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В работе проверена гипотеза о том, что агонист ядерных ретиноидных X рецеп-
торов бексаротен может компенсировать нарушение обучения и памяти, возни-
кающее после пренатальной гипоксии. Для этого в парадигме “распознавание
нового объекта” в постнатальный период развития на Р27 и Р50 было протести-
ровано поведение крыс линии Вистар, перенесших острую пренатальную гипо-
ксию на Е14 (3 ч, О2 7%) и однократное введение бексаротена (4 мкл, 10–2 М) в
желудочки мозга на Р20. Для сравнения анализировалось поведение крыс соответ-
ствующего возраста из групп интактного контроля и перенесших пренатальную
гипоксию, но не получавших бексаротен. Также проведено иммуногистохимиче-
ское исследование влияния бексаротена на число нервных клеток и синаптопо-
дин-позитивных лабильных дендритных шипиков в поле СА1 гиппокампа, сни-
жающихся после пренатальной гипоксии. Показано, что введение бексаротена
увеличивает число лабильных шипиков в гиппокампе при неизменном количе-
стве нервных клеток поля СА1, повышает экспрессию транспортного белка тран-
стиретина в сосудистом сплетении желудочков мозга и улучшает память крыс, пе-
ренесших пренатальную гипоксию.
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Развитие когнитивного дефицита и деменции сопровождает большое число ней-
родегенеративных заболеваний, включая болезнь Альцгеймера, и поиск соедине-
ний, способных замедлить или восстановить нарушение памяти, является одной из
основных задач современной нейрофизиологии и медицины. В наших исследова-
ниях было показано, что пренатальная гипоксия в период интенсивного формиро-
вания нервной ткани у крыс может служить удобной моделью нейродегенератив-
ных заболеваний, сопровождающихся когнитивными дисфункциями и снижением
синаптической пластичности вследствие уменьшения числа синаптоподин-пози-
тивных лабильных дендритных шипиков в теменной коре и гиппокампе [1–3]. По-
сле пренатальной гипоксии в этих структурах мозга также наблюдается снижение
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содержания и активности основного амилоид-деградирующего фермента непри-
лизина, который регулирует уровень амилоидного пептида (Аβ) в головном мозге и
препятствует накоплению его токсических форм, приводящих к развитию болезни
Альцгеймера у человека [4]. Показано также, что подавление активности неприли-
зина путем введения его ингибиторов в кору головного мозга крыс приводит к на-
рушению памяти [5, 6]. Несмотря на то, что Aβ имеет прямую связь с патогенезом
болезни Альцгеймера, этот пептид присутствует и у здоровых индивидуумов и вы-
полняет важные физиологические функции [7]. Помимо амилоид-деградирующих
ферментов содержание Aβ в головном мозге также регулируется посредством его
выведения из ткани мозга с помощью ряда транспортных белков [8, 9]. К их числу
относятся переносчик холестерина – аполипопротеин-E (ApoE) и транстиретин
(TTР) [10, 11]. В настоящее время активация экспрессии амилоид-деградирующих
ферментов и транспортных белков рассматривается как одна из терапевтических
стратегий для предотвращения развития болезни Альцгеймера [9].

К числу соединений, способных регулировать экспрессию амилоид-деградиру-
ющих и транспортных белков, относится селективный агонист ядерных ретиноид-
ных Х рецепторов (RXR) бексаротен [12], известный как противоопухолевый пре-
парат таргретин (США). Известно, что посредством активации RXR облегчается
транскрипция AроE, который необходим для удаления Aβ [8, 13]. Более того, на
клетках нейробластомы было показано, что бексаротен повышает экспрессию не-
прилизина и инсулин-деградирующего фермента [12]. Принимая во внимание, что
механизм регуляции ТТР схож с таковым для неприлизина [14], есть основания
предполагать, что его экспрессия также может регулироваться бексаротеном. Так-
же есть свидетельства того, что ТТР способен связываться с RXR [15], однако дан-
ные о влиянии бексаротена на уровень экспрессии этого транспортного белка от-
сутствуют. Особый интерес представляют данные о способности ТТР регулировать
процессы памяти стареющих животных посредством активации ретиноидных сиг-
нальных путей в гиппокампе [16].

