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Одной из наиболее уязвимых к гипоксии структур мозга является гиппокамп. Поддержание пула кле-
ток нейрогенной ниши в субгранулярной зоне гиппокампа (SGZ) обеспечивается адаптационными
механизмами, среди которых – изменение функционирования комплексов дыхательной цепи мито-
хондрий и реакция астроглии, обеспечивающей метаболическую поддержку нейронов. С целью изуче-
ния динамики адаптационных изменений нейронов и глии в зубчатой извилине гиппокампа в услови-
ях гипоксии на модели периодической гипобарической гипоксии (5000 м, эквивалентно 10.5% О2), при
однократном (60 мин) и многократном (8 и 20 эпизодов) воздействии у низкоустойчивых крыс имму-
номорфологическими методами выявляли особенности локализации и содержания комплекса IV ды-
хательной цепи митохондрий (MTCO1), маркерных астроцитарных белков: глутаминсинтетазы (GS) и
GFAP, а также даблкортина (DCX) – маркера незрелых нейронов. При однократной гипоксии значимо
повышалось содержание MTCO1 в нейронах, а при восьмикратном воздействии увеличивалось коли-
чество глутаминсинтетазы (GS) в астроцитах зубчатой извилины гиппокампа. Изменения содержания
GS были наиболее выражены в отростках астроцитов, что говорит о перераспределении GS при гипо-
ксии. Количество DCX+ нейронов в SGZ значимо снижалось после 20 эпизодов гипоксии, при этом в
полиморфном слое обнаруживались DCX+ клетки глиальной морфологии, а окрашивание на GFAP
показало увеличение количества астроцитов в полиморфном слое, что может быть связано в том числе
со смещением направления дифференцировки клеток нейрогенной ниши. Таким образом, при гипо-
ксии в SGZ гиппокампа на начальном этапе происходит интенсификация работы дыхательной цепи
нейронов зернистого слоя с последующей активацией астроцитов, модулирующих обмен глутамата.
Наличие взаимосвязи между динамикой адаптационных реакций энергообмена в нейронах и глии и
изменениями нейрогенеза после 20 эпизодов гипоксии позволяет предположить, что при многократ-
ной гипоксии происходит сдвиг дифференцировки нейральных предшественников SGZ в направле-
нии астроглии, однако, этот вопрос требует дальнейшего изучения для более точного определения
природы DCX+ клеток.
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ВВЕДЕНИЕ

Чувствительность нервной ткани к гипоксическо-
му воздействию обусловлена ее высокой энергозави-
симостью. При этом одной из наиболее уязвимых к
гипоксии структур мозга является гиппокамп [1].
Последний играет ключевую роль в когнитивных
процессах и проявляет высокую способность к
адаптации и динамической структурной реоргани-
зации нейронных сетей, в том числе, благодаря
нейрогенезу, протекающему в зубчатой извилине [2].

Нейрогенная ниша субгранулярной зоны гип-
покампа отличается особенностями нейроглиаль-
ных и нейроваскулярных взаимодействий [3, 4],
определяющими специфичность микроокружения
нейрональных предшественников. In vitro было по-
казано, что поддержание нервных стволовых кле-
ток (NSC) в недифференцированном состоянии
обеспечивается сниженной оксигенацией [5], что
делает изучение регуляторных механизмов в нише
нейрональных предшественников актуальным как
в нормальных условиях, так и при стрессовых воз-
действиях и, прежде всего, при гипоксии. Эффек-
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ты экзогенной гипоксии на дифференцировку и
созревание NSC разнообразны и зависят от тяже-
сти гипоксического воздействия. Основным пу-
тем, реализующим адаптационный ответ клеток на
гипоксию, служит увеличение экспрессии тран-
скрипционных факторов HIF1-2, регулирующих
синтез ростовых факторов (VEGF, TGFb), мито-
хондриальный метаболизм и митохондриальную
динамику [6]. Активность митохондрий имеет ре-
шающее значение для контроля пролиферации и
дифференцировки нейрональных предшественни-
ков. В частности, пролиферация NSC как в эмбрио-
нальном, так и во взрослом периоде связана с высо-
кой активностью гликолиза, в то время как диффе-
ренцировка NSC сопряжена с усилением реакций
окислительного фосфорилирования [7]. Такое ме-
таболическое переключение обеспечивает не толь-
ко увеличение производства энергии, но и рассмат-
ривается как триггер, определяющий судьбу NSC.

Несмотря на значительное число исследований,
проводимых на моделях экзогенной гипобариче-
ской гипоксии, работ, посвященных анализу кле-
точных реакций в гиппокампе, немного. Много-
численные экспериментальные данные свидетель-
ствуют о значительном повышении устойчивости
животных и человека к гипоксии при пребывании
в условиях среднегорья, что обусловило развитие
гипокситерапии в качестве самостоятельного ле-
чебного фактора, применяемого в медицинской
практике. Показано, что оптимальные условия, не
вызывающие повреждающих эффектов и макси-
мально способствующие формированию адапта-
ционных реакций у грызунов, реализуются при со-
держании во вдыхаемом воздухе 10–12% кислоро-
да, что эквивалентно высоте 5000 м [8]. При этом
было установлено [8], что срочная адаптация к ука-
занным условиям гипоксии (умеренная гипобари-
ческая гипоксия, содержание кислорода во вдыха-
емом воздухе 10.5% О2) в коре головного мозга
формируется за счет репрограммирования работы
дыхательной цепи с переключением на сукцинат-
оксидазный путь окисления. При многократных
же воздействиях переключение на уровне субстрат-
ного звена наблюдалось только при первых 8 эпизо-
дах одночасового применения гипоксии, создавая
предпосылки для последующего восстановления
НАД-зависимого окисления, приводя к появлению
изоформ I митохондриального ферментного ком-
плекса с новыми кинетическими свойствами [8].
Таким образом, компенсаторно-регуляторная смена
метаболических путей окисления энергетических
субстратов способствовала сохранению высокой ак-
тивности электрон-транспортной функции цито-
хромного участка дыхательной цепи, обеспечивая
высокую эффективность реакций окислительного
фосфорилирования.

