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Криосохранение (КС) ― это перспективная био-
технология, которая заключается в использовании 
отрицательных температур для длительного и обрати-
мого ингибирования метаболизма в клетках и тканях. 
В настоящее время методы КС используются в ме-
дицинских и исследовательских целях для хранения 
биологических материалов, включая клетки, ткани, 
особенно они востребованы в регенеративной и ре-
продуктивной медицине и при создании криобанка 
трансплантатов (Giwa et al., 2017).

В практическом плане при КС тканей и органов 
возникают проблемы, связанные с отсутствием на-
дежных протоколов замораживания/отогревания 
и неоднородностью морфологической организацией 
различных тканей (Taylor et al., 2019). Оптимальные 
результаты получаются с однородными клетками 
(кровь, сперма, ооциты), для которых применимы 
протоколы КС клеток (Whaley et al., 2021).

Серьезные проблемы возникают при КС нерв-
ной системы, поскольку она морфологически гете-
рогенна: клетки, синапсы, рецепторные структуры 
на мембранах. Все они проявляют различную рези-
стентность к действию замораживания/отогрева-
ния. Эти условия требуют соответствующего выбора 

экспериментального объекта при разработке прото-
колов КС нервной ткани. Учитывая, что для клини-
ки при трансплантации требуется интегрированная 
нервная структура, полагаем, что переживающие 
срезы мозга являются наилучшими эксперименталь-
ными объектами для исследования закономерностей 
КС теплокровных.

Преимуществами использования срезов мозга яв-
ляется то, что в них сохраняется цитоархитектоника 
ткани, из которой они изготовлены, взаимодействие 
клеток происходит как in vivo, а также реален кон-
троль над составом внеклеточной среды. Наилучшим 
индикатором функционирования нейронной ткани 
является электрофизиологическое измерение синап-
тической активности (Cho et al., 2007).

Наш опыт применения срезов мозга обонятельной 
коры крыс в исследовании процессов КС выявил опре-
деленные критические моменты изменений активности 
глутаматергических синапсов (Mokrushin, 2015; Мокру-
шин, 2016). Так, при медленных скоростях охлаждения 
срезов обонятельной коры мозга (0.1—0.125 оC/мин) 
активности НМДА (N-метил-D-аспартат) механиз-
мов значительно редуцировались или блокировались. 
Увеличение скоростей замораживания/отогревания 
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В работе исследовали криопротективные свойства дипептида L-карнозина (β-аланил-L-гистидин) 
на срезах обонятельной коры мозга крыс. Анализировали изменения активности N-метил-D-аспартатных 
рецепторов как наиболее уязвимых к действию криосохранения (КС), для этого экстраклеточно реги-
стрировали НМДА-синаптический компонент возбуждающего постсинаптического потенциала (сокра-
щенно — НМДА потенциалы). Срезы инкубировали с L-карнозином (20 мМ) в среде и замораживали 
с медленной скоростью (0.1оC/мин) до −10 оС и после КС (30 сут) отогревали с такой же скоростью 
(0.1оC/мин) до +37оС. Определяли эффективность криопротекции L-карнозина по изменениям ам-
плитуд НМДА потенциалов после КС по сравнению до КС. Дипептид восстанавливал рН заморажи-
вающей среды (6.9, без L-карнозина) до оптимальных значений (7.3—7.4), способствовал дегидратации 
свободной воды из срезов после КС, ингибировал развитие глутаматной эксайтотоксичности в срезах. 
Полученные данные доказывают, что L-карнозин проявляет свойства нетоксичного эффективного 
криопротектора в нервной ткани теплокровных негибернирующих животных.
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(2.0, 4.0, 6.0, 9.0 оC/мин) приводило к необратимому 
ингибированию активности НМДА механизмов. Оп-
тимальной глубиной замораживания срезов, как было 
установлено, являлась температура –10 оC.

Результаты показали, что НМДА механизмы яв-
ляются наиболее уязвимыми к действию факторов 
КС и их активность не восстанавливалась при отогре-
вании срезов мозга до нормотермических значений, 
то есть развивались криоповреждения. Важно отме-
тить, что НМДА механизмы являются ключевыми 
в системе глутаматергической медиаторной системы 
мозга. Нарушения их функционирования оказывают 
значительные эффекты не только на трансляцию сен-
сорных сигналов, но также и на развитие процессов 
научения, формирования энграмм памяти. Кроме 
того, расстройства в деятельности этих механизмов 
усиливают проявление патологических нейродеге-
неративных заболеваний (Traynelis, Cull-Candy,1990; 
Obrenovitch, Urenjak, 1997).

Для сохранения активности клеток при КС при-
меняют криопротекторы (КП). Они должны пре-
дотвратить криоповреждения клеточной мембра-
ны и клеточных органелл в процессе КС. Однако 
высокая токсичность наиболее распространенных 
КП (диметилсульфоксид (ДМСО), этиленгликоль 
и пропиленгликоль) ограничивает/исключает их ис-
пользование в протоколах КС, особенно для нервной 
ткани (Pichugin et al., 2006; Hanslick et al., 2009; Jacob, 
Torre, 2009; Yuan et al., 2014).

Кроме отсутствия токсичных влияний на ткань, 
«идеальные» КП не должны влиять на метаболизм. 
Такие вещества могут быть природными метаболита-
ми, например сахара, аминокислоты, органические 
кислоты.

