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Белок стресса, или белок теплового шока 70 кДа (Hsp70) является основным
компонентом одной из наиболее консервативных систем защиты клеток и орга-
низмов от различных повреждающих факторов. Легкодоступным методом увели-
чения экспрессии Hsp70 в организме, в различных его органах и тканях, включая
ЦНС, является тепловое прекондиционирование (ТП), то есть нагревание орга-
низма до температуры 41–42°С. Задачей настоящего исследования явилось вы-
яснение возможностей снижения уровня тревожно-подобного поведения крыс в
тесте приподнятый крестообразный лабиринт (ПКЛ) с помощью однократного
применения ТП. Показано, что через сутки после процедуры ТП у крыс отмеча-
лось снижение уровня тревожности, о котором судили по увеличению числа и вре-
мени входов в открытые рукава ПКЛ и процентному соотношению числа входов в
открытые рукава к общему числу всех входов по сравнению с контролем. Вместе
с тем, отмечалось увеличение числа входов в закрытые рукава и увеличение числа
заглядываний в открытые рукава и свешиваний с них, что может указывать на
отдельные признаки повышения уровней двигательной и исследовательской ак-
тивностей. Полученные данные свидетельствуют о способности ТП оказывать
отчетливое анксиолитическое действие, что могло бы найти применение при
разработке неинвазивных способов коррекции тревожных состояний.
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За последние десятилетия резко возрос интерес к молекулярным шаперонам,
особенно к белкам теплового шока семейства Heat Shock Proteins 70 kDa (HSP70),
являющимися главными компонентами одной из наиболее консервативных си-
стем защиты клеток и организмов от стресса и различных повреждающих факто-
ров. Семейство HSP70 включает 4 члена: глюкозо-регулируемый белок GRp78, ми-
тохондриальный Mtp70, и два цитоплазматических белка – стресс-индуцибельный
Hsp70 и конститутивный Hsc70. Hsp70 – это первый белок, получивший название
шаперон (от франц. chaperonner – покровительствовать, сопровождать), экспрессия
Hsp70 многократно возрастает в ответ на стрессорное для клетки и организма воз-
действие. Функция шаперона Hsp70 в клетке заключается в том, что он связывается с
поврежденными при стрессе белками и исправляет нарушенную пространственную
структуру белков. Включая шаперонную систему, в клетке запускается процесс,
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направленный на спасение чувствительных к стрессу ферментативных и регуля-
торных белков. Именно с шаперонной активностью связывают защитные эффекты
Hsp70 при ишемии мозга, сердца, тепловом ударе, сепсисе, эпилепсии и нейроде-
генеративных заболеваниях [1–4].

