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Âëèÿíèå èíãèáèòîðà äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ íà ýêñïðåññèþ ãëþêîêîðòèêîèäíûõ ðåöåïòîðîâ...

Àêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèè ãåíîâ â çíà÷èòåëüíîé ìåðå çàâèñèò îò ñòåïåíè àöåòèëèðîâàíèÿ ãèñòîíîâ
è ìîæåò íàðóøàòüñÿ ïðè ðàçëè÷íûõ âîçäåéñòâèÿõ, â òîì ÷èñëå ãèïîêñèè. Ïðèìåíåíèå èíãèáèòîðîâ äåà-
öåòèëàç ãèñòîíîâ, óñèëèâàþùèõ àöåòèëèðîâàíèå ãèñòîíîâ, ñïîñîáñòâóåò àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè è
ðàññìàòðèâàåòñÿ â êà÷åñòâå íîâîãî íàïðàâëåíèÿ òàðãåòíîé òåðàïèè ïîñò-ãèïîêñè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé.
Â ïðîâåäåííîé ðàáîòå â îðèãèíàëüíîé ìîäåëè òÿæåëîé ãèïîáàðè÷åñêîé ãèïîêñèè áûëè èññëåäîâàíû
ýôôåêòû ïðèìåíåíèÿ èíãèáèòîðà òðèõîñòàòèíà À (ÒÑÀ) íà óðîâåíü ýêñïðåññèè ãëþêîêîðòèêîèäíûõ ðå-
öåïòîðîâ (ÃÐ) â íåîêîðòåêñå è ãèïïîêàìïå êðûñ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèì ìåòîäîì. Áûëî îáíàðóæåíî,
÷òî èíúåêöèè ÒÑÀ óñèëèâàþò ýêñïðåññèþ ÃÐ ïîñëå òÿæåëîé ãèïîáàðè÷åñêîé ãèïîêñèè (ÒÃÃ) â íåîêîð-
òåêñå è ïîëå ÑÀ1, íå èçìåíÿþò åå — â çóá÷àòîé èçâèëèíå ãèïïîêàìïà êðûñ. Ïîñêîëüêó ñâåðõýêñïðåññèÿ
ÃÐ ñïîñîáñòâóåò óñèëåíèþ òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ öèðêóëèðóþùèõ ãëþêîêîðòèêîèäíûõ ãîðìîíîâ íà
íåéðîíû ãèïïîêàìïà, ñòèìóëÿöèÿ ýêñïðåññèè ÃÐ èíúåêöèÿìè ÒÑÀ â ÑÀ1 ïîëå ãèïïîêàìïà ìîæåò íî-
ñèòü äåçàäàïòèâíûé õàðàêòåð, ïîòåíöèðóÿ ïîâðåæäàþùåå äåéñòâèå íåáëàãîïðèÿòíûõ ôàêòîðîâ, â ÷àñò-
íîñòè ÒÃÃ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî òåðàïèÿ èíãèáèòîðàìè äåàöåòèëàç ãèñòî-
íîâ ìîæåò îáëàäàòü íåæåëàòåëüíûìè ïîáî÷íûìè ýôôåêòàìè íà óÿçâèìûå íåéðîíû ìîçãà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: èíãèáèòîðû äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ, àöåòèëèðîâàíèå ãèñòîíîâ, ãëþêîêîðòèêî-
èäíûå ðåöåïòîðû, ãèïîêñèÿ, íåéðîíû ìîçãà

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: àñÍ3K9 — àöåòèëèðîâàíèå ãèñòîíà Í3 ïî ëèçèíó 9, ÃÃÀÑ — ãèïîòà-
ëàìî-ãèïîôèçàðíî-àäðåíîêîðòèêàëüíàÿ ñèñòåìà, ÃÐ — ãëþêîêîðòèêîèäíûå ðåöåïòîðû, ÒÃÃ — òÿæåëàÿ
ãèïîáàðè÷åñêàÿ ãèïîêñèÿ, ÒÑÀ — òðèõîñòàòèí À.

Àöåòèëèðîâàíèå ãèñòîíîâ ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç âàæíåé-
øèõ ýïèãåíåòè÷åñêèõ ìîäèôèêàöèé, ðåãóëèðóþùèõ óðî-
âåíü òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ãåíîâ (Gibson, Murp-
hy, 2010; Schweizer et al., 2013). Ñòåïåíü àöåòèëèðîâàíèÿ
ãèñòîíîâ íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì äâóõ ñåìåéñòâ ôåð-
ìåíòîâ-àíòàãîíèñòîâ: àöåòèëòðàíñôåðàç ãèñòîíîâ è äåà-
öåòèëàç ãèñòîíîâ (Grunstein, 1997; Vogelauer et al., 2000).
Àöåòèëèðîâàíèå ãèñòîíîâ ïî ëèçèíîâûì îñòàòêàì, îñó-
ùåñòâëÿåìîå àöåòèëòðàíñôåðàçàìè ãèñòîíîâ, íåéòðàëè-
çóåò ïîëîæèòåëüíûé çàðÿä íà ïîâåðõíîñòè ìîëåêóëû è
ïðèâîäèò ê îñëàáëåíèþ ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ ñ îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííîé ìîëåêóëîé ÄÍÊ, â
ðåçóëüòàòå ÷åãî ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ â ïðîìîòîðíûõ ó÷àñò-
êàõ ãåíîâ îòêðûâàþòñÿ äëÿ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ
è òðàíñêðèïöèÿ ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíîé (Grunstein, 1997;
Hebbes et al., 1998). Íàïðîòèâ, äåàöåòèëèðîâàíèå ãèñòî-
íîâ, îïîñðåäóåìîå äåàöåòèëàçàìè ãèñòîíîâ, ñïîñîáñòâóåò
áîëåå ñèëüíîìó ñâÿçûâàíèþ ãèñòîíîâ è ÄÍÊ è ïðèâîäèò
ê ðåïðåññèè ãåíîâ (Braunstein et al., 1993). Òàêèì îáðàçîì,
óðîâåíü òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ãåíîâ ÿâëÿåòñÿ
äèíàìè÷åñêèì ïðîöåññîì è ìîæåò èçìåíÿòüñÿ ïîä äåéñò-
âèåì êàêèõ-ëèáî ôàêòîðîâ, â òîì ÷èñëå ãèïîêñèè.