Цитохромоксидаза (МТСО) – терминальный
фермент митохондриальной дыхательной цепи,
состоящий из 13 субъединиц, в котором “каталити-

ческие” субъединицы 1–3 кодируются митохон-
дриальной ДНК, а “дополнительные” субъедини-
цы 4–13 контролируются ядерным геномом [9]. Та-
кая сложная структурная организация MTCO
обусловливает наличие в том числе дополнитель-
ных регуляторных механизмов контроля активно-
сти фермента за счет тканеспецифической экс-
прессии изоформ МТСО и путем аллостерической
регуляции активности субъединиц [9]. MTCO1 –
основной компонент IV митохондриального фер-
ментного комплекса, представляющий собой ката-
литическую субъединицу цитохром-с-оксидазы,
кодируемую митохондриальной ДНК. При этом
субъединица MTCO1 является ключевой, посколь-
ку именно в ней локализуются гем- и медь-содер-
жащие домены – активные сайты, обеспечиваю-
щие взаимодействие между восстановлением кис-
лорода и переносом протонов в межмембранное
пространство. Перечисленные характеристики IV
митохондриального комплекса определяют его
уникальность и объясняют выбор данного фермен-
та в качестве маркера метаболической активности
нейронов при формировании адаптации к гипо-
ксии.

Интересно, что для клеток с высокой пролифе-
ративной активностью, а именно для раковых и
эмбриональных стволовых клеток, еще одним ме-
таболическим путем, определяющим направление
дифференцировки, является глутаминолиз [10].
Глутаминолиз обеспечивает образование метабо-
литов цикла Кребса независимо от гликолиза бла-
годаря превращению глутамина в глутамат с после-
дующим образованием α-кетоглутарата. Показано
участие глутаминолиза в поддержании пролифера-
ции NSC в неокортексе [11], что указывает на воз-
можность влияния ферментов, участвующих в глу-
таматном медиаторном обмене, на процесс нейро-
генеза.

Известно, что нейроны и глия характеризуются
разной чувствительностью к повреждающему дей-
ствию гипоксии. При этом астроциты менее чув-
ствительны к недостатку кислорода, так как осу-
ществляют синтез АТФ преимущественно за счет
реакций гликолиза, в то время как для нейронов
характерна высокая активность процессов окисли-
тельного фосфорилирования. [12]. Существен-
ными компонентами в реакции нервной ткани на
гипоксию являются регуляция захвата и утилиза-
ции глутамата астроцитами. Астроциты, являясь
полноправными участниками глутаматергической
нейромедиации, активно контролируют уровень
глутамата в синаптической щели. В астроцитах глу-
тамат либо амидируется до глутамина через глута-
минсинтетазу, а затем возвращается обратно в ней-
роны (цикл глутамат-глутамин), либо метаболизм
глутамата становится энергопродуцирующим и из
глутамата образуется один из метаболитов цикла
Кребса – α-кетоглутарат (цикл Робертса, ГАМК
шунт) [13]. При этом, захватывая умеренную кон-
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центрацию глутамата (0.01–0.1 мМ), астроциты
метаболизируют его до глутамина, тогда как высо-
кие концентрации (0.2–0.5 мМ) утилизируются в
цикле Кребса [14].

Глутаминсинтетаза (GS) представляет собой
цитоплазматический фермент, который экспрес-
сируется преимущественно астроцитами и катали-
зирует АТФ-зависимый синтез глутамина из глута-
мата и аммиака, участвуя, таким образом, в метабо-
лизме нейромедиаторов и в детоксикации ионов
аммония. Нарушения активности GS вовлечены в
патогенез печеночной энцефалопатии, ишемии,
эпилепсии, черепно-мозговой травмы и нейроде-
генеративных заболеваний [15]. Продемонстриро-
вана роль GS в функционировании гиппокампа.
Так, отмечено, что ингибирование GS приводит к
нарушениям памяти у однодневных цыплят [16], а
системное введение ингибитора GS – метионин-
сульфоксимина (MSO) новорожденным мышам
вызывает снижение экспрессии GS и GFAP в СА3
области гиппокампа, приводя к нарушениям про-
странственной памяти во взрослом возрасте [17].
Снижение активности GS при гипоксии может вы-
зывать повреждение нейронов различными меха-
низмами: как путем развития глутаматной эксай-
тотоксичности, обусловленной гиперстимуляцией
глутаматных рецепторов с последующим накопле-
нием внутриклеточного кальция и развитием ми-
тохондриальной дисфункции, так и за счет инток-
сикации азотистыми соединениями.

Таким образом, для нейронов гиппокампа важ-
ны механизмы адаптации, среди которых – изме-
нение функционального состояния комплексов
дыхательной цепи митохондрий и реакция астро-
глии, обеспечивающей метаболическую поддерж-
ку нейронов, в том числе, с помощью глутамин-
глутаматного пути, связанного как с обменом ме-
диаторов, так и с энергетическим метаболизмом.
Морфологический подход к изучению изменений
клеточных популяций в нейрогенных нишах на хо-
рошо охарактеризованной модели периодической
гипобарической гипоксии [8] позволяет диффе-
ренцированно оценить адаптационные изменения
глутаматного обмена и функционирования дыха-
тельной цепи митохондрий в системе нейрон-аст-
роцит, расширить представление об альтернатив-
ных путях получения энергии при гипоксии, и вли-
янии гипоксии на процесс нейрогенеза. Оценка
нейрогенеза при адаптационных изменениях энер-
гообмена особенно актуальна, поскольку для кле-
ток нейрогенных ниш изначально характерно на-
хождение в условиях сниженной оксигенации [5],
что определяет гипоксию как важный регулятор-
ный фактор [7], исследование которого может
иметь значение, в том числе, при разработке мето-
дов клеточной терапии с использованием нейраль-
ных стволовых клеток. Таким образом, исследова-
ние адаптационных изменений при гипоксии может
открывать новые пути для разработки эффектив-

ных стратегий нейропротекции и нейрорегенера-
ции.