Повышение температуры тела на 3–4°С позволяет довольно быстро достичь
мощной экспрессии Hsp70 у животных. Эта особенность легла в основу широко
распространённого и легко воспроизводимого метода повышения резистентности
клеток, органов и организма в целом к последующему более тяжелому стрессу –
тепловому прекондиционированию (ТП). Обычно процедура сводится к подъему
температуры тела экспериментального животного (в диапазоне 40.5–42°С у грызунов)
и удержания ее в течение 10–30 мин путем подачи внешнего тепла в специальной
термокамере. Применение ТП приводит к повышению содержания Hsp70 в клетках
через 24–48 ч [5, 6]. Увеличение уровня Hsp70 после ТП выявлено в различных ор-
ганах и тканях — сердце, скелетных мышцах, почках, кишечнике, поджелудочной
железе, надпочечниках, периферической крови, структурах головного мозга [5, 7, 8].
Показано, что применение ТП в режимах различной продолжительности (15, 30, 45
и 60 мин) способствовало увеличению выживаемости и устойчивости к последую-
щему тепловому удару у мышей [9]. Указывается, что выраженность позитивного
эффекта положительно коррелирует с длительностью тепловой экспозиции, однако
это повышает риск гибели животных после самой процедуры ТП. Показано, что
максимальное повышение уровня шаперона Hsp70 в мозге крыс отмечалось через
24 ч после ТП и наблюдалось в глие, эндотелиальных клетках хориоидных сплете-
ний, в нейронах зубчатой извилины гиппокампа, нейросекреторных ядрах гипота-
ламуса, зернистом слое мозжечка и обонятельной области, в пре- и постсинаптиче-
ской мембранах [5, 8–11]. При остром и хроническом иммобилизационном стрессе
также заметно возрастает уровень Hsp70 в различных отделах мозга у крыс [12]. В ис-
следованиях in vitro на срезах продолговатого мозга мышей ТП приводило к повы-
шению содержания Hsp70 и предотвращало нарушения синаптической передачи
ГАМК, глутамата и глицина, индуцированные тепловым стрессом [13]. Сходный
защитный эффект отмечался при инкубации срезов в растворе, содержавшим ре-
комбинантный Hsp70, что указывает на главенствующую роль Hsp70 в реализации
стресс-протективных эффектов ТП. Широкая представленность повышенного
уровня Hsp70 в различных структурах мозга, нервных клетках и синаптических
элементах позволяет предполагать его участие в модуляции интегративных функ-
ций мозга и поведения. Об этом указывают и данные, имеющиеся в литературе. На
модели умеренного психоэмоционального стресса у животных показано [14], что
введение Hsp70 в 3-й желудочек мозга сразу после тотальной депривации сна спо-
собствует усилению стресс-лимитирующей функции медленного сна, более быст-
рому устранению последствий стресса и восстановлению соматовегетативных по-
казателей. Кратковременное ТП (нагревание животного до ректальной температу-
ры 41°С в течение 5 мин) у крыс с наследственной формой эпилепсии увеличивает
содержание Hsp70 в эпилептогенных структурах головного мозга и повышает в
2.8 раза латентный период аудиогенных судорог [15]. Показан существенный моду-
лирующий вклад шаперонов HSP70 в реализацию антистрессовых и анксиолитиче-
ских эффектов морфина в тесте приподнятый крестообразный лабиринт (ПКЛ) [12].
Однако возможность коррекции тревожно-подобного поведения с помощью ТП в
данной работе не затрагивалась. По этому вопросу имеются противоречивые све-
дения. Так, в одной из работ сообщается об анксиолитическом действии ТП в тесте
ПКЛ при хроническом стрессе у мышей [16]. В двух других публикациях [17, 18],
напротив, был показан анксиогенный эффект нагревания животных.

Задача настоящего исследования – выяснить, способно ли однократное приме-
нение ТП снизить уровень тревожно-подобного поведения крыс.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование выполнено на 31 самце крыс популяции Вистар, массой 210–260 г
в возрасте 4.5 мес., которых содержали в виварии при постоянной температуре
окружающей среды 23 ± 1°C и свободном доступе к воде и пище. Манипуляции с
животными осуществлялись в соответствии с протоколом, утвержденным комите-
том по охране животных ИЭФБ РАН, находящимся в соответствии с националь-
ными и международными требованиями.

Животные были разбиты на 2 группы в случайном порядке – а) контрольную и
б) с ТП, подвергавшуюся однократному тепловому воздействию по типу “сауны”
[15]. Эксперименты начинались в 13:00. Наркотизированные животные (золетил 50 мг/кг,
внутримышечно) помещались в камеру и находились в ней при температуре 50°С в
течение 15 мин с момента достижения ректальной температуры 41–42°С. Кон-
трольную группу также наркотизировали, но в камеру не помещали. Спустя сутки,
проводили анализ поведения животных обеих групп в тесте ПКЛ.

Тест использовался для оценки тревожности, а также двигательной и исследова-
тельской активностей [19, 20]. Установка ПКЛ представляла собой крестообраз-
ную пластиковую конструкцию, приподнятую на высоту 50 см от пола. Лабиринт
состоял из 2 закрытых рукавов (ЗР) и 2 открытых рукавов (ОР), каждый из которых
был разделен на 5 равных квадратов (10 × 10 см). Длина каждого из рукавов состав-
ляла 50 см с высотой бортов для ЗР 40 см. Тест начинался с помещения животного
в центр пересечения четырех рукавов, после чего производилась видеорегистрация
(5 мин) с последующей обработкой по программе RealTimer 1.21 (“НПК Открытая
Наука”, Москва). Оценивались количественные и временные характеристики раз-
личных паттернов горизонтальной и вертикальной активности. Выделялись следу-
ющие домены поведения: тревожность (по значениям входов в ОР, пройденных
квадратов в ОР и процентному соотношению числа входов в ОР к общему числу
входов), двигательная активность (по значениям входов в ЗР и вертикальных стоек),
исследовательская активность (по значениям заглядываний в ОР и свешиваний с
ОР), эмоциональная реактивность (по значениям завершенных и незавершенных
грумингов, фризингов, дефекаций и латентности входа в ОР). Более детальный пе-
речень поведенческих параметров представлен в табл. 1.