Исследования на трансгенных мышах, используемых в качестве модели болезни
Альцгеймера, показали, что введение бексаротена быстро уменьшает количество
амилоидных Aβ депозитов в головном мозге и снижает когнитивный дефицит за
счет активации экспрессии ApoE [17]. Описана способность бексаротена улучшать
память у трансгенных мышей, используемых в качестве модели болезни Альцгей-
мера, и снижать содержание растворимого Аβ без изменения числа сенильных бля-
шек [18]. В модельных экспериментах также была подтверждена способность бек-
саротена препятствовать фибриллогенезу Аβ [19].

Исходя из вышеизложенного, целью данного исследования был анализ влияния
бексаротена на когнитивные функции и морфофункциональное состояние нерв-
ной ткани гиппокампа у крыс, перенесших пренатальную гипоксию, а также на
уровень экспрессии TTР в структурах мозга.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные. Исследование проводили на самцах крыс линии Вистар контрольной
(интактный контроль) и двух экспериментальных групп – после пренатальной ги-
поксии и после пренатальной гипоксии с введением бексаротена. Все опыты осу-
ществлялись в соответствии с протоколом обращения с лабораторными животны-
ми, утвержденным биоэтическим комитетом ИЭФБ РАН и основанном на дирек-
тиве Европейского Сообщества по гуманному обращению с экспериментальными
животными (European Communities Council Directive #86/609 for the Care of Labora-
tory Animals).



167АГОНИСТ ЯДЕРНЫХ РЕТИНОИДНЫХ X РЕЦЕПТОРОВ БЕКСАРОТЕН

Модель пренатальной нормобарической гипоксии. Самок крыс линии Вистар на
14-е сутки беременности (Е14, рис. 1) подвергали действию нормобарической ги-
поксии в специальной камере емкостью 100 л, содержащей системы терморегуля-
ции, вентиляции, газового анализа и адсорбции выдыхаемого СО2. В ходе экспери-
мента содержание кислорода в камере снижали с 20.7 до 7.0% в течение 10 мин и
поддерживали на этом уровне в течение 3 ч. Концентрация углекислоты в камере
не превышала 0.2%, а температура поддерживалась на уровне 22°С. В камеру одно-
временно помещали не более 10 крыс. Контрольные самки содержались при нор-
мальной концентрации кислорода. На 20-й день беременности (за 1 сутки до ро-
дов) самок рассаживали по отдельным клеткам. На 2-е сутки после рождения в
каждом выводке оставляли по 8 крысят. При расчете возраста крысенка нулевым
считали день его появления на свет.

Введение агониста RXR бексаротена. На 20-е сутки после рождения (Р20, рис. 1)
часть самцов из потомства, перенесшего пренатальную гипоксию, наркотизирова-
ли золетилом (100 мг/кг массы тела, i.p.) и в теменной кости черепа делали отвер-
стие для инъекций по координатам: OD = –0.8; L = 1.5 мм [20]. В стереотаксиче-
ском приборе СТМ-3 (Россия) в систему желудочков мозга (на глубину H = 2.5 мм
[20]) однократно с помощью шприца Гамильтона вводили раствор бексаротена в
физиологическом растворе (10–2 М, 4 мкл, в течение 10 мин). Бексаротен (Sigma, США)
растворяли согласно протоколу производителя непосредственно перед инъекцией
в диметилсульфоксиде (DMSO), добавляя стерильный физиологический раствор
до конечной концентрации DMSO 1%. Оптимальную концентрацию бексаротена
подбирали эмпирически, согласно представленным изготовителем данным о дозо-
зависимости его действия.

Исследование поведения животных. Эксперименты проводили на крысах двух воз-
растных категорий – молодые (через 27 сут после рождения, Р27, рис. 1) и взрослые
(50 сут после рождения, Р50, рис. 1), которые были разделены на следующие группы:
1 – контрольные – не подвергавшиеся пренатальной гипоксии и введению бекса-
ротена (группа “интактный контроль”, К, n = 35); 2 – перенесшие пренатальную
гипоксию без введения бексаротена (Г, n = 32); 3 – перенесшие пренатальную ги-
поксию с введением бексаротена на Р20 (Г + Bex, n = 15).

