста-
вили в виде медианы (Me), нижнего (Q1) и верхнего (Q3) 
квартилей, так как большинство данных имело ха-
рактер распределения, отличный от нормального 
(критерий Шапиро–Уилка, р � 0,05). Количественные 
переменные сравнивали с использованием двухсто-
роннего U-критерия Манна–Уитни. Статистически 
значимыми считали различия при р � 0,05. Для вы-
явления значимых отличий в нескольких независимых 
группах применяли критерий Краскела–Уоллеса. Для 
сравнения нескольких групп, либо подгрупп, исполь-
зовали поправку Бонферрони. Влияние разной кон-
центрации IL-6 на НВЕ — в 2-х группах с добавлением 
сыворотки и 1-й контрольной — без добавления сы-
воротки, значимость различий составила 0,017. Влия-
ние температуры инкубации НВЕ для каждой группы 
оценивали в 4-х подгруппах с аноксией и 1-й подгруппе 
с нормоксией, значимость различий составила 0,0125.  

Результаты 
Экспрессия клаудина-5 (табл. 1). В группах 

Контроль и Min в условиях аноксии по сравне-
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нию с нормоксией происходило статистически 
значимое снижение экспрессии клаудина-5 во 
всех подгруппах (р = 0,003). При температуре 
ниже 37°С в этих группах наблюдали тенденцию 
к стабилизации и увеличению экспрессии клау-
дина-5. Однако значения показателя не дости-
гали таковых при нормоксии (р = 0,011).  

В группе Max температурный режим и кон-
центрации кислорода не влияли на экспрессию 
клаудина-5 (р = 0,130).  

Снижение экспрессии клаудина-5 по 
сравнению с контролем было более выражено 
в группе Max, чем в группе Min, при нормоксии 
и аноксии (р = 0,011). Так, в условиях нормоксии 
присутствие сыворотки в среде культивирования 
приводило к снижению экспрессии клаудина-
5 по сравнению с контролем: в группе Min — 
2,5 раза (р = 0,011), в группе Max — в 9,6 раз 
(р = 0,011).  

Экспрессия окклюдина-1 (табл. 2). Вторым 
исследуемым белком, который участвует в обес-
печении функциональной активности ГЭБ, яв-
лялся белок плотных контактов окклюдин-1. 
В контрольной группе и группе Max после воз-
действия аноксии при всех температурных ре-
жимах не выявили статистически значимого 

изменения экспрессии окклюдина-1 по сравне-
нию с нормоксией (р � 0,0125). При нормоксии 
экспрессия окклюдина-1 в группе Min снижается 
в 2,05 раза (р = 0,011), а в группе Max — в 6,6 раз 
(р = 0,011). При этом в группе Min начиная с ги-
потермии в 24°С статистически значимой раз-
ницы между условиями нормоксии и аноксии 
уже не наблюдали (р = 0,442).  

Экспрессия рецепторов интерлейкина-1 
(IL-1R) (табл. 3).  Установили, что в контрольной 
группе инкубация клеток в условиях аноксии 
при 37°С приводит к статистически значимому 
увеличению интенсивности флуоресценции 
IL-1R с 9,85 до 21,20 у. е. (р = 0,011). При снижении 
температуры отметили тенденцию к уменьше-
нию негативного эффекта аноксии. Начиная с 
24°С это снижение было статистически значи-
мым (р = 0,011).  

Тем не менее даже при температуре 20°С 
интенсивность флуоресценции экспрессии IL-1R 
статистически значимо отличалась от конт-
рольной группы (р = 0,011). Также выявили, что 
при нормоксии присутствие в среде культиви-
рования сыворотки крови приводило к стати-
стически значимому увеличению экспрессии 
IL-1R (р = 0,011), независимо от концентрации 

