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ГИПОТАЛАМО-ГИПОФИЗАРНОЙ СИСТЕМЫ
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Еще сравнительно недавно гипоталамо-гипофизарную систему рассматривали
как совокупность функциональных взаимосвязей между (1) гипоталамусом, спе-
циализированные нейроны которого секретируют небольшие по размеру рили-
зинг-факторы гипофизарных гормонов, (2) аденогипофизом – его специализиро-
ванные клетки продуцируют полипептидные гормоны, и (3) периферическими
звеньями, продуцирующими в кровоток эффекторные гормоны, которые контро-
лируют жизненно важные физиологические и биохимические процессы в боль-
шинстве органов и тканей, а также по механизму отрицательной обратной связи
регулируют и модулируют активность начальных звеньев гипоталамо-гипофизар-
ной системы. Наибольшее значение имеют три тесно взаимосвязанных между со-
бой компонента гипоталамо-гипофизарной системы – гипоталамо-гипофизарно-
гонадная (ГГГ), -тиреоидная (ГГТ) и -надпочечниковая (ГГН) оси.

ГГГ ось включает гипоталамические нейроны, экспрессирующие гонадолибе-
рин, рилизинг-фактор гонадотропинов – лютеинизирующего и фолликулостиму-
лирующего гормонов, гонадотропоциты аденогипофиза, продуцирующие гонадо-
тропины, а также гонады – семенники у мужчин и яичники у женщин, воздействуя
на которые лютеинизирующий и фолликулостимулирующий гормоны стимулиру-
ют процессы стероидогенеза, сперматогенеза, фолликулогенеза и оогенеза. ГГТ
ось в качестве основных звеньев включает нейроны гипоталамуса, секретирующие
трипептид тиролиберин, тиреотропоциты аденогипофиза, которые при воздействии
на них тиролиберина продуцируют тиреотропный гормон, а также фолликулярные
клетки щитовидной железы, воздействуя на которые тиреотропный гормон усили-
вает их рост и дифференцировку, а также стимулирует в них синтез тиреоидных
гормонов. ГГН ось состоит из гипоталамических нейронов, в которых экспресси-
руется кортиколиберин, рилизинг-фактор адренокортикотропного гормона, кор-
тикотропоцитов аденогипофиза, осуществляющих синтез адренокортикотропного
гормона в ответ на стимуляцию кортиколиберином, и коры надпочечников, кото-
рая в ответ на гипофизарный адренокортикотропный гормон продуцирует глюко-
кортикоиды.

Однако в последние годы обнаружено множество молекул, включая гормоны,
нейротрансмиттеры, ростовые факторы, адипокины, витамины, нутриенты, кото-
рые опосредуют новые взаимодействия в гипоталамо-гипофизарной системе и
обусловливают тесные взаимосвязи между нейроэндокринной регуляцией, с одной
стороны, и гормональным, метаболическим и энергетическим статусом организма, с
другой. Так, наряду с гонадолиберином и гонадотропинами важнейшими регуля-
торами ГГГ оси являются адипокины, в первую очередь, лептин и адипонектин,
которые по нескольким механизмам влияют на активность гонадолиберин-экс-
прессирующих нейронов, стимулируя (лептин) или подавляя (адипонектин) их ак-
тивность, модулируют секреторную активность гонадотропоцитов, регулируют
процессы стероидогенеза, сперматогенеза и фолликулогенеза, непосредственно
воздействуя на клетки семенников и яичников. Адипокины также способны кон-
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тролировать функциональную активность различных звеньев ГГТ и ГГН осей. Эти
данные свидетельствуют о том, что такие зависимые от адипокинов процессы, как
пищевое поведение, энергетический обмен и накопление жировой ткани, самым
непосредственным образом влияют на функциональное состояние всех основных
компонентов нейроэндокринной системы.

В тематическом номере журнала рассмотрены различные аспекты функциони-
рования гипоталамо-гипофизарной системы в норме, в условиях патологии, при
старении и стрессовых воздействиях, обсуждаются возможные пути ее коррекции.
Проанализирован ряд острых проблем, связанных с механизмами регуляции гипо-
таламического и периферического звеньев гипоталамо-гипофизарной системы и
роли в этом эндогенных гормонов и нейромедиаторов, а также перспективам раз-
работки новых фармакологических препаратов с активностью селективных регуля-
торов и модуляторов ГГГ, ГГТ и ГГН осей. Значительное внимание уделено ген-
дерным особенностям функционирования и регуляции гипоталамо-гипофизарной
системы, в том числе, зависимым от пола механизмам формирования ГГН оси в
условиях стрессовых воздействий.

Редактор специального выпуска,
доктор биологических наук

А.О. Шпаков
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Настоящий обзор содержит базовые сведения о гипоталамо-гипофизарной си-
стеме (ГГС) и ее значимых отделах; характеризует роль возраста (акцентируя
внимание на старении) как фактора, с которым связаны изменения в состоянии
ГГС, опосредующие ее участие в “подготовке” предрасположенности к рассмат-
риваемым основным хроническим неинфекционным (non-communicable) забо-
леваниям человека, (в частности, таких новообразований, как рак молочной же-
лезы, эндометрия и рак предстательной железы; ишемическая болезнь сердца
как ведущая кардиоваскулярная патология, сахарный диабет 2 типа) с подключе-
нием важного гормонально-метаболического комплекса на основе ожирения,
инсулинорезистентности и снижения толерантности к глюкозе, а также взаимо-
действия инсулина, инсулиноподобного фактора роста-1 и их рецепторов ) и вы-
ходом на репродуктивную и гипоталамо-гипофизарно-адреналовую систему.
Приводятся сведения о контактах между подсистемами ГГС в условиях стресса,
при нарушении физиологических ритмов и под влиянием гендерного фактора.
Итог обзору подводит информация о возможных мерах по предупреждению ос-
новных неинфекционных заболеваний, основанных на учете роли ГГС и послед-
ствий нарушения ее функционирования. В обзоре также обсуждается тот факт, что
наряду с широко признаваемым сходством гормонально-метаболических факто-
ров, создающих платформу для развития основных неинфекционных заболева-
ний, имеются примеры и их несходства, это нуждается в дальнейшем изучении.

Ключевые слова: гипоталамо-гипофизарная система, возраст, основные неинфек-
ционные заболевания человека, предрасположенность, подходы к предупрежде-
нию заболеваний
DOI: 10.31857/S0869813920060023

ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ О ГГС И ЕЕ ОСНОВНЫХ ОТДЕЛАХ

Гипоталамо-гипофизарный комплекс, наряду с нейрогуморальными структура-
ми коры головного мозга, является одним из главных регуляторных образований,
обеспечивающих развитие и функционирование всех регуляторных систем орга-
низма. К основным из них относятся репродуктивная, надпочечниковая, тиреоид-
ная, а также система регуляции углеводного обмена как компонент контроля мета-
болических процессов.

ОБЗОРНЫЕ 
И ПРОБЛЕМНЫЕ СТАТЬИ
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Гипофизарно-гонадная (репродуктивная) система человека включает в себя
подкорковые центры гипоталамуса, гипофиз, женские и мужские гонады и завися-
щие от них органы мишени – матку, молочные железы и предстательную железу.
Основными регуляторами функции репродуктивной системы являются гипотала-
мические рилизинг гормоны, контролирующие синтез гонадотропинов, которые,
в свою очередь, стимулируют процессы стероидогенеза в гонадах [1]. Регуляторные
взаимоотношения в репродуктивной системе, как и в ряде других, осуществляются
по принципам отрицательной и положительной обратной связи, реализуемой за
счет действия стероидов на специфические рецепторы центральных структур и
чувствительности последних к тормозящим сигналам [2, 3]. Показано, что в гипо-
физе присутствуют рецепторы андрогенов [4], эстрадиола (РЭα и РЭβ) и рецепто-
ры гонадотропин-рилизинг гормона. Функционально РЭα и РЭβ различаются
между собой, в частности, по способности регулировать продукцию лютеинизирую-
щего гормона [5]. Стероидогенез в яичниках обеспечивается за счет взаимодействия
гонадотропинов с соответствующими рецепторами в гонадах [6]. Наряду со стерои-
дами, в последнее время появляется все больше данных об участии в регуляции про-
дукции гонадотропинов активинов, ингибинов, фоллистатина и адипокинов, в част-
ности, лептина и адипонектина [7], что обеспечивает взаимосвязь между энергетиче-
ским балансом и функциональным состоянием репродуктивной системы [8].
Показано также, что на активность гипоталамо-гипофизарной системы (ГГС) на
всех уровнях влияет висфатин, в частности, за счет потенцирования стимулирую-
щего влияния инсулиноподобного фактора роста-1 [9, 10]. Достаточно широкую
роль в регуляции ГГС (причем, не только ее “чисто репродуктивной” составляю-
щей) могут играть и рецепторы андрогенов. Например, позитивный контроль и ак-
тивация глюкокортикоидных рецепторов в культуре клеток гипофиза крыс с ожи-
рением реализовались при участии рецепторов андрогенов [4], и число примеров
такого рода может быть увеличено.

Гипоталамо-гипофизарно-адреналовая система (ГГАС) представляет собой
комплекс нейроэндокринных структур, осуществляющих регуляцию функции
надпочечников по принципу обратной связи. ГГАС включает в себя паравентри-
кулярное ядро гипоталамуса, в нейронах которого экспрессируется кортикотро-
пин-рилизинг гормон (КРГ) и аргинин-вазопрессин (антидиуретический гор-
мон), накапливающийся в задней доле гипофиза. В передней доле гипофиза про-
дуцируется адренокортикотропный гормон (АКТГ), который стимулирует
синтез стероидов в коре надпочечников. Основным стимулятором продукции
АКТГ является КРГ, хотя в стрессорной ситуации сходную функцию выполняет
аргинин-вазопрессин, поскольку он непосредственно воздействует на специфи-
ческие для него рецепторы (в частности, V1В) и демонстрирует синергию с эф-
фектами гипоталамического КРГ.

ГГАС является главным звеном в обеспечении интегрального ответа организма
на физические и психологические воздействия различной степени, включая
стресс. КРГ образуется в гипоталамусе, однако гормон обнаруживается и в других
отделах ЦНС, где выполняет роль медиатора, участвуя в ответной реакции на раз-
личные стрессоры. АКТГ, вырабатываемый под влиянием КРГ, имеет базальную и
импульсную секрецию и также секретируется в больших количествах в ответ на
стресс. Определенную регулирующую роль в отношении ГГАС играют галанин-
подобный пептид (Galp) и аларин (Ала) – два новых представителя пептидов се-
мейства галанинов, которые регулируют многие физиологические процессы,
включая энергетический и осмотический гомеостаз, репродукцию, потребление
пищи и секрецию АКТГ. мРНК Galp обнаружена в аркуатном ядре гипоталамуса.
Экспрессия гена пептида Ала обнаружена во всех органах ГГАС системы [11].
ГГАС тесно связана с со всеми другими регуляторными системами и, в первую оче-
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редь, с метаболической и репродуктивной. ГГАС нередко способствует подавле-
нию функций репродуктивной системы, что обеспечивается, не в последнюю оче-
редь, участием КРГ [12, 13]. Рецепторы КРГ обнаруживаются в яичнике, матке,
плаценте, благодаря чему реализуется его супрессивное влияние на многие про-
цессы, происходящие в этих органах. Так, вырабатываемые под влиянием КРГ
проопиомеланокортиновые пептиды подавляют секрецию гонадотропин-рили-
зинг-гормона в гипоталамусе, глюкокортикоиды тормозят секрецию лютеинизи-
рующего гормона в гипофизе и секрецию эстрогенов и прогестерона в яичниках, а
также снижают чувствительность различных тканей к эстрадиолу [14].

ГИПОТАЛАМО-ГИПОФИЗАРНО ТИРЕОИДНАЯ СИСТЕМА (ГГТС)

Регуляция тиреоидной функции осуществляется тиреотропным гормоном гипо-
физа (ТТГ), синтез которого находится под влиянием тиреотропин-рилизинг гор-
мона гипоталамуса (ТРГ). Продукция и секреция ТТГ и ТРГ существенно зависит
от гормонов щитовидной железы – тироксина и трийодтиронина [15]. В “стандарт-
ных” условиях синтезируемые в щитовидной железе гормоны по принципу “отри-
цательной обратной связи” взаимодействуя с рецептором ТТГ на поверхности тиро-
цитов и нейронах гипоталамуса, тормозят выброс и эффект тропных гомонов [16] и
действуют также практически на все ткани организма, присоединяясь к ядерным
рецепторам и меняя экспрессию многих продуктов соответствующих генов. Ти-
реоидные гормоны необходимы для нормального развития головного мозга и со-
матических тканей у плода и новорожденного, развития гранулезных клеток и в
любом возрасте регулируют белковый, углеводный, жировой обмен и иммунную
систему [17, 18]. Нейроны, продуцирующие ТРГ, воспринимают не только тирео-
идные, но и другие нервные и гуморальные сигналы, что обеспечивает участие
ГГТС в адаптации организма к окружающей среде, включая процессы, связанные с
голоданием и снижением температуры [19]. Участие в регуляции продукции ТРГ и
β-субъединицы ТТГ, которая обеспечивает специфичность молекулы ТТГ, прини-
мают и стероидные гормоны (кортикостероиды, эстрогены, тестостерон). Описано
также влияние лептина. Считается, что именно за счет снижения уровня лептина у
голодающих животных и, возможно, человека наблюдается падение продукции
ТТГ [20]. Под влиянием тиреоидных гормонов отмечены снижение уровня глике-
мии, повышение чувствительности тканей к инсулину и нормализация уровня цито-
кинов параллельно с ослаблением воспалительных реакций у крыс с ожирением [21].