Тестирование памяти проводили в модифицированном тесте “Распознавание
новых объектов” – novel object recognition test [21]. В начале тестирования живот-

Рис. 1. Схема проведения экспериментальной работы.
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ных в течение 5 мин адаптировали к условиям эксперимента, для чего крысу поме-
щали на специальную площадку 100 × 100 см, ограниченную непрозрачными стен-
ками высотой 20 см. Через 2 ч после адаптации в течение 5 мин на эксперименталь-
ной площадке проводили тренировочное предъявление животному двух предметов
(№ 1 и 2). При последующем тестировании объект № 2 заменяли новым предме-
том, а объект № 1 оставляли неизменным, но меняли место его расположения. Па-
мять оценивали через 60 мин после тренировки, для чего животному предъявляли
пару объектов, состоящую из известного (№ 1) и нового (№ 3) предметов. Время
обследования каждого предмета, т.е. время, проведенное в непосредственном так-
тильном или обонятельном контакте животного с объектом, регистрировали в се-
кундах и выражали в процентах. За 100% принимали суммарное время обследова-
ния обоих предметов в течение 5 мин тестирования. Все предметы были сделаны из
толстого стекла, и после каждого предъявления их и экспериментальную площадку
протирали 50%-ным раствором этилового спирта. Одинаковая схема эксперимен-
тов была использована для тестирования всех групп животных.

Гистологическое исследование ткани гиппокампа. Через 3 суток после введения
бексаротена (рис. 1) животных группы Г + Bex (n = 5), а также К (n = 12) и Г (n = 10)
групп соответствующего возраста декапитировали, извлекали мозг, ткань одного
из полушарий фиксировали в 10%-ном растворе нейтрального формалина на фос-
фатном буфере (рН 7.4; длительность фиксации 7 сут) и изготавливали фронталь-
ные срезы дорзального гиппокампа толщиной 20 мкм (3.3 мм от линии Bregma по
[20]) на криостате Leica CM 1510S (Leica Microsystems, Германия), которые затем
окрашивали крезиловым фиолетовым по Нисслю. Световую микроскопию прово-
дили на микроскопе ImagerA (Zeiss, Германия). Количественные характеристики
структуры нервной ткани оценивали с использованием программы анализа изобра-
жений “ВидеоТест-Мастер-Морфология” (ООО “ВидеоТест”, СПб, Россия). Ана-
лизировали состояние клеток (изменение тургора и распределение вещества Нисс-
ля) и плотность их расположения на участке пирамидного слоя поля СА1 дорзального
гиппокампа площадью 3000 мкм2 для каждого животного. Методика количественного
анализа описана в [1].

Иммуногистохимическое исследование распределения актин-ассоциированного
белка шипикового аппарата синаптоподина в stratum radiatum-moleculare поля СА1.
Через 3 или 30 суток после введения бексаротена (рис. 1) животных группы Г + Bex
(по n = 6 для каждой возрастной группы, Р23 и Р50), а также животных К и Г групп
(по n = 8 для каждой возрастной группы, Р23 и Р50) декапитировали, извлекали
мозг, одно из полушарий фиксировали в 4%-ном растворе параформальдегида на
фосфатном буфере (рН 7,4; длительность фиксации 24 ч) и изготавливали фрон-
тальные срезы дорзального гиппокампа толщиной 20 мкм (3.3 мм от линии Bregma
по [20]) на криостате Leica CM 1510S (Leica Microsystems, Германия). Для анализа
распределения белка синаптоподина использовали кроличьи моноклональные ан-
титела к этому белку (S9567, SIGMA, в разведении 1 : 1000) с последующей их визу-
ализацией с помощью FITC-конъюгированных моноклональных вторичных анти-
тел против IgG кролика (SIGMA, разведение 1 : 500). Иммунофлуоресцентное ис-
следование выполняли на микроскопе Leica DMR, оборудованном конфокальным
сканером Leica TCS SL (Leica Microsystems, Германия). Количество синаптоподин-
позитивных дендритных шипиков рассчитывали на участке нейропиля stratum ra-
diatum-moleculare поля СА1 гиппокампа площадью 10000 мкм2 и вычисляли сред-
нее значение по 10 срезам для каждого животного.

