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Хроническое недосыпание (сон менее 6 ч в сутки) в связи с производственной не-
обходимостью и снижением качества сна является эндемическим заболеванием 
в современном обществе. Хроническое недосыпание вызывает серьезные нейропо-
веденческие нарушения, сопряженные с необратимыми нейродегенеративными из-
менениями в головном мозге. Поиск фармакологических агентов способных снизить 
риск развития нейродегенерации в результате хронической потери сна является ак-
туальной задачей биомедицины. Интраназальное введение глюкозо-регулируемого 
белка теплового шока 78 кДа (GRP78) оказывает нейропротективный эффект в мо-
дели болезни Паркинсона у крыс. Нейропротективный потенциал интраназально 
введенного GRP78 при хроническом недосыпании ранее не исследовался. Задача 
исследования – выяснить, способно ли профилактическое интраназальное введе-
ние GRP78 ослабить и/или остановить процесс нейродегенерации в голубом пятне 
в модели хронического ограничения сна (ОС) у крыс. Исследование проведено на 
6-месячных самцах крыс популяции Вистар. Для депривации сна был применен ва-
лидизированный метод качающейся платформы в режиме: 3 ч лишения сна и 1 ч 
покоя непрерывно в течение 5 суток. Рекомбинантный белок GRP78 человека вводи-
ли интраназально за два дня до начала ОС и в течение 5 суток ОС. Клеточно-моле-
кулярные изменения в голубом пятне при ОС и при введении GRP78 исследовались 
с помощью иммуногистохимии и вестерн-блоттинга. Показано, что хроническое ОС 
приводит к гибели 30% норадренергических нейронов в голубом пятне, которое было 
сопряжено с повышением уровней активированных каспаз-3, 9. Это свидетельствует 
о развитии апоптоза по митохондриальному пути. Признаков реактивного микрогли-
оза не обнаружено в модели хронического ОС у крыс. Мы продемонстрировали, что 
интраназально введенный GRP78 проникает и накапливается в норадренергических 
нейронах голубого пятна, это противодействует гибели нейронов по пути апоптоза. 
Полученные данные позволяют считать GRP78 потенциальным нейропротекторным 
средством для профилактики патологических последствий хронического недосыпа-
ния.
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ВВЕДЕНИЕ

Хроническая инсомния (или хроническая бессонница) – наиболее распространен-
ное нарушение сна, которое характеризуется недостаточным количеством или качест-
вом сна. Патофизиология инсомнии может быть связана с экзогенными (нарушение 
гигиены сна) и эндогенными соматическими факторами (нейродегенеративные и пси-
хоневрологические заболевания, ожирение и др.) [1, 2]. До сих пор лечение инсомнии 
остается сложной проблемой, около 40% пациентов с хронической инсомнией не до-
стигают стойкой ремиссии симптомов [1]. Распространенность хронической инсомнии 
в общей популяции составляет примерно 10% [3], при этом за последние десять лет 
синдром инсомнии, среди нарушений сна, возрос почти в два раза [4, 5]. Одной из 
причин такого роста может быть увеличение распространённости хронического не-
досыпания (сон < 7 ч в сутки) среди взрослого населения в связи с возросшими на-
грузками на работе и экстремальным рабочим графиком, изменением образа жизни 
современного постиндустриального общества, который тесно связан с искусственным 
светом [6, 7]. Каждый 10-й человек в современном обществе испытывает симптомы 
недосыпания на себе. Помимо возникающей на фоне хронического недосыпа дневной 
сонливости, депривация сна приводит к развитию когнитивного дефицита (нарушение 
внимания, обучения, пространственной памяти) [8] и психоэмоциональных наруше-
ний [9, 10]. Ранее считалось, что нейроповеденческие нарушения после потери сна 
устраняются после нескольких ночей восстановительного сна, однако ряд проведен-
ных на добровольцах исследований показывает, что они сохраняются даже после пе-
риода восстановления [11–13].