ГИПОТАЛАМО-ГИПОФИЗАРНО-СОМАТОТРОПНАЯ СИСТЕМА (ГГСС)

Гормон роста – мультифункциональный фактор, который регулирует рост, ме-
таболизм (в частности, метаболизм липидов), репродуктивную систему, иммуни-
тет, осмотический статус и ряд других, важных для физиологии и патофизиологии
параметров и компонентов обеспечения жизнедеятельности. Действие гормона
роста осуществляется через его рецепторы, которые имеются во всех тканях [22], и
вслед за этим – за счет стимуляции под влиянием этого гормона продукции в пече-
ни и в мышцах инсулино-подобного фактора роста 1 (ИФР-1) и – отчасти – ассо-
циированной с его эффектами гормон-чувствительной липазы [23]. Гормон роста,
как полагают, индуцирует два основных следствия – анаболическое – влияние на
рост и катаболическое – воздействие на липолиз. Продукция и активность гормо-
на роста зависят от ряда факторов и, в первую очередь, от инсулина, который влия-
ет на выработку в нейронах рилизинг гормона – гормона роста и соматостатина и,
соответственно, на секрецию гормона роста, а также на чувствительность к сигна-
лам рецепторов этого гормона и состояние пострецепторного сигнального пути
(GHR/JAK2/STATs, GHR/JAK2/SHC/MAPK и гормон роста/субстрат–рецептор-ин-
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сулина, ИРС/PI3K/Akt-путь [24]). Уровень ИФР-1 в крови зависит от действия на
печень не только гормона роста, но также половых стероидов, тиреоидных гормо-
нов, глюкокортикоидов [25]. При этом андрогены и эстрогены повышают секре-
цию ИФР-1 в печени, а глюкокортикоиды ее снижают.

Инсулин, гормон роста и ИФР-1 являются главными регуляторами жирового и
углеводного обмена. Роль инсулина важна в перипрандиальных (связанных с прие-
мом пищи) условиях, а роль гормона роста и его упомянутого эффектора – при го-
лодании и стрессе, где важным является такой эффект этого гормона, как усиление
липолиза. Во многих отношениях гормон роста выступает антагонистом инсулина,
взаимодействуя с инсулином на уровне IRS-I, PI-3 киназы и способствуя в резуль-
тате развитию инсулинорезистентности [26].

Представленный выше взгляд на функционирование гипоталамо-гипофизарной
системы, преимущественно, с физиологических позиций, несомненно, следует
учитывать, когда речь идет об основных хронических неинфекционных заболева-
ниях человека (в частности, онкологических, кардиоваскулярных, сахарного диа-
бета 2 типа), развитие которых нередко и достаточно справедливо связывают с воз-
растным фактором. Возраст является одним из базовых компонентов, при котором
такие заболевания как нарушение толерантности к глюкозе, инсулинорезистент-
ность, ожирение, метаболический синдром в дополнительной степени способству-
ют формированию условий для развития основных неинфекционных заболеваний.

Хотя эти опосредующие метаболические сигналы способны действовать в ука-
занном направлении и помимо “возрастного фактора”, идея о значимой и пред-
ставляющейся объединяющей роли возраста базируется на точке зрения о том, что
развитие эндокринных и метаболических сдвигов в процессе старения может про-
исходить по определенным законам [27].

В процессе функционирования различные гомеостатические системы организ-
ма находятся в постоянном взаимодействии. Основным регулятором этого взаимо-
действия является рассмотренная выше применительно к ее разделам ГГС, кото-
рая, как говорилось, обеспечивает функционирование основных процессов жизне-
деятельности (в том числе, эндокринных и других регуляторных систем), онтогенез,
а также защиту организма и его адаптацию к действию внешним факторов. Одна из
главных особенностей в функционировании ГГС – интеграция ответов нервной и
эндокринной систем на внутренние и внешние воздействия за счет многоуровне-
вой регуляции по принципу отрицательной и положительной обратной связи.
В процессе функционирования ГГС может изменяться уровень рилизинг-факто-
ров и тропных гормонов, а также особенности циркадного и импульсного характера
их продукции. Ритмические свойства выброса гипоталамических, гипофизарных
и, следовательно, и периферических гормонов регулируется у млекопитающих
“водителем циркадного ритма”, расположенным в супрахиазматическом ядре ги-
поталамуса [28]. Механизмы ритмической секреции регулирующих гормонов до-
статочно сложны и продолжают изучаться. Ритмической секреции отдельных гор-
монов присущи индивидуальные особенности, но большинство нарушений имеет,
как полагают, достаточно общую и характерную черту – относительно низкий уро-
вень базальной секреции обсуждаемых гормонов в сочетании с их нерегулярными
ритмическими выбросами. Гипоталамо-гипофизарная ритмическая секреция гор-
монов меняется под влиянием различных факторов: упоминавшегося возраста на
разных этапах онтогенеза и, в частности, по мере старения, а также в зависимости
от пола, периодов сна, бодрствования, приема пищи, светового воздействия,
стресса [28] и порога чувствительности к периферическим гормонам.

Рассматривая возрастные изменения регуляторных систем организма, можно
выделить ряд факторов (модифицируемых и немодифицируемых), к которым в си-
лу их значимости и распространенности у современного человека на уровне обще-
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признанных эпидемий относятся ожирение, нарушение толерантности к глюкозе
и инсулинорезистентность. Особое место в развитии метаболических расстройств
подобного рода есть все основания отвести ожирению.

Ожирение как важный пусковой механизм этих нарушений (или, по крайней
мере, стимул к их развитию) может быть следствием как избыточного характера
питания (что наблюдается, в частности, в развитых странах с высоким уровнем
жизни), так и результатом гормональных сдвигов, сопряженных, в том числе, с со-
стоянием ГГС, о чем речь еще пойдет ниже. Жировая ткань является хранилищем
избытка жиров, благодаря увеличению размеров адипоцитов – гипертрофическо-
му – чаще всего абдоминальному ожирению, которое коррелирует с предрасполо-
женностью к диабету, эктопической (за пределами традиционных жировых депо)
аккумуляции жира и метаболическому синдрому [29, 30]. Имеется два типа жиро-
вой ткани с различной функциональной характеристикой. Белая жировая ткань
представляет собой энергетический резерв, тогда как функция коричневой жиро-
вой ткани – это окисление жиров и выработка тепла. Белая жировая ткань являет-
ся своего рода эндокринным органом, который вырабатывает различные субстра-
ты с аутокринной, паракринной и эндокринной функцией. Сама белая жировая ткань
тоже не является однородной, имея в своем составе различные типы клеток – включая
преадипоциты, макрофаги, нейтрофилы, лимфоциты и эндотелиальные клетки.
Размеры адипоцитов и соотношение перечисленных типов клеток между собой,
как полагают, так или иначе связано с развитием метаболического синдрома [31] и
инсулинорезистентности. Gustafson, Hedjazifar и соавт. разделяют ту точку зрения,
что определенную роль в развитии инсулинорезистентности при ожирении играют
ассоциированные с ним молекулярные нарушения на уровне чувствительных к ин-
сулину тканей и органов (скелетные мышцы, жировая ткань и печень) [29]. Установ-
лено, что повышение уровня липидов вызывает инсулинорезистентность за счет ак-
тивации различных сигнальных путей, включая протеинкиназу С [32]. Немалую
роль в формировании типичного гормонально-метаболического фона в процессе
старения играют изменения в продукции гормонов упоминавшейся выше гипота-
ламо-гипофизарно-адреналовой системы. Эта система играет ведущую роль в
управлении в организме регуляторными механизмами, в том числе, в период
стресса [33]. При этом отмечается, как уже говорилось, резкое увеличение секре-
ции АКТГ, что в свою очередь приводит к выбросу из коркового слоя надпочечни-
ков в кровь большого количества стероидных гормонов, которые, с одной стороны,
способствуют адаптации организма к повреждающим воздействиям, а с другой, при-
водят к появлению метаболических сдвигов и повышению артериального давления.
Повторные стрессы на протяжении жизни с постоянными выбросами повышенных
количеств кортизола приводят к десенситизации глюкокортикоидных рецепторов и
нарушению ритма выброса продуцируемых надпочечниками гормонов [33, 34].
В силу этого, хронический стресс рассматривается как один из возможных меха-
низмов развития возрастных метаболических изменений [35]. Помимо влияния
стресса, отмечены изменения в функции гипоталамо-гипофизарно-адреналовой
системы, зависящие не только от возраста, но и от пола. Уровень в плазме АКТГ,
кортизола и аргинин-вазопрессина у мужчин достигает при стрессе более высоких
значений, чем у женщин. В то же время эстрогены при определенных условиях мо-
гут влиять на степень стрессорной реакции за счет их влияния на промоторные об-
ласти гена кортикотропин-рилизинг гормона [36]. С другой стороны, показано,
что секреция гормонов в ответ на стимуляцию (в частности, парасимпатиками) у
пожилых людей была выше, чем у молодых, но при этом не было выявлено раз-
личий между женщинами и мужчинами [37], что свидетельствует о более сильном
глюкокортикоидном влиянии, которое испытывают люди старшего возраста [38].
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В развитии ожирения и инсулинорезистентности активно участвуют гипотала-
мо-гипофизарные изменения уровня гормона роста и стимулированной им секре-
ции ИФР-1 [39], что в клинике наблюдается, в частности, при акромегалии, спо-
собствуя увеличению риска хронических заболеваний и сокращению продолжи-
тельности жизни [40]. Негативная ассоциация между соматотропным гормоном и
ИФР-1 и продолжительностью жизни показана и на мышах [41]. На людях данные
по влиянию гормона роста и ИФР-1 на снижение продолжительности жизни и
возникновение болезней изучены в меньшей степени, хотя и имеются указания та-
кого рода [42], в чем определенную роль может играть участие гормона роста в раз-
витии инсулинорезистентности [43]. Инсулинорезистентность возникает в резуль-
тате утраты чувствительности тканей к инсулину. Активность инсулина определя-
ется его связью с мембранным рецептором клеток в тканях-мишенях (мышечной,
печени и других органах), которые играют важную роль в утилизации и хранении
глюкозы [44]. Под интегральным “путем” к инсулинорезистентности нередко по-
нимается модель, в которой участвуют несколько механизмов, возникающих, в
частности, в ответ на увеличение содержания жира в теле [44]. Среди них рассмат-
риваются механизмы, облегчающие накопление жира и участвующие в активации
макрофагов жировой ткани, что способствует прогрессированию легкого хрониче-
ского воспаления [45–47]. Не следует также забывать при этом об уже отмечавшей-
ся роли избыточного питания. Все это создает порочный круг (комбинацию инсу-
линорезистентности и компенсаторной гиперинсулинемии), что ведет в конечном
итоге к недостаточности бета-клеток [48] и нарушению усвоения глюкозы. Как
следствие, с возрастом повышается уровень глюкозы в крови, увеличиваясь на
0.25–0.55 ммоль/л в каждую декаду жизни, и одновременно нарушается по частоте
и амплитуде ритмическая продукция инсулина [49]. В конечном итоге, эти нару-
шения – сочетающиеся с возрастной прибавкой содержания жира в теле – приво-
дят к развитию сахарного диабета 2 типа.

Сочетание ожирения, инсулинорезистентности, артериальной гипертензии,
провоспалительных и протромботических факторов, дислипидемии – важный
фон, на котором формируется метаболический синдром, приоритетную роль в раз-
витии которого, как уже отмечалось, играет ожирение. Составляющие жировую
ткань адипоциты, о чем уже тоже говорилось, неодинаковы по своей функции и
морфологии, они делятся на белые, коричневые и бежевые. Бежевые и коричневые
адипоциты содержат в цитоплазме большее количество митохондрий, обогащенных
разобщающим белком-1 (UCP1), и способны вырабатывать больше тепла [50, 51].
Помимо того, что адипоциты являются депо энергетических субстратов, в них вы-
рабатывается немало гормонов, способных влиять на аппетит, ощущение насыще-
ния и метаболизм. К этим гормонам относятся лептин, адипонектин и другие
адипокины [52–54]. В частности, лептин может влиять на гипоталамо-гипофизар-
но-адреналовую систему, снижая ее активность в отношении стимуляции глюко-
неогенеза; кроме того, лептин подавляет секрецию глюкагона, способствуя нарас-
танию гипергликемии [55].

Метаболический синдром с высокой частотой встречается у людей старшего
возраста, будучи выявлен, в частности, у 35% взрослого населения США [56].

Развивающиеся с возрастом изменения метаболизма представляют собой во
многих случаях, что подчеркивалось неоднократно ранее, сочетание инсулиноре-
зистентности, ожирения (центральный тип), нарушений толерантности к глюкозе,
повышения уровня триглицеридов, жирных кислот, липопротеинов низкой плот-
ности, холестерина, связанных с этими нарушениями воспалительных изменений
и возможного усиления клеточной пролиферации в некоторых тканях-мишенях,
что может быть одним из факторов предрасположенности к возникновению онко-
логических заболеваний как значимого элемента в перечне основных неинфекци-
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онных заболеваний человека, частота которых, как хорошо известно, выраженно
нарастает с возрастом.

