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Введение. Ишемический инсульт головного мозга является одной из главных причин  преждевременных смертей во всем 
мире, вызванные им когнитивные и функциональные нарушения ведут к инвалидизации� Для клинического использова-
ния в настоящее время одобрено лишь одно средство – рекомбинантный активатор плазминогена, который обеспечивает 
восстановление (реканализацию) мозгового кровотока� Средства эффективной нейропротекции, обеспечивающие непо-
средственную защиту нейронов от ишемии (предотвращение апоптоза, сохранение функциональной активности), несмо-
тря на огромное число исследований, по-прежнему не найдены� Поиск новых подходов к профилактике и лечению острых 
нарушений мозгового кровообращения по-прежнему остается одной из наиболее актуальных проблем современной меди-
цины� Цель исследования – изучение влияния бензилового эфира креатина, нового синтетического соединения, облада-
ющего способностью проникать через гематоэнцефалический барьер и осуществлять нейропротекторное действие на 
неврологические и когнитивные нарушения, вызванные фокальной ишемией головного мозга у крыс линии Спрэг-Доули� 
Методика� Фокальную ишемию головного мозга (ФИМ) индуцировали путем хронической окклюзии левой средней моз-
говой артерии (СМА) в соответствии с модификацией методики A� Tamura и соавт�, 1981� Использовали комбинированный 
наркоз: Золетил/Домитор (внутрибрюшинно (в/б) по 50 мг/кг и 0�2 мг/кг, соответственно), температуру тела поддерживали 
постоянной на уровне 38±0�5 oC� Окклюзию СМА производили путем биполярной высокочастотной электрокоагуляции 
(аппарат ЭХВЧ-25-11-С, «Медия», Россия) наиболее проксимального участка артерии, начиная с 0�5 мм от места ее отхож-
дения от Виллизиева круга и на протяжении 2–3 мм� Процедура имитации ишемии (ложная операция) была аналогична 
вышеизложенной, но без электрокоагуляции СМА� Оценку степени неврологических нарушений проводили с использо-
ванием неврологической шкалы Гарсии и модифицированной шкалы тяжести неврологических нарушений (ОТНН) после-
довательно за 1 сут до и через 1, 3 и 7 сут после моделирования ФИМ� Для выявления когнитивных нарушений исполь-
зовали водный лабиринт Морриса� Стандартный тест  исследования процессов обучения и памяти применяли в версии 
для оценки пространственной референтной памяти, заключающейся в поиске животным скрытой под водой платформы 
при ориентации только по приметам окружающей обстановки� Бензиловый эфир креатина вводили внутрибрюшинно 
трижды – за 3, 2 и 1 ч до фокальной ишемии при профилактическом применении, либо через 1, 2 и 3 ч после моделирова-
ния ишемии при лечебном применении� 
Результаты� Получены приоритетные данные о том, что бензиловый эфир креатина при профилактическом введении 
эффективно предупреждает развитие неврологических нарушений и ослабляет когнитивные нарушения после фокаль-
ной ишемии мозга; при лечебном применении препарат ослабляет тяжесть неврологических нарушений и снижает выра-
женность когнитивных расстройств� 
Заключение� Результаты исследования позволяют рекомендовать данное производное креатина (после оценки возможной 
токсичности) для проведения первой фазы клинических испытаний в качестве препарата противоишемического действия�
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Creatine benzyl ester is effective for prevention and treatment of neurological and cognitive 
disorders caused by focal cerebral ischemia in rats

I�P� Pavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Science, 
Naberezhnaya Makarova 6, Saint Petersburg 199034, Russian Federation