Это указывает на серьезные функциональные нарушения в ЦНС и сигнальных сис-
темах, которые в настоящий момент остаются недостаточно изученными. Кроме того, 
до сих пор не выявлены регуляторные механизмы противодействия функциональным 
нарушениям, что подчеркивает необходимость дальнейших исследований в этом на-
правлении. В свою очередь эпидемиологические данные показывают, что хроническое 
недосыпание предрасполагает к развитию метаболических, сердечно-сосудистых забо-
леваний, воспаления, снижения иммунитета и является фактором риска нейродегенера-
тивных расстройств [14–16]. Исследования на животных показывают, что хроническое 
ограничение сна (ОС) вызывает гибель орексинергических нейронов [17] и необрати-
мые нейродегенеративные изменения в голубом пятне и гиппокампе СА1, структурах 
мозга, наиболее активных во время бодрствования и уязвимых к болезням Альцгеймера 
и Паркинсона (БП) [16, 18]. В животных моделях ограничения сна также отмечается 
дефицит пространственной памяти, который сопряжен с развитием нейровоспаления 
и увеличением уровня амилоидного пептида Abeta 42 и гиперфосфорилированного тау-
белка в гиппокампе [16]. Считается, что одной из причин развития нейродегенерации 
при хронической депривации сна являются метаболические повреждения нейронов, ин-
дуцированные длительным бодрствованием [17, 18]. Среди них – норадренергические 
(НА) нейроны голубого пятна, которые включены в механизмы поддержания бодрст-
вования. Эти нейроны показывают высокий уровень активности в течение всего пери-
ода бодрствования, в то же время их импульсная активность значительно снижается во 
время медленноволнового сна (МВС) и приближается к состоянию покоя в фазе пара-
доксального сна (ПС) [19]. Избыточная активность НА-ергических нейронов во вре-
мя длительного бодрствования делает их уязвимыми к метаболическим потребностям 
непрерывного бодрствования, из-за нехватки АТФ развивается митохондриальная дис-
функция, нарушается окислительно-восстановительный гомеостаз [18]. Все это сопро-
вождается неизбежным образованием активных форм кислорода, что приводит к окис-
лению биомолекул, нарушению их конформации, утрате их функциональных свойств. 
Большая часть синтеза и фолдинга белков у млекопитающих происходит в просвете 
эндоплазматического ретикулума (ЭР). Накопление аберрантных и неправильно свер-
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нутых белков в ЭР вызывает стресс ЭР [20, 21]. Стресс ЭР направлен на восстановле-
ние белкового гомеостаза. Однако, если стресс является длительным или превышает 
адаптивные возможности клетки, то активируются сигнальные каскады стресса ЭР, на-
правленные на апоптоз. Предыдущие исследования показали, что острая депривация 
сна (6 ч) приводит к активации адаптивного каскада стресса ЭР в коре головного мозга 
мышей [22]. Не исключено, что в случае длительной стресс-реакции в результате хро-
нического недосыпания, стресс ЭР может развиваться по апоптотическому пути и вно-
сить существенный вклад в развитие нейродегенерации.

Мобилизация системы глюкозо-регулируемого белка теплового шока 78 кДа 
(GRP78), также известного как BiP (Binding immunoglobulin protein), является одним 
из молекулярных механизмов клеточной защиты от «неправильных» белков и связан-
ным с ними стресса ЭР. GRP78 – это многофункциональный белок, который участвует 
в широком спектре процессов сворачивания и рефолдинга белковых молекул, протеа-
сомной деградации неправильно свернутых белков, поддержании гомеостаза кальция 
и регуляции клеточного ответа стресса ЭР [23]. Нейропротективные свойства GRP78 
и его способность предотвращать развитие стреcса ЭР по апоптозному пути выявлены 
в животных моделях старческой дегенерации сетчатки глаза, ишемии головного мозга 
и α-синуклеиновой патологии [24]. Кроме того, в нашей лаборатории показано, что 
рекомбинантный белок человека GRP78, введенный интраназально, проникает в мозг 
и противодействует развитию нейродегенерции и активации апоптотической ветви 
стресса ЭР в ниграстриатной системе в модели доклинической стадии БП у крыс [25]. 
Нейропротективный потенциал интраназально введенного GRP78 при хроническом 
недосыпании ранее не исследовался.

Задача исследования – выяснить, способно ли профилактическое интраназальное 
введение рекомбинантного белка GRP78 ослабить и/или остановить процесс нейроде-
генерации в голубом пятне в модели хронической депривации сна у крыс.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
В работе использованы самцы крыс популяции Вистар (6-месячные животные, 250–

300 г). До эксперимента крыс содержали в стандартных условиях вивария Института 
эволюционной физиологии и биохимии им. И. М. Сеченова РАН по 5 самцов в клетке. 
На адаптационный период (7 дней) и на время эксперимента животных перемещали 
в комнату с временным контролем фотопериода 12:12 ч (10:00–22:00 – свет), где они 
содержались в одиночных клетках со свободным доступом к воде и пище и температу-
ре воздуха 23 ± 1 °C.

Создание модели хронической депривации сна
Для создания модели хронического недостатка сна был применен метод цикли-

ческого ограничения сна, раннее разработанный в лаборатории [26]: чередование 3 ч 
депривации сна и 1 ч покоя в течение 5 суток непрерывно. Ограничение времени сна 
было достигнуто с помощью помещения клетки с животным на качающуюся платфор-
му орбитального шейкера S-3.02L.A20 («ELMI», Латвия), которая вращалась с часто-
той 170–180 оборотов/мин. В периоды покоя орбитальный шейкер автоматически оста-
навливался. Депривация сна у крыс с помощью качающейся платформы эффективно 
ограничивает время МВС и полностью устраняет ПС [26]. В контрольной группе жи-
вотных содержали в клетках на не включенном шейкере, где сон был неограничен. До 
начала эксперимента всех животных адаптировали к работе шейкера, помещая клетку 
с крысой на качающуюся платформу на 20 мин в светлую фазу суток в течение двух 
дней. В контрольной и экспериментальной группах было по 5 животных.
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Интраназальное введение GRP78
Рекомбинантный белок GRP78 человека (Sigma, США) растворяли в стерильном 

апирогенном фосфатном буфере рН 7.4 (PBS). Крысу укутывали в полотенце и уклады-
вали на спину так, чтобы зафиксировать положение головы под углом 40°– 45° относи-
тельно горизонтальной плоскости. GRP78 (0.6 мкг/12 мкл) вводили в каждую ноздрю 
c помощью микропипетки (JET BIOFIL®, Корея) по каплям, 2–3 мкл в момент вдоха. 
Такой способ введения предотвращал стекание белка в носоглотку, а также позволял 
избежать механического воздействия на обонятельный эпителий. Контрольная группа 
животных получала эквивалентный объем растворителя GRP78, PBS.