В настоящей работе мы исследовали криопротек-
тивные свойства вещества эндогенного происхождения 
L-карнозина. L-карнозин (β-аланил-L-гистидин) ― 
гидрофильный дипептид, синтезируемый фермен-
том карнозинсинтаза 1 (CARNS1) из аминокислот, 
β-аланина (синтезируется в печени) и L-гистидина 
(получаемый из пищи).

Дипептид обнаружен во всех тканях многих по-
звоночных (Boldyrev et al., 2013). Однако распределе-
ние и клеточная локализация L-карнозина являются 
тканеспецифичными. Преобладающие концентрации 
L-карнозина (миллимолярный порядок) выявлены 
в сердечных и скелетных мышцах, а также в голов-
ном мозге (Boldyrev et al., 2013). В отделах головного 
мозга распределение дипептида также неодинаково. 
Наибольшие уровни L-карнозина обнаружены в клет-
ках обонятельной луковицы и обонятельной коры 
(1—2 мМ), тогда как концентрации L-карнозина 
в нейронах кортикальных структур головного мозга 
не превышают 0.1 мМ (Hipkiss et al., 1998; Boldyrev et 
al., 2013). Увеличенные концентрации L-карнозина 
в мышцах и нейронах обонятельных структур могут 
указывать на его протекторное действие, что станет 
очевидным при рассмотрении его эффектов на кле-
точно-молекулярном уровне.

Для характеристики L-карнозина важно отметить 
его катаболизм. При действии двух карнозиназ: кар-
нозиндипептидазы 1 (CNDP1) и цитозольной карно-
зиндипептидазы 2 (CNDP2) ― дипептид деградирует 
на β-аланин и L-гистидин (Lenney et al., 1982, 1985).

Возвращаясь к  протективным свойствам 
L-карнозина на молекулярно-клеточном уровне, 
следует отметить его плейотропные положительные 
свойства. Обнаружено, что L-карнозин действует как 
активный антиоксидант ― ловушка активных форм 
кислорода (Kohen et al., 1988; Babizhayev et al., 1994; 
Boldyrev et al., 2013). Он образует аддукты с альдегид-
ными продуктами окисления липидов, не затрагивая 
мембраны клеток. Карнозин ингибирует процесс 
гликелирования и активно захватывает протоны, 
накапливающиеся при гликолизе (Pepper et al., 2010).

В мышечных клетках L-карнозин снижает на-
копление лактата и, действуя как протонный буфер, 
препятствует процессу закисления (Stvolinski et al., 
1992). Протективная функция L-карнозина выявлена 
при его комплексообразовании с тяжелыми метал-
лами, что способствует защите клеточных мембран 
(Boldyrev et al., 2013; Hasanein, Felegari, 2017; Ber-
ezhnoy et al., 2019).

Обнаружено, что L-карнозин модулирует глута-
матергическую медиаторную систему и в микромо-
лярных концентрациях активирует АМПА- и НМДА-
зависимые механизмы (Khama-Murad et al., 2008). 
Аппликация L-карнозина на нейроны до ишемии 
приводила к снижению числа их гибели и тормозила 
накопление внеклеточного глутамата после ишемии, 
т. е. дипептид проявлял нейропротективные эф-
фекты на глутаматергические механизмы (Quyang 
et al., 2016).

При анализе эффектов L-карнозина как потенци-
ального КП в нервной системе следует рассмотреть 
его влияния на глутаматергические механизмы. Об-
наружена колокализация глутамата и L-карнозина 
в пресинапсах нейронов обонятельной коры и лу-
ковицы (Sassoe―Pognetto et al., 1993; Bonfanti et al., 
1999). При активации глутаматергических механизмов 
в синаптическое пространство выделяются оба ве-
щества и, как можно полагать, увеличивают эффек-
тивность синаптической передачи, что, действитель-
но, подтвердилось экспериментально. Аппликация 
L-карнозина в микромолярных концентрациях ак-
тивировала АМПА- и НМДА-зависимые механизмы 
в срезах обонятельной коры (Khama―Murad et al., 
2008). Во многих работах выявлен нейропротектив-
ный эффект L-карнозина на нервных клетках при 
ишемическом и геморрагическом инсультах. Защит-
ный эффект дипептида наблюдался как в моделях in 
vitro, так и in vivo (Zemke et al., 2005; Khama―Murad 
et al., 2011; Zhang et al., 2011; Bae, Majid, 2013; Quyang 
et al., 2016; Стволинский и др., 2017; Lopachev et al., 
2017; Berezhnoy et al., 2019).

На основании приведенных выше данных о про-
тективных свойствах L-карнозина мы высказали 
гипотезу, что дипептид способен действовать как 

https://sinonim.org/s/%D0%B2 %D0%BF%D1%80%D0%BE%D1%86%D0%B5%D1%81%D1%81%D0%B5 %D0%B8%D0%B7%D1%83%D1%87%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D1%8F
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КП в процессе длительного КС. Правомерность этой 
гипотезы усиливается тем, что L-карнозин эндо-
генного происхождения, обладает гидрофильными 
свойствами и, что особенно важно, нетоксичен.