Background� Ischemic stroke is one of the main causes for premature death worldwide� Cognitive and functional disorders induced by 
stroke result in disability� Currently, only one agent has been approved for the clinical use, recombinant plasminogen activator, which 
provides recovery (recanalization) of cerebral blood flow� Despite numerous studies, an effective treatment to protect directly neu-
rons from ischemia (preventing apoptosis, maintaining functional activity) has not been found so far� Thus, search for new approaches 
to prevention and treatment of acute cerebrovascular accidents remains one of the most pressing challenges of modern medicine�
The aim of this work was to study the effect of creatine benzyl ester, a new synthetic compound capable for penetrating the 
blood-brain barrier to provide neuroprotection, on neurological and cognitive disorders induced by focal cerebral ischemia in 
Sprague-Dawley rats�
Methods� Focal cerebral ischemia was induced by chronic occlusion of the left middle cerebral artery (MCA) by a A� Tamura et al� 
(1981) modified method� Combined intraperitoneal (i�p�) anesthesia with Zoletil/Domitor (50 mg/kg and 0�2 mg/kg, respectively) was 
used� Body temperature was maintained at 38±0�5 oC� MCA occlusion was performed by bipolar high-frequency electrocoagulation 
(EKVCh-25-11-C, Media, Russia) of the most proximal part of the artery, from 0�5 mm from the place where it originates from the circle 
of Willis and over 2–3 mm� The sham ischemia procedure was similar to that described above but without MCA electrocoagulation�
Severity of neurological disorders was assessed with the Garcia neurological scale and a modified scale for severity of neurological 
disorders (OTTN) one day before and at 1, 3, and 7 days following ischemia� Cognitive impairment was assessed with the Morris 
water maze, a standard test for learning and memory� This test was used in a version for studying spatial reference memory, which 
consists of finding a platform hidden under the water by the animal guided only by surrounding marks� Creatine benzyl ester was 
injected i�p� three times, 3, 2 and 1 h before focal ischemia for prevention or 1, 2 and 3 h after ischemia for treatment� 
Results� The study produced priority data showing that preventive administration of creatine benzyl ester effectively abolished 
the development of neurological disorders and alleviated the cognitive impairment after focal cerebral ischemia whereas the ther-
apeutic treatment restricted the severity of neurological and cognitive disorders� 
Conclusion� The results of the study supported recommendation of this creatine derivative (after assessing potential toxicity) for 
the first phase of clinical trials as an anti-ischemic drug�
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Введение

Частота встречаемости инсульта растет в мире с каж-
дым годом. Ишемический инсульт – одна из главных 
причин преждевременной смерти и инвалидизации лю-
дей. Вызванные инсультом когнитивные и функцио-
нальные нарушения существенно снижают качество 
жизни [1]. Поиск новых подходов к профилактике и ле-
чению острых нарушений мозгового кровообращения 
по-прежнему остается одной из наиболее актуальных 
проблем современной медицины [2, 3]. Для клиниче-
ского применения одобрено средство – рекомбинант-
ный активатор плазминогена (IV-tPA и аналоги), кото-
рый обеспечивает восстановление мозгового кровото-
ка [4, 5]. При всех достоинствах препарата, он зачастую 
не может обеспечить полноценную реперфузию и 
уменьшить тяжесть поражения в области формирующе-
гося инфаркта мозга [6, 3]. Несмотря на огромное чис-
ло исследований [2, 3] средства эффективной нейро-
протекции, по-прежнему не найдены, 

Известно, что развитие необратимого поражения 
нервной ткани при ишемии в значительной степени 
связано с падением уровня высокоэнергетических фос-
фатов (АТФ и креатинфосфата) [7]. Поскольку креа-
тинфосфат способен поддерживать ресинтез АТФ из 
АДФ при ишемии, наращивание пула мозгового кре-
атинфосфата за счет введения его предшественника, 
креатина, представляется весьма перспективным спо-
собом нейропротекции. В опытах in vitro на пережива-
ющих срезах мозга эта гипотеза уже нашла подтверж-
дение [8, 9]. Возможность достижения этого простым 
увеличением содержания креатина в пище наталкива-
ется на чрезвычайно низкую проницаемость гемато-
энцефалического барьера (ГЭБ) для креатина [10-12], 
и, хотя ряд авторов действительно наблюдали увели-
чение уровня креатинфосфата и нейропротекторный 
эффект на модели ишемии при длительном кормле-
нии животных креатином [13, 14], это скорее может 
объясняться выявленным стимулирующим эффектом 
креатина на ряд генов, ответственных за дифференци-
ровку ткани [15]. 