Статистический анализ данных, полученных в двух независимых группах сравнения
(контрольная группа и группа с ТП) проводили с помощью программы Statistica 7.1.,
Statsoft inc. Для выявления различий между группами использовался параметриче-
ский t-критерий Стьюдента, поскольку полученные данные имели нормальное
распределение по тесту Колмогорова–Смирнова. Полученные результаты счита-
лись статистически значимыми при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ поведения животных в тесте ПКЛ позволил выявить ряд статистически
значимых различий между опытной группой, подвергавшейся ТП, и контрольной.
В табл. 1 приведены данные, показывающие, что у группы крыс с ТП значительно
увеличивается уровень таких показателей как число входов в ОР, число пройден-
ных квадратов в ОР, общее время входов в ОР, число свешиваний с ОР, число за-
глядываний в ОР, число входов в ЗР, общее время входов в ЗР и процент числа вхо-
дов в ОР к общему числу входов одновременно с уменьшением общего времени
входов в ЗР по сравнению с контролем. Сравнение значений остальных перечислен-
ных в таблице показателей не выявило статистически значимых различий (р > 0.05)
между указанными группами.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученный в работе комплекс поведенческих изменений, обнаруженных в те-
сте ПКЛ вследствие применения процедуры ТП, может свидетельствовать об анк-
сиолитической направленности влияния данного фактора. Такое предположение
основывается на анализе данных, полученных при рассмотрении традиционных
показателей тревожности [21]. Отметим основные концепции и методические под-
ходы к оценке тревожно-подобного поведения у животных на модели ПКЛ в кон-
тексте их сопоставления с полученными результатами. Поведение животного в ПКЛ,
как известно, организовано на основе баланса двух конфликтных мотиваций – не-
офобии и неофилии, которые являются естественными реакциями на новизну те-
стовой обстановки [22, 23]. Первая базируется на врожденном страхе грызунов перед
открытым пространством (тигмотаксис) и высотой, а вторая обусловлена противопо-
ложным стремлением – исследовать незнакомые условия. Согласно традиционной па-
радигме основными критериями усиления или ослабления уровня тревожности живот-
ного в данном тесте является уменьшение или увеличение числа и времени пребы-
ваний в незащищенной зоне, т.е. в открытых рукавах лабиринта [24].

Результаты настоящего исследования показали, что группа животных, подвер-
гавшаяся воздействию ТП, демонстрирует как по пространственным, так и по вре-
менным характеристикам более высокую активность в открытых рукавах (табл. 1,
показатели 1–5) по сравнению с контрольной группой. Важным моментом при
оценке анксиолитического/анксиогенного эффекта является учет возможного

Таблица 1. Влияние теплового прекондиционирования (ТП) на поведение крыс в тесте при-
поднятого крестообразного лабиринта

ОР – открытые рукава; ЗР – закрытые рукава. ** – p ≤ 0.01, *** – p ≤ 0.001. + увеличение, – уменьшение,
0 – отсутствие значимых изменений.

Поведенческие
показатели/Направленность эффекта

Контрольная группа,
n = 16 (M ± SEM)

Группа с ТП,
n = 14 (M ± SEM)