Анализ содержания мРНК TTР. Для исследования использовали ткань дорсаль-
ного гиппокампа на уровне Bregma –3.50 мм и ткань сосудистого сплетения боко-
вых желудочков мозга крыс, перенесших пренатальную гипоксию, через 24 ч после
введения бексаротена (когда его эффект на экспрессию нейрональных генов наи-
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более ожидаем) (Г + Bex, n = 6), а также контрольных крыс соответствующего воз-
раста (К, n = 8) и крыс, перенесших пренатальную гипоксию, но не получавших
инъекцию бексаротена (Г, n = 8).

Выделение тотальной РНК производилось с использованием TRI Reagent (Mo-
lecular Research Center Inc., США) согласно инструкции производителя. Обратная
транскрипция образцов РНК проводилась с использованием обратной транскрипта-
зы вируса лейкемии мышей (M-MLV), затем полученная кДНК использовалась для
ПЦР в реальном времени. Праймеры синтезировались фирмой “Бигль”, Санкт-Пе-
тербург. В качестве гена “домашнего хозяйства” использовали циклофилин А (CycA).
Для праймеров выбраны следующие последовательности: CycA – прямой 5'- AG-
GATTCATGTGCCAGGGTG -3', обратный 5'- CTCAGTCTTGGCAGTGCAGA-3');
TTР - прямой 5'-GGCTCACCACAGATGAGAAGTTC-3', обратный 5'-ACAAATGG-
GAGCTACTGCTTTGGC-3'. Амплификация проводилась на приборе BIO-RAD
Thermo Cycler C1000 touch с верхним блоком CFX96. Определение содержания
мРНК (кДНК) производили относительно контрольной пробы с использованием
2ΔΔCt метода [22].

Статистическую обработку полученных данных проводили с помощью пакета
программ SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, Il, США), используя одновыборочный t-кри-
терий для поведенческой серии экспериментов, однофакторный ANOVA с апосте-
риорным критерием Даннета (one-way ANOVA, Dunnet post-hoc) и Холма–Сидака
(one-way ANOVA, Holm-Sidak post-hoc) для анализа числа дендритных шипиков и
количества клеток в гиппокампе. При сравнении содержания мРНК TTР у кон-
трольных и экспериментальных животных использовали непараметрический критерий
Манна–Уитни (Mann–Witney U-test). Значимыми считались различия при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценка памяти животных. В норме интактные крысы (как молодые, так и взрос-
лые) через 60 мин после тренировочного предъявления первой пары предметов и
замены одного из них на новый уделяют больше внимания исследованию нового
объекта. Так, в наших экспериментах время исследования нового объекта состав-
ляло 57.6 + 2.9% у молодых и 57.6 + 2.3% у взрослых контрольных крыс и достовер-
но отличалось (tк = 2,61 и tк = 3.22 соответственно) от 50%-го уровня, указываю-
щего на отсутствие предпочтения времени обследования одного из пары предъяв-
ляемых объектов (рис. 2). Животные соответствующего возраста, перенесшие
пренатальную гипоксию, уделяли одинаковое время исследованию знакомого и
нового объектов, что свидетельствует о нарушении памяти (рис. 2). Введение бек-
саротена крысам, перенесшим пренатальную гипоксию, приводило к увеличению
времени обследования новых объектов как через неделю (до 62.6 + 5.0%), так и че-
рез месяц после инъекций (до 60.3 + 3.4%). Это время достоверно отличалось от
50%-го уровня (tГ + Bex = 2.51, tГ + Bex = 3.06 соответственно) и не отличалось от кон-
троля (рис. 2), что указывает на восстановление памяти у крыс, перенесших прена-
тальную гипоксию, после введения бексаротена.

