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При моделировании на крысах миелоабляционной цитостатической химиотерапии с приме
нением циклофосфана наблюдалась фульминантная гипераммониемия, сопровождавшая
ся увеличением содержания аммиака и глутамина, уменьшением содержания пировино

градной и молочной кислот в ткани головного мозга. Установлена положительная корреляция 
между показателями азотемии, с одной стороны, и содержанием в ткани мозга аммиака и глута
мина, с другой. На фоне выполнения нагрузочной пробы с ацетатом аммония изменения хими
ческого состава крови и ткани головного мозга были более выраженными. Полученные данные 
свидетельствуют об интенсификации поступления в головной мозг из крови аммиака желудоч
нокишечного происхождения, что ведёт к истощению тканевого пула пирувата при введении 
циклофосфана в дозах, применяемых с целью миелоабляции. Такие изменения создают условия 
для нарушения энергетического обеспечения неврологических функций при проведении миело
абляционной цитостатической химиотерапии с использованием циклофосфана.
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Введение. Циклофосфан (Ц) – оксазафосфо
риновое производное бис(βхлорэтил)амина – 
применяется для лечения лимфом, лейкозов 
и  некоторых солидных опухолей. Как прави
ло, его суточная доза не превышает 50  мг/кг, 
отражая компромисс между эффективностью 
и переносимостью. Назначение циклофосфана 
и других цитостатиков в более высоких дозах, 
способных вызвать летальную панцитопению, 
именуют миелоабляционной цитостатической 
терапией [1] и сопровождают трансплантацией 
аллогенных стволовых кроветворных клеток. 
Дозы Ц при миелоабляционной терапии на по
рядок превышают используемые при консер
вативных терапевтических режимах [2]. Мини
мальная миелоабляционная доза Ц составляет 
120 мг/кг [3]. У крыс воздействие эквивалент

ных доз Ц (≥600 мг/кг) проявлялось острыми не
врологическими расстройствами: угнетением, 
тремором, утратой рефлексов и судорогами [4]. 
У людей сходный синдром (тремор, судороги, 
утрата сознания), наблюдался при в/в введении 
метилбис(βхлорэтил)амина в дозе 2,5 мг/кг [5].

Ввиду способности Ц в  миелоабляционных 
дозах нарушать функции печени [6], почек [7], 
вызывать некроз клеток в криптах кишечного 
эпителия и геморрагический цистит [8], в фор
мирование описанного неврологического син
дрома могут вовлекаться не только метаболи
ты Ц, но и  эндогенные токсичные вещества, 
содержащиеся в желудочнокишечном химусе 
или моче. Некоторые из них, например аммиак, 
способны нарушать метаболизм головного моз
га [9—12] и вызывать его отёк [11—13]. Прони
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цаемость гематоэнцефалического барьера для 
самого Ц незначительна [14, 15], в то время как 
аммиак легко проникает в ткань мозга из крови 
по градиенту концентрации его незаряженной 
молекулярной формы [16]. Это ставит вопрос 
о роли аммиака в формировании острых нейро
токсических эффектов Ц.

Ранее, при введении Ц крысам в дозах ≥600 мг/кг, 
мы наблюдали фульминантную гипераммони
емию [4], потенцируемую введением в желудок 
соли аммония [17], однако роль этого феномена 
в механизмах острой нейротоксичности Ц оста
ётся неизвестной. Её выяснение путём исследова
ния химического состава крови и головного мозга 
при экспериментальном моделировании приме
нения Ц в миелоабляционной дозе явилось целью 
настоящего исследования.

Материалы и методы исследования. Исполь
зовали самцов беспородных крысальбиносов 
массой 200—240 г, приобретённых в  «Питом
нике лабораторных животных „Рапполово“». 
Крыс случайным образом распределяли в груп
пы по шесть голов и не кормили перед экспе
риментом в течение суток при неограниченном 
доступе к воде. 