Цель исследования: оценить динамику адапта-
ционных изменений нейронов и глии зубчатой из-
вилины гиппокампа крыс при остром и многократ-
ном гипоксическом воздействии.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проводили на белых беспород-
ных крысах (самцы n = 20, массой тела 200–250 г),
выращенных в стандартных условиях вивария
ФГБНУ “НИИ общей патологии и патофизиоло-
гии” при свободном доступе к воде и пище, есте-
ственном чередовании суточной освещенности.

Моделирование гипоксии. Для моделирования
экзогенной гипоксии использовалась барокамера
проточного типа. Крыс предварительно (за 4 нед до
экспериментов) тестировали по их чувствительно-
сти к острой гипобарической гипоксии (подъем на
высоту 11.5 тыс. м; атм. давление 180 мм. рт.ст.; со-
держание кислорода 3% О2), и ранжировали на вы-
соко- и низкоустойчивых [8]. В нашем экспери-
менте были использованы низкоустойчивые кры-
сы, имеющие индекс резистентности не более
2 мин. Эффект однократного и повторного гипо-
ксического воздействия оценивался при давлении
380 мм рт.ст. (эквивалентном подъему на высоту
5000 м; содержание кислорода во вдыхаемом возду-
хе – 10.5%; гипоксия средней тяжести). Длитель-
ность однократного воздействия составляла
60 мин. Многократное воздействие включало в се-
бя 8 и 20 эпизодов гипоксии по 60 мин, один раз в
сутки. Группа интактных животных содержалась в
тех же условиях, что и включенные в эксперимент
животные. Таким образом, были сформированы
4 экспериментальные группы: однократное воз-
действие 60 мин, 8 воздействий по 60 мин, 20 воз-
действий по 60 мин и группа интактного контроля.

Иммуноморфологическое исследование. Сразу по-
сле извлечения из барокамеры крыс декапитирова-
ли, их мозг фиксировали 24 ч в 4% нейтральном
формалине (HistoLine, Россия), заключали в пара-
финовые блоки и готовили фронтальные срезы тол-
щиной 7 мкм на микротоме Thermo Fisher (США).
Для исследования была взята ростральная часть
гиппокампа (уровень от брегмы от –3 до – 4.5 мм),
уровень срезов определяли по атласу мозга крысы
Paxinos. Для демаскировки антигенов при иммуно-
флуоресценции срезы нагревали в пароварке,
15 мин в ЭДТА-буфере (EnVision Flex pH=9, Dako,
Дания), далее их промывали в PBS c 0.1% Triton
X-100 (Acros-Organics, Бельгия) и инкубировали
18 ч при комнатной температуре с первичными ан-
тителами. Использовали кроличьи или мышиные
антитела к белкам астроцитов – глиофибрилляр-
ному белку (GFAP, 1:200, ab279290, Abcam, Вели-
кобритания) и глутаминсинтетазе (GS, 1:400,
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G2781, Merck-Sigma, Германия), а также к маркеру
незрелых нейронов – даблкортину (DCX, 1:100,
ab18723, Abcam, Великобритания) и субъединице I
митохондриального комплекса IV (цитохромокси-
даза, MTCO1, 1:100, 106E1A8, Invitrogen, США).
Для выявления связывания антител срезы инкуби-
ровали 4 часа с соответствующими вторичными
антителами против IgG мыши или кролика (Sigma,
Германия), конъюгированными с флуорохромами
СF488 или CF555. Ядра докрашивали 4,6-диамиди-
но-2-фенилиндолом (DAPI, Merck-Sigma, Герма-
ния) и заключали срезы в среду FluoroShield (Mer-
ck-Sigma, Германия).

Иммуногистохимическим пероксидазным ме-
тодом, следуя протоколу производителя антител,
выявляли MTCO1. Демаскировку антигенов про-
изводили при нагревании в пароварке, 20 мин в
цитратном буфере (EnVision Flex pH = 6, Dako, Да-
ния). Срезы с антителами инкубировали при 4°С
18 ч, для визуализации использовали полимерную
пероксидазную систему детекции (Novolink, Leica,
Германия) с 3,3’-диаминобензидином в качестве
хромогена. Ядра докрашивали гематоксилином и
заключали срезы в водорастворимую среду Immu-
Mount (Thermo Scientific, США).

Морфометрия и статистическая обработка.
Изучение и морфометрия срезов проводились с
помощью микроскопов Leica DMLB (США) или
Nikon Eclipse NiU (Япония), оснащенных цифро-
выми камерами и системами анализа изображе-
ний. Для захвата всей зубчатой извилины требова-
лось несколько изображений. Морфометрический
анализ выполняли на 4–6 срезах, взятых от каждо-
го животного, в области зубчатой извилины гиппо-
кампа (в его ростральной части) в обоих полушари-
ях. Исследовали не менее 10–15 полей зрения при
увеличении объектива ×20 и ×40. Слой зернистых
клеток визуализировали по ядрам нейронов. Суб-
гранулярную зону (SGZ) определяли по методике,
описанной ранее [18] как область толщиной до трех
клеток, расположенную между зернистым и поли-
морфным слоями. С помощью программ Leica
QWin и ImageJ оценивали плотность клеток и ин-
тенсивность окрашивания. Все измерения произ-
водили на изображениях, полученных с одинако-
выми настройками микроскопа.

Количество DCX+ клеток определяли на еди-
ницу длины зубчатой извилины. Для оценки рас-
пределения MTCO1, на микрофотографиях препа-
ратов окрашенных иммунопероксидазным мето-
дом, сому нейронов выделяли в программе Leica
Qwin вручную и оценивали интенсивность окра-
шивания (8 бит, 256 градаций серого) с коррекцией
на фоновое значение. Интенсивность окрашива-
ния для иммунопероксидазных препаратов опре-
деляли как разность максимального значения яр-
кости (255) и средней яркости пикселей в выделен-
ной области, таким образом, меньшее значение

интенсивности соответствовало более светлому
окрашиванию на препаратах. Для оценки локали-
зации GS в отростках и телах глиальных клеток, в
программе ImageJ была реализована следующая
процедура: 1) автоматически сегментировали ядра
клеток, окрашенные DAPI; 2) полученную маску
расширяли до границ тела клетки, вычитали область
ядра и оценивали среднюю яркость в этой зоне;
3) при помощи алгоритма сегментации с адаптив-
ным порогом по Otsu [19] выделяли только отростки
клеток, результаты выделения корректировали
вручную и так же оценивали среднюю яркость.
Учитывая данные, демонстрирующие формирова-
ние астроцитами гиппокампа индивидуальных об-
ластей (доменов) [20] этот метод позволяет опреде-
лить интенсивность окрашивания в отростках от-
дельных клеток астроглии, за исключением их
наиболее тонких, дистальных отделов. Также оце-
нивали среднюю интенсивность флуоресценции
при окрашивании на GS на поле зрения в соответ-
ствующих слоях зубчатой извилины.