Состояние клеток поля СА1 гиппокампа. Светооптическое исследование препара-
тов нервной ткани головного мозга крыс, перенесших пренатальную гипоксию, пока-
зало, что у части пирамидных нейронов поля СА1 гиппокампа имело место набухание
клеточных тел и появление неокрашенных участков цитоплазмы (рис. 3А, 3Б). На
3-и сутки после введения бексаротена у крыс, перенесших пренатальную гипо-
ксию, также наблюдались такие измененные нейроны (рис. 3В). Морфометриче-
ское исследование на Р23 пирамидного слоя поля СА1 гиппокампа выявило сни-
жение количества клеток у крыс, перенесших пренатальную гипоксию, которое
составляло 80.0 ± 1.0% от уровня контроля. У крыс, которым вводили бексаротен,
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количество клеток также было снижено и составляло 81.2 ± 3.5% относительно кон-
троля (рис. 3Г). Таким образом, введение бексаротена не приводило к изменению
числа пирамидных нейронов поля СА1 гиппокампа у животных, перенесших пре-
натальную гипоксию (p = 0.72).

Анализ числа синаптоподин-позитивных дендритных шипиков в stratum radiatum-
moleculare поля СА1. В ходе иммуногистохимического исследования распределения
актин-ассоциированного белка шипикового аппарата синаптоподина было выяв-
лено, что число лабильных синаптоподин-позитивных шипиков в stratum radia-
tum-moleculare поля СА1 гиппокампа молодых крыс (Р23), перенесших пренаталь-
ную гипоксию, составляло 77.3 ± 3.6% от уровня, наблюдаемого у контрольных
животных. У взрослых крыс (Р50), перенесших пренатальную гипоксию, различия
между контрольными и экспериментальными животными были еще больше: сред-
нее число синаптоподин-позитивных шипиков у “гипоксических” крыс составля-
ло 67.4 ± 3.8% от уровня контроля (one-way ANOVA, Dunnet post-hoc, FDunnet = 4,91;
p < 0.01; рис. 4Б). Через три дня после введения бексаротена крысам, перенесшим
пренатальную гипоксию, число лабильных дендритных шипиков статистически не
отличалось от их количества в группе “гипоксических” животных того же возраста,
не получавших данный препарат (one-way ANOVA, Dunnet post-hoc, FDunnet = 1.27;
p = 0.84; рис. 4Б). Однако через месяц после инъекции бексаротена у крыс, пере-
несших пренатальную гипоксию, наблюдалось достоверное увеличение числа лабиль-
ных дендритных шипиков на 27.4 ± 6.7% относительно животных, не получавших этот
препарат (one-way ANOVA, Holm-Sidak post-hoc, FHolm-Sidak = 3.63; p = 0.047).

Анализ содержания мРНК TTР в гиппокампе и сосудистом сплетении мозга крыс.
Содержание мРНК TTР в гиппокампе мозга крыс, перенесших пренатальную ги-

Рис. 2. Влияние пренатальной гипоксии и инъекции бексаротена на память у молодых (Р27) и взрос-
лых (Р50) крыс. Анализ памяти у крыс в тесте распознавания нового объекта в группах: К – интактный
контроль (n = 35); Г – крысы, перенесшие пренатальную гипоксию на Е14 (n = 32); Г + Bex (n = 15) – кры-
сы, перенесшие пренатальную гипоксию на Е14 и получившие на Р20 инъекцию бексаротена. По оси
ординат – среднее значение (± ошибка среднего) времени распознавания нового объекта, выражен-
ное в процентах от суммарного времени исследования известного и нового объектов, принятого за
100%. * – р < 0.05, ** – р < 0.01 (одновыборочный t-критерий) – статистически достоверные различия
между временем распознавания нового объекта и 50%-ным уровнем обследования, обозначенным го-
ризонтальной линией и свидетельствующим об отсутствии предпочтения между новым и известным
объектами.
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поксию, не отличалось от контрольных величин (рис. 5Б), тогда как в сосудистом
сплетении оно было в 3.9 раз выше по сравнению с контрольными животными
(рис. 5А). Через 24 ч после введения бексаротена уровень экспрессии мРНК TTР в
сосудистом сплетении повышался на 18% (рис. 5А), в то время как в гиппокампе он
оставался неизменным (рис. 5Б).