Для экспериментальной проверки гипотезы были 
исследованы эффекты L-карнозина на срезах обо-
нятельной коры мозга крыс по следующему плану: 
влияние на амплитудные характеристики НМДА-
зависимых потенциалов; влияние на кислотно-ще-
лочной баланс среды со срезом — буферные свойства; 
влияние L-карнозина на изменение содержания 
воды в срезах до и после КС; эффекты L-карнозина 
на развитие эксайтотоксичности при отогревании 
срезов после КС.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В опытах были использованы крысы-самцы ли-
нии Вистар массой 180—200 г. Исследования прове-
дены на тангенциальных срезах обонятельной коры 
головного мозга крыс-самцов толщиной 400—500 
мкм. Крыс декапитировали резаком Н. А. Емельянова 
(Митюшов и др., 1986; Мокрушин, 1997) и готовили 
срезы обонятельной коры мозга. Срез переносили 
в стеклянный флакон объемом 1 мл с искусственным 
цереброспинальным раствором (ИЦР), составом (мМ): 
124.0 NaCl; 5.0 KCl; 2.6 CaCl2; 1.24 KH2PO4; 1.2 MgSO4; 
3.0 NaHCO3; 10.0 глюкозы; рН 7.3 при 37 оC. Флакон 
со срезом устанавливали в аппарат Варбурга (Герма-
ния) для преинкубации перед проведением КС.

Срез после преинкубации переносили в камеру 
электрофизиологической установки (Мокрушин, 
Боровиков, 2017), перфузировали ИЦР со скоростью 

2.0 мл/мин и регистровали НМДА потенциалы. При 
электрической стимуляции латерального обонятель-
ного тракта (ЛОТ) в нормотермических условиях вне-
клеточно записывались фокальные потенциалы (ФП).

Основные морфологические компоненты сре-
за и локализации электродов показаны на рис. 1а. 
ФП состоит из нескольких волн, которые отражают 
активность различных морфологических структур 
среза (рис. 1б). После артефакта раздражения ре-
гистрируется пресинаптическая волна, она свиде-
тельствует об активности волокон ЛОТ. Вслед за ней 
регистрируются реакции постсинаптических глута-
матергических ионотропных рецепторов — альфа-
амино‑3-гидрокси‑5-метилизоксалол‑4-пропионовой 
кислоты (АМПА) и N-метил-D-аспартата (НМДА). 
В работе изучали изменения активностей только 
НМДА-зависимых механизмов в виде НМДА по-
тенциалов (рис. 1в). При помощи специфического 
антагониста D-APV (50 мкМ) к НМДА рецепторам 
эти потенциалы были выявлены (Мокрушин, 1997; 
Mokrushin, Pavlinova, 2013).

НМДА потенциалы (мкВ) регистрировали сте-
клянными микроэлектродами, заполненными 
1 M NaCl, с сопротивлением 1—5 МОм. Эти потен-
циалы возникали в ответ на электрические импульсы, 
подаваемые на ЛОТ от электростимулятора (ЭСУ‑1, 
Россия) прямоугольной формы, длительностью 
0.1 мс, интенсивностью 1—3 В и частотой 0.003 Гц. 
Далее потенциалы усиливали (НТО, Россия), оциф-
ровывали аналого-цифровым прибором (Е 20—10, 
Россия) и обрабатывали с помощью компьютерной 
программы “Анализ электрической активности ней-
ронов” (Институт физиологии им. И. П. Павлова 
РАН, Россия).

(а) (б) (в)

СЭ

ЛОТ

ПК РЭ

АМПА
потенциал

0.1 мВ

5 мс
НМДА
потенциал

изолиния

2 мс

0.05 Мв

Рис. 1. Изучение криопротективных свойств L-карнозина на срезах обонятельной коры мозга крыс (а) при измере-
нии амплитуд НМДА потенциалов (б, в). а — схема тангенциального среза обонятельной коры мозга крыс с основ-
ными морфологическими структурами и локализациями стимулирующего и регистрирующего электродов: ЛОТ — 
латеральный обонятельный тракт, СЭ — стимулирующий электрод, ПК — пириформная кора, РЭ — регистрирующий 
электрод, б — фокальный потенциал, в срезе на электрическую стимуляцию ЛОТ с указанием постсинаптических 
компонентов: ранний АМПА потенциал и поздний НМДА потенциал (мкВ), в — в увеличенном масштабе НМДА 
потенциал — индикатор активности НМДА-зависимых механизмов. В работе исследовались только модификации 
НМДА потенциалов при действии L-карнозина при КС. Пунктирная линия, изолиния — потенциал среза в состоя-
нии покоя; вертикальная стрелка указывает метод измерения амплитуд НМДА потенциала во временной точке 8 мс 
от артефакта стимуляции. Калибровка — как указано.

https://kartaslov.ru/%D1%81%D0%B8%D0%BD%D0%BE%D0%BD%D0%B8%D0%BC%D1%8B-%D0%BA-%D1%81%D0%BB%D0%BE%D0%B2%D1%83/%D1%8D%D0%BA%D1%81%D0%BF%D0%B5%D1%80%D0%B8%D0%BC%D0%B5%D0%BD%D1%82%D0%B0%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D0%B0%D1%8F+%D0%BF%D1%80%D0%BE%D0%B2%D0%B5%D1%80%D0%BA%D0%B0
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pH-метр Seven Compact S220 (Mettler Toledo, 
США) был применен для определения рН ИЦР 
до и после КС с точностью 0.1. Измерение темпе-
ратуры среды со срезами до и после КС производи-
ли прибором “Измеритель пид-регулятор ТРМ12” 
(Россия).

Изменение свободной воды в срезах определяли 
с помощью измерения весов на торсионных весах 
ВТ‑500 (Россия). До КС срезы взвешивали, и эти 
значения были контрольными и обозначались как 
Мк (мг). После КС срезы высушивали в сушильном 
шкафу при 85 оC в течение 5 ч, охлаждали в эксикато-
ре, повторно взвешивали, и значения обозначались 
как Мвс (мг). Содержание воды в срезах опреде-
лялось по формуле: Св = Мк — Мвс/Мвс (мг), где: 
Св — содержание воды в срезах после КС, Мк — вес 
контрольных срезов до КС, Мвс — вес высушенных 
срезов после КС.