1. Число входов в ОР/+ 0.8 ± 0.4 3.2** ± 0.9
2. Число пройденных квадратов в ОР/+ 0.8 ± 0.4 4.4*** ± 1.1
3. Общее время входов в ОР (с)/+ 6.9 ± 3.6 27.3** ± 6.9
4. Число свешиваний с ОР/+ 0.6 ± 0.3 3.1** ± 0.9
5. Число заглядываний в ОР/+ 2.7 ± 0.8 6.9** ± 1.3
6. Общее время входов в ЗР, с/– 276 ± 8.7 143** ± 11
7. Число входов в ЗР/+ 1.8 ± 0.2 3.7** ± 0.6
8. Процент числа входов в ОР/+ 12.7 ± 5.8 36.3** ± 5.8
9. Число фризингов/0 3.2 ± 0.5 2.1 ± 0.4
10. Общее время фризингов, с/0 15 ± 3 13 ± 4
11. Число вертикальных стоек/0 4.5 ± 0.7 4.9 ± 0.9
12. Латентность входа в ОР/0 32.3 ± 13 46.7 ± 16
13. Число грумингов/0 29.8 ± 7.4 18.4 ± 5.6
14. Общее время грумингов, с/0 1.6 ± 0.3 1.9 ± 0.5
15. Число неполных грумингов/0 1.3 ± 0.3 1.7 ± 0.5
16. Общее время неполных грумингов, с/0 13.1 ± 4.2 12.5 ± 3.5
17. Число полных грумингов/0 0.3 ± 0.2 0.1 ± 0.1
18. Общее время полных грумингов, с/0 14.4 ± 7.3 5.9 ± 4
19. Число дефекаций/0 3 ± 0.8 2.8 ± 1
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влияния фактора двигательной активности на количественные показатели поведе-
ния в открытых рукавах лабиринта. Уместен вопрос – в какой мере обнаруженная
в работе перестройка поведенческого репертуара была обусловлена изменениями
двигательной активности? В наших опытах отмечено увеличение числа входов в за-
крытые рукава ПКЛ, что указывает на более высокий уровень двигательной актив-
ности в группе с ТП [20]. В этой связи информативным показателем, отсекающим
вклад локомоторного компонента поведения и свидетельствующим об изменении
уровня тревожности животного, считается соотношение числа входов в открытые
рукава к общему числу входов [18]. Подсчитано, что доля тревожности в этом пока-
зателе составляет примерно 95% [25]. В нашем исследовании этот показатель имел
существенно более высокое значение в группе ТП (табл. 1, показатель 8), что поз-
воляет предполагать определяющее значение анксиолитического фактора в обна-
руженных поведенческих изменениях.

Наряду с общепринятыми базовыми показателями оценки уровня тревожности
в ПКЛ, весьма полезным является учет дополнительных этологических характери-
стик поведения, формирующих целостную картину того или иного состояния жи-
вотного [26–28]. Одним из наиболее чувствительных маркеров тревожности явля-
ется исследовательский компонент поведения. На этот счет существует достаточно
обоснованная гипотеза о том, что реализация исследовательской активности является
результатом растормаживания, обусловленного фактором тревожности [29, 30].
Иначе говоря, наблюдается обратно пропорциональная зависимость – чем ниже
уровень тревожности, тем выше уровень исследовательской активности, и наоборот.
Стандартными показателями оценки исследовательской активности животных в
ПКЛ являются заглядывания в открытые рукава и свешивания с них [31, 32]. По-
следний параметр, по мнению профессора И.П. Лапина [33], может даже претен-
довать на роль самого надежного показателя тревожно-подобного поведения в тесте
ПКЛ. Полученные в нашей работе данные свидетельствуют об отчетливом увеличении
числа свешиваний и заглядываний в ОР, что может являться дополнительным аргу-
ментом в пользу анксиолитического эффекта ТП.

Исследовательская активность имеет положительную корреляцию с двигатель-
ной активностью [34]. Данная связь обнаруживается и в нашем исследовании – на
основании увеличения числа входов в ЗР. Хотя по другому показателю двигатель-
ной активности – числу вертикальных стоек [35], не удалось выявить значимых
различий между исследуемыми группами животных. Вертикальные стойки часто
связывают с эмоциональным поведением [36], изменение в котором не было обна-
ружено и по другим этологическим показателям: латентность входа в ОР, характе-
ристики груминга, фризинга и число дефекаций (табл. 1).

Проведенное исследование позволяет сделать заключение, что ТП, вызывающее
массивную экспрессию шаперона Hsp70, приводит к заметному изменению балан-
са паттернов поведения животных в тесте ПКЛ, где наиболее значимым представ-
ляется выраженное снижение уровня тревожности. При этом выявленные эффекты
затрагивают все традиционные показатели и отдельные этологические параметры,
указывающие на анксиолитическое действие.

Изменения тревожно-подобного поведения существенно зависит, по-видимому,
от интенсивности тепловой нагрузки и условий. Так, нагревание крыс в течение 4 ч
при температуре 38°С в отсутствие анестезии (фактор, усиливающий стрессорный
характер тепловой нагрузки) приводило не к уменьшению, а к увеличению тревож-
ности в тесте ПКЛ [17]. Выявленное в этой работе анксиогенное действие может
быть обусловлено чрезмерным тепловым стрессом – длительность сеанса ТП во
много раз превышала значение таковой, которая использовалась в нашей работе.
В работе [18] отмечался эффект схожей направленности в тестах открытое поле и
приподнятый 0-образный лабиринт. Продолжительность экспозиции здесь была
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существенно короче (30 мин). Однако в качестве объекта были выбраны крысы ли-
нии Спрег-Доули препубертатного периода развития (30 дней), для которых впол-
не закономерно ожидать, что применяемое термическое воздействие при отсут-
ствии наркоза может представлять собой довольно сильный стрессор, вызываю-
щий негативные психо-эмоциональные реакции. Исходя из этого, используемые в
этих работах воздействия следовало бы скорее отнести к тепловому стрессу, а не к
ТП как средству термальной терапии, примененному в нашем исследовании.