Авторы ранее впервые показали, что предваритель-
ное интрацеребровентрикулярное введение 50 мМ рас-
твора креатина эффективно предупреждает развитие 
неврологических нарушения и ослабляет когнитивные 
нарушения, вызванные глобальной ишемией головно-
го мозга у крыс, а также обладает сильным нейропро-
текторным действием [16-18]. Поскольку такой спо-

соб введения очевидно непригоден для использования 
в клинике, дальнейшим развитием стало исследование 
производных креатина, обладающих потенциальной 
способностью прохождения через ГЭБ. Одним из та-
ких препаратов был бензиловый эфир креатина 
(БЭКр), предложенный в патенте1 ранее был проте-
стирован в модели срезов гиппокампа. Было показа-
но, что БЭКр хорошо проникает через мембрану ней-
рона независимо от специализированного транспор-
тера креатина CRT и значимо увеличивает содержание 
креатина в ткани. Были получены также данные о том, 
что БЭКр обладает определенными противоишемиче-
скими свойствами2 .

Цель исследования – оценка профилактической и ле-
чебной эффективности БЭКр при неврологических и 
когнитивных нарушениях, вызванных эксперименталь-
ной фокальной ишемией головного мозга у крыс in vivo.

Методика 

Исследование проведено в соответствии с «Прави-
лами надлежащей лабораторной практики», утверж-
денных приказом Министерства здравоохранения РФ 
№ 199н от 01.04.2016 и под контролем Комиссии по 
биоэтике Института физиологии им. И.П. Павлова 
РАН. В опытах использовали 48 самцов крыс (290–340 г)  
линии Спрэг-Доули (ЦКП «Биоколлекция ИФ РАН»). 
Животных содержали в лабораторном виварии в клет-
ках Т4 по 4–5 особей при регулируемом световом 
(12/12 ч) и температурном режиме (22 ºС), и свобод-
ном доступе к пище (гранулированный корм, «Воло-
сово») и воде.

Фокальную ишемию головного мозга (ФИМ) инду-
цировали путем хронической окклюзии левой средней 
мозговой артерии (СМА) в соответствии с модифика-
цией [19] методики [20]. Использовали комбинирован-
ный наркоз: Золетил/Домитор (внутрибрюшинно (в/б) 
по 50 мг/кг и 0.2 мг/кг, соответственно), температуру 
тела поддерживали постоянной на уровне 38±0.5. Ок-
клюзию СМА производили путем биполярной высоко-
частотной электрокоагуляции (аппарат ЭХВЧ-25-11-С, 
«Медия», Россия) наиболее проксимального участка 
артерии, начиная от 0.5 мм от места ее отхождения от 
Виллизиева круга и на протяжении 2–3 мм. Процеду-
ра имитации ФИМ (ложная операция) была аналогич-
на вышеизложенной, но без электрокоагуляции СМА.

Животным экспериментальных групп в/б вводили 
водный раствор гидрохлорида бензилового эфира кре-

1 Vennerstrom J�L� and Miller D�W� Creatine ester pronutrient compounds and formulations� Patent WO0222135, USA; 2002� 

2 Поленов С�А� и соавт «Применение бензилового эфира креатина в качестве противоишемического препарата� Заявка на Росс� патент, МПК 7 
А61К 31/661/2� – Приоритет 02�04�06]�
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атина, негативному (n=21) и ложнооперированному 
контролю (n=5) – физраствор. БЭКр (200 мг/кг) и физ-
раствор вводили по 0.5 мл/кг трижды за 180, 120 и 60 
мин до (режим профилактического применения, 
n=11), или через 60, 120 и 180 мин (режим лечебного 
применения, n=9) после моделирования ФИМ. По-
скольку в водной среде БЭКр довольно быстро распа-
дается на креатинин и бензол [19], каждый раз исполь-
зовали свежеприготовленный раствор. Препарат  го-
товили в соответствии с методикой, описанной [19]. 