Гипераммониемию моделировали с помощью 
ацетата аммония (АА, х.  ч., ЗАО «Вектон», 
Россия), который вводили однократно в желу
док в виде водного раствора в дозе 12 ммоль/
кг (0,35 ЛД50), в объёме 10 мл/кг. Это количе
ство приблизительно на порядок превышает 
суммарное содержание аммиака и ионов аммо
ния в желудочнокишечном химусе крыс [18]. 
Официнальный препарат Ц (АО «Биохимик») 
растворяли в воде ex tempore и вводили одно
кратно внутрибрюшинно (в/б) в дозе 600 мг/кг 
(2,1 ЛД50) в объёме 10 мл/кг, тотчас после АА. 

Эта доза, с учётом соотношения массы и пло
щади поверхности тела, эквивалентна мини
мальной миелоабляционной дозе для человека 
массой 60 кг: 120 мг/кг [19]. Контрольные жи
вотные вместо Ц получали изотонический рас
твор NaCl, а вместо АА – эквивалентное коли
чество ацетата натрия.

Через 3 ч после введения АА и Ц крыс декапи
тировали; для получения плазмы кровь немед
ленно гепаринизировали, центрифугировали 
при 7000 g в течение 5 мин. Для определения ме
таболитов ткани головного мозга голову крысы 
немедленно после декапитации погружали в со
суд с жидким азотом. Через 1 ч головной мозг 
извлекали и  растирали в  фарфоровой ступке 
с холодной 20 %ной трихлоруксусной кислотой 
(2 мл раствора на 1 г мозговой ткани), центри
фугировали при 7000 g в течение 20 мин. Супер
натант фильтровали в воронке Шотта под ва
куумом.

Аммиак в плазме крови и фильтрате тканей 
головного мозга определяли фотометриче
ски с реактивом Несслера после перегонки по 
Конвею, глутамин – по аммиаку после кислот
ного гидролиза [20]. Лактат определяли фото
метрически энзиматическим методом с исполь
зованием наборов реактивов ООО «Ольвекс 
Диагностикум», пируват  – фотометрически 
2,2динитрофенолгидразиновым методом.

Для оценки влияния вводимых веществ на ре
гистрируемые показатели использовали двух
факторный дисперсионный анализ. Межгруп
повое сравнение средних величин выполняли 
с помощью критерия Тьюки, корреляционный 
анализ – методом Спирмена [21]. Уровень зна
чимости α приняли равным 0,05.

Результаты и  обсуждение. Через 3  ч по

Таблица 1
Содержание в плазме крови крыс аммиака, молочной и пировиноградной кислот (M ± m, n = 6) 

через 3 ч после введения ацетата аммония и (или) циклофосфана

Введённые вещества
Концентрация, мМ

аммиака лактата пирувата

Ацетат натрия# NaCl (контроль) 0,322 ± 0,046 3,03 ± 0,11 0,358 ± 0,026

Ацетат натрия# Циклофосфан## 0,483 ± 0,089* 2,33 ± 0,30* 0,240 ± 0,031*

Ацетат аммония# NaCl 0,609 ± 0,130* 2,96 ± 0,07 0,244 ± 0,013*

Ацетат аммония# Циклофосфан## 0,770 ± 0,107*† 1,99 ± 0,14*† 0,147 ± 0,004*†

Примечание: # — в/ж, 12 ммоль/кг; ## — в/б, 600 мг/кг; различие значимо, р < 0,05: 
* — с контролем; † — с животными, получившими только ацетат аммония
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сле введения Ц или АА содержание аммиака 
в плазме крови возрастало в 1,9 и 1,5 раза, соот
ветственно, а после их сочетанного введения – 
2,4кратно. Содержание пирувата в крови по
сле изолированного введения АА или Ц было 

в 1,5 раза меньшим, а после их сочетанного вве
дения – в 2,4 раза меньшим, чем у интактных 
крыс. Содержание лактата в крови снижалось 
в  меньшей мере; отношение возрастало в  1,6 
раза (табл. 1).