Èçâåñòíî, ÷òî òÿæåëàÿ ãèïîêñèÿ (èøåìèÿ) çàïóñêàåò
êàñêàä ïàòîôèçèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, êîòîðûå ïðèâî-
äÿò ê ñòðóêòóðíûì è ôóíêöèîíàëüíûì ïîâðåæäåíèÿì
íåéðîíîâ è èõ ãèáåëè â ÷óâñòâèòåëüíûõ îáðàçîâàíèÿõ
ìîçãà, â ïåðâóþ î÷åðåäü íåîêîðòåêñå è ãèïïîêàìïå (Sies-
jo, Wieloch, 1985; Ñàìîéëîâ, 1999; Ðûáíèêîâà è äð., 2004;
Kawahara et al., 2004). Â ÷àñòíîñòè, èçâåñòíî, ÷òî äåéñò-
âèå òÿæåëîé ïîâðåæäàþùåé ãèïîêñèè ñâÿçàíî ñ ðåï-
ðåññèåé ãåíîâ, è ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü òàêæå âî-
âëå÷åíèå â ýòè ïðîöåññû ìåõàíèçìîâ àöåòèëèðîâàíèÿ
(äåàöåòèëèðîâàíèÿ) ãèñòîíîâ (Johnson, Barton, 2008).
Äåéñòâèòåëüíî, ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè äåé-
ñòâèè òÿæåëîé ãèïîáàðè÷åñêîé ãèïîêñèè (ÒÃÃ, 180 ìì
ðò. ñò.) ïðîèñõîäèò ñíèæåíèå àöåòèëèðîâàíèÿ ãèñòîíà Í3
ïî ëèçèíó 24 (Samoilov et al., 2016). Ïðè ýòîì íàðóøàåòñÿ
ýêñïðåññèÿ ðÿäà òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ è ïðîàäàï-
òèâíûõ áåëêîâ (Ñàìîéëîâ, Ðûáíèêîâà 2012). Íàïðîòèâ,
ïðåâåíòèâíîå âîçäåéñòâèå ïðåêîíäèöèîíèðîâàíèåì çíà-
÷èòåëüíî ïîâûøàåò óðîâåíü àöåòèëèðîâàíèÿ ãèñòîíîâ,
÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ àï-ðåãóëÿöèåé ýêñïðåññèè ïðîàäàï-
òèâíûõ áåëêîâ è ïðîÿâëåíèåì âûðàæåííîãî íåéðîïðî-
òåêòèâíîãî ýôôåêòà â óñëîâèÿõ ÒÃÃ (Samoilov et al.,
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2016). Òàêèì îáðàçîì, ñòèìóëÿöèÿ ïðîöåññîâ àöåòèëèðî-
âàíèÿ ãèñòîíîâ ïðè äåéñòâèè ãèïîêñèè ìîæåò ñïîñîáñò-
âîâàòü àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè ïðîàäàïòèâíûõ ãåíîâ è
ñèíòåçó ñîîòâåòñòâóþùèõ áåëêîâûõ ïðîäóêòîâ, è ïðèìå-
íåíèå èíãèáèòîðîâ äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ, óñèëèâàþùèõ
àöåòèëèðîâàíèå ãèñòîíîâ, ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïåðñïåê-
òèâíûé òåðàïåâòè÷åñêèé ïîäõîä â ðåøåíèè äàííîé çàäà-
÷è. Ñ öåëüþ àíàëèçà ýòîãî âîïðîñà â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñ
èñïîëüçîâàíèåì îðèãèíàëüíîé ìîäåëè ãèïîáàðè÷åñêîé
ãèïîêñèè èçó÷àëè ýôôåêòû ïðåâåíòèâíîãî ïðèìåíåíèÿ
èíãèáèòîðà äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ òðèõîñòàòèíà À (ÒÑÀ) ó
êðûñ â ìîäåëè ÒÒÃ íà óðîâåíü ýêñïðåññèè ãëþêîêîðòèêî-
èäíûõ ðåöåïòîðîâ (ÃÐ) â ãèïïîêàìïå è íåîêîðòåêñå.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî íà âçðîñëûõ êðûñàõ-ñàìöàõ
ëèíèè Âèñòàð (200—220 ã), ïîëó÷åííûõ èç áèîêîëëåêöèè
«Êîëëåêöèÿ ëàáîðàòîðíûõ ìëåêîïèòàþùèõ ðàçíîé òàêñî-
íîìè÷åñêîé ïðèíàäëåæíîñòè» Èíñòèòóòà ôèçèîëîãèè èì.
È. Ï. Ïàâëîâà ÐÀÍ, ïîääåðæàííîé ÔÀÍÎ Ðîññèè. Ïðè
ïðîâåäåíèè ýêñïåðèìåíòîâ ñîáëþäàëè òðåáîâàíèÿ, ñôîð-
ìóëèðîâàííûå â äèðåêòèâàõ Ñîâåòà Åâðîïåéñêîãî ñî-
îáùåñòâà (89/609/ÅÅÑ) îá èñïîëüçîâàíèè æèâîòíûõ äëÿ
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé. Ïðîòîêîëû îïûòîâ
óòâåðæäåíû êîìèññèåé ïî ãóìàííîìó îáðàùåíèþ ñ æè-
âîòíûìè Èíñòèòóòà ôèçèîëîãèè èì. È. Ï. Ïàâëîâà ÐÀÍ.

