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Исследовали интенсивность экспрессии шаперона GRP-78 и транскрипционного факто­
ра NF-кВ при формировании ишемической толерантности головного мозга после со­
четанного и изолированного воздействия гипоксии и гиперкапнии. Сочетанное воздей­
ствие гипоксии и гиперкапнии максимально увеличивает экспрессию шаперона GRP- 
78 и фактора NF-кВ, а формирование ишемической толерантности при воздействии ги­
перкапнической гипоксии обусловлено активацией адаптивной ветви стресса эндоплаз­
матического ретикулума. При этом гиперкапния в сочетании с гипоксией является при­
оритетным фактором для активации GRP-78 и транскрипционного фактора NF-kB.
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Гипоксическое воздействие является эффектив­
ным средством повышения ишемической толе­
рантности головного мозга [8,11,14]. В последнее 
десятилетие возрос интерес к использованию в 
качестве нейропротектора пермиссивной (“до­
пустимой”) гиперкапнии и была доказана ее эф­
фективность в профилактике ишемически-репер- 
фузионного повреждения головного мозга [12].

В наших предыдущих работах было показа­
но, что сочетание гиперкапнии и гипоксии макси­
мально уменьшает объем инсульта при фокаль­
ном ишемическом повреждении головного мозга 
крысы [13]. Также мы показали, что увеличение 
ишемической толерантности головного мозга по­
сле проведения курса гиперкапнически-гипокси- 
ческих воздействий опосредовано усилением экс­
прессии VEGF, повышением нейротрофической 
активности белка S-100B, синтеза белка HSP-70 
[1] и пролиферативной и синтетической активно­
сти нейронов периинфарктной области [2].

Однако природа нейропротективного эффек­
та при сочетанном воздействии гиперкапнии и
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гипоксии изучена мало. Одним из сигнальных 
механизмов формирования ишемической толе­
рантности головного мозга может быть ответ эн­
доплазматического ретикулума (ЭПР) на возник­
новение внутриклеточного стресса. На субкле­
точном уровне ответ ЭПР на стресс (unfolding 
protein response —  UPR) включает адаптивную 
(запускающую каскад мобилизационных реак­
ций) и дезадаптивную (активирующую апоптоз) 
ветвь [7]. Ключевым звеном адаптивной ветви 
UPR является шаперон GRP-78 [5], экспрессия 
которого повышается при воздействии гипокси­
ческого стимула [9]. Он запускает каскад внутри­
клеточных реакций, одной из которых является 
активация транскрипционного фактора NF-kB, 
происходящая в ответ на накопление в просве­
те ЭПР дефектных белков и инициацию стресса 
[6,15], что в конечном итоге приводит к увеличе­
нию адаптивного потенциала клеток.

Целью данного исследования являлась оцен­
ка экспрессии GRP-78 и NF-кВ при формирова­
нии ишемической толерантности головного моз­
га после сочетанного и изолированного воздейст­
вия гипоксии и гиперкапнии.
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В работе использовали крыс-самцов Вистар (л=80) 
массой 284.5±46.0 г. Респираторные воздейст­
вия осуществлялись в герметичной камере, как 
описано ранее [13]. Группы животных различа­
лись по газовому составу воздуха во время тре­
нировочных воздействий.

Группа НГ (нормобарическая гипоксия: РО2=90 
мм рт. ст., РС02=1 мм рт. ст., остальное N2): живот­
ные дышали газовой смесью 20 мин в день та­
ким образом,чтобы Р02 сохранялось в пределах 
90 мм рт. ст. Группа ПГ (пермиссивная гиперкап­
ния: РО2=150 мм рт. ст., РСО2=50 мм рт. ст., осталь­
ное Г\І2): животные также дышали газовой смесью 
20 мин в день, но Р02 сохранялось в пределах 
150 мм рт. ст., а Рс02 —  50 мм рт. ст. Группа ГГ 
(гиперкапническая гипоксия: РО2=90 мм рт. ст., 
Рс02=50 мм рт. ст., остальное N2): животные так­
же дышали газовой смесью 20 мин в день, но Р02 
сохранялось в пределах 90 мм рт. ст., а РС02 —  
50 мм рт. ст. Г руппа К (контроль для воздействия 
гипоксии/гиперкапнии, группа сравнения: РО2=150 
мм рт. ст., РС02=1 мм рт. ст., остальное ІМ2): эти 
животные подвергались тем же манипуляциям, 
что и крысы опытных групп, за исключением воз­
действия гипоксии и/или гиперкапнии.