Таблица 1. Интенсивность флуоресценции экспрессии клаудина-5.  
Группы                                                   Значения показателей в подгруппах                                                                        p  
                                                      Нормоксия                                               Аноксия                                                              Нормоксия vs Аноксия  
                                                              37°С                  37°С                    28°С                 24°С                    20°С        vs 37°С     vs            vs             vs           vs 
                                                                                                                                                                                                     vs 28°С  37°С      28°С       24°С     20°С 
                                                                                                                                                                                                     vs 24°С 
                                                                                                                                                                                                     vs 20°С         
Контроль                                     34,25                  9,20                    9,20                 11,20                 17,55        0,003    0,011     0,011     0,011    0,011 
                                                   [30,90–36,88]       [8,23–9,80]           [8,43–9,75]      [10,28–11,93]      [16,75–18,23]        
Min                                                  13,50                  4,15                    4,95                  6,35                    7,40          0,003    0,011     0,011     0,011    0,011 
                                                                  [11,18–15,80]       [3,95–4,58]            [4,68–5,45]         [5,68–7,10]           [7,20–7,75]             
Max                                                   3,55                   2,30                    2,15                  2,25                    2,50          0,130        —           —           —          — 
                                                                     [3,28–3,83]          [2,18–2,33]            [2,08–2,53]         [1.98–2,78]           [2,25–2,80]             
Контроль vs Min vs Max        0,007                0,007                  0,007               0,007                 0,007 
Контроль vs Min                       0,011                0,011                  0,011               0,011                 0,011 
Контроль vs Max                      0,011                0,011                  0,011               0,011                 0,011 
Min vs Max                                   0,011                0,011                  0,011               0,011                 0,011 
Примечание. Для табл. 1–4: все значения указаны в условных единицах (у. е.) флуоресценции; уровень значимости раз-
личий в группах — 0,017; в подгруппах нормоксия vs аноксия — 0,0125. 

Таблица 2. Интенсивность флуоресценции экспрессии окклюдина-1. 
Группы                                                   Значения показателей в подгруппах                                                                        p  
                                                      Нормоксия                                               Аноксия                                                              Нормоксия vs Аноксия  
                                                              37°С                  37°С                    28°С                 24°С                    20°С        vs 37°С     vs            vs             vs           vs 
                                                                                                                                                                                                     vs 28°С  37°С      28°С       24°С     20°С 
                                                                                                                                                                                                     vs 24°С 
                                                                                                                                                                                                     vs 20°С         
Контроль                                     53,75                43,90                  43,35               57,40                   62,0          0,003    0,042     0,022     0,124    0,042 
                                                                  [51,60–56,85]    [40,98–48,38]      [42,98–45,05]   [56,70–58,38]      [59,28–64,48] 
Min                                                  26,25                16,65                  18,05               26,90                 29,15        0,007    0,011     0,011     0,442    0,193 
                                                                   [25,0–28,10]     [15,43–17,70]      [16,95–18,88]   [25,68–27,68]      [27,35–30,65] 
Max                                                   8,15                   8,40                    8,30                 10,05                   12,0          0,092        —           —           —          — 
                                                                     [7,83–8,58]          [7,98–8,83]           [8,13–8,78]       [9,28–10,83]       [11,68–12,58] 
Контроль vs Min vs Max        0,007                0,018                  0,018               0,018                 0,018 
Контроль vs Min                       0,011                0,011                  0,011               0,011                 0,011 
Контроль vs Max                      0,011                0,011                  0,011               0,011                 0,011 
Min vs Max                                   0,011                0,011                  0,011               0,011                 0,011 
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IL-6 в ней. При гипотермии с температурой 20°С 
в группе Max различия экспрессии IL-1R в усло-
виях нормоксии и гипоксии нивилировались 
(р = 0,022).  

Экспрессия рецепторов интерлейкина-6 
(IL-6 R) (табл. 4). Установили, что в группе Конт-
роль в условиях аноксии при 37°, 28° и 24°С 
происходит значимое увеличение экспрессии 
IL-6R по сравнению с нормоксией (р = 0,011). 
При этом наблюдали тенденцию к снижению 
экспрессии по мере снижения температуры. 
При 20°С экспрессия IL-6R не отличалась от та-
ковой при нормоксии (р = 0,044).  

В группах Min и Max в условиях аноксии 
экспрессия IL-6R была выше, чем при нормок-
сии, во всех подгруппах (37°, 28°, 24° и 20°С, 
р = 0,011). Понижение температуры до 20°С в 
обеих группах не привело к восстановлению 
уровня экспрессии до значений при нормоксии 
(р = 0,011). 

В условиях нормоксии группы Контроль, 
Min и Max значимо не различались по уровню 
экспрессии IL-6R (р = 0,668). Однако в условиях 
аноксии обнаружили статистически значимое 
повышение экспрессии IL-6R по сравнению с 
Контролем: в группе Min — начиная с 28°С 
(р = 0,011), в группе Max — с 37°С (р = 0,011). На-
чиная с 28°С и ниже, повышение экспрессии 

IL-6R по сравнению с нормоксией было более 
выражено в группах Min и Max, чем в Контроле 
(р � 0,010).  