Рис. 1. Корреляционная матрица величин метаболических показателей крови и головного мозга крыс через 3 ч после 
введения ацетата аммония (в/ж, 12 ммоль/кг) и (или) циклофосфана (в/б, 600 мг/кг).
Показатели перечислены по диагонали; снизу слева от неё — коррелограммы величин, выраженных в миллимолях на 
литр крови или на килограмм ткани головного мозга, по каждой оси абсцисс — показатель из соответствующего столбца, 
по каждой оси ординат — показатель из соответствующей строки; справа сверху — значения коэффициентов корреляции 
Спирмена ρ. Величина ρ значимо отличается от нуля: * — p < 0,05, ** — p < 0,01, *** — p < 0,001.
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Похожие изменения выявлены и в ткани го
ловного мозга: под влиянием Ц, АА или обо
их токсикантов содержание лактата снижалось 
в 1,9; 1,3 и 1,5 раза, пирувата – в 1,4; 1,7 и 2,2 раза, 
соответственно (табл. 2). Отношение в ткани го
ловного мозга крыс, получивших Ц и АА, воз
росло в 1,7 раза по сравнению с таковым у ин
тактных животных. В мозгу крыс, получивших 
только АА, был повышен уровень аммиака, но 
не глутамина. При изолированном применении 
Ц и на фоне нагрузки солью аммония возрас
тало содержания как аммиака (в 1,3 и 1,5 раза), 
так и глутамина (в 1,2 и 1,3 раза, соответствен
но, табл. 2).

Азотемия положительно коррелировала с со
держанием аммиака или глутамина в ткани го
ловного мозга. Содержание аммиака или глу
тамина в крови или ткани мозга отрицательно 
коррелировало с содержанием в них пирувата 
или лактата (рис. 1).

Таким образом, моделирование миелоабля
ционного режима применения Ц сопровожда
лось гипераммониемией, накоплением аммиака 
и глутамина в ткани головного мозга, уменьше
нием содержания в плазме крови и ткани голов
ного мозга лактата и пирувата; на фоне нагруз
ки АА эти изменения усугублялись (табл. 1 и 2).

Возможны 4 механизма снижения уровня 
пировиноградной кислоты в ткани мозга [22]: 
интенсификация (1)  пируватдегидрогеназной 
реакции с  образованием ацетилКоА, (2)  об
ращённой лактатдегидрогеназной реакции, 
(3) карбоксилирования пирувата с образовани
ем оксалоацетата и (4) аминирования пирувата 

с  образованием аланина. Первый вариант за
труднён при избытке ацетилКоА, характерном 
для отравления солями аммония [23]; второй 
можно было бы принять, исходя из повышения 
отношения, но ему противоречит убыль лакта
та. Более вероятны третий и четвёртый вари
анты: убыль пирувата вследствие интенсифи
кации поступления аммиака в нервную ткань. 
Карбоксилирование пирувата стимулируется 
низкой концентрацией оксалоацетата, связан
ной с уровнем αкетоглутарата; избыток аммиа
ка в крови и тканях (табл. 1 и 2) ведёт к амини
рованию именно этих кетокислот, истощая пул 
интермедиатов цикла Кребса [22]. Нельзя ис
ключить и непосредственное аминирование пи
рувата при участии аланинаминотрансферазы 
с образованием аланина [24]. В пользу субстрат
ной активации аммиаком аминирования кето
кислот [25], в частности, пировиноградной, го
ворит повышение отношения , указывающее на 
восстановленность пула пиридиновых нукле
отидов, что способствует восстановительному 
аминированию. Это подтверждается и тем, что 
в крови и головном мозгу крыс через 3 ч после 
введения АА и (или) Ц уровни аммиака и глу
тамина, с одной стороны, и молочной и пирови
ноградной кислот, с другой, изменялись дискор
дантно (рис. 1). Так как от уровня аммонийного 
иона могут зависеть уровни глутамина, пирува
та и, через пируват, лактата, но не наоборот, ве
роятной непосредственной причиной таких из
менений была гипераммониемия. 