Крысы всех групп прошли 15-кратный курс 
респираторных воздействий. На следующие сут­
ки после завершения курса у всех животных под 
наркозом (смесь 75 мг кетамина и 10 мг ксила- 
зина на 1 кг массы тела внутрибрюшинно) моде­
лировали фокальное ишемическое повреждение 
головного мозга путем введения в бедренную 
вену 3% раствора бенгальского розового (30 мг/кг 
массы животного) и последующего 10-минутно- 
го освещения скальпированного участка темен­
ной области черепа лазером мощностью 20 мВт 
с длиной волны 532 нм [4,10]. Через 72 ч после 
моделирования инсульта животных декапитиро- 
вали и извлекали головной мозг.

Препараты после гистологической подготов­
ки секционировали (толщина среза 10 мкм). Им­
муногистохимическое исследование проводили 
непрямым двухшаговым стрептавидин-биотино- 
вым методом с контролем специфичности реак­
ции. После стандартной процедуры депарафини­
зации и регидратации выполняли блокирование 
эндогенной пероксидазы согласно рекомендациям 
производителя антител (“Santa Cruz”). Восстанов­
ление антигенной специфичности проводили с 
помощью предварительной обработки срезов, 
погруженных в цитратный буфер pH 6.0, и трех­
кратного 7-минутного воздействия микроволно­
вого излучения мощностью 600 Вт.

В качестве первичных антител использова­
ли антитела к NF-кВ (P-50: sc-101744) и к шапе­
рону GRP-78 (N-20: sc-1050) в разведениях 1:50. 
Продукты реакции визуализировали с помощью 
системы Goat ABC Staining system: sc-2023 (“Santa 
Cruz”) и диаминобензидина.

Анализ экспрессии проводили на микроско­
пе SX51 (“Olimpus”) с помощью программного 
комплекса “ImageJ” [3]. Согласно методике ин­
тенсивность белого спектра (максимальное значе­
ние —  255, минимальное —  0) в цитоплазме и 
ядре считалась обратно пропорциональной уров­
ню экспрессии антигена. Анализировали не ме­
нее 100 нейронов из периинфарктной области не 
менее чем в 5 полях зрения. Микроскопию пре­
паратов и анализ экспрессии маркеров проводи­
ли исследователи, не знающие, к какой группе 
относились образцы.

Статистический анализ полученных данных 
проводили в программе “Statistica 6.0” с исполь­
зованием непараметрического U критерия Ман­
на— Уитни. Статистически значимыми считали 
различия при р<0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Масса тела до эксперимента, перед операцией 
и после эксперимента у животных всех групп зна­
чимо не различалась (данные не представлены). 
Во время проведения операций с моделированием 
фокального ишемического повреждения часть 
животных погибла. По результатам вскрытия бы­
ло установлено, что основной причиной смерти 
был отек головного мозга и/или отек легких, кото­
рые, вероятно, являлись осложнением оператив­
ного вмешательства. В итоге группы крыс сфор­
мировались следующим образом: группа К л=10, 
группа НГ л=12, группа ПГ л=9, группа ГГ п=12.

В телах нейронов крыс групп К и ГГ отчетли­
во наблюдались выраженные различия в уров­
не экспрессии шаперона GRP-78 и адаптивного 
фактора NF-кВ (рис. 1). Шаперон GRP-78 локали­
зуется на мембране гранулярного ЭПР, имеет 
адаптивную функцию в клетках и играет ключе­
вую роль в антиапоптозном эффекте при форми­
ровании внутриклеточного стресса, участвуя в 
рефолдинге белков [5].