Статистическую обработку проводили в про-
грамме GraphPad Prism. Данные, полученные от
каждого животного, усредняли. Данные представ-
лены в виде M ± SD, где M – среднее, SD – средне-
квадратичное отклонение. Для сравнения групп
использовали дисперсионный анализ ANOVA с
апостериорным тестом Тьюки, различия считали
статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Локализация исследуемых белков 
в гиппокампе интактных крыс

Использование антител к MTCO1 выявило
окрашивание клеток полиморфного (хилуса), зер-
нистого слоев и SGZ зубчатой извилины гиппо-
кампа с преимущественной локализацией маркера
в соме нейронов (рис. 1a, 1b, рис. 2d). Окрашива-
ние на MTCO1 в виде пунктата (гранул разных раз-
меров) выявляли как в телах нейронов и глии, так и
в окружающем их нейропиле (рис. 1а). Клеток, где
окрашивание полностью отсутствовало, мы не на-
блюдали, что подтверждает облигатный характер
экспрессии MTCO1. Характер распределения и
размеры гранул в клетках различаются, что, воз-
можно, связано с изменениями размеров митохон-
дрий из-за перестройки динамических процессов
слияния и деления, и требует дальнейшего анализа
на ультраструктурном уровне. Среди клеток SGZ и
полиморфного слоев обнаруживали как интенсив-
но, так и слабо окрашенные нейроны, тогда как в
зернистом слое распределение окрашивания в
клетках было более равномерным (рис. 1а, рис. 2d).
Наибольшее количество интенсивно окрашенных
клеток наблюдали в SGZ, клетки полиморфного
слоя варьировали по размеру и степени окрашива-
ния.
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Рис. 1. Распределение субъединицы I цитохромоксидазы (MTCO1), даблкортина (DCX) и глутаминсинтетазы (GS) в кле-
точных элементах зубчатой извилины гиппокампа интактных крыс.
(a) – Выявление MTCO1 иммунопероксидазным методом. (b) – Выявление DCX (зеленый канал) и MTCO1 (красный ка-
нал) в клетках зернистого слоя и субгранулярной зоны. Знаком “*” – помечены DCX-позитивные незрелые нейроны, с
низким содержанием MTCO1. Ядра окрашены DAPI (синий). Изображение получено из 10 фокальных планов методом
проекции максимальной интенсивности (maximum intensity projection) при увеличении объектива ×100. (с) – Локализа-
ция глутаминсинтетазы (зеленый канал) в астроцитах молекулярного слоя.

(а) (b) (c)

Локализация DCX – маркера незрелых нейро-
нов, выявлялась большей частью в нейрональных
предшественниках в SGZ (рис. 1b, рис. 4c, e), а так-
же в отдельных клетках полиморфного слоя, имею-
щих глиальную морфологию. Незрелые нейроны
были распределены неравномерно – их плотность
в передней и средней трети зубчатой извилины бы-
ла выше, чем в задней трети. Двойное окрашива-
ние на МТСО1 и DCX показало, что DCX+ клетки
SGZ характеризуются низким содержанием цито-
хромоксидазы (рис. 1b), в отличие от зрелых ней-
ронов зернистого слоя.

Астроциты выявляли как с помощью антител к
GFAP, так и к GS. В зубчатой извилине обнаружи-
вали преимущественно GS-позитивные астроциты
(рис. 1c), при этом GS-позитивных глиальных кле-
ток, лишенных отростков и характерных для дру-
гих структур мозга, в особенности – белого веще-
ства [21] не было обнаружено. Наибольшая плот-
ность астроглии отмечалась в полиморфном и
молекулярном слоях зубчатой извилины.

Изменения исследуемых белков при гипоксии

Выявили значимые различия интенсивности
окрашивания MTCO1 в исследуемых структурах в
зависимости от количества эпизодов гипоксии
(двухфакторный дисперсионный анализ ANOVA,
F(6, 48) = 10.7, p < 0.001). Оценка распределения
MTCO1 в зубчатой извилине показала, что средняя
интенсивность окрашивания при однократном
воздействии значимо повышалась в цитоплазме
нейронов полиморфного (контроль: 12.83 ± 2.069,
острая гипоксия: 43.65 ± 6.397, тест Тьюки, р < 0.001),
(рис. 2a, e) и зернистого слоев (контроль: 16.7 ±
± 3.03, острая гипоксия: 43.7 ± 7.68, тест Тьюки, p <

< 0.001), (рис. 2b, e). При этом изменения в SGZ
были наиболее выраженными и характеризовались
повышением MTCO1 как при однократном (кон-
троль: 26.7 ± 2.951, острая гипоксия: 65.47 ± 15.84,
тест Тьюки, p < 0.001), (рис. 2с, e), так и при вось-
микратном воздействии (контроль: 26.7 ± 2.951,
8 эпизодов гипоксии: 58.49 ± 7.134, тест Тьюки, р <
< 0.001), (рис. 2с, f), что говорит об активации элек-
трон-транспортной функции цитохромоксидазы.
Аналогичные данные ранее были получены в коре
головного мозга [8]. Хотя в полиморфном и зерни-
стом слоях при длительном воздействии средние
значения интенсивности окрашивания снижались,
однако эти изменения не были статистически зна-
чимыми, и только в SGZ было отмечено значимое
(острая гипоксия: 65.47 ± 15.84, 20 эпизодов гипо-
ксии: 16.46 ± 5.052, р < 0.001) снижение интенсив-
ности MTCO1 в группе после 20 эпизодов гипо-
ксии (рис. 2с, g), по сравнению с группой после
острого воздействия, обусловленное, вероятно, не-
обходимостью экономизации энергетического об-
мена в рамках формирования долгосрочной адап-
тации к гипоксии. Таким образом, наиболее выра-
женными были колебания содержания MTCO1 в
субгранулярной зоне, что может указывать на вы-
сокую чувствительность этой структуры к гипо-
ксии. Выявленное на ранних сроках увеличение
содержания MTCO1 отражает краткосрочную ком-
пенсаторную активацию метаболизма в зубчатой
извилине в целом, и в субгранулярной зоне, необ-
ходимую, в том числе, для поддержания диффе-
ренцировки нейрональных предшественников в
условиях сниженной оксигенации.