Дизайн экспериментов был следующим. Срез 
помещался в проточную камеру электрофизиоло-
гической установки (Мокрушин, Боровиков, 2017), 
и в нем регистрировали амплитуду НМДА потенци-
алов (мкВ) в течение 20 мин. Цифровые значения 
амплитуд НМДА потенциалов считали контроль-
ными до КС и принимали за 100 %. Затем срезы 
перфузировали ИЦР с тем же солевым составом, 
но с L-карнозином (20 мМ, 20 мин) и регистрирова-
ли НМДА потенциалы. Затем срезы замораживали 
в ИЦР с медленной скоростью (0.1 оC/мин) до –10 оC 
и хранили в морозильнике термостата ThermoStat 
plus (Eppendorf, Германия). Через 30 сут КС срезы 
отогревали до +37 оC с медленной скоростью (0.1 оC/
мин). Вновь регистрировали НМДА потенциалы 
и выражали в % по отношению к значениям до КС.

Химические компоненты для приготовления ин-
кубационных растворов были приобретены в фирме 

“Химреактив” (Россия), L-карнозин (Sigma, США).

Достоверность изменений амплитуд НМДА по-
тенциалов осуществлялись непараметрическим па-
раметром Вилкоксона–Манна–Уитни (U–критерия). 
Уровень статистической значимости составлял р ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В начале исследований КС срезов были протести-
рованы нейротропные эффекты L-карнозина на ам-
плитуду НМДА потенциалов. Такие данные требуют-
ся, чтобы выявить концентрацию L-карнозина, при 
которой будут получены стабильные протективные 
эффекты. При выборе концентрации дипептида мы 
исходили из того, что концентрация L-карнозина 
в обонятельной луковице коры и обонятельной коры 
составляет 1—2 мМ (Boldyrev et al., 2013), а также что 
исследователи применяют L-карнозин в концентра-
циях 0.05—2.0 мМ. В наших опытах диапазон экзо-
генно апплицируемого дипептида был 0.05—30.0 мМ 
(рис. 2). При аппликации L-карнозина в концен-
трациях 0.05—0.5 мМ наблюдалось увеличение ам-
плитуды НМДА потенциалов на 8—10 % по сравне-
нию с контролем. При концентрациях L-карнозина 
20—30 мМ происходило статистически недостоверное 
увеличение амплитуд НМДА потенциалов по срав-
нению с контролем (рис. 2).

Важно отметить, что полученные данные указы-
вают на отсутствие каких-либо токсических влияний 
L-карнозина на активность НМДА механизмов, что 
усиливает свойство дипептида как КП.

Далее было испытано влияние L-карнозина 
на поддержание кислотно-щелочного баланса среды, 
в которой проводилось КС срезов. Это необходимо, 
поскольку, как было обнаружено, одной из при-
чин криоповреждения НМДА механизмов является 
увеличение кислотности среды до рН 6.5 (вместо 
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Рис. 2. Влияние аппликации L-карнозина в разной концентрации на амплитуду НМДА потенциалов в срезах обо-
нятельной коры крыс. Ось абсцисс — шкала условная. Разные концентрации L-карнозина испытывались на отдель-
ной группе срезов (n = 12). Изменения амплитуд НМДА потенциалов по отношению к значениям до КС (контроль) 
оценивали непараметрическим U–критерием Вилкоксона–Манна–Уитни, р ≤ 0.05 (*).
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рН 7.2—7.4 в норме) и блокада НМДА потенциалов 
(Мокрушин, 2022). Для этого срезы инкубировались 
в ИЦР (20 мин, +37оС) с L-карнозином (20 мМ).

L-карнозин до КС не оказывал воздействия на рН 
ИЦР. После КС отмечалось возрастание рН до 7.4 
(рис. 3(а)), но оно было в диапазоне рН оптимальным 
для НМДА механизмов (рН 7.2—7.4 — на рис. 3(а) 
отмечено серым фоном).

Добавление дипептида в ИЦР не оказыва-
ло влияние на амплитуду НМДА потенциалов 
до КС (рис. 3(б), «карнозин 20 мМ»). После КС 
с L-карнозином амплитуда НМДА потенциалов не-
значительно снижалась, но недостоверно по сравне-
нию до КС с L-карнозином и без него (рис. 3(б), «кар-
нозин 20 мМ после КС»). Следовательно, L-карнозин 
модифицирует рН ИЦР в процессе КС и таким спо-
собом проявляет свойства эффективного регулятора 
протонов в качестве КП.

Одной из ключевых характеристик КП является 
дегидратация свободной воды из клеток для сниже-
ния криоповреждения клеточных мембран. Поэтому 
в следующей серии экспериментов мы регистрирова-
ли изменения содержания воды (набухание) в срезах 
после КС с использованием L-карнозина. Важным 
условием опытов было использование медленной 
скорости 0.1 оC/мин при замораживании и после-
дующего отогревания.

После КС в контрольных опытах без применения 
L-карнозина наблюдалось увеличение веса срезов 
на 20±7 % (рис. 4(а), «после КС без карнозина»), что 
свидетельствует о возрастании гидратации клеток 
срезов. В этих условиях были оценены активности 
НМДА механизмов, и для этого были измерены ам-
плитуды НМДА потенциалов. Оказалось, что они 
значительно снижались и составляли 5±1 % по срав-
нению с контрольными значениями 100±10 % до КС 

(р ≤ 0.05, U = 7, n = 12) (рис. 4(б), «после КС без 
карнозина»).