Прежде чем более подробно поговорить об основных неинфекционных заболе-
ваниях, следует рассмотреть в дополнение к сказанному выше об отдельных разделах
ГГС, изменения с возрастом со стороны репродуктивной системы. Это касается, в
первую очередь, особенностей продукции половых гормонов, в частности, эстро-
генов, повышение активности которых и изменение соотношения их фракций мо-
гут играть роль в развитии опухолей молочной железы и тела матки. Как правило,
считается, что уровень гонадотропинов у женщин вырастает с выключением функ-
ции яичников. Яичник после утраты фолликулов больше не производит эстроге-
нов и ингибина В, которые регулировали в репродуктивном периоде продукцию
гонадотропинов; в результате в менопаузальном возрасте снижается содержание
эстрогенов и растет уровень гонадотропинов. Однако до наступления менопаузы,
начиная с 45 лет (когда могут быть инициированы процессы канцерогенеза, кото-
рые проявятся через несколько лет), на фоне сохраненной функции яичников на-
блюдаются изменения в регулярности менструального цикла. Это происходит за
счет снижения числа примордиальных фолликулов, а затем малых фолликулов и
продуцируемого в них ингибина В [57]. Это позволяет думать, что еще до наступле-
ния менопаузы в т.н. позднем пременопаузальном репродуктивном периоде в ги-
поталамусе уже могут происходить изменения в продукции гонадотропинов. При
сравнении уровня гонадотропинов у женщин в возрасте 23–30 и 48–49 лет показа-
но, что уровень фолликостимулирующего и лютеинизирующего гормонов, изме-
ренный на 6-ой день фолликулярной фазы, был выше во втором случае. При по-
следующем анализе было показано, что подъем уровня фолликостимулирующего
гормона на фоне сохраненного цикла начинался за 5–6 лет, а лютеинизирующего
гормона за 3–4 года до наступления менопаузы [58]. Может ли некоторая стимуля-
ция функции яичников в течение 5–6 лет до наступления менопаузы быть причи-
ной относительной гиперэстрогении в этот период, требует дополнительного изуче-
ния. В то же время следует подчеркнуть, что раннее повышение уровня фолликости-
мулирующего гормона (и в меньшей степени лютеинизирующего) расценивается
как фактор, предрасполагающий к развитию предиабета, диабета и инсулинорези-
стентности [59], что может рассматриваться как еще одно звено связи состояния
ГГС с развитием основных неинфекционных заболеваний.

При исследовании в сопоставлении с гонадотропинами уровня эстрадиола и
прогестерона у женщин 19–39 и 40–50 лет было показано, что у женщин старшей
группы менструальный цикл был короче, хотя различий в уровне фолликостиму-
лирующего и лютеинизирующего гормонов отмечено не было [60]. В то же время в
работе Brink и соавт. было продемонстрировано, что при наличии нарушений в лютеи-
новой фазе цикла (персистенция желтого тела) в группе позднего (45–55 лет) репро-
дуктивного возраста по сравнению с женщинами 18–35 лет был повышен уровень
эстрадиола (184 нг/л против 79 нг/л) и ингибина B (25.3 нг/л против 12.7 нг/л) и
снижен уровень прогестерона (6.98 мкг/л против 13.8 мкг/л) [61].

Может рассматриваться и такой феномен, как относительная гиперэстрогения,
чему способствует “перевесу” фолликостимулирующего гормона над ингибином В
и эстрадиола над прогестероном [62]. Добавим, что удаление яичников у женщин в
постменопаузе не влияет на секрецию гонадотропин-рилизинг гормона, т.е. в этот
период яичники не являются доминантным регулятором ГГС [63].

В то же время синтез эстрогенов в жировой ткани продолжается и в менопаузе,
что затрагивает и такое депо как “адипозный орган” молочной железы, повышая
при этом риск развития маммарной карциномы [64].

В мужском организме, в отличие от женского (в случае эстрогенов), как прави-
ло, не наблюдается резкого снижения продукции андрогенов в каком-то опреде-
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ленном возрасте. Этот процесс может идти очень медленно, и у части мужчин уро-
вень тестостерона до старости сохраняется в нормальных пределах. Тем не менее, у
большинства мужчин имеет место снижение продукции андрогенов по мере старе-
ния. Согласно некоторым исследованиям, механизм этого снижения не совсем
ясен. Высказывались соображения, что ведущим является уменьшение централь-
ной регуляции за счет снижения гонадотропин-рилизинг гормона, а также умень-
шение чувствительности клеток Лейдига к действию лютеинизирующего гормона
и нарушение отрицательной обратной связи между “периферией” и гонадотропи-
нами. Какой из этих трех механизмов является первичным, требует уточнения [65].

Тем не менее, следует подчеркнуть, что главную роль в развитии и прогрессии
рака предстательной железы играют андрогены (не обязательно в высокой концен-
трации) и рецепторы андрогенных гормонов в клетках простаты. Это доказывает-
ся, в первую очередь, эффективностью в лечении рака простаты антиандрогенных
препаратов и агонистов рецепторов гонадотропин-рилизинг гормона, вызываю-
щих снижение продукции эндогенных тестикулярных гормонов.

Однако прямых доказательств гиперандрогении тестикулярного происхождения у
пациентов с опухолями предстательной железы не получено. С одной стороны, с воз-
растом снижается уровень свободного тестостерона и биологическая активность ан-
дрогенов в тканях-мишенях, что влечет за собой уменьшение мышечной массы и ми-
неральной плотности костей и увеличение объема висцерального жира [66]. В то же
время снижение уровня этой фракции тестостерона может быть незначительным, хо-
тя следует отметить, что секреция лютеинизирующего гормона при этом повышает-
ся, и это повышение достоверно положительно коррелирует с возрастом [67]. Суще-
ственную роль в создании относительной гиперандрогении может играть возникаю-
щее по мере старения нарушение циркадного ритма продукции тестостерона, что,
главным образом, зависит от изменений на уровне гипоталамо-гипофизарной регу-
ляции [68, 69]. В частности, это показано и по изменению характера выброса лютеи-
низирующего гормона у пожилых людей в ответ на стимуляцию лютеинизирующего-
го гормона – рилизинг гормона [70]. В работе роттердамской группы исследователей,
проведенной на 3048 мужчинах с опухолями предстательной железы и на здоровых
лицах, продемонстрировано, что при раке простаты все же повышено содержание в
крови свободного тестостерона, но также и ДЭА-сульфата [71].

Отметим, что определенную роль в генезе рака предстательной железы могут иг-
рать, наряду с ДЭА-сульфатом, и другие фракции андрогенов надпочечников – как
источник гормонов после орхиэктомии, а также и активность фермента 5альфа-ре-
дуктазы, обеспечивающего синтез дигидротестостерона [72] непосредственно в
ткани опухоли.

Отдавая должное проблеме потенциальных взаимосвязей состояния ГГС и пе-
риферических эндокринных желез в формирования риска возникновения опухо-
лей гормонозависимых тканей, следует отметить, что злокачественные новообра-
зования, наряду с атеросклерозом, предшествующим сосудистой патологии (кар-
диоваскулярной и цереброваскулярной), и сахарным диабетом 2 типа, нередко
рассматриваются на единой платформе ведущих неинфекционных заболеваний на
том основании, что они развиваются и выявляются особенно активно по мере ста-
рения и, как полагают, на фоне сходных возраст-ассоциированных метаболиче-
ских и гормональных изменений [27, 73]. При всей значимости подобных заключе-
ний, поддерживаемых многими исследователями, справедливости ради следует от-
метить, что постепенно накапливаются свидетельства и определенного несходства
в этом отношении отдельных основных неинфекционных заболеваний между со-
бой [74], что, как видно, заслуживает дополнительного анализа.

Говоря об отдельных неинфекционных заболеваниях, достаточно хорошо из-
вестно, что ведущее место среди основных причин смертности занимает ишемиче-
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ская болезнь сердца (ИБС). По определению комиссии ВОЗ, ИБС представляет
собой острую или хроническую дисфункцию, возникающую в результате абсолютного
или относительного уменьшения снабжения миокарда артериальной кровью.
К факторам риска ИБС, наряду с атеросклерозом, относят также артериальную ги-
пертонию, сахарный диабет, ожирение и возраст. Отмечены и определенные ген-
дерные различия заболеваемости. По данным московской клиники, в которую обра-
щались пациенты с ИБС, показано, что 71% пациентов имел возраст старше 60 лет и
число заболевших мужчин было в 2.8 раза выше, чем число женщин [75]. Результа-
ты, представленные ВОЗ по нескольким странам, включая Россию, а также Китай
и Мексику, свидетельствуют о том, что ИБС и инсульт являются ведущими причи-
нами смерти. Стандартизированное по возрасту распространение ИБС в России
составило 47.5% по сравнению с 9.5% в Южной Африке [76], указывая на возмож-
ную роль этнических особенностей и образа жизни.

Максимальный уровень совокупной онкологической заболеваемости в популя-
ции России отмечается в возрасте 75–79 лет. Соотношение показателей мужского
и женского населения различается в разных возрастных группах – в 50–59 лет оно
равно 1.0, в 60–69 –1.6, в 70–79 лет – 1.9. В возрастной группе 60 лет и старше у
мужчин доминируют опухоли легких (17.3%), предстательной железы (18.4%) и ко-
жи (12.4%), у женщин опухоли кожи (20.2%), молочной железы (18.1%), ободочной
кишки (8.9%) и тела матки (7.5%) [77].

Заболеваемость раком молочной железы растет после 50 лет и половина новых
случаев выявления этой патологии отмечается в 65 лет и старше [78, 79]. Учиты-
вая дальнейший рост числа пожилых людей в популяции, в частности, в США к
2030 г. ожидают экспоненциальный рост пожилых женщин с опухолями молоч-
ной железы [80].

Второе место после рака молочной железы по частоте возникновения у женщин
и первое среди злокачественных новообразований гинекологической области за-
нимает рак эндометрия. Возникновение рака эндометрия, как правило, также свя-
зано с возрастным фактором. В работе 2016 г. приводятся данные, что за предше-
ствующие 20 лет смертность от рака эндометрия выросла более, чем на 100%. Сред-
ний возраст больных раком эндометрия составляет 63 года и подчеркивается, что
100% опухолей обнаруживаются после 50 лет [81]. В России максимальное число
случаев рака эндометрия выявляется в возрасте 55–69 лет (средний возраст 62.4 го-
да), хотя определенный уровень заболеваемости отмечается и в репродуктивном
периоде [82], когда состояние ГГС, как говорилось выше, отличается от особенностей
функционирования этой системы в менопаузе. По степени гормонозависимости ранее
выделяли 2 типа рака эндометрия – I и II, причем I тип наблюдался у 60–70% больных
и помимо гиперэстрогении при нем выявлялись такие присущие пожилому воз-
расту нарушения, как ожирение, сахарный диабет 2 типа и гипертоническая бо-
лезнь [83]. Однако более поздние исследования показали, что и при втором типе
рака эндометрия, который характеризуется более агрессивным течением, также
имеется связь с ожирением и диабетом [84]. С ожирением связывают 57% от всех
случаев рака эндометрия, зарегистрированных в США [85]. В недавнее время все
чаще используется подразделение рака эндометрия не на два, а на четыре молеку-
лярно-биологических типа [86], и хотя первые сравнительные сопоставления гор-
монально-метаболического статуса (включая частоту диабета) у женщин с отдель-
ными типами этого рака уже проводились [87], оценка состояния ГГС при этих ти-
пах еще подлежит изучению.

К опухолям, возникающим преимущественно в пожилом возрасте, относится и
рак предстательной железы. При анализе 349517 больных раком предстательной
железы, заболевших в США с 2007 по 2012 гг. показано, что 89.7% пациентов имели
возраст старше 55 лет [88]. В России рак предстательной железы в 2004 г. составлял
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6.9%, а в 2009 г. – уже 10.7% среди всех злокачественных новообразований мужско-
го населения [89].

Особенностью рака предстательной железы, отличающей его от ряда других но-
вообразований, является инверсная связь между заболеваемостью карциномой
простаты и частотой развития сахарного диабета 2 типа [90], причины чего продол-
жают изучаться. Тем не менее, факторы, сопряженные с метаболическим синдро-
мом, являются факторами риска рака предстательной железы, возможно, за счет
других элементов, составляющих основу этого синдрома, включая инсулинорези-
стентность и висцеральное (центральное ожирение), при котором нарушения в со-
стоянии ГГС и некоторые другие особенности выражены в большей степени, чем
при превалировании подкожного жирового депо [91]. В результате эти изменения
способствуют развитию хронического воспалительного процесса, сопровождаю-
щегося продукцией провоспалительных цитокинов адипоцитами и иммунными
клетками, что создает среду, благоприятную для развития опухолей [92]. Предпо-
лагается, что метаболические нарушения могут быть первичными в снижении
уровня тестостерона, так как негативная связь между параметрами, характеризую-
щими метаболический синдром, и уровнем тестостерона, по некоторым данным,
может возникать и независимо от возраста [93].

Необходимо учитывать также роль ИФР-1 и других ростовых факторов и гормо-
нов, влияющих на процессы пролиферации, что следует сопоставить с данными о
том, что во многих опухолях и, в частности, в ткани рака молочной железы и про-
статы обнаружены рецепторы инсулина и ИФР-1, объясняющие передачу как ме-
таболического, так и пролиферативного сигнала [94, 95].

Наряду с инсулином и рядом ростовых факторов, глюкоза также может участво-
вать в реализации процессов канцерогенеза. Показано, что помимо влияния на кле-
точное размножение, глюкоза может обладать и прогенотоксическим действием. По-
добный эффект глюкозы может объясняться ее способностью стимулировать образо-
вание в митохондриях реактивных форм кислорода, которые оказывают воздействие,
постепенно приводящее к геномным и хромосомным повреждениям [96, 97].