Значимое снижение плотности DCX+ нейронов
в SGZ отмечалось после 20 эпизодов гипоксии (на
70% по сравнению с контролем, ANOVA F(3, 16) =



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 59  № 4  2023

ИЗМЕНЕНИЯ В НЕЙРОГЕННОЙ НИШЕ ГИППОКАМПА КРЫС 325

= 12.65, тест Тьюки, p < 0.001), однако, количество
DCX+ незрелых нейронов (рис. 3a) в SGZ зубчатой
извилины гиппокампа не отличалось от контроля
при остром и восьмикратном гипоксическом воз-
действии.

Полученные данные демонстрируют изменения
процесса созревания клеток и дифференцировки
нейрональных предшественников при многократ-
ном гипоксическом воздействии. Кроме того, в по-
лиморфном слое зубчатой извилины гиппокампа
также выявили увеличение количества DCX+ кле-
ток глиальной морфологии, что, может быть, обу-
словлено сдвигом дифференцировки нейрональ-
ных предшественников в направлении астроглии
(рис. 4c–f). Последнее косвенно согласуется с вы-
явленным при окрашивании на GFAP (рис. 4a, b)
увеличением количества астроцитов в полиморфном
слое. Однако эти изменения могут быть связаны как
с дифференцировкой нейрональных предшествен-
ников в астроциты, так и с их пролиферацией или
увеличением экспрессии GFAP, поскольку не все

Рис. 2. Средняя интенсивность окрашивания на субъединицу I цитохромоксидазы (MTCO1), в нейронах слоев зубчатой
извилины гиппокампа при остром (60 минут, 5000 м) и многократном гипоксическом воздействии (повторные эпизоды,
один раз в сутки): (a) – нейроны полиморфного слоя; (b) – нейроны зернистого слоя; (c) – нейроны субгранулярной зо-
ны. K – контрольная группа, 1T – однократное гипоксическое воздействие; 8T – восьмикратное гипоксическое воздей-
ствие; 20T – двадцатикратное ежедневное гипоксическое воздействие; * – p < 0.05 по сравнению с контролем; # – p < 0.05
по сравнению с предыдущей группой; ANOVA, апостериорный тест Тьюки. Данные представлены в виде M ± SD.
Выявление MTCO1 иммунопероксидазным методом: (d) – контрольная группа, (e) – однократное гипоксическое воздей-
ствие; (f) – восьмикратное гипоксическое воздействие; (g) – двадцатикратное ежедневное гипоксическое воздействие;
стрелки указывают на нейроны субгранулярной зоны и полиморфного слоя с интенсивным окрашиванием на цитохром-
оксидазу; докрашивание гематоксилином. mol – молекулярный слой, gr – зернистый слой, SGZ – субгранулярная зона
гиппокампа, pol – полиморфный слой.
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Рис. 3. Плотность DCX-позитивных нейрональных
предшественников в субгранулярной зоне (число кле-
ток на длину зубчатой извилины). K – контрольная
группа, 1T – однократное гипоксическое воздействие;
8T – восьмикратное гипоксическое воздействие; 20T –
двадцатикратное ежедневное гипоксическое воздей-
ствие; * – p < 0.05 по сравнению с контролем; # – p <
< 0.05 по сравнению с предыдущей группой; ANOVA,
апостериорный тест Тьюки. Данные представлены в
виде M ± SD.
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астроциты содержат определяемые количества
этого белка.

Кроме того, астроциты реагировали на гипо-
ксию изменениями локализации и экспрессии GS.
Cредняя интенсивность иммуноокрашивания на
GS значимо изменялась в зависимости от количе-
ства эпизодов гипоксии (влияние фактора “груп-
па”, ANOVA F(3, 32) = 8.012, p < 0.001). Этот показа-
тель увеличивался после 8 эпизодов как в поли-
морфном (p < 0.05, на 30% по сравнению с
контролем), так и в молекулярном (p < 0.05, на 37%
по сравнению с контролем) слоях, а при 20 эпизо-
дах снижался, достигая контрольных значений.
Повышение GS после 8 эпизодов гипоксии может
привести к увеличению продукции глутамина, ко-
торый затем будет захвачен нейронами и использо-
ван для получения метаболитов цикла Кребса, в
частности сукцината, коррелируя, таким образом,
с динамическим переключением митохондриаль-
ных ферментных комплексов субстратного звена
дыхательной цепи, необходимым для поддержания
потока электронов через цитохромоксидазу [8].
Однонаправленные изменения интенсивности
окрашивания GS и MTCO1 при 8 и 20 эпизодах ги-
поксического воздействия в виде повышения с по-
следующим снижением до уровня контрольных
значений могут указывать на возможное сопряже-
ние глутаматного обмена в астроцитах и потока
электронов через цитохромный участок дыхатель-
ной цепи в нейронах при адаптации к гипоксии.