Òÿæåëóþ ãèïîáàðè÷åñêóþ ãèïîêñèþ (ÒÃÃ) ñîçäàâàëè
â áàðîêàìåðå ïðîòî÷íîãî òèïà ïðè äàâëåíèè 180 ìì ðò. ñò.
â òå÷åíèå 3 ÷. Çà 20 ìèí äî íà÷àëà ïîäúåìà äàâëåíèÿ æè-
âîòíûì ïðîèçâîäèëè èíúåêöèè òðèõîñòàòèíà À èëè ðàñ-
òâîðèòåëÿ. Òðèõîñòàòèí À (ÒÑÀ, Santa Cruz Biotechnolo-
gy, ÑØÀ, sc3511) ðàñòâîðÿëè â 10%-íîì äèìåòèëñóëü-
ôîêñèäå è ââîäèëè æèâîòíûì âíóòðèáðþøèííî â äîçå
0.2 ìêã íà 1 êã ìàññû æèâîòíîãî. Êîíòðîëüíàÿ ãðóïïà
êðûñ íàõîäèëàñü â áàðîêàìåðå 3 ÷ ïðè äàâëåíèè 760 ìì
ðò. ñò. Â ýêñïåðèìåíòå ó÷àñòâîâàëè òðè ãðóïïû æèâîò-
íûõ: ãðóïïà ÒÃÃ (18 æèâîòíûõ), ãðóïïà ÒÑÀ+ÒÃÃ
(18 æèâîòíûõ), êîíòðîëüíàÿ ãðóïïà (6 æèâîòíûõ). ×åðåç
3, 24 ÷ è 3 ñóò ïîñëå ÒÃÃ æèâîòíûõ äåêàïèòèðîâàëè, èçâ-
ëåêàëè ãîëîâíîé ìîçã è âûäåëÿëè îáëàñòü, ñîäåðæàùóþ
ôðîíòî-ïàðèåòàëüíûé íåîêîðòåêñ è ãèïïîêàìï. Âûäåëåí-
íûå îáðàçöû ìîçãà ôèêñèðîâàëè â 4%-íîì ïàðàôîðìàëü-
äåãèäå, ïðèãîòîâëåííîì íà 0.1 Ì ôîñôàòíîì áóôåðå
(ðÍ 7.4), â òå÷åíèå 24—36 ÷ è ïîäâåðãàëè ãèñòîëîãè÷å-
ñêîé îáðàáîòêå ïî ñòàíäàðòíîìó ïðîòîêîëó. Ãîòîâèëè ñå-
ðèè ïàðàôèíîâûõ ôðîíòàëüíûõ ñðåçîâ ìîçãà òîëùèíîé
7 ìêì íà óðîâíå –2.8 ìì îò áðåãìû è ìîíòèðîâàëè èõ íà
ïðåäìåòíûå ñòåêëà. Äëÿ âûÿâëåíèÿ óðîâíÿ àöåòèëèðîâà-
íèÿ ãèñòîíà Í3 è ýêñïðåññèè ÃÐ â íåîêîðòåêñå è ãèïïî-
êàìïå êðûñ èñïîëüçîâàëè èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèé ìå-
òîä. Äëÿ ýòîãî ïðåïàðàòû äåïàðàôèíèçèðîâàëè è ðåãèäðà-
òèðîâàëè. Äëÿ äåìàñêèðîâêè ïðåïàðàòû ïîìåùàëè â
öèòðàòíûé áóôåð (0.01 Ì, pH 6.0) â ñêîðîâàðêå, äîâîäèëè
äî êèïåíèÿ è âûäåðæèâàëè 1 ìèí ïîä äàâëåíèåì. Çàòåì
áëîêèðîâàëè íåñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå íîðìàëüíîé
êîçüåé ñûâîðîòêîé (Vector Laboratories PK-4001, Inc.,
ÑØÀ). Èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè ïîëèêëîíàëüíûìè
êðîëè÷üèìè àíòèòåëàìè ê àöåòèëèðîâàííîìó ãèñòîíó Í3
ïî ëèçèíó 9 (acH3K9, Sigma-Aldrich, USA, SAB4500347,
1 : 200), ïîëèêëîíàëüíûìè êðîëè÷üèìè àíòèòåëàìè ê ÃÐ
(Santa Cruz Biotechnology, ÑØÀ, sc-8992, 1 : 200) â òå÷å-
íèå íî÷è ïðè 4 °Ñ. Äàëåå èíêóáèðîâàëè ïîñëåäîâàòåëüíî
ñî âòîðè÷íûìè áèîòèíèëèðîâàííûìè êîçüèìè àíòèòåëà-