По аналогии с событиями, выявленными при болезни Альцгеймера, когда нару-
шенный метаболизм глюкозы сочетался с дисфункцией митохондрий и оксидатив-
ным повреждением ДНК в клетках головного мозга [98], можно ожидать, что такие
же процессы могут быть свойственны и “традиционным” возрастным изменениям
состояния ГГС, приводя, как следствие, в том числе, к выраженным метаболиче-
ским сдвигам и предрасположенности к развитию некоторых обсуждавшихся вы-
ше основных неинфекционных заболеваний.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Поскольку возрастные изменения метаболических показателей, проявляющиеся
ожирением, резистентностью к инсулину, гиперлипидемией и зачастую индуциру-
емые изменением состояния ГГС, связаны в немалом числе случаев с развитием
патологии, которая, будучи обозначена как основные неинфекционные заболева-
ния, в сегодняшнем мире является основной причиной смертности, несомненно,
следует считать оправданными меры по предупреждению или ослаблению прояв-
лений обсуждавшихся обменных нарушений путем изменения особенностей пита-
ния, физической активности, некоторых фармакологических препаратов (типа ан-
тидиабетических бигуанидов [27, 99], глифлозинов, ряда гиполипидемических
средств [100]) и отказа от курения (в частности, потому, что в результате курения
возрастает частота сахарного диабета 2 типа, прогрессируют его осложнения, ме-
няется состояние ГГС, приводящее к ранней менопаузе, и т.д. [101, 102]).
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This review contains basic information about the hypothalamo-pituitary system (HPS)
and its parts; characterizes the role of age (focusing on aging) as a factor associated with
changes in the state of HPS mediating predisposition to the chronic non-communicable
human diseases, NCDs (in particular, such tumors as breast cancer, endometrial and pros-
tate cancer; coronary heart disease as the leading cardiovascular pathology and type 2 dia-
betes) with the involvement of an important hormonal-metabolic complex based on obesi-
ty, insulin resistance, glucose intolerance, insulin-like growth factor-1 and shifts in the re-
productive and hypothalamic-pituitary-adrenal system. Additionally, changes of HPS
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status under stress, in case of disturbances of physiological rhythms and under the influ-
ence of a gender factor are mentioned. The review is summarized by information on possi-
ble measures to prevent NCDs, based on taking into account – among other approaches -
the role of the HPS and the consequences of disruption of its functioning. The text of the
review also touches upon the fact that, along with the widely recognized similarity of hor-
monal and metabolic factors that create a platform for the development of different
NCDs, there are examples of their dissimilarities, which needs further research.

Keywords: hypothalamo-pituitary system, age, main non-communicable diseases, pre-
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Альфа-меланоцитстимулирующий гормон (α-МСГ) обладает широким спек-
тром биологических активностей и продуцируется в гипофизе, гипоталамусе,
стволе мозга, гиппокампе и ряде периферических тканей. α-МСГ и активируемые
им рецепторы критически вовлечены в процессы регуляции энергетического ба-
ланса и массы тела. Существует очень тесная взаимосвязь на функциональном и
нейроанатомическом уровнях между системой регуляции энергетического ба-
ланса и нейроэндокринного стрессового ответа. Обзор cфокусирован на вовле-
ченности α-МСГ в регуляцию гипоталамо-гипофизарной оси (ГГО). Данные,
полученные с помощью центрального введения α-МСГ и его аналогов и с ис-
пользованием генетически модифицированных животных, свидетельствуют о
том, что α-МСГ аркуатного ядра гипоталамуса активирует ГГО как напрямую,
так и через ряд промежуточных структур мозга, в том числе, через медиальную
область миндалины. В связи с важнейшей ролью миндалины в интеграции стрессо-
вого ответа на нейроэндокринном и поведенческом уровнях, очевидно, что α-МСГ
является важным участником этого процесса. Роль этого пептида в регуляции
ГГО другими лимбическими структурами, гиппокампом и префронтальной ко-
рой остается неисследованной. Хотя основную роль в регуляции активности
ГГО, по-видимому, играют меланокортиновые рецепторы MC4R, ряд данных
указывает на возможное участие и рецепторов MC3R или MC5R. Известная про-
тивовоспалительная активность α-МСГ проявляется в его способности ослаблять
вызванную центральным воспалением активацию ГГО. Гипофизарный α-МСГ сек-
ретируется в кровоток при стрессовом ответе, однако, в отличие от АКТГ его
секреция не тормозится глюкокортикоидами и стимулируется адреналином.
Роль циркулирующего α-МСГ в стрессовом ответе остается неясной, но его воз-
можной функцией является независимая от глюкокортикоидов негативная регу-
ляция ГГО.

Ключевые слова: альфа-меланоцитстимулирующий гормон, гипоталамо-гипо-
физарная ось, стресс, аркуатное ядро, меланокортины, кортиколиберин, тирео-
либерин
DOI: 10.31857/S0869813920060047

Альфа-меланоцитстимулирующий гормон (α-МСГ) является пептидом, состоя-
щим из 13 аминокислотных остатков (Ac-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-
Gly-Lys-Pro-Val-NH2) и соответствующим N-концевой трети (последовательно-
сти 1–13) адренокортикотропного гормона (АКТГ). В 1916 г. было обнаружено, что
удаление гипофиза у головастиков приводит к потере ими темно-коричневой
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окраски, и поиск гипофизарных факторов с меланоцитстимулирующей активно-
стью привел к выделению в 1955 г. пептида, получившего свое название в связи со
способностью вызывать потемнение меланоцитов (меланофоров) у земноводных,
рептилий и рыб [1], и затем к идентификации родственных пептидов β-МСГ и трех
видов γ-МСГ, различающихся длиной аминокислотной цепи [2]. В дальнейшем
для α-МСГ, продуцирующегося у всех позвоночных, был показан очень широкий
спектр биологических активностей, в том числе поведенческие, когнитивные, ней-
ропротекторные, противовоспалительные и антимикробные эффекты [2–4], что
делает этот пептид интересным объектом исследования как с точки зрения его ро-
ли в разнообразных физиологических процессах, так и с точки зрения использова-
ния его или родственных ему соединений для воздействия на различные патоло-
гии. Интерес к α-МСГ и активируемым им рецепторам существенно возрос в связи
с его критической вовлеченностью в процессы регуляции энергетического баланса
и массы тела [5]. В то же время, существует очень тесная взаимосвязь на функцио-
нальном и нейроанатомическом уровнях между системой регуляции энергетиче-
ского баланса и нейроэндокринного стрессового ответа, что отражается, в частно-
сти, в высокой коморбидности связанных с ожирением патологий и связанных со
стрессом психических расстройств [6]. Целью данного обзора являлось рассмотре-
ние накопленных к настоящему времени данных о роли α-МСГ в функционирова-
нии гипоталамо-гипофизарной оси (ГГО).

Периферический α-МСГ. α-МСГ в организме продуцируется в гипофизе (глав-
ным образом, в промежуточной доле у грызунов и в дистальной части у человека),
в мозге (преимущественно, в гипоталамусе) и в периферических тканях, в том чис-
ле в иммунных клетках, кератиноцитах и клетках желудочно-кишечного тракта [2,
7]. Наиболее интенсивная продукция α-МСГ происходит в гипофизе – сравнение
концентраций пептида в тканях гипофиза и мозга крысы показывает, что уровни
α-МСГ в задней доле гипофиза на 2–3 порядка выше, чем в передней доле (области
продукции АКТГ), и на четыре порядка выше, чем в гипоталамусе и эпифизе [8]. Из
промежуточной доли гипофиза α-МСГ секретируется в кровоток, причем при
стрессовом ответе секреция резко усиливается [9–13]. Стимулирующий секрецию
АКТГ из гипофиза пептидный фактор CRF (corticotrophin-releasing factor; другие
его названия – corticotrophin-releasing hormone (CRH) и кортиколиберин) вызыва-
ет выброс также и α-МСГ, при этом глюкокортикоиды ингибируют выброс АКТГ,
но не ингибируют выброс α-МСГ [14]. Аналогичное влияние глюкокортикоидов на
секрецию АКТГ и α-МСГ обнаружено при иммобилизационном стрессе [13]. Акти-
вация при стрессе симпатоадреналовой системы и соответствующее повышение
уровней адреналина стимулирует выброс α-МСГ, но не АКТГ [12, 13]. Таким обра-
зом, несмотря на то, что стрессовый ответ включает выброс в кровоток из гипофи-
за и α-МСГ и АКТГ, регуляция их секреции существенно различается.

Рецепторы α-МСГ. Клеточные рецепторы, активируемые α-МСГ, активируются
также и АКТГ и образуют семейство меланокортиновых рецепторов (MCR), состо-
ящее из пяти известных к настоящему времени подтипов. Меланокортиновые ре-
цепторы являются семидоменными трансмембранными белками, сопряженными
с G-белками [15]. α-МСГ активирует четыре подтипа (MC1R, MC3R, MC4R,
MC5R) [2, 3, 15], а рецепторы MC2R, ответственные за адренокортикотропную ак-
тивность АКТГ, активируются только АКТГ и его фрагментами длиннее, чем 1–16
[16]. В мозге обнаружена экспрессия меланокортиновых рецепторов MC3R, MC4R
и MC5R [15, 17]. Сродство α-МСГ ко всем активируемым им меланокортиновым
рецепторам выше, чем у АКТГ [18]. Наиболее высокую аффинность α-МСГ имеет
к MC1R (Ki в субнаномолярном диапазоне), более низкую к MC3R (Ki в наномоляр-
ном диапазоне – более 10 нмоль/л) и MC4R (Ki в субмикромолярном диапазоне –
более 200 нмоль/л) и наименьшую – к MC5R (Ki находится в микромолярном диа-
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пазоне) [18]. К эндогенным антагонистам MCR относится белок агути (131 амино-
кислотных остатка), экспрессирующийся в периферических тканях и являющийся
антагонистом MC1R и MC4R, и родственный ему белок, AGRP (Agouti Gene-Related
Protein, 112 аминокислотных остатка), экспрессирующийся в гипоталамусе и явля-
ющийся мощным антагонистом (или обратным агонистом) MC3R и MC4R с аф-
финностью в наномолярном диапазоне [2, 15, 19]. Интересно, что эндогенными
агонистами активируемых α-МСГ меланокортиновых рецепторов в микромоляр-
ном диапазоне концентраций являются представители подсемейства β-дефенси-
нов – коротких (38–42 аминокислотных остатка) многофункциональных пептидов
с выраженными антимикробными свойствами и имеющих отличное от α-МСГ
происхождение [20]. β-дефенсины экспрессируются, в частности, в мозге [21] и
проявляют центральные эффекты – так, показано, что внутрижелудочковое введе-
ние этих пептидов снижает после голодания потребление корма и массу тела у мы-
шей и крыс [20, 22]. Таким образом, этот третий класс эндогенных лигандов мела-
нокортиновых рецепторов может играть важную (но пока малоисследованную)
роль в функционировании меланокортиновой системы мозга в норме и при раз-
личных патологиях.

Продукция α-МСГ. α-МСГ практически не проникает через гематоэнцефаличе-
ский барьер [23]. В отличие от анорексигенных эффектов центрального α-МСГ до
настоящего времени не обнаружено такого же влияния периферического α-МСГ.
Удаление гипофиза не снижает, но повышает уровни α-МСГ в гипоталамусе по
меньшей мере на протяжении трех недель [8], что свидетельствует об автономном
источнике α-МСГ в мозге. α-МСГ продуцируется из прогормона-белка проопио-
меланокортина (ПОМК), являющегося предшественником целого ряда биологи-
чески активных пептидов, причем в разных тканях посттрансляционный процес-
синг ПОМК различен [2, 24, 25]: в передней доле гипофиза образуются N-терминаль-
ный фрагмент ПОМК, АКТГ, β-липотропин и в небольшом количестве γ-липотропин
и β-эндорфин; в промежуточной доле, головном мозге и коже происходит даль-
нейший процессинг АКТГ с образованием α-МСГ и кортикотропиноподобного
пептида промежуточной доли (CLIP), процессинг β-липотропина до β-МСГ и β-эн-
дорфина, и образование γ-МСГ из N-терминального фрагмента. Важным, но недо-
статочно исследованным моментом является вероятная модификация эффектов ме-
ланоцитстимулирующих гормонов другим продуктом ПОМК, эндогенным опиои-
дом β-эндорфином. Например, показано, что при центральном введении этого
пептида происходит стимуляция гипоталамической продукции и секреции CRF [26].
При процессинге ПОМК происходят дополнительные модификации пептидов, та-
кие как ацетилирование, амидирование, фосфорилирование и метилирование, ко-
торые могут существенно влиять на активность и стабильность пептидов [24, 25].
В промежуточной доле гипофиза и стволе мозга (в ядре одиночного пути, nucleus
tractus solitarius) происходит ацетилирование α-МСГ с N-конца и амидирование с
C-конца, однако предполагается, что в гипоталамусе преимущественно присутству-
ет дезацетилированная форма α-МСГ [24], имеющая более высокую аффинность к
MC3R, MC4R и MC5R, чем ацетилированная [18]. В мозге α-МСГ продуцируется в
экспрессирующих ПОМК нейронах (ПОМК-нейроны), причем значительная их
часть является также и ГАМК-ергическими или глутаматергическими [27], часть
является холинергическими [28], и почти все ПОМК-нейроны продуцируют пеп-
тид CART (cocaine- and amphetamine-regulated transcript) [27]. Таким образом, пере-
дача сигнала α-МСГ осуществляется во взаимодействии с классическими нейро-
трансмиттерами, что может существенно модифицировать их действие [29].

ПОМК и α-МСГ в мозге. В отличие от AGRP, экспрессирующегося в мозге исклю-
чительно в аркуатном (дугообразном) ядре [30, 31], α-МСГ продуцируется по мень-
шей мере в нескольких отделах мозга – аркуатном ядре, ядре одиночного пути [32, 33]
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и гиппокампе [34]. Экспрессия ПОМК обнаружена также и в миндалине [35], меди-
альной префронтальной коре, прилежащем ядре (nucleus acumbens), вентральной об-
ласти покрышки (ventral tegmental area, VTA) и ряде других областей мозга [36, 37].
Наиболее высокие уровни α-МСГ найдены в аркуатном ядре, в других отделах мозга
уровни α-МСГ значительно ниже [38]. Оценка числа ПОМК-нейронов в мозге мыши
указывает на преимущественное их нахождение в аркуатном ядре – более 3000 нейро-
нов и около 200 ПОМК-нейронов в ядре одиночного пути [32].