Обсуждение 
Выявленное снижение экспрессии клау-

дина-5 и окклюдина-1 под воздействием аноксии 
полностью согласуется с имеющимися данными 
о том, что ишемия/гипоксия является мощным 
дестабилизирующим фактором целостности 
ГЭБ. Показано, что уже через несколько минут 
после окклюзии средней мозговой артерии у 
грызунов происходит быстрое снижение экс-
прессии и перераспределение белков плотных 
контактов, что приводит к увеличению прони-
цаемости ГЭБ [21, 22]. Аналогичные данные по-
лучены и в условиях in vitro: кислородно-глю-
козная депривация в культурах клеток эндотелия 
головного мозга приводит к диссоциации ком-
плексов окклюдина-1 и клаудина-5 с цитоске-
летом и их интернализации [23]. Наши резуль-
таты, демонстрирующие снижение экспрессии 
этих белков при аноксии в группе без сыворотки 
и в группе с низким содержанием IL-6, под-
тверждают эту общепризнанную патофизио-
логическую концепцию. По всей видимости, 
даже несмотря на возможные протективные 
эффекты гипотермии на стабилизацию ГЭБ, 

Таблица 3. Интенсивность флуоресценции экспрессии рецепторов интерлейкина-1.  
Группы                                                   Значения показателей в подгруппах                                                                        p  
                                                      Нормоксия                                               Аноксия                                                              Нормоксия vs Аноксия  
                                                              37°С                  37°С                    28°С                 24°С                    20°С        vs 37°С     vs            vs             vs           vs 
                                                                                                                                                                                                     vs 28°С  37°С      28°С       24°С     20°С 
                                                                                                                                                                                                     vs 24°С 
                                                                                                                                                                                                     vs 20°С         
Контроль                                      9,85                  21,20                  18,25               15,70                 13,95        0,004    0,011     0,011     0,011    0,011 
                                                                   [9,78–10,05]     [19,98–22,58]      [16,05–21,00]   [14,55–16,68]      [13,30–14,90]          
Min                                                  22,65                43,25                  40,80               33,30                 31,25        0,003    0,011     0,011     0,011    0,011 
                                                                  [21,65–23,68]    [42,20–44,33]      [38,45–43,18]   [38,45–43,18]      [29,60–33,73]          
Max                                                  27,55                49,35                  44,25               40,70                 38,65        0,006    0,011     0,011     0,011    0,022 
                                                                  [49,35–50,25]    [48,15–50,25]      [41,80–47,50]   [39,45–42,48]      [35,25–40,60]          
Контроль vs Min vs Max        0,010                0,007                  0,017               0,018                 0,018 
Контроль vs Min                       0,011                0,011                  0,011               0,011                 0,011 
Контроль vs Max                      0,011                0,011                  0,011               0,011                 0,011 
Min vs Max                                   0,022                0,011                  0,095               0,011                 0,124 

Таблица 4. Интенсивность флуоресценции экспрессии рецепторов интерлейкина-6.  
Группы                                                   Значения показателей в подгруппах                                                                        p  
                                                      Нормоксия                                               Аноксия                                                              Нормоксия vs Аноксия  
                                                              37°С                  37°С                    28°С                 24°С                    20°С        vs 37°С     vs            vs             vs           vs 
                                                                                                                                                                                                     vs 28°С  37°С      28°С       24°С     20°С 
                                                                                                                                                                                                     vs 24°С 
                                                                                                                                                                                                     vs 20°С         
Контроль                                      8,55                  22,90                  22,70               15,20                   8,35          0,003    0,011     0,011     0,011    0,044 
                                                                     [7,85–8,98]       [22,33–24,68]      [20,68–24,15]   [13,98–16,75]        [7,33–9,15]             
Min                                                   8,80                  30,85                  33,95               27,15                 20,85        0,003    0,011     0,011     0,011    0,011 
                                                                     [8,20–9,40]       [28,93–32,78]      [30,95–36,13]   [26,13–28,53]      [19,05–22,55]          
Max                                                   8,90                  49,45                  43,40               39,15                 34,25        0,005    0,011     0,011     0,011    0,011 
                                                                   [8,25–10,10]     [45,55–51,78]      [41,63–46,00]   [36,05–41,65]      [32,60–35,63]          
 Контроль vs Min vs Max       0,668                0,013                  0,007               0,010                 0,007 
Контроль vs Min                          —                   0,042                  0,011               0,011                 0,011 
Контроль vs Max                         —                   0,011                  0,011               0,011                 0,011 
Min vs Max                                      —                   0,011                  0,011               0,022                 0,011 
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они недостаточны для его сохранения. Однако 
это требует дальнейшего изучения в более слож-
ных моделях НВЕ с имитацией тока крови.  