ìè (Vector Laboratories PK-4001, ÑØÀ) è àâèäèí-áèîòè-
íîâûì êîìïëåêñîì (ABC, Vector Laboratories PK-4001,
ÑØÀ) ïî 30 ìèí âî âëàæíîé êàìåðå ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå. Âèçóàëèçàöèþ ðåàêöèè ïðîâîäèëè äèàìèíî-
áåíçèäèíîì (DAB peroxidase substrate kit, Vector Labora-
tories, ÑØÀ). Ìåæäó âñåìè ýòàïàìè èíêóáàöèè, êðîìå
ýòàïà ïîñëå áëîêèðîâàíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ,
ñòåêëà îòìûâàëè â PBS (ðÍ 7.4) 2 ðàçà ïî 5 ìèí. Ñðåçû
âûñóøèâàëè è çàêëþ÷àëè â ìîíòèðóþùóþ ñðåäó Bio-Mo-
unt (Bio-Optica, Èòàëèÿ). Êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç èììó-
íîðåàêòèâíîñòè ïðîâîäèëè ñ ïðèìåíåíèåì ñèñòåìû, ñî-
ñòîÿùåé èç ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà Olympus CX31 (Olym-
pus, ßïîíèÿ), öèôðîâîé êàìåðû Progres CT1 (Jenoptic,
Ãåðìàíèÿ) è êîìïüþòåðà IBM PC ñ ïðîãðàììíûì îáåñïå-
÷åíèåì Videotest Master Morphology 5.2 (Ðîññèÿ). Ïðî-
èçâîäèëè èçìåðåíèÿ ñðåäíåé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè èì-
ìóíîïîçèòèâíûõ îáúåêòîâ. Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó
ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè â ïðîãðàììàõ Ex-
cel 2010 è Statistica 7.0, èñïîëüçîâàëè îäíîôàêòîðíûé
äèñïåðñèîííûé àíàëèç ANOVA (Ð < 0.05). Âñå äàííûå
ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåãî àðèôìåòè÷åñêîãî � ñòàí-
äàðòíàÿ îøèáêà ñðåäíåãî. Ðåçóëüòàòû è ñòàíäàðòíàÿ
îøèáêà ñðåäíåãî âûðàæåíû â ïðîöåíòàõ îò êîíòðîëÿ,
ïðèíÿòîãî çà 100 %.

Ðåçóëüòàòû

È ç ì å í å í è ÿ ó ð î â í ÿ à ö å ò è ë è ð î â à í è ÿ ã è ñ -
ò î í à Í 3 (à ñ Í 3 K 9). Âîçäåéñòâèå ÒÃÃ íà êðûñ íå îêà-
çûâàëî âëèÿíèÿ íà óðîâåíü èììóíîðåàêòèâíîñòè ê
àñÍ3K9 â èññëåäîâàííûõ ñëîÿõ íåîêîðòåêñà è ïîëÿõ ãèï-
ïîêàìïà êðûñ (ðèñ. 1). Íàïðîòèâ, èíúåêöèè ÒÑÀ ïðèâî-
äèëè ê óñèëåíèþ àöåòèëèðîâàíèÿ Í3K9 ÷åðåç 3 ÷ ïîñëå
ÒÃÃ êàê â íåîêîðòåêñå, òàê è â ãèïïîêàìïå êðûñ. Âî II è
V ñëîÿõ íåîêîðòåêñà îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü óâåëè÷èâà-
ëàñü íà 20 è 40 % îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ ñîîòâåòñòâåííî
(ðèñ. 1, à, á). Íàèáîëüøèå èçìåíåíèÿ íàáëþäàëèñü â ïîëå
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Ðèñ. 1. Èçìåíåíèå ñðåäíåé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïðåïàðàòîâ
ñòðóêòóð ìîçãà ïîñëå èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ
àñÍ3K9 ó êðûñ, ïîëó÷àâøèõ èíúåêöèè ðàñòâîðèòåëÿ èëè òðè-

õîñòàòèíà À (ÒÑÀ), ÷åðåç 3 ÷ ïîñëå ÒÃÃ.

à—ã — II, V ñëîè íåîêîðòåêñà, ïîëå ÑÀ1 è çóá÷àòàÿ èçâèëèíà ãèïïîêàì-
ïà ñîîòâåòñòâåííî. Áåëûå ñòîëáèêè — êîíòðîëüíûå æèâîòíûå, ÷åðíûå

ñòîëáèêè — ãðóïïà æèâîòíûõ, ïîäâåðãíóòûõ òÿæåëîé ãèïîáàðè÷åñêîé
ãèïîêñèè (ÒÃÃ), çàøòðèõîâàííûå ñòîëáèêè — ãðóïïà æèâîòíûõ, ïîëó-
÷àâøèõ èíúåêöèþ ÒÑÀ ïåðåä ÒÃÃ (ÒÑÀ+ÒÃÃ). Ïî âåðòèêàëè — çíà÷å-
íèÿ ñðåäíåé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè, âûðàæåííûå â ïðîöåíòàõ îò êîíòðî-
ëÿ. Çâåçäî÷êà — îòëè÷èå îò êîíòðîëÿ äîñòîâåðíî ïðè Ð � 0.05, ðåøåò-

êà — îòëè÷èå îò ãðóïïû ÒÃÃ äîñòîâåðíî ïðè Ð � 0.05. Âåðòèêàëüíûå

îòðåçêè — îøèáêà ñðåäíåãî.
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Ðèñ. 2. Èçìåíåíèå ñðåäíåé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïðåïàðàòîâ ñòðóêòóð ìîçãà ïîñëå èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ ãëþêî-
êîðòèêîèäíûõ ðåöåïòîðîâ (ÃÐ) ó êðûñ, ïîëó÷àâøèõ èíúåêöèè ðàñòâîðèòåëÿ èëè òðèõîñòàòèíà À, ÷åðåç 3, 24 è 72 ÷ ïîñëå ÒÃÃ.