Экспрессия белка GRP-78 в цитоплазме ней­
ронов периинфарктной области была максималь­
ной в группе ГГ (рис. 2). В группе НГ экспрессия бы­
ла наименьшей, что свидетельствует о выражен­
ных нарушениях клеточного метаболизма и дез­
активации адаптогенного потенциала нейронов, 
приводящих к дистрессу ЭПР. Возможно, данный 
факт обусловлен тем, что после 15-кратного курса
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Рис. 1. Периинфарктная зона коры головного мозга экспериментальных животных, х400. Слабо выраженная ци­
топлазматическая экспрессия GRP-78 и NF-кВ в нейронах крыс группы контроля (а) и выраженная экспрессия в 
нейронах крыс группы ГГ (б).

гипоксических воздействий адаптогенные меха­
низмы в ЭПР могли быть исчерпаны.

Экспрессия в группе ПГ не отличалась от та­
ковой в контроле, но была выше, чем в группе 
НГ. Это может свидетельствовать о том, что ги­
перкапния в сочетании с гипоксией оказывает 
выраженное влияние на активацию шаперона 
GRP-78, а углекислота в этом процессе имеет 
доминирующее влияние. Сходная тенденция бы­
ла отмечена нами при исследовании другого ша­
перона (HSP-70) в сыворотке крови [1].

Транскрипционный фактор NF-кВ в условиях 
покоя находится в связанном состоянии в цито­
золе, а во время стресса и активации он перехо­
дит внутрь ядра, активируя транскрипцию генов, 
ингибирующих апоптоз и формирующих клеточ­
ную адаптацию, являясь также одним из ключе­
вых регуляторов инициации провоспалительно- 
го ответа тканей на стресс [6].

Цитоплазматическая экспрессия NF-кВ в ней­
ронах периинфарктной области головного мозга 
была максимальной в группе ГГ (рис. 3, а). В груп­
пе НГ и ПГ экспрессия оказалась интенсивнее, 
чем в контроле, причем эти группы не различа­
лись между собой. Данный факт может быть свя­
зан как с одинаковой активностью гиперкапнии 
и гипоксии в отношении стимуляции этого фак­
тора, так и с переходом активной формы NF-kB 
из цитоплазмы в ядро.

Уровень нуклеарной экспрессии NF-кВ был 
также наиболее выражен при сочетанном воз­
действии гиперкапнии и гипоксии (рис. 3, б). В 
группе ПГ экспрессия оказалась интенсивнее, чем 
в контроле и группе НГ, причем между собой груп­
пы НГ и контроля не различались. Это может сви­
детельствовать о том, что переход этого факто­
ра в ядро не успел произойти при воздействии 
НГ. При воздействии ПГ, напротив, наблюдалось
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Рис. 2. Уровень экспрессии шаперона GRP-78 после фо­
кального ишемического повреждения головного мозга 
у крыс при изолированном и сочетанном воздействии 
гипоксии и гиперкапнии.
Здесь и на рис. 3: рсО.001 по сравнению *с контролем, 
+с группой НГ, °с группой ПГ.
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Рис. 3. Уровень цитоплазматической (я) и нуклеарной 
(б) экспрессии транскрипционного фактора NF-кВ после 
фокального ишемического повреждения головного моз­
га у крыс при изолированном и сочетанном воздействии 
гипоксии и гиперкапнии.

повышение цитоплазматической экспрессии NF-kB 
в сочетании с увеличением его концентрации в 
ядре, что может свидетельствовать об активном 
переходе активированного фактора внутрь ядра. 
Принимая во внимание этот факт, можно объяс­
нить наибольшую цитоплазматическую и ядер- 
ную экспрессию фактора NF-кВ в группе ГГ тем, 
что при сочетанном воздействии НГ и ПГ проис­
ходит суммирование их эффектов, обусловливаю­
щее наиболее выраженный нейропротективный 
эффект. Также можно предположить, что у гипо­
ксии и гиперкапнии существуют разные пути ак­
тивации фактора NF-kB.

Таким образом, можно заключить, что сочетан­
ное воздействие гипоксии и гиперкапнии макси­
мально увеличивает экспрессию шаперона GRP-78 
и фактора NF-кВ, а формирование ишемической 
толерантности при воздействии гиперкапнической 
гипоксии обусловлено активацией адаптивной 
ветви UPR. При этом гиперкапния в сочетании с 
гипоксией является приоритетным фактором для 
активации GRP-78 и транскрипционного факто­
ра NF-kB.
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