Рис. 3. Исследование структурных изменений в поле СА1 гиппокампа у контрольных и эксперимен-
тальных крыс.
А–В – микрофотографии ткани поля СА1 гиппокампа на Р23: А – интактного контроля (К); Б – пере-
несших пренатальную гипоксию на Е14 (Г); В – перенесших пренатальную гипоксию через 3-е суток
после введения бексаротена на Р20 (Г + Bex). Окраска по Нисслю, масштаб 15 мкм. Стрелками отмече-
ны изменённые клетки; Г – cреднее количество клеток пирамидного слоя поля СА1 гиппокампа крыс:
интактный контроль (К, n = 12); перенесшие пренатальную гипоксию (Г, n = 10); перенесшие прена-
тальную гипоксию и введение бексаротена на Р20 (Г + Bex, n = 5). Данные представлены в виде средне-
го ± SEM. * – статистически значимое отличие от контроля (one-way ANOVA, Dunnet post-hoc, p < 0.01).
Нет различий между Г и Г + Bex (p = 0.72).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Несмотря на то, что в течение последних 30 лет ведется интенсивный поиск те-
рапевтических подходов к лечению болезни Альцгеймера, все еще нет эффектив-
ных средств для борьбы с данным заболеванием [23]. Одной из причин неудачных
попыток создания эффективных лекарственных препаратов является многофак-
торный патогенез болезни Альцгеймера, который включает в себя как генетиче-
ские компоненты (при семейных формах заболевания), так и нарушения васкуляр-
ной системы мозга, приводящие к ишемии и инсультам, а также нейровоспаление
и диабет [24]. Более того, различные патологии эмбрионального развития, включая
пренатальную гипоксию, также приводят к нарушению развития мозга, нейродеге-
нерации и раннему когнитивному дефициту [25]. В связи с этим большое значение

Рис. 4. Распределение белка синаптоподина в нейропиле stratum radiatum-moleculare поля СА1 гиппо-
кампа.
А – иммуногистохимическое окрашивание белка шипикового аппарата синаптоподина (зеленый цвет)
в stratum radiatum-moleculare поля СА1 гиппокампа взрослых крыс. К – интактный контроль; Г – живот-
ные, перенесшие пренатальную гипоксию на Е14; Г + Вех – перенесшие пренатальную гипоксию жи-
вотные через месяц после введения бексаротена. Масштаб 10 мкм. Места окрашивания соответствуют
синаптоподин-позитивным дендритным шипикам на апикальных дендритах проекционных нейронов
stratum pyramidale.

Б – Результаты количественного анализа. Число шипиков подсчитывали на площади 10000 мкм2 и вы-
числяли среднее значение по 10 срезам для каждого животного в группах: К – интактный контроль (по n = 8
для каждого возраста); Г – животные, перенесшие пренатальную гипоксию на Е14 (по n = 8 для каждого
возраста); Г + Вех – перенесшие пренатальную гипоксию животные через 3 дня и месяц после введения
бексаротена (по n = 6 для каждого возраста). Возраст крыс указан над графиками. Данные представлены
в виде среднего ± SEM. * – статистически значимое отличие от контроля (one-way ANOVA, Dunnet post-
hoc, p < 0.01), # – статистически значимое отличие между группами Г и Г + Bex (one-way ANOVA, Holm-Si-
dak post-hoc, p = 0.047).
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имеет создание моделей ранних когнитивных нарушений, которые позволяют не
только изучать молекулярные механизмы гибели нервных клеток, приводящей к
деменции, но также осуществлять тестирование терапевтической эффективности
различных соединений. Разработанная нами модель пренатальной гипоксии у
крыс является удобным инструментом для таких исследований [3]. С ее использо-
ванием была показана эффективность применения вальпроата натрия и ингибито-
ров каспаз как для улучшения когнитивных функций животных, так и для повы-
шения активности амилоид-деградирующего фермента неприлизина, уровень экс-
прессии которого существенно снижается в коре и гиппокампе не только с
возрастом, но и после пренатальной гипоксии и ишемии мозга [6, 26–28].