à—ã — II, V ñëîè íåîêîðòåêñà, ïîëå ÑÀ1 è çóá÷àòàÿ èçâèëèíà ãèïïîêàìïà ñîîòâåòñòâåííî. Áåëûå ñòîëáèêè — êîíòðîëüíûå æèâîòíûå, ÷åðíûå ñòîë-
áèêè — ãðóïïà æèâîòíûõ, ïîäâåðãíóòûõ òÿæåëîé ãèïîáàðè÷åñêîé ãèïîêñèè (ÒÃÃ), çàøòðèõîâàííûå ñòîëáèêè — ãðóïïà æèâîòíûõ, ïîëó÷àâøèõ
èíúåêöèþ ÒÑÀ ïåðåä ÒÃÃ (ÒÑÀ+ÒÃÃ). Ïî âåðòèêàëè — çíà÷åíèÿ ñðåäíåé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè, âûðàæåííûå â ïðîöåíòàõ îò êîíòðîëÿ. Ïî ãîðèçîí-
òàëè — âðåìÿ âçÿòèÿ áèîëîãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà, ÷. Çâåçäî÷êà — îòëè÷èå îò êîíòðîëÿ äîñòîâåðíî ïðè Ð� 0.05, ðåøåòêà — îòëè÷èå îò ãðóïïû ÒÃÃ äî-

ñòîâåðíî ïðè Ð � 0.05. Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — îøèáêà ñðåäíåãî.

Ðèñ. 3. Èììóíîãèñòîõèìè÷åñêàÿ ðåàêöèÿ íà ÃÐ â êëåòêàõ V ñëîÿ íåîêîðòåêñà (à—â) è ïîëÿ ÑÀ1 ãèïïîêàìïà (ã—å) êðûñ, ïîëó÷àâ-
øèõ èíúåêöèè ðàñòâîðèòåëÿ (á, ä) èëè òðèõîñòàòèíà À (â, å), ÷åðåç 3 ÷ ïîñëå ÒÃÃ.

à, ã — êîíòðîëü. Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 100 ìêì.



ÑÀ1 ãèïïîêàìïà, ãäå óðîâåíü èììóíîðåàêòèâíîñòè ê
àñÍ3K9 ïîâûøàëñÿ íà 60 % îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ
(ðèñ. 1, â). Ìåíåå çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè îòìå÷àëîñü â çóá÷àòîé èçâèëèíå ãèïïîêàì-
ïà — íà 16 % îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ (ðèñ. 1, ã).

È ç ì å í å í è ÿ ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã ë þ ê î ê î ð ò è ê î è ä -
í û õ ð å ö å ï ò î ð î â (Ã Ð). ÒÃÃ ïðèâîäèëà ê óñèëåíèþ ýê-
ñïðåññèè ÃÐ â íåîêîðòåêñå ê 24 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ. Âî
II ñëîå îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü óâåëè÷èâàëàñü íà 27 %, à â
V ñëîå — íà 12 % îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ (ðèñ. 2, à, á;
3, à, á). Ê 3-ì ñóò ïîñëå ÒÃÃ óðîâåíü èììóíîðåàêòèâíî-
ñòè äîñòîâåðíî íå îòëè÷àëñÿ îò êîíòðîëÿ. Â îòëè÷èå îò
ýòîãî èíúåêöèè ÒÑÀ ïðèâîäèëè ê ïîâûøåíèþ óðîâíÿ ÃÐ
óæå íà ðàííåì ñðîêå ïîñëå ÒÃÃ (3 ÷) (ðèñ. 3, â). Ïðè ýòîì
ïîêàçàòåëè óâåëè÷èâàëèñü íà 34 è 20 % îòíîñèòåëüíî
êîíòðîëÿ âî II è V ñëîÿõ íåîêîðòåêñà ñîîòâåòñòâåííî
(ðèñ. 2, à, á). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî óðîâåíü ýêñïðåññèè
ÃÐ ó æèâîòíûõ, ïîëó÷àâøèõ èíúåêöèþ ÒÑÀ, áûë äîñòî-
âåðíî âûøå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ÃÐ ó æèâîòíûõ áåç èíúåê-
öèé ïîñëå ÒÃÃ â ýòîì âðåìåíí*îì ïðîìåæóòêå. Ê 24 ÷ ïî-
ñëå ÒÃÃ óðîâåíü èììóíîðåàêòèâíîñòè ê ÃÐ ó æèâîòíûõ,
ïîëó÷àâøèõ èíúåêöèþ, ïðåâîñõîäèë êîíòðîëüíûå çíà÷å-
íèÿ, íî äîñòîâåðíî íå îòëè÷àëñÿ îò óðîâíÿ èììóíîðåàê-
òèâíîñòè ÃÐ ó æèâîòíûõ áåç èíúåêöèé.