В исследовании [16] сравнивалось тревожно-подобное поведение мышей в те-
стах приподнятого крестообразного лабиринта и открытого поля после хрониче-
ского непредсказуемого стресса (физическое и эмоциональное воздействие). Через
2 ч после каждой стрессорной сессии применялась процедура термического воз-
действия (длительностью 15 мин), или ТП. Стресс усиливал уровень тревожности
мышей в тестах приподнятого крестообразного лабиринта и открытого поля, тогда
как вызванная гипертермией экспрессия Hsp72 существенно снижала его. Было
показано, что у дополнительно используемой группы нокаутных мышей по фактору
теплового шока 1 анксиолитическое действие гипертермии не проявлялось. Про-
веденная работа демонстрирует терапевтические возможности применения гипер-
термии для коррекции тревожности при сильном хроническом стрессе. При этом
возникает вопрос – обладает ли тепловое воздействие подобными защитными
свойствами при его однократном применении, а также при слабом или умеренном
стрессе? Именно такие экспериментальные параметры были реализованы в нашем
исследовании, в котором был также обнаружен позитивный эффект действия ТП,
но в более “мягких” условиях.

При анализе обнаруженных эффектов ТП важным аспектом является рассмот-
рение возможных сфер практического применения этого простого в использова-
нии метода, вызывающего повышение содержания главного шаперона Hsp70 в го-
ловном мозге. Системное введение индукторов белков теплового шока, приводящее
к повышению уровня Hsp70 в головном мозге, лимитировало развитие патоморфо-
логических и нейрохимических признаков болезни Паркинсона в моделях этого
заболевания у крыс [3, 37–39]. При этом отмечалась коррекция моторных нарушений,
а также усиление исследовательского поведения, что совпадает с эффектами ТП.
Известно, что патогенез болезни Паркинсона затрагивает эмоциональную сферу.
В частности, у пациентов на ранней клинической стадии отмечается повышение
тревожности и развитие депрессии (40, 42). Полученные в работе данные позволяют
предполагать, что анксиолитический эффект ТП можно апробировать для коррек-
ции нарушений в эмоциональной сфере при неврологических заболеваниях.

Используемый в работе метод воздействия довольно прост при реализации его у
человека – это многовековой опыт и уже сложившаяся традиция термических про-
цедур в банях и саунах, широко распространенные в культуре русского и финского
народов. Однако четкая стандартизация проведения подобной процедуры в прило-
жении к определенным терапевтическим целям до сих пор отсутствует и остается
малоизученной. Проведенное исследование указывает на перспективу использова-
ния процедуры ТП как простого неинвазивного метода возможной коррекции
анксиогенных расстройств.
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Thermal Preconditioning Decreases a Level of Anxiety in Rats
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Abstract—Stress protein, or heat shock protein 70 кDа (Hsp70) is the essential compo-
nent of one of the most conservative system of cells and organisms protection from vari-
ous damaging factors. A simple facility to enhance Hsp70 expression in the organism, in
its organs and tissues, including CNS, is thermal preconditioning (TP), i.e., heating of
the organism up to a temperature of 41–42°С. The present study was aimed to elucidate
a possibility to decrease the level of anxiety-like behavior in the elevated plus maze
(EPL) test by a single session of TP. It has been shown that one day following the TP ses-
sion, rats exhibited a decrease in the level of anxiety estimated by the number and time of
open arm entries in EPL, the number of squares crossed in open arms and percentage of
open arm entries to all entries compared to control. Furthermore, we have elicited an
enhance in locomotor activity (estimated by an increase in the number of entries to
closed arms) and exploration level (measured by the number glances in open arms and
head dips). The data obtained indicate a capacity of TP to exert an anxiolytic effect to-
gether with an increase in the levels of locomotion and exploration. These results can
find an application in developing non-invasive ways of anxiety correction.

Keywords: thermal preconditioning, heat shock proteins, emotional behavior, anxiety, rat
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