Снижение доступности пирувата усугубляет 
энергетический дефицит нервной ткани, вы

Таблица 2
Содержание в головном мозгу крыс аммиака, глутамина, молочной и пировиноградной кислот 

(M ± m, n = 6) через 3 ч после введения ацетата аммония и (или) циклофосфана

Введённые вещества
аммиака

Концентрация, мМ

глутамина лактата пирувата

Ацетат натрия# NaCl (контроль) 0,44 ± 0,03   9,4 ± 0,6 3,03 ± 0,14 0,222 ± 0,016

Ацетат натрия# Циклофосфан## 0,58 ± 0,03* 11,6 ± 0,4* 1,62 ± 0,14* 0,159 ± 0,010*

Ацетат аммония# NaCl 0,59 ± 0,03* 10,3 ± 0,6 2,42 ± 0,15* 0,129 ± 0,012*

Ацетат аммония# Циклофосфан## 0,67 ± 0,03* 11,8 ± 0,4* 2,08 ± 0,13* 0,102 ± 0,016*†

Примечание: # — в/ж, 12 ммоль/кг; ## — в/б, 600 мг/кг; различие значимо, р < 0,05: 
* — с контролем; † — с животными, получившими только ацетат аммония
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зываемый прямым действием алкилирующих 
соединений на окислительный ресинтез АТФ 
[26]. Возможны и другие механизмы нарушения 
энергетического обмена аммиаком – истощение 
НАД+ при гиперактивации полиАДФрибози
лирования [10], транзиторное повышение про
ницаемости митохондриальных мембран [11], 
образование комплексных соединений с атома
ми железа и меди в активных центрах оксидо
редуктаз [27], ингибирование αкетоглутаратде
гидрогеназы и малатаспартатного шунта [28], 
интенсификация гидролиза АТФ, окисления 
НАДФ.Н2 [13], истощение пула интермедиатов 
цикла Кребса [29], связывание Mg2+ в трипель
фосфат [12], повреждение клеток вследствие 
гиперактивации NMDAрецепторов [10]. Через 
эти механизмы гипераммониемия может быть 
вовлечена в формирование не только нейроток
сических, но и других резорбтивных эффектов 
Ц. На это указывает более ранняя гибель крыс, 
получавших Ц в дозе 200 мг/кг, не вызывавшей 
неврологических расстройств, на фоне в/ж вве
дения АА [30].

Заключение. Введение крысам Ц в  дозе 
600 мг/кг, позволявшей моделировать мие
лоабляционный режим его применения, со
провождалось накоплением аммиака и глу
тамина в крови и в ткани головного мозга 
при одновременном снижении содержания 
пировиноградной и  молочной кислот, уве
личении отношения содержания лактата 
и  пирувата. Накопление аммиака в  ткани 
мозга было меньшим, чем в плазме крови, 
и усугублялось на фоне введения в желудок 
АА. Такие изменения указывают на интен
сификацию поступления в  головной мозг 
из крови аммиака желудочнокишечного 
происхождения как на причину истощения 
тканевого пула пирувата, в ткани головно
го мозга. Полученные данные показыва
ют, что профилактика фульминантной ги
перамониемии является одной из проблем 
при использовании Ц с  целью подготовки 
пациентов к  пересадке стволовых кровет
ворных клеток.
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CHANGES IN THE CHEMICAL COMPOSITION OF BLOOD AND BRAIN OF RATS 
UNDER THE CONDITIONS OF MODELING OF THE MYELOABLATION REGIMEN OF 

CYCLOPHOSPHAMIDE ADMINISTRATION
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When modeling myeloablation cytostatic chemotherapy with cyclophosphamide in rats fulminant 
hyperammonemia was observed accompanied by an increase in the content of ammonia and glutamine, a decrease 
in the content of pyruvic and lactic acids in brain tissue. A positive correlation between the indicators of azotemia 
and the content of ammonia and glutamine in brain tissue was established. In loading test with ammonium acetate 
changes in the chemical composition of blood and brain tissue were more pronounced. The data obtained indicate 
the intensification of the intake of gastrointestinal ammonia into the brain from the blood, which leads to the 
depletion of the tissue pool of pyruvate with the introduction of cyclophosphane in doses used for myeloablation. 
Such changes create the conditions for disruption of energy supply of neurological functions during myeloablative 
cytotoxic chemotherapy using cyclophosphamide.

Keywords: cyclophosphamide, myeloablation regime, azotemia, brain, ammonia, glutamine, pyruvate, lactate.
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