GRP78 вводили за два дня до начала ОС, а также ежедневно на протяжении всего 
ОС до начала светового дня (в промежуток 9:00–10:00 утра). Контрольная группа жи-
вотных получала растворитель GRP78 (PBS) по аналогичной схеме. GRP78 также вво-
дили интактным животным, не подвергавшимся ОС (рис. 1).

Рис. 1. Схема эксперимента. Adaptation (7 days) – адаптация животных в течение 7 дней. Chronic sleep restriction 
(SR) – хроническое ограничение сна. Day 1–5 – 1–5 сутки ограничения сна. IHС – immunohistochemistry, взя-
тие биоматериала головного мозга для иммуногистохимического анализа. WB – western-blot, взятие биома-
териала головного мозга для вестерн-блоттинг анализа.

Иммуногистохимическое исследование
Сразу после окончания процедуры депривации сна крыс наркотизировали (Zoletil®; 

внутримышечно, 75 мг/кг) и декапитировали. Мозг извлекали и разделяли пополам: 
одна половина использовалась для проведения иммуногистохимического исследова-
ния, вторая половина – для вестерн-блоттинга.

Для иммуногистохимического (ИГХ) исследования головной мозг фиксировали 
в 4%-ном растворе параформальдегида (4 °С). Через несколько дней мозг промывали 
в PBS, переносили на 6 суток в 20%-ный раствор сахарозы для криопротекции, а затем 
замораживали в охлажденном (–45 °С) изобутане.

Для подсчета количества выживших НА-ергических нейронов голубого пятна был 
использован биотин-стрептавидиновый метод окраски. Серия срезов голубого пятна 
(20 мкм) была получена с помощью криостата Leica CM-1520 («Leica Biosystems», 
Нусслох, Германия) в соответствии с атласом мозга [27]. 10–12 чередующихся серий 
срезов помещали на предметные стекла SuperFrost Plus Adhesion («Gerhard Menzel 
GmbH», Брауншвейг, Германия) и хранили при температуре –22 °C.

Перед началом окраски срезы высушивали при комнатной температуре в течение 
суток. Перед инкубацией с первичными антителами срезы трижды помещали в PBS 
на 10 мин, а затем в цитратный буфер (96–98 °C; pH 6.0) для демаскирования антиге-
нов. Для гашения активности эндогенной пероксидазы срезы выдерживали в 10%-ном 
растворе метанола на PBS с добавлением 3% H2O2 в течение 20 мин; трижды промы-
вали в PBS и помещали на 1 ч при комнатной температуре в блокирующий раствор 
(4% сыворотки козы (Sigma, США), 0.01% Tween-20 на PBS). Далее срезы инкубиро-
вали в течение 24 ч с антителами против тирозингидроксилазы (ТГ) (1: 900; Abcam, 
Великобритания), GRP78 (1: 400, Affinity Biosciences, Китай) и маркера микроглии 
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Iba-1 (Ionized calcium binding adaptor molecule 1) (1:500; Novus Biologicals, США) при 
комнатной температуре. На следующие сутки срезы последовательно инкубировали 
со вторичными биотинилированными антителами козы против кролика (1:400 Vector 
Laboratories, США) и стрептавидинпероксидазой (1:250; Vector Laboratories, США). 
Реакции визуализировали с использованием 3,3-диаминобензидина (Sigma-Aldrich, 
США) в качестве хромогена.

Дополнительно стекла со срезами голубого пятна были окрашены по методу Нис-
сля. Для этого срезы помещали в 96%-ный этиловый спирт на 48 ч для обезжиривания. 
Затем трижды промывали дистиллированной водой и помещали в 1%-ный раствор то-
луидинового синего на 3–5 мин при 37 °C. После окраски срезы промывали дистилли-
рованной водой и выдерживали последовательно в 70%- и 96%-ном этиловом спирте 
для дифференциации окраски под зрительным контролем с использованием светового 
микроскопа Leica. Далее фиксировали в ксилоле и заключали под покровное стекло 
с помощью среды BioMount (Италия). Окрашенные срезы хранили при комнатной тем-
пературе в недоступном для света месте.