К числу терапевтических средств, предложенных недавно для снижения уров-
ня Аβ и устранения когнитивного дефицита при болезни Альцгеймера, относится
агонист ядерных X ретиноидных рецепторов (RXR) бексаротен [17, 29, 30], хотя
эффекты его применения не всегда воспроизводимы [31]. На молекулярном уровне
бексаротен, помимо стимуляции ядерных Х ретиноидных рецепторов, также спо-
собен блокировать кальций-проницаемые ионные каналы, образуемые Аβ, благо-
даря его способности связываться с Аβ [32]. Защитный эффект бексаротена против
повреждающего действия Аβ также может происходить через инсулин-опосредо-
ванные сигнальные пути [33]. Как было показано нами на клетках нейробластомы
SH-SY5Y, помимо неприлизина бексаротен также может повышать экспрессию
инсулин-деградирующего фермента, способного катаболизировать Аβ [12]. В этом
случае эффект бексаротена осуществляется, вероятнее всего, через сигнальные
системы, приводящие к снижению связывания и активности деацетилазы гисто-
нов HDAC1 в районе промоторов этих генов. С помощью анализа экспрессии ге-
нов в ткани мозга мышей, используемых в качестве модели болезни Альцгейме-
ра, также было показано, что бексаротен способен повышать экспрессию АроЕ и це-
лого ряда других нейрональных генов, продукты которых вовлечены в клиренс Аβ,
включая ТТР [29].

Рис. 5. Изменение содержания мРНК ТТР в сосудистом сплетении и гиппокампе мозга крыс. Метод
ртПЦР. По оси абсцисс - группы крыс на Р21: интактный контроль (К, n = 8), перенесшие пренаталь-
ную гипоксию (Г, n = 8), перенесшие пренатальную гипоксию и введение бексаротена на Р20 (Г + Bex,
n = 6). По оси ординат – отношение содержания мРНК ТТР/CycA для сосудистого сплетения (А) и гиппо-
кампа (Б). Данные представлены в виде среднего ± SEM. * – статистически значимое отличие от контроля
(Mann–Witney U-test, p < 0.01), # – статистически значимое отличие между группами Г и Г + Bex (Mann–
Witney U-test, p < 0.05).
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В данной работе на крысах, перенесших пренатальную гипоксию и характеризу-
ющихся ранним когнитивным дефицитом, однократная инъекция бексаротена в
желудочки мозга в раннем онтогенезе (на Р20) приводила к улучшению памяти в
тесте “Распознавание новых объектов”. Данный эффект наблюдался при тестирова-
нии крыс как через неделю, так и через месяц после инъекции бексаротена, что сви-
детельствует о длительном характере изменений, вызванных этим соединением.

Для выяснения механизмов влияния бексаротена на улучшение памяти у крыс,
перенесших пренатальную гипоксию, нами был проведен морфологический и
морфометрический анализ нервной ткани гиппокампа. Через месяц после введе-
ния бексаротена развивающимся крысам, перенесшим пренатальную гипоксию, в
гиппокампе было выявлено увеличение числа синаптоподин-позитивных лабиль-
ных дендритных шипиков при неизменном количестве нейронов. Это может сви-
детельствовать о повышении нейрональной пластичности в данной структуре моз-
га [1, 3], лежащей в основе улучшения памяти у взрослых животных. Полученные
данные согласуются с имеющимися представлениями о том, что бексаротен, свя-
зываясь с RXR, оказывает влияние на сигнальные пути, регулирующие нейрогенез,
развитие нейрональных отростков и их структуру [34]. Этими же авторами было
показано, что введение бексаротена мышам, используемым в качестве модели бо-
лезни Альцгеймера, и экспрессирующим аполипопротеины человека AроE3 и
AроE4, приводит к увеличению числа стволовых клеток в зубчатой извилине гип-
покампа. На нашей модели бексаротен не оказывал существенного влияния на
число клеток пирамидного слоя поля СА1. Следует, однако, иметь в виду, что в ис-
следованиях, проводимых другими авторами, использовались протоколы более
длительного введения бексаротена. Мы допускаем, что и на нашей модели более
длительное введение бексаротена может приводить к изменению клеточного со-
става гиппокампа.