Ядро одиночного пути, аркуатное ядро, α-МСГ и гипофизотропные нейроны. Ядро
одиночного пути, находящееся в стволе мозга, и аркуатное (инфундибулярное у
приматов) ядро гипоталамуса являются тесно связанными друг с другом ведущими
центрами, участвующими в поддержании энергетического баланса [39, 40]. Эти же
области мозга играют важную роль в регуляции активности ГГО [41]. Аркуатное
ядро примыкает к срединному возвышению (median eminence), лишенному гема-
тоэнцефалического барьера, что позволяет нейронам аркуатного ядра быстро реа-
гировать на изменения состава крови, в частности, на уровни циркулирующих
факторов, контролирующих энергетический баланс [5, 42]. Более того, показано,
что ПОМК- и AGRP-нейроны аркуатного ядра имеют проекции во внешнюю зону
срединного возвышения [43]. Кроме того, аркуатное ядро служит важным центром
регуляции болевых ощущений [44]. Ядро одиночного пути через волокна блуждаю-
щего нерва получает информацию от внутренних органов, и такие стрессоры, как
болевые раздражители, гиповолемия и воспаление вызывают активацию норадре-
нергических нейронов этого отдела. Группы норадренергических и адренергиче-
ских нейронов ядра одиночного пути иннервируют область паравентрикулярного
ядра гипоталамуса (PVN), содержащую продуцирующие CRF гипофизотропные
нейроны, которые проецируются во внешнюю зону срединного возвышения и сек-
ретируют CRF в капилляры, соединяющие гипоталамус с гипофизом, осуществляя
стимуляцию выброса АКТГ в ответ на острые системные стрессоры [29, 45]. Нека-
техоламинергические нейроны ядра одиночного пути также участвуют в активации
ГГО, главным образом, в ответ на психогенные стрессоры и в регуляции ее актив-
ности при хроническом стрессе [46]. В то же время нет данных о прямой иннерва-
ции синтезирующих CRF нейронов PVN нейронами ядра одиночного пути, экс-
прессирующих ПОМК. Однако показана тесная связь между ПОМК нейронами
ядра одиночного пути и аркуатного ядра [47], причем две трети содержащегося в
ядре одиночного пути α-МСГ имеет происхождение из ПОМК-нейронов аркуат-
ного ядра [48]. В целом, несмотря на тесную связь и ядра одиночного пути и арку-
атного ядра с PVN, по-видимому, наибольшая роль в прямой регуляции функций
PVN принадлежит α-МСГ, имеющему происхождение из аркуатного ядра.

Аркуатное ядро тесно связано с PVN – показана значительная иннервация PVN
аксонами нейронов аркуатного ядра [49, 50], и, в частности, иннервация ПОМК- и
AGRP-нейронами аркуатного ядра нейронов PVN, синтезирующих CRF [51, 52] и
тиреолиберин (TRH) [53]. Функциональность этой иннервации подтверждается
тем, что внутрижелудочковое введение α-МСГ повышает уровень фосфорилирова-
ния (активации) регулирующего транскрипцию генов, кодирующих CRF и TRH,
фактора CREB в гипофизотропных CRH- и TRH-продуцирующих нейронах PVN
[54]. Введение в PVN NDP-МСГ, более стабильного аналога α-МСГ, приводило к
повышению уровней в крови АКТГ и кортикостерона [55]. Аналогичный эффект
вызывало и внутрижелудочковое введение α-МСГ [56]. Внутрижелудочковое вве-
дение во время эфирного стресса синтетического аналога α-МСГ меланотан-II,
активирующего те же подтипы меланокортиновых рецепторов, что и α-МСГ, вы-
зывало существенное повышение стимулированного уровня кортикостерона в
крови [57]. Введение α-МСГ ослабляло базальную и стимулированную принуди-
тельным плаванием секрецию пролактина, но повышало уровень базальной секре-
ции лютеинизирующего гормона [58]. Таким образом, центральное введение α-МСГ
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оказывает активирующее влияние на ГГО. Однако важным моментом является то,
что эти эффекты наблюдались на фоне функционирующей системы саморегуля-
ции гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой оси (ГГНО), осуществляемой, в
первую очередь, глюкокортикоидами и оказывающих тормозящее действие на ак-
тивность оси на центральном и периферическом уровнях [41, 59, 60]. В условиях от-
сутствия глюкокортикоидной регуляции ГГО (удаление надпочечников) внутриже-
лудочковое введение α-МСГ крысам, наоборот, ослабляло повышенную по сравне-
нию с ложнооперированными животными секрецию АКТГ и секрецию CRF [61].
В связи с этим, при интерпретации данных о влиянии α-МСГ и других соединений
на активность элементов ГГО в моделях in vitro, по-видимому, необходимо прини-
мать во внимание возможное изменение эффекта и его направленности в зависимо-
сти от наличия в изучаемой системе глюкокортикоидного ингибирования.

Трансгенные мыши с повышенной экспрессией N-концевой части ПОМК, что
обеспечивало повышение уровней α-МСГ и γ3-МСГ (агонист преимущественно
MC3R), также проявляли пониженный базальный и вызванный иммобилизацион-
ным стрессом уровни пролактина при неизменных базальном и стимулированном
уровнях кортикостерона [62]. В данной модели повышенная продукция мелано-
цитстимулирующих гормонов имела место не только в мозге, но и во всех других
тканях, в связи c чем наблюдалась более темная окраска мышей [63]. Так как повы-
шенная продукция меланоцитстимулирующих гормонов происходила и в гипофи-
зе, отсутствие влияния повышенных уровней α-МСГ и γ3-МСГ в мозге на уровни
кортикостерона, возможно, связано с тормозящим влиянием увеличенных коли-
честв циркулирующих МСГ на активность ГГО.

Роль α-МСГ аркуатного ядра в регуляции функций PVN подтверждается изме-
нениями энергетического баланса и ответа на острый стресс у животных с повре-
ждением связей между аркуатным ядром и PVN [64]. Крысы с поврежденными
связями по сравнению с ложнооперированными имели более высокий прирост
массы тела, более высокое потребление корма и пониженный уровень АКТГ в
плазме после острого иммобилизационного стресса, проведенного через неделю
после операции. При этом у крыс с повреждением связей наблюдалось обеднение
PVN пептидами α-МСГ и нейропептид Y (NPY), их накопление перед местом по-
вреждения и снижение экспрессии CRF в PVN.

Интересно, что трансгенные мыши с нарушенной экспрессией ПОМК в нейро-
нах мозга и нормальной экспрессией ПОМК в гипофизе имели повышенную экс-
прессию CRF в PVN, повышенные базальные уровни АКТГ и кортикостерона в
крови, гипертрофированную кору надпочечников и демонстрировали более низ-
кие уровни АКТГ при остром иммобилизационном стрессе [65]. Таким образом,
хроническое отсутствие агониста меланокортиновых рецепторов в мозге стимули-
рует базальную активность ГГО, но ослабляет ее активацию при иммобилизацион-
ном стрессе. Механизмы этого явления требуют дальнейших исследований, однако,
блокирование центральных меланокортиновых рецепторов MC3R и MC4R у обе-
зьян внутрижелудочковым введением AGRP также вызывало повышение уровней
АКТГ и кортикостерона [66], и аналогичный эффект наблюдался при введении
AGRP в PVN крысы [55]. Меланокортиновые рецепторы обладают высокой кон-
ститутивной активностью и могут находиться в активированном состоянии в от-
сутствие связанного агониста [67]. Возможно, что базальная активность ГГО опре-
деляется диапазоном уровней активации центральных меланокортиновых рецеп-
торов (находящихся, например, в участвующих в стрессовом ответе PVN или
миндалине [45]), но выход как за верхнюю, так и за нижнюю границы вызывает ак-
тивацию ГГО. Однако мутация в гене, кодирующем MC4R, вызывающая потерю
функциональности рецептора, не приводила к изменениям базальных уровней
АКТГ и кортикостерона в крови, но приводила к значительному снижению инду-
цированных острым иммобилизационным стрессом уровней этих гормонов [68].
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Меланокортиновые рецепторы и эффекты α-МСГ на PVN. Важен вопрос о рецеп-
торах, через которые α-МСГ аркуатного ядра воздействует на CRF-нейроны в
PVN. Показано, что только 10–15% CRF-нейронов PVN крысы экспрессирует
мРНК для MC4R [69]. Однако внутрижелудочковое введение α-МСГ повышало
фосфорилирование CREB в 54% CRF-нейронов PVN [54]. Кроме того, введение
меланотана II приводило к генерализованному повышению экспрессии CRF в
PVN крысы [69], что противоречит тому, что относительно небольшое количество
CRF-нейронов экспрессирует MC4R [69]. Более того, в PVN взрослого человека
вообще не было обнаружено CRF-нейронов, экспрессирующих MC4R [70]. Инте-
ресно, что в этом же исследовании обнаружена экспрессия MC4R в нейронах PVN,
экспрессирующих аргинин-вазопрессин (АВП) и окситоцин, хотя и в значительно
меньшем числе нейронов, чем в супраоптическом ядре. Такие профили экспрес-
сии MC4R в PVN ставят вопрос о том, какой подтип меланокортиновых рецепто-
ров ответствен за стимуляцию α-МСГ продукции CRF в PVN. α-МСГ является
агонистом четырех из пяти известных в настоящее время подтипов меланокорти-
новых рецепторов. В PVN крысы обнаружена экспрессия трех из них как на уровне
мРНК, так и на уровне белка – MC3R, MC4R и MC5R, причем рецепторы на бел-
ковом уровне экспрессируются в соизмеримых количествах [17]. Таким образом,
существует возможность того, что стимуляция α-МСГ CRF-нейронов PVN осу-
ществляется не только через подтип MC4R, но и через MC3R или MC5R. Интерес-
но, что сообщалось об отсутствии влияния внутрижелудочкового введения крысам
агониста MC3R на уровни АКТГ и кортикостерона [71] и отсутствии экспрессии
мРНК для MC3R и в мелких, и в крупных нейросекреторных клетках PVN [72], что
повышает интерес к роли MC5R в регуляции активности ГГО. Требуется дальней-
шее исследование роли различных подтипов меланокортиновых рецепторов в сти-
муляции CRF-нейронов PVN, но биологическое значение участия в стимуляции
нескольких подтипов рецепторов может состоять в усилении гибкости ответа на
стимуляцию α-МСГ, осуществляемой за счет активации рецепторов разной аф-
финности к α-МСГ в различных CRF-нейронах при достижении его различных
концентраций в синаптической щели. Другое объяснение, также требующее даль-
нейших исследований, может состоять в более значительной роли АВП по сравне-
нию с CRF (например, у человека) при осуществляемой α-МСГ активации ГГО.
Несмотря на то, что ведущим фактором стимуляции выброса АКТГ из гипофиза
считается CRF, показано, что ведущую роль может играть и АВП [41, 73].

Кроме того, показано, что менее половины TRH-продуцирующих мелкоклеточ-
ных нейронов PVN экспрессируют MC4R [74], однако внутрижелудочковое введе-
ние α-МСГ вызывает повышение экспрессии TRH во всех нейронах этого типа [75].
ПОМК-нейроны аркуатного ядра проецируются во многие гипоталамические и
экстрагипоталамические области мозга [76, 77], и роль α-МСГ аркуатного ядра в
стимуляции CRF- и TRH-продуцирующих нейронов PVN может быть и непрямой,
то есть включать в себя передачу стимулирующих эти нейроны сигналов через дру-
гие отделы мозга. Действительно, нейроанатомические исследования свидетель-
ствуют о том, что значительное количество нейронов дорсомедиального ядра гипо-
таламуса, иннервирующих PVN, ассоциированы с аксональными терминалями,
содержащими α-МСГ [78]. Таким образом, сигналы аркуатного ядра, передавае-
мые с помощью α-МСГ, могут обрабатываться в дорсомедиальном ядре и через не-
экспрессирующие ПОМК нейроны поступать к CRF-и TRH-нейронам PVN.