Изображения окрашенных срезов голубого пятна получали на микроскопе Zeiss 
Axio Imager A1 (Carl Zeiss, Германия) со встроенной камерой и программным обеспе-
чением Axio-Vision 4.8. Количественный анализ проводили с использованием 10–12 
срезов от каждого экспериментального животного, разнесенных примерно на 70 мкм. 
Количество клеток подсчитывали для стандартного участка ткани, полученного каме-
рой светового микроскопа с использованием объектива ×20–697 × 523 мкм. Количе-
ство Iba- и ТГ-иммунореактивных клеток, и окрашенных по методу Ниссля, подсчи-
тывали вручную и выражали как среднее количество клеток микроглии и нейронов на 
срезе голубого пятна. Оптическую плотность, отражающую содержание GRP78-имму-
нопозитивного вещества, рассчитывали как разницу между интенсивно окрашенными 
нейронами, содержащими иммунореактивное вещество, и интенсивностью фоновой 
окраски (не содержащей иммунореактивного вещества) на одном и том же участке. 
Результаты были представлены в относительных единицах оптической плотности.

Анализ проводился с использованием программы PhotoM 1.21 (http://www.t_lambda.
chat.ru/), полученные данные представляли как среднее количество положительно 
окрашенных клеток структуры ± ошибка среднего.

Вестерн-блоттинг
Для оценки содержания белков-маркеров развития апоптоза в голубом пятне приме-

няли метод вестерн-блоттинг. После окончания процедуры депривации сна крыс нарко-
тизировали (Zoletil®; внутримышечно, 75 мг/кг), извлекали головной мозг и выделяли 
голубое пятно согласно стереотаксическому атласу мозга крысы [27]. Образцы ткани 
замораживали при –80 °С. Затем образцы тканей голубого пятна гомогенизировали 
в буфере для лизиса (20 мМ Трис–HCl, рН 7.5; 150 мМ NaCl; 0.5% Triton X-100; 2 мМ 
этилендиаминтетрауксусной кислоты) с добавлением коктейля ингибиторов протеаз 
(Sigma Aldrich, Сент-Луис, Миссури, США) и коктейля ингибиторов фосфатаз (Roche, 
Базель, Швейцария). После центрифугирования при 5500 g в течение 10 мин супер-
натант отбирали в эппендорф и использовали для дальнейшего анализа. Супернатант 
смешивали с загрузочным буфером (0.0625 М Трис–HCl, рН 6.8; 10% глицерина; 2% 
SDS; 0.1 мМ ЭДТА; 0.006% бромфенолового синего; 10% β-меркаптоэтанола) и нагре-
вали при 95 °C в течение 7 мин. Аликвоты равного объема помещали в 11%-ный поли-
акриламидный гель и разделяли электрофорезом в камере Mini-Protean (Bio-Rad, США 
Затем белковые бэнды переносили на поливинилхлоридные (ПВДФ, PVDF) мембраны 
(размер пор 0.2 мкм; BioRad, США) с помощью устройства TransBlot (BioRad, США).

Полученные мембраны помещали на 1 ч в сывороточный блок (PBS с добавлением 
0.1% Tween-20 и 3% BSA или PBS с добавлением 0.1% Tween-20 и 5% обезжиренного су-
хого молока) для предотвращения неспецифичного связывания. Затем мембраны инку-
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бировали при 4 °C в течение 12 ч в растворе первичных поликлональных антител против 
расщепленной каспазы-9 (Asp353) (1:1000, Affinity Biosciences, Китай), рас щепленной 
каспазы-3 (Asp175) (1:1000, Affinity Biosciences, Китай), или β-актина (1:1000, Santa 
Cruz, США). На следующий день мембраны трижды промывали в PBS с добавлением 
Tween-20 и инкубировали при комнатной температуре с раствором вторичных антител, 
конъюгированных с пероксидазой хрена (1:10000, HRP-goat-anti-rabbit IgG или HRP-
donkey-anti-mouse IgG, Jackson ImmunoResearch Europe Ltd). Белковые бэнды визуали-
зировали с использованием набора для анализа хемилюминесцентного субстрата Novex 
ECL HRP (Invitrogen, США) и тепловизора ChemiDoc MP (Bio-Rad, США).

Денситометрический анализ проводился с использованием программного обеспе-
чения ImageJ 1.8 (Национальный институт здравоохранения, NIH, США). Содержание 
белков было нормировано по сигналу контроля нагрузки, β-актина. Отношения опти-
ческой плотности бэндов исследуемых белков к общему содержанию белка сравнива-
лись со средним значением в контрольной группе.

Статистический анализ данных
Данные, полученные в исследовании, статистически обрабатывали с помощью 

программного обеспечения GraphPad Prism 8 (Калифорния, США). Нормальность рас-
пределения проверялась с помощью критерия Шапиро-Уилка. Сравнения между груп-
пами проводили с использованием однофакторного дисперсионного анализа ANOVA, 
с последующим Тьюки post-hoc или t-критерия Стьюдента. Межгрупповые различия 
считались статистически значимыми при p < 0.05. Данные были представлены в виде 
графиков как среднее значение ± стандартная ошибка, а также в виде индивидуальных 
значений.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

GRP78, введенный интраназально, накапливается в нейронах голубого пятна
Недавно нами было показано, что рекомбинантный белок GRP78 человека, вве-

денный интраназально, способен проникать в головной мозг и интернализоваться 
нейронами и микроглиоцитами в контрольных условиях и в модели БП у крыс [25]. 
Экзогенный GRP78 обнаруживался в телах нейронов компактной части черной суб-
станции (кчЧС), вентральной тегментальной области и голубом пятне через 3 ч после 
его введения.