Более того, гипоксия приводила к значимым
(ANOVA F(3, 796) = 26.93, p < 0.001) изменениям со-
отношения содержания GS в соме (перинуклеар-
ном компартменте) и отростках астроцитов моле-
кулярного слоя (рис. 5a, b). Хотя в отростках окра-
шивание на GS было ниже по сравнению с телами
клеток, в то же время изменения в содержания бел-
ка были наиболее выражены в отростках. Значимое
повышение интенсивности окрашивания в отрост-
ках выявляли уже при однократном воздействии
гипоксии (p < 0.001, на 22% по сравнению с контро-
лем), а при многократном воздействии она остава-
лась повышенной. Эти данные свидетельствуют о
перераспределении фермента в астроцитах в зави-
симости от их функционального состояния.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Цитохромоксидаза – универсальный маркер
метаболической активности нейронов, изменения
экспрессии которого продемонстрированы на раз-
ных моделях гипоксии. Например, при хрониче-
ской внутриутробной гипоксии наблюдалось сни-
жение активности MTCO в переднем мозге плодов
морских свинок. Несмотря на вариабельность ре-
акции остальных комплексов дыхательной цепи,
активность MTCO значимо снижалась как при
ранней (начиная с 28-го дня), так и при поздней

(начиная с 50-го дня) интранатальной гипоксии
[22], что подчеркивает универсальность этого по-
казателя.

В нашей работе оценка содержания цитохром-
оксидазы в клетках гиппокампа была исследована
при воздействии однократной и многократной
гипоксии. Было выявлено значимое повышение
MTCO1 в телах как зрелых, так и незрелых нейро-
нов при однократной гипоксии с последующим
снижением при многократных воздействиях. На-
ши результаты согласуются с экспериментом [23],
в котором гипобарическая гипоксия (высота
5000 м) вначале повышала (2-й и 5-й дни воздей-
ствия), а затем снижала (15-й и 30-й день) экс-
прессию мРНК MTCO1 в коре головного мозга. В
другой работе показано, что при острой гипоксии
повышается активность цитохромоксидазы в денд-
ритах нейронов комплекса Бетцингера (в продол-

Рис. 4. Увеличение содержания GFAP (a, b) и измене-
ния локализации DCX (c, d, e, f) в глиальных клетках
зубчатой извилины гиппокампа после 20-кратного ги-
поксического воздействия (контроль – слева, гипоксия –
справа). mol – молекулярный слой, gr – зернистый
слой, SGZ – субгранулярная зона гиппокампа, pol –
полиморфный слой.

(а) (b)

(c) (d)

(e) (f)
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говатом мозге) и увеличивается количество темно-
реактивных митохондрий при электронно-микро-
скопическом исследовании [24]. И наоборот,
хроническая периодическая гипоксия приводила к
снижению активности цитохромоксидазы в денд-
ритных митохондриях и ослаблению локальной
биоэнергетики [25].

В нашем исследовании наиболее выраженные
изменения в интенсивности иммуноокрашивания
на MTCO1 были отмечены в SGZ зоне зубчатой
извилины гиппокампа, что говорит об изменении
метаболизма в нейрогенной нише при гипокси-
ческом воздействии. Повышение активности
MTCO1 при однократном эпизоде гипоксии с по-
следующим снижением при многократных воздей-
ствиях может быть связано с кратковременной
активацией метаболизма для поддержания пула
нейрональных предшественников. Двойное
окрашивание не показало высокого содержания
MTCO1 в DCX+ клетках, поэтому повышение ин-
тенсивности MTCO1 в SGZ при острой гипоксии и
8 эпизодах очевидно, обусловлено активацией ме-
таболизма в незрелых нейронах, находящихся на
поздних стадиях дифференцировки.

Известно, что в процессе дифференцировки
NSC происходит переключение метаболизма на
окислительное фосфорилирование в связи с воз-
растающими энергетическими потребностями
нейронов [7], в связи с чем митохондриальная дис-
функция в первую очередь должна нарушать диф-
ференцировку и созревание взрослых нейронов в
зубчатой извилине, однако, тяжелые нарушения
митохондриальной биоэнергетики также ухудша-
ют пролиферацию и выживаемость NSC [26].
По-видимому, HIF1α, управляя функциями мито-
хондрий в условиях гипоксии, обеспечивает сдвиг
пролиферации и дифференцировки NSC. Так,
оверэкспрессия HIF1α значимо увеличивала гли-
колитическую активность в индуцированных плю-

рипотентных стволовых клетках in vitro, тогда как
его нокдаун повышал окислительное фосфорили-
рование и усиливал дифференцировку NSC [27].
В то же время другие авторы выявили, что в усло-
виях умеренной гипоксии пролиферация и выжи-
ваемость NSC увеличиваются [28].

Проведенная нами оценка количества DCX+
клеток в SGZ зубчатой извилины гиппокампа вы-
явила значимое снижение DCX+ нейронов после
20 эпизодов гипоксии. Сходные изменения были
показаны [29] при 30-дневной периодической ги-
поксии как для ранних, так и для поздних стадий
нейрогенеза и характеризовались увеличением ко-
личества пролиферирующих Sox2-позитивных
нейрональных предшественников и уменьшением
числа DCX+ нейронов.

Кроме того, в условиях двадцатикратного воздей-
ствия в полиморфном слое зубчатой извилины нами
были обнаружены DCX+ клетки глиальной морфо-
логии. Сходным образом, в недавнем исследовании
на трансгенных мышах Nestin-CreERT2/Ai27D [29],
экспрессирующих маркер нейрональных прогени-
торных клеток предшественниц – нестин – пока-
зано, что 30-дневная перемежающаяся гипоксия
увеличивает количество GFAP+/Nestin+клеток с
радиальной глиальной морфологией. При этом до-
ля новообразованных нейронов гранулярного слоя
была уменьшена, что соответствовало снижению
количества DCX+ нейронов в условиях гипоксии.

Выявленные нами DCX+ клетки в хилусе могут
иметь различную природу. В патологических усло-
виях возможна миграция нейронов из субграну-
лярной зоны в хилус. Например, в ряде работ [30,
31] показано, что в результате нарушения мигра-
ции нейрональных предшественников на моделях
эпилепсии эктопические гранулярные нейроны
обнаруживаются в полиморфном слое.