Â ïîëå ÑÀ1 ãèïïîêàìïà ÒÃÃ íå îêàçûâàëà âëèÿíèÿ íà
óðîâåíü ýêñïðåññèè ÃÐ (ðèñ. 3, ã, ä). Âìåñòå ñ òåì èíúåê-
öèè ÒÑÀ óâåëè÷èâàëè ïîêàçàòåëè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
íà 40 % îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ ÷åðåç 3 ÷ ïîñëå ÒÃÃ
(ðèñ. 2, â; 3, å). Ê 24 ÷ ïîñëå ÒÃÃ èíòåíñèâíîñòü èììóíî-
ðåàêòèâíîñòè íåñêîëüêî ñíèæàëàñü è ñîñòàâëÿëà 117 %
îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ, à ÷åðåç 3 ñóò íå îòëè÷àëàñü îò
êîíòðîëÿ. Â çóá÷àòîé èçâèëèíå ÒÃÃ ïðèâîäèëà ê óâåëè÷å-
íèþ èììóíîðåàêòèâíîñòè ê ÃÐ ÷åðåç 3 ÷ ïîñëå âîçäåéñò-
âèÿ êàê ó æèâîòíûõ áåç èíúåêöèé, òàê è ó æèâîòíûõ, ïî-
ëó÷àâøèõ èíúåêöèþ ÒÑÀ. Ïðè ýòîì ïîêàçàòåëè îïòè÷å-
ñêîé ïëîòíîñòè íå ðàçëè÷àëèñü ìåæäó äâóìÿ ãðóïïàìè
(ðèñ. 2, ã). Ê 24 ÷ ïîñëå ÒÃÃ óðîâåíü ýêñïðåññèè ÃÐ â çóá-
÷àòîé èçâèëèíå ãèïïîêàìïà íå îòëè÷àëñÿ îò êîíòðîëÿ â
îáåèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ.

Îáñóæäåíèå

Â ïîñëåäíèå ãîäû èñïîëüçîâàíèå èíãèáèòîðîâ äåàöå-
òèëàç ãèñòîíîâ ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê îäèí èç ïåðñïåêòèâ-
íûõ ìåòîäîâ ëå÷åíèÿ ðàçëè÷íîãî ðîäà ïàòîëîãè÷åñêèõ
ñîñòîÿíèé, â òîì ÷èñëå è íåâðîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé
(Gibson, Murphy, 2010; Shein, Shohami, 2011). Â ðÿäå èñ-
ñëåäîâàíèé ïîêàçàí ïîëîæèòåëüíûé ýôôåêò ïðèìåíåíèÿ
èíãèáèòîðîâ äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ â ìîäåëè èøåìèè ìîç-
ãà. Â ÷àñòíîñòè, íà ôîíå èíúåêöèé èíãèáèòîðîâ äåàöåòè-
ëàç ãèñòîíîâ çíà÷èòåëüíî óìåíüøàþòñÿ ðàçìåð èøåìè÷å-
ñêîãî ÿäðà è íåâðîëîãè÷åñêèé äåôèöèò, à òàêæå óëó÷øà-
åòñÿ ôóíêöèîíàëüíîå âîññòàíîâëåíèå ïîñëå èøåìèè (Ren
et al., 2004; Kim et al., 2007; Yildirim et al., 2008; Langley
et al., 2009; Gibson, Murphy 2010). Ïîëàãàþò, ÷òî â çíà÷è-
òåëüíîé ñòåïåíè íåéðîïðîòåêòèâíûé ýôôåêò, âûÿâëåí-
íûé â äàííûõ ðàáîòàõ, ñâÿçàí ñ ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíûì
äåéñòâèåì èíãèáèòîðîâ äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ, ò. å. ñ ïî-
äàâëåíèåì àêòèâàöèè ìèêðîãëèè, óìåíüøåíèåì åå êîëè-
÷åñòâà, à òàêæå ñî ñíèæåíèåì ñèíòåçà ïðîâîñïàëèòåëü-
íûõ ìàðêåðîâ.

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ïîêàçàíî, ÷òî èíúåêöèè
ÒÑÀ óñèëèâàëè ñòåïåíü àöåòèëèðîâàíèÿ Í3K9 â íåîêîð-
òåêñå è ãèïïîêàìïå êðûñ â óñëîâèÿõ ÒÃÃ â ðàííèé ïåðèîä

ïîñëå âîçäåéñòâèÿ, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ íàèâàæíåéøèì äëÿ
èíèöèàöèè òðàíñêðèïöèè. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì ýêñï-
ðåññèÿ ÃÐ â íåîêîðòåêñå è ïîëå ÑÀ1 ãèïïîêàìïà êðûñ
òàêæå óâåëè÷èâàëàñü óæå ê 3 ÷ ïîñëå ÒÃÃ ó æèâîòíûõ,
ïîëó÷àâøèõ èíúåêöèþ ÒÑÀ, ïî ñðàâíåíèþ ñ æèâîòíûìè
áåç èíúåêöèé; ò. å. èíúåêöèè ÒÑÀ, î÷åâèäíî, ñòèìóëèðî-
âàëè òðàíñêðèïöèþ ãåíà, êîäèðóþùåãî ÃÐ, è ýêñïðåññèþ
ñîîòâåòñòâóþùåãî áåëêîâîãî ïðîäóêòà.

Íàìè ïðîâåäåí äåòàëüíûé ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç
ïðîôèëÿ ýêñïðåññèè ÃÐ â ìîäåëè ÒÃ ïðè õîðîøî èçó÷åí-
íîì ðàíåå íåéðîïðîòåêòèâíîì âîçäåéñòâèè ãèïîêñè÷å-
ñêîãî ïðåêîíäèöèîíèðîâàíèÿ è èíúåêöèè ÒÑÀ. Âûÿâëå-
íî ïðèíöèïèàëüíîå ðàçëè÷èå íàïðàâëåííîñòè ýêñïðåññèè
ÃÐ â ãèïïîêàìïå è ñõîäñòâî — â íåîêîðòåêñå.