Особый интерес представляют данные о 
влиянии сыворотки пациентов на модель НВЕ. 
Установили, что даже сыворотка с минимальной 
концентрацией IL-6 существенно снижала экс-
прессию клаудина-5 и окклюдина-1, а сыворотка 
с высоким IL-6 оказывала максимальный по-
вреждающий эффект, практически нивелируя 
разницу между воздействиями аноксии и нор-
моксии. Это свидетельствует о том, что систем-
ное воспаление, опосредованное гуморальными 
факторами крови, является независимым и 
мощным повреждающим агентом для ГЭБ. Дан-
ный вывод находит подтверждение в работах, 
демонстрирующих, что провоспалительные ци-
токины, такие как TNF-α IL-1β и IL-6, способны 
напрямую модулировать экспрессию и органи-
зацию белков плотных контактов. В частности, 
показано, что IL-6 может активировать сиг-
нальный путь JAK-STAT, приводя к подавлению 
транскрипции гена клаудина-5 [24]. 

Как показывают наши данные,  нейропро-
тективный эффект гипотермии в значительной 
степени зависит от сопутствующих факторов, в 
частности, от наличия сопутствующего систем-
ного воспаления. Наиболее выраженный про-
тективный эффект гипотермии в эксперименте 
наблюдали в группах без добавления сыворотки 
или с сывороткой с низким содержанием IL-6. 
Фиксировали увеличение экспрессии клаудина-
5 при снижении температуры до 20°C по сравне-
нию с аноксией при 37°C, но оно было статисти-
чески значимо ниже показателей контрольной 
группы, а следовательно эффекты гипотермии 
оказались недостаточными для нейропротекции. 
В отношении IL-1R гипотермия также продемон-
стрировала недостаточный протективный эф-
фект, не снижая их аноксия-индуцированную 
гиперэкспрессию. Экспрессию IL-6R гипотермия 
значимо снижала только при температуре 20°C.  

Однако ключевым ограничением эффек-
тивности гипотермии, выявленным в исследо-

ванном диапазоне температур, является ее не-
способность полноценно нивелировать повреж-
дающее действие высокой концентрации про-
воспалительных факторов в сыворотке. В группе 
Max по содержанию IL-6 гипотермия не оказы-
вала значимого влияния ни на экспрессию 
клаудина-5, ни на экспрессию IL-6R. Это позво-
ляет предположить, что запускаемые высокими 
концентрациями цитокинов сигнальные кас-
кады (например, JAK-STAT, NF-κB) обладают 
значительной устойчивостью к модулирующему 
действию снижения температуры. Возможно, 
для преодоления этого требуется более глубокая 
или более длительная гипотермия, либо ком-
бинированная терапия, включающая, помимо 
гипотермии, фармакологические ингибиторы 
провоспалительных путей. 

Ограничения исследования связаны, в пер-
вую очередь, с самой моделью НВЕ, которая не 
обладает свойствами имитации тока крови. Кроме 
того, можно отметить ограниченный уровень ги-
потермии в 20°C, которого, возможно, не хватило 
для протективных эффектов. Однако, в практике 
кардиохирургии, редко применятся охлаждение 
пациента до более низких температур  [25, 26]. 
Кроме того, важно отметить, что для имитации 
действия СВО применяли не ИЛ-6, а сыворотку 
крови пациентов с известным его содержанием. 
Это может искажать результаты, так как в сыво-
ротке содержится и множество других факторов, 
инициирующих системное воспаление.  

Заключение 
 Воздействие сыворотки с различной кон-

центрацией ИЛ-6 приводило к более выражен-
ному влиянию на экспрессию маркеров по-
вреждения НВЕ, чем аноксия.  

Гипотермия в исследуемом диапазоне тем-
ператур, в целом, не оказала должного защитного 
эффекта: экспрессия клаудина-5, рецепторов к 
IL-1 и IL-6 не была сопоставима с контрольной 
группой даже без добавления сыворотки.
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