Оценку степени неврологических нарушений про-
водили с использованием неврологической шкалы 
Гарсии [22] и модифицированной шкалы тяжести 
неврологических нарушений (ОТНН) [23] последо-
вательно за 1 сут до ФИМ и через 1, 3 и 7 сут после. 
Шкала Гарсии включала 6 тестов спонтанной актив-
ности, асимметрии движений и соматосенсорной чув-
ствительности. Увеличение итогового балла (3–18) 
соответствовало снижению выраженности наруше-
ний. ОТНН выявляла неспособность выполнять от-
дельный тест из 4 основных групп тестов, оцениваю-
щих моторные и сенсорные асимметрии, сенсомотор-
ные нарушения при балансировании на приподнятом 
горизонтальном стержне, отсутствие определенного 
рефлекса (мигательный, старт-рефлекс и т.д.). При 
этом увеличению балла (0–18) соответствовало уве-
личение тяжести нарушений. Для исследования ког-
нитивных нарушений использовали водный тест (ла-
биринт) Морриса (ВТМ) [24] – стандартный тест для 
исследования процессов обучения и памяти [25, 26], 
в версии на исследование пространственной рефе-
рентной памяти, заключающийся в поиске живот-
ным платформы, скрытой под водой, при ориента-
ции только по приметам окружающей обстановки. 
Установка ВТМ представляла  собой бассейн диаме-
тром 145 см и высотой 50 см, заполненный на 25 см 
теплой водой (≈ 24 ºC), замутненной небольшим ко-
личеством мела. В центре одного из квадрантов (т.н. 
целевой квадрант) находилась платформа (диаметр 
12 см, заглубление 1 см, в 25 см от стенки бассейна), 
положение которой не менялось в течение всего пе-
риода обучения. Бассейн располагался в отдельном 
помещении с достаточным количеством визуальных 
ориентиров на стенах, которое освещалось рассеян-
ным светом двух 250 Вт ламп накаливания. Обучение 
в ВТМ проводили, начиная с 2-х сут после ФИМ, еже-
дневно в течение 6 сут, по четыре 120-секундных по-
пытки с интервалом 30 с из 4 стартовых точек, варьи-
ровавшихся в псевдослучайной последовательности. 
Между попытками крыса оставалась на платформе. 
Время поиска в блоке из 4 последовательных попы-

ток усредняли и использовали как обобщенный по-
казатель «навигационных» способностей дня. На 6-е 
сут через 40–50 мин после последней попытки про-
водили так называемую пробную попытку, во время 
которой при изъятой платформе в течение двух ми-
нут производили видеорегистрацию поискового по-
ведения животного. При последующем анализе ви-
деозаписи определяли характеристики эффективно-
сти обучения: подсчитывали число пересечений места 
локализации платформы и с использованием ориги-
нальной программы для приложения IMAQ Vision 
рассчитывали время, проведенное животным у сте-
нок бассейна (в пределах аннулюса – полосы шири-
ной 20 % от диаметра бассейна) и в целевом квадран-
те, а также общую протяженность поискового пути и 
среднюю скорость плавания.

Статистический анализ проводили с помощью 
пакета программ STATISTICA 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa,  
США). Для построения графиков использовали 
Microsoft® Excel 365. Все результаты представлены в 
виде средней арифметической и стандартной ошиб-
ки средней. Анализ неврологических данных прово-
дили с помощью U критерия Манна-Уитни; данные 
статистики приведены с учетом поправки Бонфер-
рони на множественность сравнений. Данные ВТМ 
анализировали с использованием двухфакторного 
дисперсионного анализа (ANOVA), где факторами 
были день обучения и воздействие, результаты проб-
ных попыток – с помощью однофакторного ANOVA. 
Апостериорные сравнения средних проводили с ис-
пользованием критерия Фишера наименьшей значи-
мой разницы (LSD-тест, Фишер НЗР). Был принят 
уровень значимости p < 0.05.