В этом исследовании, для того чтобы оценить, насколько активно экзогенный GRP78 
интернализуется нейронами голубого пятна, мы окрасили срезы головного мозга анти-
телами против GRP78 и оценили содержание GRP78 в нейронах голубого пятна у живот-
ных, получавших интраназально GRP78, а также у животных с введением PBS вместо 
GRP78. Проведенный анализ показал, что через 3 ч после введения GRP78 его содержа-
ние возрастает в 1.4 раза (0.148 ± 0.01, n = 3, р = 0.01) в нейронах голубого пятна по срав-
нению с контролем (0.107 ± 0.01, n = 3) (рис. 2). Можно ожидать, что такого повышения 
уровня GRP78 будет достаточно для реализации его нейропротективного потенциала.

Введение экзогенного GRP78 препятствует гибели нейронов голубого пятна  
в модели хронического ограничения сна у крыс

Для того чтобы оценить повреждающий эффект хронического недосыпания на ней-
роны голубого пятна у крыс было проведено иммуногистохимическое исследование 
с применением антител против ТГ (маркер живых НА-ергических нейронов), а также 
окрашивание по методу Ниссля. Выяснено, что ОС в течение 5 дней приводит к сниже-
нию количества ТГ-позитивных нейронов на 30% (53 ± 7, n = 5, р < 0.001) (рис. 3a, b) 
по сравнению с контролем (77 ± 6, n = 5). Схожие данные были получены при оценке 
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Рис. 2. Экзогенный GRP78, введенный интраназально, накапливается в нейронах голубого пятна у крыс 
в контрольных условиях. (a) – репрезентативные микрофотографии голубого пятна. (b) – оптическая плот-
ность нейронов голубого пятна. Данные представлены как среднее ± ошибка среднего. Control – контрольные 
животные, получавшие растворитель GRP78, стерильный апирогенный фосфатный буфер рН 7.4 (PBS) (n = 
3); Grp78 – животные, получавшие GRP78 интраназально (n = 3). Различия между группами в соответствии 
c t-критерием Стьюдента и указаны как * p ≤ 0.05 по сравнению с группой контроля.

Рис. 3. Интраназальное введение экзогенного GRP78 препятствует дегенерации норадренергических ней-
ронов голубого пятна в модели хронического ограничения сна. (a, c) – репрезентативные микрофотогра-
фии голубого пятна, (b) – количество ТГ-позитивных нейронов в голубом пятне, (d) – количество нейро-
нов, окрашенных по методу Ниссля в голубом пятне. Данные представлены как среднее ± ошибка среднего. 
Control – контрольные животные (n = 5), (Grp78) – введение Grp78 в контрольных условиях (n = 3), Sleep 
restriction (SR) – ограничение сна в течение 5 дней (n = 5), SR+Grp78 – введение Grp78 в модели хронического 
ограничения сна (n = 5). Различия между группами в соответствии однофакторным дисперсионным анали-
зом ANOVA с последующим Тьюки post-hoc указаны как: *** p < 0.001 по сравнению с группой контроля; 
## p < 0.01, ### p < 0.001 по сравнению с эффектом ограничения сна.
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препаратов голубого пятна, окрашенных по методу Ниссля, количество нейронов в го-
лубом пятне крыс, подвергавшихся ограничению сна, было значимо ниже (66 ± 6, n 
= 5, р < 0.001), чем у крыс контрольной группы (91 ± 4, n = 5) (рис. 3c, d). Интрана-
зальное введение GRP78 препятствовало гибели НА-ергических нейронов в голубом 
пятне в модели хронического недосыпания (рис. 3). Количество выживших нейронов 
в голубом пятне после введения GRP78 увеличивалось по сравнению с нелечеными 
крысами: (73 ± 5, n = 5, p < 0.01) при окраске с помощью анти-ТГ-антител и (88 ± 6, 
n = 5, p < 0.01) при окраске по Нисслю.

Введение GRP78 в контрольных условиях, без ОС, не приводило к развитию де-
генерации нейронов голубого пятна, что свидетельствует об отсутствии токсического 
воздействия препарата: (72 ± 3, n = 5) при мечении с помощью анти-ТГ-антител и (87 ± 
6, n = 5) при окраске по Нисслю (рис. 3). Полученные данные указывают на нейропро-
тективный потенциал GRP78 в модели хронического ограничения сна у крыс.