Рис. 5. Средние значения интенсивности окрашивания на глутаминсинтетазу в соме и отростках астроцитов молекуляр-
ного слоя (a) и их соотношение (b). K – контрольная группа, 1T – однократное гипоксическое воздействие; 8T – восьми-
кратное гипоксическое воздействие; 20T – двадцатикратное ежедневное гипоксическое воздействие; * – p < 0.05 по срав-
нению с контролем; # – p < 0.05 по сравнению с предыдущей группой; ANOVA, апостериорный тест Тьюки. Данные пред-
ставлены в виде M ± SD.
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Кроме того, DCX может также со-локализовать-
ся с маркерами астроглии. Так, при ишемическом
повреждении коры у мышей в периинфарктной зо-
не были выявлены разные типы DCX+ клеток, в
том числе – звездчатой морфологии, экспрессиру-
ющие глиальные маркеры GFAP и S100B [32], что
согласуется с нашим исследованием.

Мы предполагаем, что длительный режим гипо-
ксии в нашем эксперименте мог изменить направ-
ление дифференцировки клеток, что в том числе
может быть обусловлено перестройкой глутаматер-
гической нейромедиации. Так, снижение количе-
ства DCX+ клеток в SGZ при 20 эпизодах гипоксии
и появление клеток глиальной морфологии в поли-
морфном слое коррелировали с уменьшением ак-
тивности GS при двадцатикратном воздействии,
что могло привести к повышению внеклеточного
пула глутамата. Ранее [33] было показано, что од-
носторонняя внутригиппокампальная инъекция
каиновой кислоты, являющейся агонистом ионо-
тропных каинатных рецепторов глутамата, вызы-
вает выраженный сдвиг линии DCX+ клеток в сто-
рону генерации астроцитов. Авторы объясняют по-
лученный результат способностью DCX+ клеток
предшественниц реагировать на электрические и
химические сигналы и регрессировать до более
ранних стадий с восстановлением астроглиогенно-
го потенциала.

В нашем эксперименте появление DCX+ кле-
ток в полиморфном слое при двадцатикратном
воздействии сочеталось с увеличением количества
GFAP+ астроцитов. Полученный результат может
быть связан как с делением зрелых астроцитов, так
и с изменением направления дифференцировки
клеток предшественниц. Реактивные астроциты
продуцируют нейротрофные и ростовые факторы,
в том числе BDNF и TGFβ, цитокины и хемокины.
Во время воспаления или повреждения ЦНС экс-
прессия лигандов и рецепторов TGFβ в астроцитах
быстро повышается, что является характерным
признаком развития глиоза [34]. Показана связь
HIF1α и TGFβ [6], а также увеличение TGFβ как в
сыворотке крови крыс [35], так и в лизатах ткани
мозга [36] после гипоксического воздействия. При
этом астроциты являются основными источника-
ми эндогенной продукции TGFβ в ЦНС. TGFβ
контролирует широкий спектр функций, включая
процессы нейро- и ангиогенеза, ремоделирования
и репарации, а также воспалительные и иммунные
реакции [37]. Было показано, что внутримозговая
инфузия TGF-β ингибировала пролиферацию
NSC у крыс [38]. Помимо блокирования пролифе-
рации NSC и поддержания пула клеток нейроген-
ной ниши в состоянии покоя, введение TGF-β так-
же способствовало дифференцировке и выжива-
нию нейронов с увеличением количества DCX+
клеток [39]. Было установлено, что в астроцитах
TGF-β регулирует дифференцировку радиальной
глии и образование астроцитов во время развития,

а передача сигналов TGF-β является одним из ос-
новных путей, регулирующих активность промото-
ра GFAP – белка промежуточных филаментов и
маркера зрелых астроцитов [37]. Описанный меха-
низм участия TGF-β в реакциях воспаления и ней-
рогенеза также может объяснить наблюдаемое на-
ми увеличение количества GFAP+ и DCX+ клеток
глиальной морфологии при 20 эпизодах гипоксии.

Ранее было отмечено, что гипоксия не только
влияет на нейрональные предшественники, но и
ускоряет созревание астроцитов. У детенышей
крыс при трехчасовой системной гипоксии (8% О2)
усиливалась дифференцировка астроцитов неокор-
текса и повышалось содержание GFAP и белков,
участвующих в обмене глутамата (GS и транспортера
глутамата GLAST). Кроме того, повышение GLAST
сочеталось с увеличением уровня GFAP, взаимодей-
ствующего с GLAST [40]. Эти данные указывают на
связь экспрессии GFAP и белков системы захвата и
утилизации внеклеточного глутамата, позволяя
предположить адаптивное значение активации
астроцитов, наблюдаемой в нашем эксперименте.

В нашем исследовании было обнаружено значи-
мое повышение содержания GS при восьми эпизо-
дах гипоксии, что может быть обусловлено энерго-
продуцирующей ролью глутамата, используемого в
нейронах для получения сукцината, который затем
будет окисляться в цикле Кребса. Снижение ин-
тенсивности окрашивания GS после 20 эпизодов
до уровня контрольных значений коррелирует при
этом со снижением активации MTCO1 в нейронах,
и может быть связано с уменьшением энергетиче-
ской роли глутамата и продукции сукцината из-за
восстановления функции НАД-зависимого окиcле-
ния [8], также приводя к увеличению внеклеточно-
го пула глутамата. Так, на модели ишемии было по-
казано, что в этих условиях наблюдаются срыв
адаптации, снижение захвата глутамата и потеря
GS астроцитами коры [41]. При этом GS содержа-
щие астроциты в зубчатой извилине демонстриро-
вали большую устойчивость на ишемической мо-
дели, по сравнению с астроцитами неокортекса
[41].

Интересно, что при определении соотношения
количества GS в перинуклеарном компартменте и
отростках астроцитов молекулярного слоя зубча-
той извилины гиппокампа нами было выявлено
перераспределение фермента. Обратные измене-
ния – перемещение GS из тонких дистальных от-
ростков в более толстые проксимальные отделы от-
ростков астроцитов в СА1 и СА3 областях гиппо-
кампа были качественно показаны на модели
хронической височной эпилепсии [42]. Неравно-
мерность распределения GS c преимущественной
локализацией фермента в начальных сегментах от-
ростков астроцитов обнаруживалась и в перифо-
кальной зоне ишемического инфаркта мозга у
крыс [43]. Эти данные в сопоставлении указывают
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на возможность тонкой регуляции глутаматного
обмена путем перераспределения GS в отростках
астроцитов.