Поскольку экспрессия генов NEP и TTR в нейрональных клетках регулируется
сходным образом [14], а бексаротен способен повышать экспрессию неприлизина
и инсулин-деградирущего фермента, также представляло интерес проведение срав-
нительного анализа влияния этого препарата на уровень содержания мРНК ТТР.
Согласно нашим данным, у нормально развивающихся крыс наиболее высокое со-
держание ТТР наблюдается в сосудистом сплетении, в то время как в теменной ко-
ре и гиппокампе уровень его экспрессии относительно низкий. Это согласуется с
представлениями о том, что в сосудистом сплетении ТТР составляет около 12% от
уровня всех белков и его содержание на порядок выше, чем в печени [35]. Вновь
синтезируемый в сосудистом сплетении ТТР секретируется в желудочки мозга и
транспортируется к разным участкам мозга. Поскольку ТТР является основным
переносчиком тиреоидных гормонов, в частности Т4, повышение его экспрессии
после пренатальной гипоксии как на уровне мРНК, показанное в данной работе,
так и на уровне белка, описанное нами ранее [36], говорит об острой необходимо-
сти в увеличении его содержания в патологически развивающейся ткани мозга. Ве-
роятно, это связано с повышением апоптотических процессов в формирующейся
ткани мозга, вызванных избыточной активацией каспаз после пренатальной гипо-
ксии [27] и необходимостью как выведения из ткани мозга большего количества
переработанных пептидов, так и транспорта регуляторных молекул для восстанов-
ления поврежденной нервной ткани. На это указывает способность ТТР усиливать
процессы регенерации нервов [37]. С другой стороны, в ходе старения и при ран-
них когнитивных нарушениях, вызванных накоплением Аβ, ТТР может регулиро-
вать поддержание нормальных когнитивных функций посредством активации ре-
тиноидных сигнальных путей в гиппокампе [16]. Важно отметить, что эффект бек-
саротена на повышение экспрессии TTР в сосудистом сплетении мозга крыс,
перенесших пренатальную гипоксию, показан нами впервые. Это открывает воз-
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можность дальнейших исследований способности бексаротена предотвращать на-
рушения памяти в процессе старения и при развитии деменции, а также для выяс-
нения молекулярных механизмов, регулирующих эти процессы.
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Bexarotene, an Agonist of Nuclear X Retinoid Receptors, Improves Cognitive Functions
in Rats Subjected to Prenatal Hypoxia

N. М. Dubrovskayaa, b, D. S. Vasileva, b, N. N. Nalivaevaa, N. L. Tumanovaa,
О. S. Alekseevaa, I. А. Zhuravina, b, *

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry Russian Academy of Sciences,
St. Petersburg, Russia

bSaint-Petersburg State Pediatric Medical University, Saint Petersburg, Russia
*e-mail: i-zhur@mail.ru

Abstract—In this work, we tested the hypothesis that an agonist of nuclear X retinoid re-
ceptors, bexarotene, can improve impaired learning and memory in rats after prenatal
hypoxia. Using the novel object recognition test paradigm, we analyzed the behavior of
Wistar rats subjected to prenatal hypoxia on E14 (3 h, О2 7%), 7 and 30 days after a sin-
gle intraventricular injection of bexarotene (4 μl, 10–2 М) on P20 compared to intact
controls. Also, immunohistochemical analysis of the effect of bexarotene on the number
of synaptopodin-positive dendritic spines in the СА1 field of the hippocampus, which
decreases after prenatal hypoxia, has been performed. The bexarotene injection increas-
es the number of labile dendritic spines in the hippocampus, enhances expression of a
transport protein transthyretin in the choroid plexus of the lateral brain ventricles and
improves memory in rats, subjected to prenatal hypoxia.

Keywords: bexarotene, memory, prenatal hypoxia, postnatal ontogenesis, novel object
recognition test, hippocampus, rat
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