Эмоциональный стресс и α-МСГ. ПОМК-нейроны аркуатного ядра иннервируют
не только области гипоталамуса и ствола мозга, но и другие структуры мозга, при-
чем иннервация ПОМК- и AGRP-нейронами практически идентична [79, 80]. Од-
нако такими метаболическими стрессорами, как голодание и глюкозная депривация,
преимущественно активируются AGRP-нейроны аркуатного ядра, и происходит по-
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давление активности ПОМК-нейронов [81, 82]. Напротив, значительно большая до-
ля ПОМК-нейронов аркуатного ядра по сравнению с AGRP-нейронами быстро ак-
тивируется в ответ не только на системные стрессоры, но и на стрессоры, имеющие
эмоциональную составляющую, такие как принудительное плавание и иммобили-
зация [82], что означает участие в активации лимбических областей мозга таких как
миндалина, гиппокамп, префронтальная кора [45]. ПОМК-нейронами иннервиро-
ваны различные области миндалины [79, 80], играющей важнейшую роль в интегра-
ции нейроэндокринного и поведенческого ответов на стрессоры [45]. Показано, что
при эмоциональном стрессе (иммобилизация) активация ГГО нарушается после
повреждения медиальной области миндалины, но не ее центрального ядра, в боль-
шей степени участвующего в ответе на системные стрессоры, такие как, например,
системное воспаление [83]. В медиальной области миндалины обнаружена значи-
тельная экспрессия мРНК для MC4R [72, 84]. Острый иммобилизационный стресс
вызывает активацию нейронов этой области, экспрессирующих MC4R, что с уче-
том иннервации медиальной области ПОМК-нейронами аркуатного ядра [79, 80]
указывает на их активацию под действием α-МСГ аркуатного ядра [85]. При этом
введение селективного агониста рецепторов MC4R в медиальную область миндалины
вызывало повышение уровня кортикостерона в крови, а введение антагониста
SHU9119, являющегося антагонистом MC3R и MC4R, не влияло на базальный
уровень кортикостерона, но при остром иммобилизационном стрессе ускоряло
снижение его повышенного уровня до базальных значений [85]. Таким образом,
предполагается, что при действии эмоционального стрессора (иммобилизация)
под действием α-МСГ происходит активация меланокортиновых рецепторов
MC4R нейронов медиальной области миндалины, иннервируемых аксонами
ПОМК-нейронов аркуатного ядра, и это повышает активацию ГГО, что приводит
к повышению уровня кортикостерона в крови. В настоящее время неясно, как в
этом случае происходит активация секреторных CRF-нейронов в PVN, так как
миндалина и другие лимбические структуры не имеют проекций в PVN или имеют
их в малой степени [86, 87]. Предполагается, что активация является непрямой и
включает активацию нейронов ядра ложа концевой пластинки (bed nucleus of stria
terminalis, BNST) [68, 85, 88], играющей важнейшую роль в обработке сигналов от
лимбических структур при действии эмоциональных стрессоров и активации ГГО
[86, 87]. При этом важным нерешенным вопросом остается выяснение молекуляр-
ных и нейроанатомических путей, приводящих к активации ПОМК-нейронов ар-
куатного ядра при воздействии эмоциональных стрессоров.

Воспалительная активация ГГО и α-МСГ. Хорошо известно, что ГГО активиру-
ется в ответ на системные и центральные воспалительные процессы [89, 90]. В то
же время α-МСГ обладает мощной противовоспалительной активностью [3, 7], и
можно было бы ожидать его влияния на активность ГГО в условиях нейровоспале-
ния. Действительно, внутрижелудочковое введение провоспалительного цитокина
IL-1β вызывало повышение уровня кортикостерона в крови, которое ослаблялось
при внутрижелудочковом введении α-МСГ [91]. Интересно, что аналогичный
эффект наблюдался при введении γ-МСГ, это указывает на вовлеченность подти-
па MC3R в ослабляющем влиянии α-МСГ на активность ГГО при нейровоспале-
нии [91]. Влияние α-МСГ на активность оси при нейровоспалении подтверждается
и тем, что внутрижелудочковое введение крысам антител против α-МСГ повышало
стимулированные центральным введением IL-1β уровни АКТГ и кортикостерона в
крови [92]. Таким образом, в условиях нейровоспаления продуцируемый в мозге
α-МСГ выступает как негативный регулятор активности ГГО.

Циркулирующий α-МСГ и ГГО. Если роль циркулирующих глюкокортикоидов в
регуляции активности ГГО хорошо исследована [41, 59, 60], то неизвестно, есть ли
влияние на нее циркулирующего α-МСГ. Как указывалось выше, α-МСГ выбра-
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сывается из гипофиза при стрессовом ответе, однако, его биологическая роль при
этом остается неясной. Как и АКТГ и глюкокортикоиды, α-МСГ обладает мощны-
ми противовоспалительными активностями, проявляет противомикробные эф-
фекты, и его присутствие в кровотоке может быть реакцией на повреждения или
подготовкой к ним. В отличие от АКТГ, циркулирующий α-МСГ не стимулирует
секрецию глюкокортикоидов из коры надпочечников и не проявляет их метаболи-
ческих эффектов и, таким образом, является защитным фактором без выраженных
негативных эффектов, сопровождающих длительное или чрезмерное повышение
уровней глюкокортикоидов. Кроме того, одной из функций циркулирующего α-МСГ
потенциально может являться регуляция активности нейронов аркуатного ядра.
ПОМК- и AGRP-нейроны аркуатного ядра имеют проекции во внешнюю зону
срединного возвышения [43], а в терминалях срединного возвышения обнаружены
специфические связывающие центры АКТГ и α-МСГ [93]. В то же время показана
негативная обратная регуляция экспрессии CRF в PVN, осуществляемая циркули-
рующим АКТГ [94], а меланокортиновые рецепторы MC2R, активируемые только
АКТГ, не экспрессируются во взрослом мозге [3, 15]. Таким образом, возможен
механизм тормозящего влияния циркулирующего α-МСГ на активность ГГО. Кос-
венным свидетельством в пользу этого предположения могут служить полученные
нами данные о предотвращении развития ангедонии и снижения массы тела у
крыс в условиях длительной гиперактивации ГГНО (хронический непредсказуе-
мый стресс) системным введением α-МСГ [95]. В связи с дерегуляцией ГГО при
связанных со стрессом патологиях, таких как депрессивные расстройства, изуче-
ние механизмов регуляции циркулирующим α-МСГ активности оси могло бы спо-
собствовать развитию новых подходов к лечению этих патологий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Существующие данные свидетельствуют о том, что α-МСГ аркуатного ядра спо-
собен активировать ГГО как напрямую, так и через ряд промежуточных структур
мозга, в том числе, через медиальную область миндалины. В связи с важнейшей
ролью миндалины в интеграции стрессового ответа на нейроэндокринном и пове-
денческом уровнях, очевидно, что α-МСГ является важным участником этого про-
цесса. Роль α-МСГ в регуляции ГГО другими лимбическими структурами, гиппо-
кампом и префронтальной корой остается неисследованной. Хотя основную роль в
регуляции активности ГГО играют меланокортиновые рецепторы MC4R, ряд дан-
ных указывает на возможное участие и рецепторов MC3R или MC5R. Известная
противовоспалительная активность α-МСГ проявляется в его способности ослаблять
вызванную центральным воспалением активацию ГГО. Гипофизарный α-МСГ секре-
тируется в кровоток при стрессовом ответе, однако, в отличие от АКТГ его секре-
ция не тормозится глюкокортикоидами и стимулируется адреналином. Роль пери-
ферического α-МСГ в стрессовом ответе остается неясной, но его возможной
функцией является независимая от глюкокортикоидов негативная регуляция ГГО.
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Alpha-Melanocyte-Stimulating Hormone 
as a Regulator of the Hypothalamic-Pituitary Axis

O. V. Dolotov*
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*e-mail: dolotov@img.ras.ru

Alpha-melanocyte-stimulating hormone (α-MSH) has a wide range of biological activi-
ties and is produced in the pituitary, hypothalamus, brain stem, hippocampus and pe-
riphery. α-MSH and its receptors are critically involved in the regulation of energy bal-
ance and body weight. At the functional and neuroanatomical levels, there is a very close
overlap between the regulation of energy balance and neuroendocrine stress response.
The review focuses on the involvement of α-MSH in the regulation of the hypothalam-
ic-pituitary (HP) axis. The effects of centrally administered α-MSH and its analogues,
and the data obtained from genetically altered animals indicate that α-MSH from the
arcuate nucleus both directly and indirectly, via the medial amygdala, activates the
HP axis. Since the amygdala plays a crucial role in the integration of behavioral and
neuroendocrine responses to stress, it is obvious that α-MSH is an important participant
in this process. The role of α-MSH in the regulation of the HP axis by other limbic
structures, such as the hippocampus and prefrontal cortex, remains unexplored. The
melanocortin MC4R receptor plays the main role in the activation of the HP axis. How-
ever, some data indicate the possible involvement of MC3R or MC5R receptors. The
well-known anti-inflammatory effects of α-MSH are consistent with its ability to atten-
uate neuroinflammation-induced activation of the HP axis. Like adrenocorticotropic
hormone (ACTH), pituitary α-MSH is secreted into the bloodstream during the stress
response. However, unlike ACTH, α-MSH secretion is stimulated by epinephrine, and
not inhibited by glucocorticoids. The role of circulating α-MSH in the stress response
remains unclear, but may involve glucocorticoid-independent negative regulation of the
HP axis.

Keywords: alpha-melanocyte-stimulating hormone, hypothalamic-pituitary axis, stress,
arcuate nucleus, melanocortins, corticotropin-releasing factor, thyrotropin-releasing
hormone
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Активность периферических звеньев гипоталамо-гипофизарно-гонадной и -ти-
реоидной осей регулируется гипофизарными гормонами – гонадотропинами и
тиреотропным гормоном (ТТГ), которые секретируются специализированными
клетками аденогипофиза. Лютеинизирующий гормон (ЛГ) и его гомолог хорио-
нический гонадотропин (ХГ) свои стероидогенные эффекты реализуют посред-
ством связывания с рецепторами ЛГ/ХГ, расположенными на поверхности кле-
ток Лейдига в семенниках и клеток теки и гранулезы зрелого фолликула в яични-
ках. Фолликулостимулирующий гормон (ФСГ) связывается с рецепторами ФСГ,
локализованными на поверхности клеток Сертоли в семенниках и клеток грану-
лезы примордиальных и созревающих фолликулов в яичниках, контролируя
процессы фолликулогенеза, сперматогенеза и стероидогенеза. ТТГ через актива-
цию рецептора ТТГ стимулирует синтез тиреоидных гормонов тироцитами щи-
товидной железы. Гонадотропины (ЛГ, ХГ, ФСГ) и ТТГ, которые с высоким
сродством связываются с внеклеточным доменом специфичных к ним G-белок-
сопряженных рецепторов, активируют сразу несколько сигнальных каскадов,
реализуемых через различные типы G-белков и β-аррестинов. Применяемые для
лечения репродуктивных дисфункций и во вспомогательных репродуктивных
технологиях рекомбинантные и выделенные из природных источников гонадо-
тропины имеют ряд недостатков, вследствие чего ведется разработка пептидных
и низкомолекулярных регуляторов рецепторов ЛГ/ХГ и ФСГ, взаимодействую-
щих с аллостерическими сайтами, локализованными в трансмембранном или
цитоплазматическом доменах рецепторов. Широкие перспективы в регуляции
репродуктивных функций и контроле фертильности открывает использование
адипокинов, пептидов инсулинового и релаксинового семейств, антидиабетиче-
ского препарата метформина, которые не только регулируют и модулируют ответ
гонад на гонадотропины, но и сами влияют на стероидогенез и созревание гамет.
В случае рецепторов ТТГ наиболее остро стоит проблема снижения их повышен-
ной активности при аутоиммунных и онкологических заболеваниях щитовидной
железы и при эндокринной офтальмопатии. Наиболее перспективными в этом
отношении являются разрабатываемые в настоящее время низкомолекулярные
инверсионные агонисты и нейтральные антагонисты, которые взаимодействуют
с аллостерическим сайтом, расположенным в трансмембранном домене рецеп-
тора ТТГ. Настоящий обзор посвящен современным достижениям в области раз-
работки и изучения эндогенных и синтетических регуляторов и модуляторов ре-
цепторов гонадотропинов и ТТГ, а также их влиянию на периферические компо-
ненты гипоталамо-гипофизарно-гонадной и -тиреоидной осей.

ОБЗОРНЫЕ 
И ПРОБЛЕМНЫЕ СТАТЬИ
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Функции репродуктивной системы регулируются через посредство гипоталамо-
гипофизарно-гонадной оси (ГГГ оси), которая включает три основных звена – ги-
поталамические нейроны, экспрессирующие гонадолиберин, рилизинг-фактор го-
надотропинов – лютеинизирующего (ЛГ) и фолликулостимулирующего (ФСГ)
гормонов, гонадотропоциты передней доли гипофиза, продуцирующие гонадотро-
пины, а также периферические (эффекторные) звенья гонадной оси – яичники у
женщин и семенники у мужчин, в которых осуществляется синтез половых стеро-
идных гормонов – прогестерона, тестостерона и эстрадиола, а также происходит
созревание генеративных клеток. Основными регуляторами стероидогенеза, фол-
ликулогенеза и сперматогенеза в гонадах являются гонадотропины, ЛГ и ФСГ, а
также различные формы хорионического гонадотропина (ХГ), который вырабаты-
вается на протяжении всего репродуктивного периода у мужчин и женщин в гона-
дотропоцитах гипофиза вместе с ЛГ (гипофизарная форма) или у женщин в первом
триместре беременности (плацентарная форма) [1–4].