Для снижения гидратации (набухания) клеток 
срезов они инкубировались с L-карнозином в ИЦР 
до КС (рис. 4(а)). После КС без L-карнозина вес 
срезов возрастал (121±7 % против 100 % в контроле, 
р ≤ 0.05, U = 7, n = 16) (рис. 4 (а)). Преинкубация сре-
зов с L-карнозином приводила к тому, что их веса ста-
тистически не отличались от контроля: 108±6 % про-
тив 100 % в контроле, р ≥ 0.05, U = 7, n = 16 (рис. 4(а)).

Такие изменения гидратации срезов в присут-
ствии L-карнозина способствовали сохранению 
НМДА потенциалов после КС (рис. 4 (б), «после КС 
L-карнозин 20 мМ»). Амплитуда НМДА потенциалов 
до КС составляла в контроле 100±11 %, а после КС 
была 93±8 %. Статистически эти значения не отли-
чались от значений до КС (р ≤ 0.05, U = 27, n = 12).

Эти данные указывают, что L-карнозин индуци-
ровал выход свободной воды из срезов как при их 
замораживании, так и при отогревании. Такие про-
цессы создают благоприятные условия для сохране-
ния активности НМДА механизмов в процессе КС.

Полученные данные доказывают, что L-карнозин 
способствовал выходу свободной воды из срезов 
в процессе КС. Индуцированная дегидратация ди-
пептидом содействовала сохранению активности 
НМДА механизмов в процессе КС. Это доказывает 
криопротективный характер L-карнозина.

Известно, что при действии стрессорных факто-
ров на биологические объекты развиваются стресс-
реакции, которые могут иметь негативные послед-
ствия для их последующего функционирования. 
В нервной системе развивается эксайтотоксичность, 
приводящая к гибели нейронов и впоследствии — 
всей нейросети. Исходя из этих сведений, мы испы-
тали эффекты L-карнозина в процессе отогревания 
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Рис. 3. Воздействия преинкубации срезов в контроле без L-карнозина и с L-карнозином (20 мМ) на кислотно-
щелочной уровень (рН) ИЦР до и после окончания КС (а), серым фоном — оптимальные диапазоны рН (рН 7.2—
7.4), при которых поддерживаются амплитуды НМДА потенциалов, n = 7. Эффекты преинкубации срезов в кон-
троле без L-карнозина и с L-карнозином (20 мМ) на модификацию амплитуд НМДА потенциалов до и после КС 
(б), достоверность различий значений рН замораживающего раствора (L-карнозин 20 мМ после КС) по сравнению 
со значениями до КС (контроль до КС без L-карнозина) определяли непараметрическим U–критерием Вилкоксо-
на–Манна–Уитни, n = 7.
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срезов и надеялись получить ответ о его протективных 
эффектах от действия факторов эксайтотоксичности 
при КС.

Вначале были изучены изменения НМДА по-
тенциалов без применения L-карнозина. В резуль-
тате проведенных опытов было обнаружено, что 
амплитуда НМДА потенциалов менялась куполо-
видно при отогревании срезов (рис. 5, «кривая без 

L-карнозина»). Амплитуды НМДА потенциалов 
существенно увеличивались в диапазоне температур 
от +21 оC до +26 оC (137±4 % и 139±5 % соответ-
ственно). Далее происходил спад амплитуд НМДА 
потенциалов и, при +37 оC составляла 37±4 % от кон-
трольного уровня до КС (рис. 5).

Преинкубация срезов до КС с L-карнозином 
в ИЦР, так же как и без него, сопровождалась 

Рис. 5. Тестирование L-карнозина (20 мМ) на возникновение эксайтотоксичности в срезах мозга в процессе ото-
гревания после КС. По оси абсцисс — температуры раствора, при которых проводились измерения амплитуд НМДА 
потенциалов, шкала неравномерная, n = 9. Скорость отогревания срезов — 0.1 оC/мин. Остальные обозначения — 
на рисунке. Различия амплитуд НМДА потенциалов по отношению к значениям до КС (контроль) определяли не-
параметрическим U–критерием Вилкоксона–Манна–Уитни, р ≤ 0.05 (*).
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Рис. 4. Изменения содержания свободной воды (набухание — вес срезов, мг) в срезах под влиянием L-карнозина 
(20 мМ) до и после КС (а), n = 5. Эффекты набухания среза под влиянием L-карнозина (20 мМ) на изменения ам-
плитуд НМДА потенциалов до и после КС (б). Различия амплитуд НМДА потенциалов по сравнению со значениями 
до КС («контроль до КС») и после КС («без карнозина» и после КС с «карнозином, 20 мМ») определяли непараме-
трическим U–критерием Вилкоксона–Манна–Уитни, n = 5.
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сохранением куполовидной формы кривой моди-
фикаций амплитуд НМДА потенциалов, но их харак-
тер был иной (рис. 5, кривая «L-карнозин, 20 мМ»). 
Максимумы амплитуд НМДА потенциалов нахо-
дились в диапазоне температур от +16оС до +21оС 
и составляли 120±5 % и118±7 % соответственно. Про-
должающееся отогревание срезов (от +26оС до +37оС) 
сопровождалось плавным снижением значением 
амплитуд, и при +37оС они не отличались от кон-
трольных значений до КС (рис. 5).