GRP78 ослабляет развитие апоптоза по митохондриальному пути  
в модели хронического ограничения сна

Нейроны голубого пятна проявляют повышенную чувствительность к метаболиче-
скому стрессу, индуцированному длительным бодрствованием, что делает их уязви-
мыми к повреждающему действию ОС. В частности, было показано развитие мито-
хондриальной дисфункции с последующей дегенерацией нейронов в ГП в условиях 
хронического ОС у мышей [17, 18].

Чтобы выяснить, происходит ли активация апоптоза по митохондриальному пути 
в нашей модели хронического недосыпания, мы исследовали в лизате голубого пятна 
уровни расщепленных каспазы-9 и каспазы-3. Показано, что после 5 дней хронического 
ОС происходит повышение уровня расщепленной каспазы-9 на 38% (138 ± 16%, n = 5, 
p = 0.004) и расщепленной каспазы-3 на 41% (141 ± 21%, n = 5, p = 0.005) по сравнению 
с контрольными значениями содержания расщепленной каспазы-9 (95 ± 14%, n = 5) 
и расщепленной каспазы-3 (91 ± 17%, n = 5) (рис. 4). Введение GRP78 ослабляло разви-
тие апоптоза, о чем свидетельствовало снижение содержания расщепленной каспазы-9 
(109 ± 9%, n = 5, p = 0.05) и каспазы-3 (97 ± 8%, n = 5, p = 0.05) (рис. 4). Следовательно, 
проникая в нейроны голубого пятна, экзогенный белок GRP78 проявляет антиапопто-
тические свойства.

Рис. 4. Интраназальное введение экзогенного GRP78 предотвращает развитие апоптоза в модели хрониче-
ского ограничения сна. (a) – содержание расщепленной каспазы-9, (b) – содержание расщепленной каспа-
зы-3, (c) – репрезентативные иммуноблоты. Данные представлены как среднее ± ошибка среднего. Control – 
контрольные животные (n = 5), SR – sleep restriction, ограничение сна в течение 5 дней (n = 5), SR+Grp78 – 
введение Grp78 в модели хронического ограничения сна (n = 5). Различия между группами в соответствии 
однофакторным дисперсионным анализом ANOVA с последующим Тьюки post-hoc указаны как: ** p < 0.01 
по сравнению с группой контроля; # p < 0.05 по сравнению с эффектом ограничения сна.
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Оценка реакции микроглии при хроническом недосыпании и терапии  
с экзогенным GRP78

Далее мы оценили признаки микроглиоза в голубом пятне, которые могут вносить 
вклад в патогенез нейродегенерации и нейроповеденческие нарушения, индуцирован-
ные депривацией сна [28, 29]. Для этого мы исследовали количество Iba-1-иммуно-
позитивных микроглиоцитов в голубом пятне через 5 дней после ОС. Статистически 
значимых различий в количестве микроглиоцитов в голубом пятне выявлено не было 
(рис. 5), что указывает на отсутствие реактивного микроглиоза. Кроме того, в условиях 
ОС не происходило перехода морфологии микроглиоцитов в воспалительный фенотип: 
не наблюдалось укорочения отростков и перехода клеток в амебоид-подобное состоя-
ние. Интраназальное введение GRP78 животным при депривации сна и в контрольных 
условиях не влияло на количество Iba-1-иммунопозитивных микроглиоцитов в голу-
бом пятне (рис. 5). В совокупности эти данные указывают, что микроглия в голубом 
пятне находится в физиологическом, не реактивном состоянии при хроническом ОС, 
и интраназальное введение экзогенного GRP78 не приводило к ее патоморфологичес-
ким изменениям.

Рис. 5. Ограничение сна и интраназальное введение GRP78 не оказывают влияния на состояние микроглии 
в голубом пятне. (a) – репрезентативные микрофотографии голубого пятна, (b) – количество Iba-1-позитив-
ных микроглиоцитов в голубом пятне. Данные представлены как среднее ± ошибка среднего. Control – кон-
трольные животные (n = 5), (Grp78) – введение Grp78 в контрольных условиях (n = 3), Sleep restriction (SR) – 
ограничение сна в течение 5 дней (n = 5), SR+Grp78 – введение с Grp78 в модели хронического ограничения 
сна (n = 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящее время в научном сообществе проявляется растущий интерес к выясне-
нию роли нарушений сна и хронического недосыпания в развитии нейродегенеративных 
заболеваний. При этом актуальной задачей современной биомедицины является поиск 
фармакологических агентов, способных снизить риск развития нейродегенерации в ре-
зультате хронического недостатка сна. Создание адекватных моделей хронического не-
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досыпания на животных позволит ускорить решение этих важных задач. У людей хрони-
ческое недосыпание рассматривается, как правило, на фоне ежесуточного ограничения 
сна до 4–6 ч в ночное время [13]. Однако применение аналогичного режима у грызунов 
может быть неправомерно, так как у этих животных наблюдается полифазный суточный 
ритм, при котором в активную (ночную) фазу суток периоды бодрствования (~1.5–3 ч) 
прерываются на сон длительностью (~30 мин – 1 ч); в неактивную фазу суток (днем) 
более длительные периоды сна также прерываются на короткие периоды бодрствования 
(~30 мин) [30, 31]. Поэтому модели полифазного циклического ОС являются предпочти-
тельными при исследовании эффектов депривации сна у грызунов.