ЛГ и ХГ свои регуляторные эффекты оказывают через специфичный к ним ре-
цептор ЛГ/ХГ, локализованный в клетках теки и гранулезы фолликулов яичников
или в клетках Лейдига семенников, в то время как эффекты ФСГ реализуются че-
рез связывание с рецептором ФСГ, который преимущественно локализован в
клетках гранулезы яичников и в клетках Сертоли семенников. Оба рецептора отно-
сятся к суперсемейству G-белок-сопряженных рецепторов (GPCR), характерной
особенностью которых является наличие трансмембранного домена, включающего
семь гидрофобных спирализованных участков, пронизывающих плазматическую
мембрану, соединенных тремя внеклеточными и тремя цитоплазматическими гид-
рофильными петлями, а также наличие N-концевого внеклеточного и С-концево-
го цитоплазматического доменов [2, 5–8]. В процессе активации рецепторов
ЛГ/ХГ и ФСГ гонадотропинами стимулируются сразу несколько внутриклеточных
сигнальных каскадов, что обусловлено множественностью их активных конформа-
ций, в каждой из которых рецепторы гонадотропинов могут эффективно взаимо-
действовать с каким-то одним типом гетеротримерных G-белков (Gs, Gi/o, Gq/11), с
регуляторными белками β-аррестинами или с адапторными белками APLL-семей-
ства [7, 9–11]. Через посредство Gs-белков гонадотропины стимулируют актив-
ность аденилатциклазы и цАМФ-зависимые сигнальные пути, которые являются
главной мишенью для ЛГ, ХГ и ФСГ и играют определяющую роль в регуляции
процессов стероидогенеза, фолликулогенеза, пролиферации и дифференцировки
клеток репродуктивной системы. Через посредство Gq/11-белков осуществляется
активация фосфоинозитид-специфичной фосфолипазы Сβ и регулируются сиг-
нальные каскады, зависимые от ионов кальция и различных изоформ протеинки-
назы С, в то время как через посредство активации β-аррестинов осуществляется
контроль эндоцитоза лиганд-рецепторных комплексов и регулируется активность
3-фосфоинозитидного пути и каскада митогенактивируемых протеинкиназ
(МАПК), ответственных за выживаемость и рост овариальных и тестикулярных
клеток. Важно отметить, что такой множественный ответ клеток репродуктивной
системы на гонадотропины отмечается не только у человека и млекопитающих, но
и у других представителей позвоночных животных, что свидетельствует об его кон-
сервативности и раннем происхождении в эволюции позвоночных животных [12].
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Стимулирующее влияние гонадотропинов на зависимые от них внутриклеточ-
ные сигнальные каскады в клетках-мишенях осуществляется посредством их свя-
зывания с высокоаффинным ортостерическим сайтом, расположенном в значитель-
ном по размеру внеклеточном домене рецепторов ЛГ/ХГ и ФСГ [5, 7]. Альтернатив-
ным вариантом регуляции, как стимуляции, так и ингибирования, активности этих
рецепторов является разработка низкомолекулярных регуляторов и модуляторов
их аллостерического сайта, локализованного в трансмембранном домене, в кото-
ром в подавляющем большинстве GPCR располагается ортостерический сайт [2, 13].
Наряду с этим функциональная активность зависимых от гонадотропинов сиг-
нальных каскадов в гонадах может регулироваться опосредованно пептидами ин-
сулинового и релаксинового семейств, в первую очередь инсулиноподобным факто-
ром роста-1 (ИФР-1), различными адипокинами, ингибиторами ароматазы, ответ-
ственной за конверсию андрогенов в эстрогены, витамином D3, антидиабетическим
препаратом метформином [2].

Важную роль в регуляции энергетического обмена, термогенеза, функциони-
рования костной ткани и нервной системы играет гипоталамо-гипофизарно-ти-
реоидная ось, которая, как и ГГГ ось, включает три основных звена – гипотала-
мические нейроны, секретирующие трипептид тиролиберин, рилизинг-фактор
тиреотропного гормона (ТТГ), тиреотропоциты аденогипофиза, продуцирующие
ТТГ в ответ на их стимуляцию тиролиберином, а также тироциты щитовидной же-
лезы, являющиеся эффекторным компонентом ГГТ оси, в которых осуществляется
синтез тироксина из тиреоглобулина и дальнейшая его конверсия в трийодтиро-
нин с помощью дейодиназ [14–16]. Стимулирующий эффект ТТГ на синтез тирео-
идных гормонов реализуется через посредство связывания гормона с рецептором
ТТГ, который также относится к суперсемейству GPCR и по структурно-функцио-
нальной организации сходен с рецепторами гонадотропинов. Высокоаффинное
связывание ТТГ осуществляется с ортостерическим сайтом, который формируется
внеклеточным доменом рецептора ТТГ. В отсутствие гормона внеклеточный до-
мен стабилизирует неактивную конформацию рецептора, но после связывания с
ТТГ ингибирующее влияние внеклеточного домена на трансмембранный домен
снимается, что приводит к активации рецептора ТТГ и запуску зависимых от него
внутриклеточных каскадов [17]. Наряду с ТТГ, активность рецептора ТТГ может
регулироваться специфичными к нему аутоантителами, которые способны ее как
стимулировать, так и ингибировать, и это является одной из причин аутоиммун-
ных заболеваний щитовидной железы и эндокринной офтальмопатии [18]. Гипер-
активация рецептора ТТГ, с одной стороны, приводит к быстрой его десенситиза-
ции и развитию резистентности тироцитов к ТТГ, и, с другой, может стать причи-
ной развития онкологических заболеваний щитовидной железы или ряда других
тканей, где также экспрессируются рецепторы ТТГ [19, 20]. Все это заставляет раз-
рабатывать как низкомолекулярные, так и полипептидные регуляторы рецептора
ТТГ, которые способны влиять на его функциональную активность, взаимодей-
ствуя с аллостерическими сайтами рецептора, одни из которых расположены в
спейсерном участке между внеклеточным доменом и первым гидрофобным транс-
мембранным участком, другие, как в случае рецепторов ЛГ/ХГ и ФСГ, в трансмем-
бранном домене.

Настоящий обзор посвящен современному состоянию проблемы регуляции ре-
цепторов гонадотропинов и ТТГ с помощью лигандов ортостерического и аллосте-
рического сайтов, а также влиянию на активность периферических звеньев ГГГ и
ГГТ осей других эндогенных регуляторов, включая адипокины и пептиды инсули-
нового и релаксинового семейств.



699ЭНДОГЕННЫЕ И СИНТЕТИЧЕСКИЕ РЕГУЛЯТОРЫ

ГОНАДОТРОПИНЫ И ДРУГИЕ ЭНДОГЕННЫЕ РЕГУЛЯТОРЫ
ТЕСТИКУЛЯРНОГО И ОВАРИАЛЬНОГО СТЕРОИДОГЕНЕЗА,

ФОЛЛИКУЛОГЕНЕЗА И СПЕРМАТОГЕНЕЗА

Гонадотропины, их природные и рекомбинантные формы

Гонадотропины, ЛГ, ХГ и ФСГ представляют собой гликопротеиновые гетеро-
димерные гормоны, состоящие из двух типов субъединиц – общей для каждого из них
α-субъединицы, кодируемой одним геном, и структурно различающихся β-субъеди-
ниц, которые определяют типовую принадлежность гонадотропина [5, 7, 21, 22].
Для ЛГ и ФСГ имеется по одному гену, кодирующему β-субъединицу, в то время
как для ХГ – шесть генов, кодирующих высокогомологичные β-субъединицы, ко-
торые различаются по механизмам регуляции транскрипции кодирующих их ге-
нов. При формировании гетеродимера α- и β-субъединицы переплетаются между
собой с образованием узловой структуры, стабилизированной внутримолекуляр-
ными, но не межмолекулярными, дисульфидными связями. Основной посттранс-
ляционной модификацией молекул гонадотропинов является их N-гликозилиро-
вание, мишенями которого являются два аспарагин-содержащих сайта в молекуле
α-субъединицы и еще один (ЛГ) или два (ФСГ, ХГ) таких сайта в молекуле β-субъ-
единицы. Структура модифицирующих α- и β-субъединицы N-гликанов, в том
числе степень их разветвленности и заряд концевых гликозильных остатков, силь-
но варьируют в зависимости от набора и функциональной активности гликозил-
трансфераз и гликозидаз в клетках, где синтезируются гонадотропины [22–25].
Так, в лютеотропоцитах, где синтезируются ЛГ и гипофизарный ХГ, набор ферментов
N-гликозилирования таков, что N-гликаны, модифицирующие их α- и β-субъедини-
цы, слабо разветвлены (в основном гибридные или двухантенные) и содержат зна-
чительное число сильнокислых остатков сульфатированного N-ацетилгалактозамина,
сопоставимое с числом менее кислых остатков сиаловой кислоты. В фолликулотропо-
цитах, где синтезируется ФСГ, преобладают ферменты N-гликозилирования, ката-
лизирующие синтез сильно разветвленных N-гликанов (преимущественно двух-,
трех- и четырехантенных) с преобладанием умеренно кислых остатков сиаловой
кислоты [22, 23]. В свою очередь, ХГ негипофизарного происхождения, который
синтезируется в эмбрионе и плаценте, обогащен слаборазветвленными N-гликана-
ми с низким содержанием сульфатированного N-ацетилгалактозамина. Необходи-
мо отметить, что в С-концевой области ХГ имеются четыре сайта для O-гликозили-
рования, которые также модифицируются олигосахаридными цепями, что влияет как
на стабильность αβ-гетеродимерного комплекса ХГ, так и на его устойчивость к
биодеградации [21, 26].

N-гликозилирование гонадотропинов определяет их биологическую актив-
ность, поскольку расположенные на поверхности узловой αβ-гетеродимерной
структуры N-гликаны влияют как на способность гонадотропинов взаимодейство-
вать с ортостерическим лиганд-связывающим сайтом рецепторов ЛГ/ХГ и ФСГ,
так и на стабильность и соотношение активных конформаций рецепторов, контро-
лируя тем самым функциональный ответ клетки-мишени на гонадотропин. Более
высокая степень гликозилирования и повышенная степень ветвления N-гликанов
создают стерические препятствия для взаимодействия гонадотропина с рецепто-
ром, снижая его эффективность и аффинность, в то время как более низкая сте-
пень N-гликозилирования, напротив, способствует более эффективной стимуляции
рецептора гонадотропином [22, 23, 25]. Следует, однако, отметить, что повышение ак-
тивационного потенциала слабо гликозилированных форм гонадотропинов приводит
к снижению селективности их действия в отношении внутриклеточных сигналь-
ных каскадов и повышает риски для запуска процессов десенситизации и интерна-
лизации рецепторов [2].
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Механизмы N-гликозилирования подвержены влиянию различных факторов и
существенно меняются в процессе онтогенеза. У женщин отмечаются значитель-
ные изменения степени N-гликозилирования ЛГ и ФСГ в течение менструального
цикла, что предопределяет их специфическую активность в различные фазы цик-
ла. Так, в раннюю фолликулярную и позднюю лютеиновую фазы превалируют
сильно гликозилированные и, соответственно, менее активные формы ЛГ и ФСГ,
которые характеризуются относительно высокой селективностью в отношении
эффекторных систем клеток-мишеней, что обеспечивает тонкую регуляцию стеро-
идогенных процессов после фазы овуляции и нормальное развитие и созревание
фолликулов. Во время овуляторной фазы отмечается снижение степени N-глико-
зилирования ЛГ и ФСГ, что приводит к повышению их сродства к рецепторам и
усиливает их стимулирующее влияние на зависимые от гонадотропинов внутри-
клеточные сигнальные каскады, это обеспечивает разрыв фолликула и подготовку
яйцеклетки к оплодотворению. При этом снижается селективность действия гона-
дотропина и отмечается транзиторное снижение к нему чувствительности клеток-
мишеней [23, 25]. С возрастом у женщин и мужчин повышается не только концен-
трация гонадотропинов в крови, но и возрастает доля сильно гликозилированных
их форм, что способствует снижению их активности и тем самым защищает старе-
ющий организм от возможных рисков при гиперактивации зависимых от ЛГ, ФСГ
и гипофизарного ХГ сигнальных каскадов как в гонадах, так и в некоторых других
тканях, где экспрессируются рецепторы гонадотропинов [22].

В физиологических условиях концентрация гонадотропинов, соотношение их
гликозилированных форм и скорость деградации циклично меняются в зависимо-
сти от гормонального и метаболического статуса и воздействия внешних факторов.
В то же время подходов, позволяющих оптимизировать специфическую актив-
ность и селективность фармакологических препаратов гонадотропинов при их ис-
пользовании для коррекции репродуктивных дисфункций и во вспомогательных
репродуктивных технологиях (ВРТ), в настоящее время не разработано [4]. Реали-
зация таких подходов осложняется тем, что оба класса фармакологических препа-
ратов гонадотропинов – изолированные из природных источников и полученные
генно-инженерным путем, характеризуются целым рядом существенных недостат-
ков, ограничивающих их применение в клинике и при проведении ВРТ [1, 2, 4, 26].
Природные формы ФСГ и ХГ человека, которые получают из мочи постменопау-
зальных (ФСГ) или беременных (ХГ) женщин, характеризуются гетерогенностью
состава изоформ гонадотропинов, включая их деградированные формы, и могут
содержать биологически активные примеси [1, 27]. Важно отметить, что актив-
ность ФСГ выделяемого из мочи постменопаузальных женщин, у которых репро-
дуктивная функция угасает, существенно ниже таковой для ФСГ, который выраба-
тывается у женщин репродуктивного возраста. Это обусловлено более высокой
степенью N-гликозилирования и повышенной кислотностью ФСГ в постменопау-
зальный период. Более низкая активность сильно гликозилированных природных
форм ФСГ, с одной стороны, снижает способность препаратов ФСГ, выделенных
из мочи, стимулировать фолликулогенез у женщин со слабым ответом яичников на
гонадотропины. С другой стороны, она повышает селективность воздействия
ФСГ, выделенного из мочи, на внутриклеточные сигнальные каскады в фоллику-
лярных клетках и способствует более мягкой активации фолликулогенеза у женщин
с нормальным ответом яичников на гонадотропины [22, 25]. В физиологических
условиях мишенью плацентарного ХГ, выделяемого из мочи беременных женщин,
являются не созревающие фолликулы, а развивающийся эмбрион, вследствие чего
его применение для контроля фолликулогенеза, на первый взгляд, представляется
нелогичным. При этом ХГ эффективно стимулирует активность аденилатциклазы и
цАМФ-зависимых эффекторных белков и транскрипционных факторов, что приво-
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дит к усилению стероидогенеза, способствует нормальному протеканию фолликуло-
генеза у женщин и сперматогенеза у мужчин и является ключевым триггером кон-
тролируемой индукции овуляции при проведении ВРТ [2, 26].