Полученные результаты указывают на гиперак-
тивацию НМДА механизмов без L-карнозина, что 
свидетельствует о развитии эксайтотоксичности без 
применения L-карнозина. Дипептид ингибировал 
развитие гиперактивации НМДА механизмов и тем 
самым протектировал активность этих механизмов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы впервые представили ха-
рактеристики L-карнозина как КП для нервной 
ткани в процессе длительного КС теплокровных 
негибернирующих животных. Для того чтобы вы-
явить криопротективные свойства L-карнозина, мы 
исследовали его эффекты на сохранение активно-
стей НМДА-зависимых механизмов как наиболее 
уязвимых к действию длительного КС.

Были изучены эффекты L-карнозина как потен-
циального КП в четырех аспектах: влияние на ам-
плитудные характеристики НМДА потенциалов 
срезов мозга; влияние на кислотно-щелочной ба-
ланс среды со срезом — буферные свойства; влияние 
L-карнозина на содержание воды в срезах до и после 
КС; эффекты L-карнозина на развитие эксайтоток-
сичности при отогревании срезов после КС. Необхо-
димость такого плана работ была выработана в ходе 
предыдущих исследований КС срезов мозга крыс.

Главным требованием любого химического веще-
ства, применяемого в качестве КП, является отсут-
ствие или минимальная токсичность. По сравнению 
с диметилсульфоксид (ДМСО), который является «зо-
лотым стандартом» КП, установлено, что он токсичен 
для разных типов живых тканей (Awan et al., 2020). 
При испытаниях ДМСО на нервных клетках в про-
цессе КС он оказался наихудшим в ряду других КП 
(Пичугин, 2013).

L-карнозин, в отличие от ДМСО и других КП, 
имеет бесспорные достоинства. Он эндогенного 
происхождения и, как показали исследования, in 
vivo не токсичен (Caruso, 2022). Дипептид облада-
ет высокой биосовместимостью с окружающими 
тканями. В организме он под действием карнози-
на распадается на β-аланил и L-гистидин, которые 
вовлекаются в участие в других процессах. Первая 
из них включается в состав многих белковых мо-
лекул, в печени она трансформируется в глюкозу. 
L-гистидин — незаменимая аминокислота, содержит-
ся в молекуле гемоглобина, используется в синтезе 

гистамина, проявляет протективные свойства при 
восстановлении поврежденных тканей. При недо-
статке этой аминокислоты отмечены ухудшение 
когнитивных способностей, анемия. В срезах обо-
нятельной коры L-карнозин не влиял на амплитуду 
НМДА потенциалов при концентрациях, превыша-
ющих значения in vivo.

При обсуждении результатов исследований КС 
важно отметить обязательный прием удаления ток-
сичных КП из замораживающей среды при ото-
гревании, который часто используется в клинике. 
Однако, как показали исследования, этот прием мо-
жет нанести дополнительное повреждение структур 
ткани (Elliott et al., 2017; Dludla et al., 2018). В наших 
исследованиях L-карнозин не удалялся из ИЦР при 
отогревании, что не препятствовало сохранению ак-
тивности НМДА-зависимых механизмов после КС.

Одним из повреждающих факторов при КС явля-
ется изменение кислотно-щелочного баланса ИЦР. 
Нами было обнаружено, что при отогревании ИЦР 
со срезом закислялся до рН 6.5 и при этих значениях 
активность НМДА-зависимых механизмов необра-
тимо блокировалась (Мокрушин, 2022). Учитывая, 
что L-карнозин обладает буферными свойствами 
(Boldyrev et al., 2013), мы проверили возможность 
дипептида регулировать кислотно-щелочной баланс 
в процессе КС. В результате проведенных исследо-
ваний было обнаружено, что L-карнозин после КС 
оптимизировал кислотно-щелочной баланс с рН 6.9 
до рН 7.3—7.4 ИЦР и способствовал сохранению 
активности НМДА-зависимых механизмов.

Общепринято считать, что одним из защитных 
механизмов КП является способность к дегидратации 
(вытеснению молекул воды из клетки). Известно, что 
свободная вода в живых тканях является причиной 
разрушения клеточных мембран кристаллами льда, 
как в процессе замораживания, так и при отогре-
вании. Для уменьшения вероятности образования 
внутриклеточного льда вода должна покидать клетку 
при понижении температуры (Mazur, 1963).

Установлено, что этот процесс зависит от скорости 
замораживания. Медленные скорости (<1 оC мин‑1) 
способствуют дегидратации клеток и предотвращают 
образование кристаллов льда внутри клеток. На-
против, максимальная вероятность формирования 
кристаллов возникает при высоких скоростях, и эти 
условия отражаются на выживаемости клетки по за-
кономерности Мазура (Mazur, 1970): скорость охлаж-
дения пропорциональна вероятности образования 
внутриклеточного льда и обратно пропорциональна 
выживаемости клетки.

Мы протестировали «способность» L-карнозина 
к дегидратации свободной воды из срезов при мед-
ленной скорости охлаждения (0.1 оC/мин). В резуль-
тате было выявлено, что L-карнозин стимулировал 
дегидратацию свободной воды из срезов после КС 
и, что особенно важно, помогал сохранению ампли-
туды НМДА потенциалов после КС. Отметим, что 
без L-карнозина амплитуды НМДА потенциалов 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%91%D0%B5%D0%BB%D0%BE%D0%BA
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%BB%D1%8E%D0%BA%D0%BE%D0%B7%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%B5%D0%BC%D0%BE%D0%B3%D0%BB%D0%BE%D0%B1%D0%B8%D0%BD
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%B8%D1%81%D1%82%D0%B0%D0%BC%D0%B8%D0%BD
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были редуцированы на 95 % до КС. Таким образом, 
удалось выявить, что комбинированное примене-
ние медленной скорости замораживания (0.1 оC/
мин) и добавление в среду L-карнозина способство-
вали сохранению НМДА-зависимых механизмов. 
Вероятный протективный механизм L-карнозина 
как внутриклеточного КП является его взаимодей-
ствие с молекулами воды с образованием водородных 
связей. Температура замерзания воды снижается, 
и меньше молекул воды доступно для взаимодей-
ствия друг с другом для образования кристаллов льда 
(Mandumpal et al., 2010).