Ã è ï ï î ê à ì ï. Íåéðîïðîòåêòèâíûé ýôôåêò ãèïîêñè-
÷åñêîãî ïðåêîíäèöèîíèðîâàíèÿ ñîïðîâîæäàëñÿ íîðìàëè-
çàöèåé ýêñïðåññèè ÃÐ â ïîëå ÑÀ1 ãèïïîêàìïà (Rybnikova
et al., 2011), â òî âðåìÿ êàê èíúåêöèÿ ÒÑÀ âûçûâàëà îâåð-
ýêñïðåññèþ ÃÐ. Èçâåñòíî, ÷òî ÷ðåçìåðíàÿ àêòèâàöèÿ ÃÐ
óâåëè÷èâàåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü íåéðîíîâ ãèïïîêàìïà ê
ïîâðåæäàþùèì âîçäåéñòâèÿì, â òîì ÷èñëå ýêñàéòîòîê-
ñè÷íîñòè è èøåìèè, è ïðèâîäèò ê èõ ãèáåëè (Sapolsky,
1985; Almeida et al., 2000). Ñòèìóëÿöèÿ ýêñïðåññèè ÃÐ
èíúåêöèÿìè ÒÑÀ ïðè äåéñòâèè ÒÃÃ ìîæåò îòðàæàòü ïðî-
ãðåññèðîâàíèå ïàòîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ â ñàìîé óÿçâè-
ìîé ê äåéñòâèþ ãèïîêñèè îáëàñòè ìîçãà — ïîëå ÑÀ1
ãèïïîêàìïà. Äåéñòâèòåëüíî, ÒÃÃ â íàøåé ìîäåëè ãðàäóà-
ëüíî è äëèòåëüíî ïîâûøàåò óðîâåíü öèðêóëèðóþùèõ
ãëþêîêîðòèêîèäíûõ ãîðìîíîâ âñëåäñòâèå íåäîñòàòî÷íî-
ñòè ìåõàíèçìîâ «îáðàòíîé ñâÿçè» (Ðûáíèêîâà è äð.,
2008). Âìåñòå ñ òåì íàáëþäàåòñÿ ìàññèâíàÿ èíäóêöèÿ
àïîïòîçà â íåéðîíàõ ïîëÿ ÑÀ1 ãèïïîêàìïà (Ðûáíèêîâà
è äð., 2004; Rybnikova et al., 2006). Â ýòèõ óñëîâèÿõ óâå-
ëè÷åíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè íåéðîíîâ ïîëÿ ÑÀ1 ê òîêñè÷å-
ñêîìó äåéñòâèþ ãëþêîêîðòèêîèäíûõ ãîðìîíîâ, íåèçáåæ-
íî âîçíèêàþùåå ïðè ïîâûøåíèè ñîäåðæàíèÿ ÃÐ, ïî âñåé
âèäèìîñòè, ÿâëÿåòñÿ äåçàäàïòèâíûì. Â ñâÿçè ñ ýòèì âîç-
ìîæíî, ÷òî ïðèìåíåíèå ÒÑÀ â óñëîâèÿõ ÒÃÃ ìîæåò îêà-
çûâàòü íå íåéðîïðîòåêòèâíûé ýôôåêò, à, íàïðîòèâ, óñó-
ãóáëÿòü äåéñòâèå ïîâðåæäàþùèõ ôàêòîðîâ.

Â îòëè÷èå îò ÑÀ1 ïîëÿ ãèïïîêàìïà çóá÷àòàÿ èçâèëè-
íà ÿâëÿåòñÿ óñòîé÷èâîé ê äåéñòâèþ ãèïîêñèè îáëàñòüþ
(Lichtenwalner, Parent, 2006). Èíòåðåñíî, ÷òî â äàííîì ðå-
ãèîíå ãèïïîêàìïà ñóùåñòâåííûõ èçìåíåíèé êàê â ñòåïå-
íè àöåòèëèðîâàíèÿ Í3K9, òàê è â óðîâíå ýêñïðåññèè ÃÐ
íå îáíàðóæèâàëîñü, ïî âñåé âèäèìîñòè, çóá÷àòàÿ èçâèëè-
íà íå ïðèíèìàåò ó÷àñòèÿ â èçó÷àåìûõ ïðîöåññàõ.

Í å î ê î ð ò å ê ñ. Ñîãëàñíî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëå-
íèÿì, ÃÐ íåîêîðòåêñà ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè ãèïîòàëà-
ìî-ãèïîôèçàðíî-àäðåíîêîðòèêàëüíîé ñèñòåìû (ÃÃÀÑ)
(Boyle et al., 2005; Furay et al., 2008). Ïðè äåôèöèòå
ÃÐ-îïîñðåäóåìîé ñèãíàëèçàöèè íåéðîíîâ ôðîíòàëüíîé
êîðû ó ìûøåé âûÿâëÿþòñÿ íàðóøåíèÿ ðåãóëÿöèè îòðèöà-
òåëüíîé îáðàòíîé ñâÿçè ÃÃÀÑ è ïîâûøàåòñÿ óðîâåíü òðå-
âîæíîñòè (Boyle et al., 2005). Òàêèì îáðàçîì, óâåëè÷åíèå
ýêñïðåññèè ÃÐ â íåîêîðòåêñå æèâîòíûõ, ïîëó÷àâøèõ
èíúåêöèþ ÒÑÀ, ìîæåò âíîñèòü âêëàä â ïðîöåññû òîðìî-
æåíèÿ àêòèâíîñòè ÃÃÀÑ, ñïîñîáñòâóÿ íîðìàëèçàöèè äè-
íàìèêè àêòèâíîñòè ÃÃÀÑ â îòâåò íà ÒÃÃ, òî åñòü â äàí-
íîì îòíîøåíèè ýôôåêò èíãèáèòîðà äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ
ìîæíî ñ÷èòàòü áëàãîïðèÿòíûì.