В нашем исследовании для оценки нейропротективного потенциала интраназально 
введенного GRP78 при хроническом недосыпании была применена ранее разработан-
ная в лаборатории модель полифазного циклического ОС (3 ч депривации сна и 1 ч по-
коя) у крыс с применением качающейся платформы [26]. Для модели было характерно: 
(1) возрастание времени бодрствования, (2) значимое сокращение представленности 
МВС и полное отсутствие ПС в периоды работы шейкера, (3) долговременное наруше-
ние гомеостатических механизмов регуляции МВС и глубокого МВС (гМВС).

Одним из способов неинвазивной и быстрой доставки в мозг нейропротекторных 
соединений является интраназальный способ. Обоснованием для использования ин-
траназального пути введения GRP78 послужили, во-первых, данные литературы, 
указывающие на то, что эндогенный GRP78 может покидать ЭР, проникать через кле-
точную мембрану и попадать во внеклеточное пространство [32], спинномозговую 
жидкость и периферическую кровь в норме и при патологии [33–35]. В то же время 
экзогенный GRP78 или его синтетический аналог IRL201805, введенные внутривенно, 
способны интернализоваться моноцитами периферической крови и влиять на феноти-
пические и метаболические функции миелоидных клеток при ревматоидном артрите 
[36]. Во-вторых, недавно мы впервые показали, что меченный флуоресцентным кра-
сителем GRP78, введенный интраназально, проникает в нейроны и микроглиоциты 
кчЧС, вентральной тегментальной области и голубого пятна вне патологических усло-
вий и в модели БП у крыс [25]. В настоящем исследовании мы продемонстрировали, 
что экзогенный GRP78 накапливается в нейронах голубого пятна и его содержание воз-
растает в 1.4 раза через 3 ч после интраназального введения (рис. 2), это предполагает 
его высокую биодоступность, чтобы оказать терапевтическое воздействие.

Проведенный патоморфологический анализ показал, что ограничение сна в тече-
ние 5 суток приводит к гибели 31% НА-ергических нейронов голубого пятна (рис. 3). 
Схожие данные были получены и другими исследователями. Так, в мышиной модели 
хронического ОС с насыщенной средой в течение 7 дней [16] была показана дегенера-
ция нейронов голубого пятна на уровне 25–30%. При этом выяснено, что длительность 
режима ОС влияет на уровень дегенерации в голубом пятне [17, 37]. Так, в модели 
фрагментации сна (1–4 недели) у мышей гибель НА-ергических нейронов в голубом 
пятне была в 1.5 раза больше при использовании 4-недельного режима ОС по срав-
нению с 1-недельным. В нашей работе показано, что экзогенный GRP78 препятство-
вал развитию нейродегенерации в голубом пятне в модели хронического ОС у крыс. 
Нейропротективные свойства интраназально введенного GRP78 выявлены нами 
и в модели БП у крыс [25]. Мы выяснили, что защитный эффект экзогенного GRP78 
на дофаминергические нейроны кчЧС обусловлен его способностью препятствовать 
мисфолдингу белков и развитию стресса ЭР по проапоптозному пути и оказывать про-
тивовоспалительное действие [25].

Среди вероятных механизмов развития нейродегенерации при ОС выделяют раз-
витие митохондриальной дисфункции, которая приводит к нарушению окислитель-
но-восстановительного гомеостаза, образованию активных форм кислорода, что в ко-
нечном счете приводит к апоптозу нейронов по митохондриальному пути [17, 18]. 
В частности, на модели депривации ПС у крыс в течение 6 дней было выявлено по-
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вышение экспрессии проапоптотичеких факторов: фактора активации апоптотической 
протеазы-1 (Apaf-1), цитохрома с, каспазы-9 и каспазы-3 [38]. В нашей работе развитие 
нейродегенерации в голубом пятне при хроническом ОС было сопряжено с возраста-
нием уровня активированных каспаз-3, 9 и (рис. 5), что указывает на развитие ми-
тохондриально-опосредованного апоптоза. В то же время введение GRP78 в модели 
хронического ОС у крыс препятствовало активации каспаз-3, 9 (рис. 4), что свидетель-
ствует об антиапоптотическом эффекте экзогенного GRP78. Защитный эффект GRP78 
был выявлен и другими авторами в модели отрыва спинномозгового корешка у крыс: 
сверхэкспрессия экзогенного GRP78 в мотонейронах спинного мозга значительно сни-
жала уровень активных форм кислорода и ослабляла митохондриальную дисфункцию, 
что в конечном счете приводило к увеличению количества выживших нейронов [39].