Криозащитные вещества подразделяются на две 
основные категории, а именно: проникающие и не-
проникающие агенты, которые защищают клетки 
с помощью различных механизмов (Matsumura et 
al., 2021).

К непроникающим КП относят олигосахариды: 
наиболее часто используют сахарозу, трегалозу, по-
ливинилпирролидон, раффинозу, полиэтиленгликоль 
(Eroglu, 2010; Bartolac et al., 2018).

В отличие от непроникающих КП, L-карнозин 
является проникающим КП, поскольку он перено-
сится через мембраны белками из семейства про-
тонно-связанных олигопептидных переносчиков 
(POT), а также белков SLC15 (Matsumura et al., 2021).

Сравним протективные свойства L-карнозина 
и часто используемой в качестве КП трегалозы. Мо-
лярные массы этих веществ примерно одинаковы: 
карнозин — 226.3 г/моль, трегалоза — 342.296 г/моль. 
Трегалоза, природный нетоксичный дисахарид, хо-
рошо зарекомендовала себя при КС различных ти-
пов клеток. Однако она с трудом проходит через 
мембраны клеток. Для усиления криопротектив-
ного эффекта ее необходимо доставлять в клетки 
с помощью различных стратегий (Eroglu et al., 2000, 
2002), которые могут нарушить нормальное функ-
ционирование мембран нервных клеток, синапсов 
и внутриклеточных органелл.

При анализе полученных данных о криопротек-
тивных свойствах L-карнозина была использована 
концентрация L-карнозина(20 мМ), десятикрат-
но превышающая его содержание в обонятельной 
луковице (1—2 мМ). При исследовании эффектов 
аппликации L-карнозина на амплитуду НМДА по-
тенциалов в нормотермических условиях мы обнару-
жили, что малые концентрации дипептида (0.05—0.5 
мМ) вызывали увеличение амплитуд по сравнению 
с большими (10—30 мМ). Этот феномен относится 
к парадоксальным эффектам действия малых и сверх-
малых доз биологически активных веществ, которые 
наблюдаются для гормонов и пептидов (Долгов и др., 
2003). Интерпретации этих эффектов неоднозначны. 
Так, полагают, что такие эффекты связаны с адап-
тационными реакциями клеток, которые отвечают 
не на величину действующей концентрации, а на из-
менения концентрации вещества в малых и сверхма-
лых дозах (Сазонов, Зайцев, 1992). Другие исследова-
тели приходят к выводу, что для достижения эффекта 

достаточно, чтобы до клеток доходили самые “бы-
стрые” молекулы действующего вещества из общего 
распределения, а не все молекулы (Бурлакова и др., 
1990). И. П. Ашмарин и сотрудники сформировали 
представление об основных механизмах для реали-
зации эффектов сверхмалых концентраций веществ: 
а) системы каскадные, амплифицирующие сигнал; 
б) собирательные, “отлавливающие” системы; в) 
накопители и транспортеры сигнальных молекул; 
г) супераффинные рецепторы (Ашмарин и др., 1996).

В контексте исследований L-карнозина в каче-
стве КП мы на начальных этапах применяли малые 
концетрации L-карнозина (0.05—0.5 мМ), надеясь 
получить надежные криопротекторные эффекты 
НМДА-зависимых механизмов после КП, однако 
они не были выявлены.

Для получения надежного криопротективного 
эффекта мы полагали, что L-карнозин действует 
не только как проникающий, но и как внешний 
КП. Были приняты во внимание обменные процес-
сы L-карнозина. Дипептид во внеклеточной среде 
распадается под действием карнозиндипептидазы 
1 (CNDP1) и цитозольной карнозиндипептидазы 2 
(CNDP2) (Teufel et al., 2003). Как меняется активность 
этих ферментов в срезах во время замораживания/ото-
гревания, неизвестно. Поэтому для повышения эф-
фективности криопротективных свойств L-карнозина 
была увеличена его концентрация до 20 мМ.

Одной из причин криоповреждения НМДА ме-
ханизмов при действии КС является развитие глута-
матной эксайтотоксичности. Этот процесс возникает 
в результате гиперактивации глутаматных ионотроп-
ных АМПА и НМДА рецепторов при действии на них 
глутамата и индуцирует развитие нейротоксических 
процессов (Szydlowska, Tymianski, 2010; Mehta et al., 
2013). Установлено, что эксайтотоксичность является 
общим компонентом в механизмах ишемии и ги-
потермии (Vincent, Mulle, 2009; Warren et al., 2012; 
Mehta et al., 2013; Namura et al., 2013).

На основании приведенных выше данных можно 
предполагать, что L-карнозин, выполняя функцию 
КП, должен проявлять протективные свойства при 
развитии глутаматной токсичности. Для получения 
ответа на этот вопрос мы исследовали динамику 
изменений амплитуд НМДА потенциалов в про-
цессе отогревания срезов после КС при действии 
дипептида.