Â öåëîì èíòåðïðåòàöèÿ ýôôåêòîâ ÒÑÀ íà ñîâðåìåí-
íîì ýòàïå çàòðóäíåíà èç-çà íåäîñòàòî÷íîñòè ëèòåðàòóð-
íûõ ñâåäåíèé, ïîëó÷åííûõ íà ìîäåëÿõ in vivo, ïîýòîìó
òðåáóþòñÿ äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ðåàêöèé íà óðîâíå
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öåëîãî îðãàíèçìà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîäåìîíñòðèðî-
âàíî, ÷òî ÒÑÀ ìîæåò óñèëèâàòü ýêñïðåññèþ ãèïîêñèÿ-èí-
äóöèáåëüíûõ áåëêîâ, òàêèõ êàê ÃÐ. Ïðè ýòîì ðîëü ïîäîá-
íîé àï-ðåãóëÿöèè ÃÐ íåîäíîçíà÷íà, ïîñêîëüêó, ñ îäíîé
ñòîðîíû, îâåðýêñïðåññèÿ ÃÐ ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü ïî-
âðåæäåíèþ íåéðîíîâ ïðè äåéñòâèè ÒÃÃ, êàê â ïîëå ÑÀ1
ãèïïîêàìïà, à ñ äðóãîé — óëó÷øàòü òîðìîæåíèå ÃÃÀÑ
ïî ïðèíöèïó îòðèöàòåëüíîé îáðàòíîé ñâÿçè, ÷òî ìîæåò
èìåòü ìåñòî â íåîêîðòåêñå. Êðîìå òîãî, èçâåñòíî, ÷òî äëÿ
ðåàëèçàöèè ïîñëåäóþùåãî êàñêàäà âíóòðèêëåòî÷íûõ ñî-
áûòèé (àêòèâàöèè ÃÐ-çàâèñèìîé òðàíñêðèïöèè ãåíîâ-ìè-
øåíåé) íåîáõîäèìî ïðèñóòñòâèå êàê àöåòèëòðàíñôåðàçû
ãèñòîíîâ, òàê è äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ 4 è 6 (Kadiala et al.,
2013). ÒÑÀ, ÿâëÿÿñü íåñåëåêòèâíûì èíãèáèòîðîì, èíàê-
òèâèðóåò äåàöåòèëàçû ãèñòîíîâ 1-ãî è 2-ãî êëàññîâ, ê êî-
òîðûì òàêæå îòíîñÿòñÿ äåàöåòèëàçû ãèñòîíîâ 4 è 6. Òà-
êèì îáðàçîì, îäíîâðåìåííî ñ âûÿâëåííîé àï-ðåãóëÿöèåé
ÃÐ ÒÑÀ ìîæåò ïðåïÿòñòâîâàòü òðàíñêðèïöèè ÃÐ-àêòèâè-
ðóåìûõ ãåíîâ (Kadiala et al., 2013), ò. å. âîçìîæíî, ÷òî
èíúåêöèè ÒÑÀ âëèÿëè íå òîëüêî íà óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè ÃÐ, íî òàêæå íà òðàíñêðèïöèþ ÃÐ-çàâèñèìûõ ãåíîâ,
îäíàêî ýòî ïðåäïîëîæåíèå òðåáóåò ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ïðîâåðêè. Âîçìîæíî, ýòî ñòàíåò ïðåäìåòîì äàëüíåéøèõ
èññëåäîâàíèé, íàöåëåííûõ íà ðàçðàáîòêó òåðàïåâòè÷å-
ñêèõ ïîäõîäîâ ñ ïðèìåíåíèåì èíãèáèòîðîâ äåàöåòèëàç
ãèñòîíîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 17-04-00624) è Ïðîãðàììû ôóíäàìåíòàëüíûõ íàó÷-
íûõ èññëåäîâàíèé ãîñóäàðñòâåííûõ àêàäåìèé íà
2013—2020 ãã. (ÃÏ-14, ðàçäåë 65).
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THE EFFECT OF HISTONE DEACETYLASE INHIBITOR ON THE LEVELS

OF GLUCOCORTICOID RECEPTOR EXPRESSION IN THE RAT FOREBRAIN UNDER HYPOXIA
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Activity of gene transcription depends to a large extent on the histone acetylation status and can be affected
by different stimuli such as hypoxia. Histone deacetylase inhibitors promote gene transcription by facilitating
histone acetylation and thus are considered as a new candidates for target therapy of post-hypoxic states. In the
present study, using immunohistochemistry, the effects of the histone deacetylase inhibitor trihostatin A (TSA)
on the levels of glucocorticoid receptor (GR) expression have been analyzed in the neocortex and hippocampus
of rats in the original model of severe hypobaric hypoxia (SHH). It has been found that injections of TSA facili-
tated GR expression after SHH in the neocortex and CA1 field but not in the dentate girus of hippocampus of
rats. Since GR overexpression is known to promote toxic action of the circulating glucocorticoid hormones on
the hippocampal neurons, the stimulation of GR expression by TSA injections in the CA1 field of hippocampus
may lead to maladaptation potentiating the detrimental impact of injurious factors such as hypoxia. The data
obtained indicate that the therapy using histone deacetylase inhibitors may have unfavorable side effects for the
vulnerable brain neurons.

K e y w o r d s: histone deacetylase inhibitors, histone acetylation, glucocorticoid receptors, hypoxia, brain
neurons
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