Предполагается, что другим повреждающим следствием хронического ОС на мозг, 
которое вносит вклад в развитие нейродегенерации и нейроповеденческих нарушений, 
является нейровоспаление [28, 40, 41]. В нашей модели хронического ОС у крыс не 
обнаружено признаков реактивного микроглиоза в голубом пятне, характерного для 
воспаления (рис. 5). Это согласуется с данными других исследователей. В частности, 
в полифазной модели хронического ОС с помощью бегового колеса (3 ч депривации 
сна и 1 ч покоя) не было выявлено признаков воспалительной реакции в голубом пятне 
через 4 дня ОС у крыс [42]. В то же время в литературе имеются данные, указываю-
щие на развитие воспаления при ОС в других областях мозга. Активация микроглии 
и повышение уровней провоспалительных цитокинов в гиппокампе было обнаружено 
через 24–96 ч в модели депривации ПС у крыс [43], острой депривации сна в течение 
48 ч у крыс [41] и хронического ОС у мышей [29] и крыс [28]. Это указывает на повы-
шенную уязвимость гиппокампа к повреждающему воздействию ОС.

Немаловажный вклад в развитие нейродегенерации при хроническом ОС может 
вносить ослабление глимфатического клиренса головного мозга, активность которого 
максимальна во время гМВС [44, 45]. В нашей модели хронического ОС ослабляются 
гомеостатические механизмы регуляции МВС и особенно гМВС [26], и это может спо-
собствовать накоплению в паренхиме головного мозга токсических продуктов обмена 
и амилоидных белков. Позитронно-эмиссионная томография показала, что одной ночи 
лишения сна достаточно, чтобы амилоидный белок Aβ накапливался в здоровом мозге 
у человека [46]. В то же время нарушение гМВС увеличивал уровень Aβ в спинномозго-
вой жидкости человека [47]. Мы предполагаем, что нейропротективный эффект GRP78, 
выявленный в нашей модели, может быть отчасти обусловлен его способностью увели-
чивать представленность гМВС, во время которого усиливается работа глимфатической 
системы. Введение экзогенного GRP78 в ликворную систему головного мозга крыс при-
водило к увеличению спектра мощности ЭЭГ в области дельта-диапазона (0.75–4 Гц) во 
время МВС [48]. В то же время сверхэкспрессия GRP78 у плодовых мушек (Drosophila 
melanogaster) сопровождалась увеличением продолжительности восстановительного 
сна в ответ на ОС, что указывает на участие GRP78 в поддержании гомеостатических 
механизмов сна [49]. Однако воздействие GRP78 на гомеостатические механизмы сна 
и глимфатический клиренс при ОС требует дальнейшего изучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенное исследование подтверждает терапевтическую значимость интрана-
зального введения GRP78 для защиты головного мозга от повреждающего действия 
хронического недостатка сна. Впервые показано, что проведение профилактического 
введения экзогенного GRP78 оказывает мощный нейропротективный эффект в модели 
хронического ОС у крыс. Нейропротективное действие экзогенного GRP78 связано 
с его способностью проникать и накапливаться в НА-ергических нейронах голубого 
пятна и противодействовать развитию апоптоза.
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Полученные данные о защитном потенциале GRP78 позволяют считать GRP78 по-
тенциальным нейропротекторным средством для профилактики патологических по-
следствий хронического недосыпания.
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Chronic sleep restriction (sleep less than 6 hours per day) due to the workload and a de-
crease in sleep quality is an endemic disease in modern society. Chronic sleep deprivation 
causes serious neuropsychiatric disorders associated with irreversible neurodegenerative 
changes in the brain. The search for pharmacological agents that can reduce the risk of 
neurodegeneration as a result of chronic sleep loss is an urgent task issue for biomedicine. 
Intranasal administration of glucose-regulated 78 kDa heat shock protein (GRP78) has a 
neuroprotective effect in a rat model of Parkinson´s disease. The neuroprotective potential 
of intranasally administered GRP78 in chronic sleep deprivation has not been previously 
studied. The aim of the study is to find out whether preventive intranasal administration 
of GRP78 is able to weaken and/or stop the process of neurodegeneration in the locus 
coeruleus in the model of chronic sleep restriction (SR) in rats. The study was conducted 
on 6 months old male Wistar rats. For sleep deprivation, a validated method of a swinging 
platform was used in the mode: 3 hours of sleep deprivation and 1 hour of rest continu-
ously for 5 days. Recombinant human protein GRP78 was administered intranasally two 
days before the start of SR and during 5 days of SR. Cellular and molecular changes in 
the locus coeruleus during SR and during the administration of GRP78 were studied using 
immunohistochemistry and Western blotting. It was shown that chronic SR leads to the 
degeneration of 30% of noradrenergic neurons in the locus coeruleus, that was associated 
with an increase in the levels of activated caspases-3 and 9. This indicates the develop-
ment of apoptosis along the mitochondrial pathway. No signs of reactive microgliosis were 
found in the model of chronic SR in rats. We have demonstrated that intranasally admin-
istered GRP78 penetrates and accumulates in the neurons of the locus coeruleus, GRP78 
counteracts the death of neurons along the path of apoptosis. The data obtained allows to 
consider GRP78 as a potential neuroprotective agent for the prevention of pathological 
consequences of chronic sleep deprivation.
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