Результаты исследования и обсуждение 

Неврологические тесты обеих шкал (Гарсии и 
ОТНН) выявляли значительные нарушения, вызван-
ные фокальной ишемией (ФИМ) у крыс (n=18) в те-
чение всей недели наблюдений (рис. 1, а, б), что хоро-
шо согласуется с данными литературы [22, 23]. Пред-
варительное введение БЭКр практически полностью 
защищало крыс (n = 10) от эффекта ФИМ (рис. 1). Во 
все дни после ФИМ эта группа не отличалась от лож-
нооперированного контроля (ЛО) и от собственного 
контрольного уровня до ФИМ; незначительное сни-
жение/увеличение баллов по обеим шкалам (на 1–2 
балла) отмечалось лишь у отдельных особей. 

Крысы группы с «лечебным» введением БЭКр 
(n=9) в шкале Гарсии (рис. 1, а) демонстрировали про-
межуточный уровень нарушений между ЛО и негатив-
ным контролем, отличаясь от негативного контроля 
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через 1 и 7 сут после ФИМ, а от ЛО через 1 и 3 сут по-
сле ФИМ (при p<0.05~0.01; U-тест). В то же время, по 
Шкале ОТНН (рис. 1, б) животные, получавшие лечеб-
ные инъекции БЭКр, после операции не отличались 
от негативного контроля, но отличались от ЛО на 1-е 
и 3-и сут (p<0.05; U-тест). Таким образом, лечебное 
введение БЭКр после ФИМ ослабляло выраженность 
неврологических нарушений и ускоряло восстановле-
ние неврологического статуса, но в меньшей степени, 
чем профилактическое.

Двухфакторный ANOVA выявил значимые разли-
чия между протестированными группами по ходу ос-
воения водного теста Морриса (ВТМ) (рис. 2, а); эф-
фект воздействия (группа) – F (3, 25) = 7.66, p <0.001; 
эффект дня обучения – F (5, 130) = 36.10, p <0.0001, 
взаимодействие факторов – F (15, 130) = 1.51, p <0.11). 
Дальнейший анализ показал, что животные из группы 
негативного контроля (n=8) обучались значительно ху-
же группы ЛО (n=5), а также групп, получавших пре-
парат (p <0.05~0.001). Внутригрупповой анализ хода 
обучения показал, что группа ЛО быстро осваивала за-
дачу теста: латентность поиска значимо снижалась уже 
на 2-е сут обучения (2-е сут отличаются от 1-х (p<0.02), 
4-х и 5-х сут (p<0.05), а на 3-и сут приближалась к ми-
нимально возможному значению. У крыс негативно-
го контроля существенное снижение латентности про-
исходило лишь на 4-е сут и продолжалось далее вплоть 
до 6-х сут обучения (4-е сут отличаются от 1-х и 5–6 
сут (p <0.05~0.01). В сравнении с ЛО контролем, кры-
сы негативного контроля характеризовались большей 
латентностью поиска платформы на 2-е – 4-е сут обу-

чения (рис. 2, а). Таким образом, ФИМ значимо за-
медляла освоение ВТМ. Препарат оказывал выражен-
ное положительное влияние на освоение теста после 
ФИМ. В сравнении с негативным контролем, крысы 
с «профилактическим» БЭКр (n=8) существенно бы-
стрее находили платформу на 2-е и 4-е сут, а крысы с 
«лечебным» введением БЭКр (n=9) – на 4-е сут обуче-
ния (рис. 2, а). При этом наблюдались различия в ха-
рактере кривых обучения. Крысы с «профилактиче-
ским» БЭКр первые 2 сут имели такую же низкую ла-
тентность как и ЛО, только на 4-е сут наблюдалось 
дальнейшее снижение (4-е–6-е отличаются от 1-х сут, 
p<0.001). В то время как животные с «лечебным» БЭКр 
последовательно снижали время поиска первые 4 сут 
обучения и далее оно значимо не менялось (отличие 
между сутками 1–4, p<0.05~0.001).