В контрольных опытах без использования 
L-карнозина амплитуда НМДА потенциалов из-
менялась двухфазно. В первой фазе в диапазоне 
температур от +21 оC до +26 оC амплитуды НМДА 
потенциалов достигали максимальных значений. 
Эти данные указывают на гиперактивацию НМДА-
зависимых механизмов и развитие процесса эксай-
тотоксичности. Во второй фазе отогревания срезов 
происходило резкое снижение амплитуд НМДА по-
тенциалов, и при +37 оC она составляла лишь одну 
треть от значений до КС, что свидетельствует об ак-
тивации глутаматных рецепторов, притоке избытка 

https://dic.academic.ru/dic.nsf/ruwiki/45187
https://dic.academic.ru/dic.nsf/ruwiki/275353
https://www.google.com/search?q=%D0%BA%D0%B0%D1%80%D0%BD%D0%BE%D0%B7%D0%B8%D0%BD+%D0%BC%D0%BE%D0%BB%D1%8F%D1%80%D0%BD%D0%B0%D1%8F+%D0%BC%D0%B0%D1%81%D1%81%D0%B0&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKpMyTHR0spOttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqxy83MSixRyE4uLF7HqXNh1YcPFhgt7L-y7sP3Cjgt7FS7sATJ3X-wHC2642A8S2HCx8WLjhQ0ASxZDeWgAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiJo7SA-I3-AhUnVfEDHdVzDAsQ6BMoAHoECHcQAg
https://www.google.com/search?q=%D0%BA%D0%B0%D1%80%D0%BD%D0%BE%D0%B7%D0%B8%D0%BD+%D0%BC%D0%BE%D0%BB%D1%8F%D1%80%D0%BD%D0%B0%D1%8F+%D0%BC%D0%B0%D1%81%D1%81%D0%B0&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MKpMyTHR0spOttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqxy83MSixRyE4uLF7HqXNh1YcPFhgt7L-y7sP3Cjgt7FS7sATJ3X-wHC2642A8S2HCx8WLjhQ0ASxZDeWgAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiJo7SA-I3-AhUnVfEDHdVzDAsQ6BMoAHoECHcQAg
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ионов кальция в клетки и их эксайтотоксической 
гибели (Warren et al., 2012).

Добавление L-карнозина (20 мМ) в ИЦР сопрово-
ждалось кратковременным небольшим увеличением 
амплитуд НМДА потенциалов в диапазоне темпера-
тур от +16оС до +21оС, но их значения были меньше, 
чем без L-карнозина. При достижении +37 оC их 
значения не отличались от уровня до КС. Следова-
тельно, дипептид проявляет еще один значительный, 
особенно значимый, криопротективный эффект — 
ингибирует развитие глутаматной эксайтотоксич-
ности в процессе КС.

Итак, проведенные исследования доказывают, 
что L-карнозин является нетоксичным КП тепло-
кровных негибернирующих животных. L-карнозин 
оптимизировал рН замораживающего раство-
ра после КС. Он способствовал удалению сво-
бодной воды из срезов; блокировал глутаматную 
эксайтотоксичность.

Для нервной системы теплокровных результаты 
применения L-карнозина как КП получены впервые 
как в России, так и за рубежом. Вместе с тем плани-
руются дальнейшие исследования по изучению кри-
опротективных свойств L-карнозина. Одним из на-
правлений работ является увеличение биодоступности 
L-карнозина и времени его активности в тканях с ис-
пользованием селективных ингибиторов карнозиназ 
(Qiu et al., 2019). Будут предприняты усилия для полу-
чение подобного эффекта с применением анзерина 
с эквивалентными физиологическими функциями 
L-карнозина (Boldyrev et al., 2013). Установлено, что 
этот аналог не расщепляется карнозиназой, которая 
в большой концентрации содержится в сыворотке 
крови человека и значительно снижает биодоступ-
ность L-карнозина (Kubomura et al., 2009).

Планируется исследовать криопротективные 
свойства новосинтезированных «гибридных» мо-
лекул липоил-карнозин, аспероил-карнозин (Ин-
ститут мозга), которые также устойчивы к гидролизу 
карнозиназой. Все эти и другие исследования бу-
дут направлены для создания надежного криобан-
ка нервной ткани и использования в клинике для 
трансплантации.
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Dipeptide L-сarnosine (β-alanyl-L-histidine) —  
nervous tissue cryoprotector non-hybernate animals
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In this work, the cryoprotective properties of dipeptide L-carnosine (β-alanyl-L-histidine) were studied 
on slices of the olfactory cortex of the brain of rats. Changes in the activity of N-methyl-D-aspartate 
receptors were analyzed as the most vulnerable to the effect of cryopreservation (CP), for this purpose, 
extracellular NMDA potentials were recorded. Slices were incubated with L-carnosine (20 mM) in 
the medium and frozen at a slow rate (0.1 оC/min) down to –10 оC and after CS (30 days) they were 
heated at the same rate (0.1 оC/min) to +37 оC. The effectiveness of cryoprotection of L-carnosine 
was determined by changes in the amplitudes of NMDA potentials after CP compared to before CP. 
The dipeptide restored the pH of the freezing medium 6.9 (without L-carnosine) to the optimum pH 
7.3—7.4, promoted dehydration of free water from slices after CP, inhibited the development of glutamate 
excitotoxicity in slices. The data obtained prove that L-carnosine exhibits the properties of a non-toxic 
effective cryoprotector in the nervous tissue of warm-blooded non-hibernating animals.

Key words: L-carnosine, brain slices, NMDA receptors, focal potentials, freezing/warming, cryopreservation.
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