Ряд работ посвящен роли глутаминсинтетазы
(GS) в процессах обучения и в формировании па-
мяти, подчеркивающих значение этого фермента в
функционировании нейронных сетей в гиппокам-
пе. У мышей с селективной делецией GS в неокор-
тексе и гиппокампе наблюдали нейродегенерацию
и спонтанные судороги [44]. Кроме того, ранее бы-
ло отмечено [16], что ингибирование GS нарушает
консолидацию памяти у цыплят, причем амнести-
ческий эффект устраняется смесью из α-кетоглута-
рата и аланина, что, по мнению авторов, обуслов-
лено использованием α-кетоглутарата в качестве
субстрата для глутаматдегидрогеназы, являющейся
поставщиком глутамата в нейронах в условиях его
нарушенной конверсии из астроцитарного глута-
мина. Участие метаболитов цикла Кребса в поддер-
жании реакций глутамин-глутаматного обмена
подчеркивает важность энергопродуцирующей ро-
ли глутамата и глио-нейрональных взаимодей-
ствий при гипоксии в нервной ткани, что требует
дальнейших исследований.

Таким образом, проведенная работа демонстри-
рует адаптивный характер изменений энергетиче-
ского обмена в нейрогенной нише гиппокампа и
подчеркивает взаимосвязь митохондриальных из-
менений, дифференцировки нейрональных пред-
шественников и реакции астроглии в ответ на кур-
совое воздействие гипобарической гипоксии.
При гипоксическом воздействии наблюдали фаз-
ные изменения исследуемых маркерных белков –
цитохромоксидазы (МТСО) в нейронах и глутамин-
синтетазы (GS) в астроцитах. Выявленные иммуно-
гистохимические особенности свидетельствуют о
том, что срочная адаптация к гипоксии обусловлена
репрограммированием работы дыхательной цепи
нейронов. При этом адаптационные механизмы
при многократном воздействии связаны с реакци-
ей астроглии и модуляцией глутаматергического
обмена, характеризующихся повышением содер-
жания GS после 8 эпизодов гипоксии и выражен-
ным перераспределением фермента в отростках
астроцитов как при остром, так и при многократ-
ном воздействии. Высокая активность глутамат-
ных реакций в астроцитах в первые 8 дней гипо-
ксического воздействия и последующее снижение
после 20 эпизодов гипоксии подтверждаются со-
пряженной регуляций активности MTCO1 в ней-
ронах, отражая тем самым динамику репрограмми-
рования работы дыхательной цепи. Снижение ра-
боты цитохромного участка в нейронах после
20 эпизодов гипоксии может быть обусловлено пе-
реходом на новый уровень регуляции фермента,
необходимым для экономизации процесса энерго-
образования, являясь, таким образом, маркером
завершения формирования адаптации к гипоксии.
Изменение адаптационных реакций при двадцати-

кратном воздействии привело к снижению количе-
ства DCX+ нейронов и появлению DCX+ клеток
глиальной морфологии, влияя, вероятно, на диф-
ференцировку нейрональных и глиальных предше-
ственников в гиппокампе, и требуя дальнейшего
изучения для более точного определения природы
DCX+ клеток. Понимание механизмов воздей-
ствия периодической гипоксии на процесс нейро-
генеза поможет в разработке таргетной терапии,
корректирующей когнитивные нарушения при за-
болеваниях с гипоксической компонентой.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Все применимые международные, национальные
и/или институциональные принципы ухода и использо-
вания животных были соблюдены. Все процедуры, вы-
полненные в исследованиях с участием животных, со-
ответствовали этическим стандартам, утвержденным
правовыми актами РФ, принципам Базельской декла-
рации и рекомендациям Локального этического ко-
митета ФГБНУ Научный центр неврологии (Протокол
№ 10 – 7/20 от 27.11.2020 г.).
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One of the most vulnerable brain structures to hypoxia is the hippocampus. Maintenance of the neurogenic
niche cell pool in the subgranular zone of the hippocampus (SGZ) is provided by adaptive mechanisms. Among
them are changes in the functional activity of mitochondrial respiratory chain complexes and the reaction of as-
troglia, which provides metabolic support for neurons. In order to study the dynamics of adaptive changes in neu-
rons and glia in the dentate gyrus of the hippocampus under hypoxic conditions on a model of intermitten hy-
pobaric hypoxia (5000 m, equivalent to 10.5% O2), with a single (60 min) and multiple (8 and 20 episodes) ex-
posure in low-resistant rats, immunomorphological methods revealed the features of localization and content in
the neurons of complex IV mitochondrial respiratory chain (MTCO1), astrocyte marker proteins glutamine syn-
thetase (GS) and GFAP, and doublecortin (DCX) in immature neurons. With a single hypoxia, the content of
MTCO1 in neurons significantly increased, and after eight exposures, the amount of glutamine synthetase (GS)
in astrocytes of the dentate gyrus of the hippocampus increased. Changes in the content of GS were most pro-
nounced in the processes of astrocytes, which indicates a redistribution of GS. The number of DCX+ neurons
in the SGZ significantly decreased after 20 episodes of hypoxia. At the same time, DCX+ cells of glial morphol-
ogy were found in the polymorphic layer, and staining for GFAP showed an increase in the number of astrocytes.
This may be due to a shift in the direction of cell differentiation in the neurogenic niche. Thus, in hypoxia, at the
initial stage, a functional restructuring of the respiratory chain of neurons of the granular layer occurs. Subse-
quently, it is noted by the activation of astrocytes that modulate glutamate metabolism. The presence of a rela-
tionship between the dynamics of adaptive reactions of energy exchange in neurons and glia and changes in neu-
rogenesis during 20 episodes of hypoxia suggests that during long-term hypoxia, the differentiation of neural pre-
cursors of SGZ in the direction of astroglia occurs, however, this issue requires further study in order to more
accurately determine the nature of DCX+ cells.

Keywords: hypobaric hypoxia, cytochrome oxidase, glutamine synthetase, neurogenesis, hippocampus
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