Анализ поисковых траекторий во время пробной 
попытки подтвердил существенное негативное влия-
ние ФИМ на пространственное обучение и память. 
Животные негативного контроля демонстрировали яв-
ное нарушение запоминания места платформы. Так, в 
отличие от ЛО они не предпочитали целевой квадрант 
(находились в нем около четверти времени), демон-
стрировали выраженный тигмотаксис (в 2.5 раза доль-
ше плавали на периферии бассейна) и очень редко пе-
ресекали место положения платформы (рис. 2, в-д). Та-
ким образом, ФИМ нарушала механизмы обработки, 
запоминания и/или использования пространственной 
информации у крыс, что стимулировало компенсатор-
ное развитие так называемых непространственных 
стратегий поиска (тигмотаксис – инстинктивный по-

Рис. 1. Влияние бензилового эфира креатина (БЭКр) на неврологические нарушения, вызванные фокальной ишемией головного мозга (ФИМ) 
у крыс, выявленные шкалами Гарсии (а) и ОТНН (б)�

а б
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иск спасения на периферии бассейна, ориентирова-
ние относительно стенок бассейна). Поскольку при 
этом общая длина пути поиска/средняя скорость пла-
вания в обеих группах были сопоставимы (рис. 2, б), 
можно заключить, что неврологические нарушения у 
крыс с ФИМ не влияли на способность к плаванию в 
бассейне ВТМ, т.е. отсутствовала интерференция меж-
ду неврологическими и когнитивными нарушениями. 
Очевидно, ФИМ негативно влияла именно на процес-
сы пространственного обучения и памяти в водном те-
сте, а не на иные типы обучения (ассоциативное и пр.), 
что согласуется с данными  литературы [27]. 

В сравнении с негативным контролем крысы с 
предварительным введением БЭКр имели меньшую 
продолжительность тигмотаксиса (рис. 2, д), а группа 
с лечебным введением БЭКр, демонстрировала хоро-
шее запоминание локализации платформы и меньшую 
продолжительностью тигмотаксиса (рис. 2, г, д). При 
этом обе группы, получавшие препарат, не отличались 
друг от друга по показателю общего пути поиска (сред-
ней скорости плавания) и времени в целевом квадран-
те. Таким образом, введение БЭКр значимо облегча-
ло освоение ВТМ после ФИМ, а также улучшало про-
странственную память; когнитивные процессы 
пространственного обучения у групп с препаратом про-
текали быстрее и эффективнее, чем в контрольной 
группе с ФИМ, при этом динамика процессов и эф-
фективность запоминания и использования простран-

ственной информации несколько варьировала в зави-
симости от порядка введения.

Продемонстрированное отличие степени эффектив-
ности бензилового эфира креатина для протекции не-
врологических и когнитивных способностей у крыс по-
сле ФИМ при его профилактическом и лечебном вве-
дении требует особого объяснения. По всей видимости, 
высокая скорость развития нейронального поражения 
при ФИМ в значительной степени ограничивает эф-
фективность лечебного введения исследуемого веще-
ства, поскольку необходимый этап превращения кре-
атина в креатинфосфат (т.е. «аккумуляция» энергии в 
макроэргических соединениях) неизбежно затягивается 
из-за нехватки или отсутствия необходимых субстратов 
энергетического метаболизма. Кроме того, так как ак-
тивность белка–переносчика креатина зависит от гра-
диента Na+/Cl- [28], в условиях ишемии транспорт кре-
атина в клетки может нарушаться из-за снижения мем-
бранного градиента соответствующих ионов.

Заключение 

Впервые показано, что внутрибрюшинное введе-
ние нового синтетического производного креатина – 
бензилового эфира креатина –эффективно предупреж-
дает развитие неврологических нарушений и снижает 
степень когнитивных нарушений вызванных экспери-
ментальной фокальной ишемией мозга у крыс при про-
филактическом режиме введения, а также ослабляет 

Рис. 2. Влияние бензилового эфира креатина (БЭКр) на обучение крыс (а) в водном тесте Морриса после фокальной ишемии головного мозга 
и параметры поисковой активности животных в пробную попытку (б–д)�

а б

г

в

д
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тяжесть неврологических нарушений и снижает выра-
женность когнитивных нарушений при лечебном ре-
жиме введения. Результаты исследования позволяют 
рекомендовать данное производное креатина (после 
завршения оценки возможной токсичности) для про-
ведения первой фазы клинических испытаний в каче-
стве противоишемического препарата. 
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