Альтернативой формам гонадотропинов, выделенных из мочи, являются реком-
бинантные ЛГ, ФСГ и ХГ человека, которые получают с помощью генной инжене-
рии в клетках-реакторах, среди которых наиболее перспективными являются те
культуры клеток, которые наиболее близки по своим характеристикам гонадотро-
поцитам гипофиза человека [10, 28, 29]. В отличие от форм гонадотропинов, выде-
ленных из мочи, препараты рекомбинантных гонадотропинов характеризуются
большей гомогенностью, содержат меньшее количество нежелательных примесей,
в большей степени стандартизированы по специфической биологической актив-
ности [29]. В то же время они сильно отличаются от природных форм по пост-
трансляционным модификациям, в первую очередь, по паттерну N-гликозилиро-
вания. Фундаментальной причиной этого являются значительные различия в экс-
прессии и функциональной активности ферментов N-гликозилирования между
гонадотропоцитами гипофиза и клетками-реакторами, в которых осуществляется
наработка рекомбинантных форм гонадотропинов. Сравнительно низкая степень
N-гликозилирования, а также низкая степень ветвления N-гликанов, с одной сто-
роны, приводят к значительному повышению активности гонадотропинов, что в
наибольшей степени проявляется в случае рекомбинантного ФСГ, но, с другой
стороны, снижают их селективность, вызывая целый ряд побочных эффектов [24].
В результате повышенная активность рекомбинантных форм гонадотропинов яв-
ляется причиной быстрой десенситизации рецепторов ЛГ/ХГ и ФСГ, что ведет к
ослаблению и постепенному затуханию их стимулирующих эффектов на стероидо-
генез и созревание гамет. Наряду с этим, при использовании рекомбинантных
форм при проведении ВРТ повышается риск развития синдрома гиперстимуляции
яичников, что может стать причиной бесплодия у женщин, и ослабляется система
естественного отбора фолликулов, это снижает качество ооцитов, используемых в
дальнейшем для экстракорпорального оплодотворения [2, 4].

Все это заставляет искать другие эндогенные регуляторы функций гонад, а также
создавать новые классы регуляторов и модуляторов рецепторов ЛГ/ХГ и ФСГ.

Адипокины

Среди эндогенных регуляторов наибольший интерес представляют адипокины,
в первую очередь лептин и его функциональный антагонист адипонектин. Дли-
тельное время считали, что регуляторные эффекты лептина и адипонектина на ак-
тивность ГГГ оси реализуются в основном через посредство их влияния на экс-
прессирующие гонадолиберин гипоталамические нейроны, причем, лептин ока-
зывает на продукцию гонадолиберина стимулирующее воздействие [30, 31], в то
время как адипонектин, напротив, ее подавляет [32, 33]. В последние годы появи-
лись данные о том, что как сами эти адипокины, так и основные компоненты их
сигнальных систем, включая лептиновый рецептор и адипонектиновые рецепторы
1-го и 2-го типов, экспрессируются в различных типах клеток семенников и яич-
ников [34–38]. Важно отметить, что лептин и адипонектин достаточно легко в от-
личие от гематоэнцефалического барьера преодолевают гематотестикулярный и
гематофолликулярный барьеры [34, 39–41]. Общий пул этих адипокинов в гонадах,
таким образом, складывается из лептина и адипонектина, которые синтезируются
адипоцитами и поступают в семенники и яичники из кровотока и которые синте-
зируются клетками репродуктивной системы in situ, причем во втором случае леп-
тин и адипонектин играют роль ауто- и паракринных регуляторов.
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Лептин оказывает стимулирующее влияние на стероидогенез в тестикулярных клет-
ках Лейдига и в фолликулярных клетках яичников, а также положительно влияет на
созревание филликулов и сперматозоидов, действуя, тем самым, однонаправлено с
гонадотропинами [42, 43]. При дефиците лептина в кровотоке, что может быть
следствием голодания или липидодистрофии, характерной для сахарного диабета
1-го типа, а также в условиях тяжелой длительной гиперлептинемии, развиваю-
щейся при ожирении и сахарном диабете 2-го типа, с характерным для нее ослаб-
лением лептинового сигналинга в тканях-мишенях, активность лептиновых рецеп-
торов и зависимых от них сигнальных каскадов в клетках репродуктивной системы
существенно снижается. Это является одной из причин нарушения репродуктив-
ных функций и снижения фертильности [42, 44, 45]. Нормализация пищевого по-
ведения, массы тела и метаболических показателей, ведущих к нормализации
уровня лептина в кровотоке и его поступления в семенники и яичники, способна
восстановить репродуктивный потенциал. Для улучшения лептинового сигналинга
могут быть использованы фармакологические препараты лептина и его модифици-
рованные аналоги, а также активаторы лептинового сигналинга, в том числе инги-
биторы фермента протеинфосфотирозинфосфатазы 1B, являющегося негативным
регулятором активности лептиновых рецепторов и функционально сопряженной с
ними нерецепторной тирозинкиназы JAK2 [46].

Действие адипонектина на тестикулярную и овариальную функции в значитель-
ной степени зависит от его концентрации в фолликулярной и интратестикулярной
жидкости. При высоких концентрациях адипонектин их подавляет, а в низких кон-
центрациях, напротив, способствует нормальному протеканию стероидогенеза, фол-
ликулогенеза и сперматогенеза [42]. При введении самцам мышей низких доз
адипонектина наблюдается значительное усиление продукции тестостерона [47], в
то время как в более высоких концентрациях он снижает как базальный, так и сти-
мулированный гонадотропинами уровень тестостерона. В основе этого лежит ги-
перактивация фермента ERK1/2, ключевого эффекторного компонента каскада
МАПК [35, 36]. Существенную роль в регуляции стероидогенеза, сперматогенеза и
фолликулогенеза играют и некоторые другие адипокины, включая апелин, висфа-
тин и резистин [48–51].

Пептиды инсулинового и релаксинового семейств

Наряду с адипокинами важную роль в регуляции функций гонад играет ИФР-1.
Его действие на клетки-мишени реализуется через наделенный собственной тиро-
зинкиназной активностью рецептор ИФР-1, родственный рецептору инсулина, и
сопряженные с ним компоненты 3-фосфоинозитидного пути и каскада МАПК.
ИФР-1 и структурно близкий ему ИФР-2 являются мощными стимуляторами сте-
роидогенеза, сравнимыми по активности с гонадотропинами, которые не только
усиливают стероидогенную активность в семенниках и яичниках, но также кон-
тролируют выживаемость и дифференцировку генеративных клеток [52–54]. В ос-
нове стероидогенного эффекта ИФР-1 и ИФР-2 лежат как усиление экспрессии
генов, кодирующих стероидогенные белки, включая транспортный белок StAR,
переносящий холестерин в митохондрии (начальная, скорость-лимитирующая ста-
дия стероидогенеза), так и стимуляция активности ферментов, осуществляющих
синтез прогестерона и конверсию тестостерона в эстрогены [52, 54–56]. ИФР-1 и
ИФР-2 усиливают пролиферацию клеток репродуктивной системы и повышают их
выживаемость, подавляя функциональную активность промоторов апоптоза [54, 56].
Они контролируют механизмы селекции доминантных фолликулов и процесс атре-
зии некачественных фолликулов, являясь, тем самым, важнейшими регуляторами
отбора качественных фолликулов, входящих впоследствии в цикл овуляции [55, 57].
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Поскольку уровни свободных форм ИФР-1 и ИФР-2 определяются содержанием
ИФР-связывающих белков, которые специфично связывают ИФР-1 и ИФР-2, вы-
ключая их из сигнальной трансдукции, то присутствующие в фолликулярной и ин-
тратестикулярной жидкости ИФР-связываюшие белки также функционируют как
регуляторы и модуляторы репродуктивных функций. В пользу этого свидетель-
ствуют данные о том, что ИФР-связывающий белок 2-го типа включен в процессы
роста, дифференцировки и деградации фолликулов, в основе чего лежит его спо-
собность модулировать вызываемые ИФР1 стимуляцию стероидогенеза и актива-
цию экспрессии гена ароматазы [58].

Значительный интерес представляет участие в контроле стероидогенеза и гаме-
тогенеза инсулиноподобного фактора-3 (INSL3) и других пептидов релаксинового
семейства, которые структурно близки инсулину и ИФР-1, но в отличие от них ре-
ализуют свои эффекты через GPCR, а не через рецепторы с тирозинкиназной ак-
тивностью [59–61]. INSL3, продуцируемый клетками Лейдига, с одной стороны,
функционирует как аутокринный фактор, контролирующий синтез тестостерона и
его транспорт в семенниках, и, с другой, действует на клетки Сертоли, регулируя
тем самым процесс созревания сперматозоидов. Поскольку уровень INSL3 в крови
хорошо коррелирует со стероидогенной активностью клеток Лейдига, то его мож-
но использовать как биомаркер для мониторинга полового созревания и компе-
тентности стероидогенных клеток к гонадотропинам, а также для диагностики ги-
погонадотропных состояний у мужчин [59, 60]. При этом имеются данные, что ре-
гуляторные эффекты INSL3 на функциональное состояние и стероидогенную
активность клеток Лейдига могут осуществляться независимо от гонадотропинов с
ЛГ-активностью и включать сигнальные пути, находящиеся под контролем остео-
кальцина, который не только отвечает за протекание метаболических процессов в
костной ткани, но также влияет на синтез тестостерона клетками Лейдига. Отмеча-
ется положительная корреляция между экспрессией INSL3 и остеокальцина и
между уровнями этих регуляторов и тестостерона в крови [61].

Аллостерические регуляторы рецепторов гонадотропинов

Многообещающим подходом для создания высокоселективных регуляторов ре-
продуктивной системы является разработка лигандов аллостерических сайтов ре-
цепторов ЛГ/ХГ и ФСГ, которые могут быть расположены либо внутри их транс-
мембранного канала, либо формироваться цитоплазматическими петлями этих ре-
цепторов. Ранее нами были разработаны пептидные аллостерические регуляторы
рецептора ЛГ/ХГ, которые структурно соответствуют С-концевому сегменту его
третьей цитоплазматической петли и модифицированы гидрофобными пальмито-
ильным или деканоильным радикалами с С-конца, где в полноразмерном рецепто-
ре расположен гидрофобный трансмембранный участок. В пользу их эффективно-
го взаимодействия с аллостерическим сайтом рецептора ЛГ/ХГ свидетельствует то,
что они в отсутствие гонадотропина селективно стимулировали зависимую от ЛГ
аденилатциклазную сигнальную систему в тестикулярных мембранах, а пальмито-
илированное производное при интратестикулярном введении самцам крыс повы-
шало у них уровень тестостерона в крови [62, 63]. Однако при внутрибрюшинном и
подкожном введении эффективность разработанных пептидов была выражена слабо,
что, как мы полагаем, обусловлено их низкой биодоступностью и деградацией в
кровотоке. Значительно больший интерес представляют низкомолекулярные гете-
роциклические соединения, которые взаимодействуют с аллостерическим сайтом,
который локализован в трансмембранном домене рецептора ЛГ/ХГ. Наиболее ак-
тивными и специфичными среди них являются производные тиено[2,3-d]пирими-
дина – N-трет-бутил-5-амино-4-(3-метоксифенил)-2-(метилтио)тиено[2,3-d]пи-
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римидин-6-карбоксамид (Org 41841) и его аналог Org 43553 [64]. Они активны как
в условиях in vitro, стимулируя рецептор ЛГ/ХГ в культурах клеток, так и в условиях
in vivo при парентеральном и пероральном введении самкам и самцам грызунов
[65–67]. Однократное пероральное введение Org 43553 (50 мг/кг) самкам мышей и
крыс вызывало у них овуляцию, причем полученные яйцеклетки были хорошего
качества и при имплантации давали жизнеспособные эмбрионы. Высокая эффек-
тивность Org 43553 при его пероральном введении обусловлена устойчивостью
этого соединения в желудочно-кишечном тракте и его высокой биодоступностью,
которая составила 79% у крыс и 44% у собак, что сопоставимо с биодоступностью
Org 43553 при парентеральном способе введения [66].

В сравнении с гонадотропинами Org 43553 в крови деградировал быстрее – у
крыс период его полувыведения составил 3.4 ч, в то время как для ХГ человека он
был существенно выше – 6.6 ч [65]. Снижение времени полувыведения имеет
большое практическое значение, поскольку позволяет снизить риск развития син-
дрома гиперстимуляции яичников в ходе экстракорпорального оплодотворения и
при других ВРТ. При однократной обработке половозрелых крыс гонадотропина-
ми наблюдаются типичные признаки синдрома гиперстимуляции яичников – зна-
чительное увеличение размеров яичников, повышение проницаемости сосудов,
гиперсекреция клетками гранулезы фактора роста эндотелия сосудов. При перо-
ральном введении Org 43553 как однократном, так и длительном, признаки этого
синдрома отсутствовали, что во многом обусловлено снижением, а не повышением,
уровня экспрессии фактора роста эндотелия сосудов [66]. Успешные эксперимен-
ты с животными позволили перейти к клиническим испытаниям Org 43553 [67].
В дозе 300 мг это соединение вызывало овуляцию у 83% женщин репродуктивного
возраста, не оказывая на них каких-либо побочных эффектов, включая отсутствие
синдрома гиперстимуляции яичников.

Основываясь на представленных выше результатах, нами на протяжении шести
лет ведется разработка и изучение новых тиено[2,3-d]пиримидиновых производ-
ных с активностью аллостерических регуляторов рецептора ЛГ/ХГ, в результате чего
созданы несколько высокоактивных соединений с активностью полных агонистов
этого рецептора, в том числе 5-амино-N-(трет-бутил)-4-(3-(изоникотинамидо)фе-
нил)-2-(метилтио)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамид (ТП01), 5-амино-N-
трет-бутил-2-(метилсульфанил)-4-(3-(никотинамидо)фенил)тиено[2,3-d]пирими-
дин-6-карбоксамид (ТП03) и 5-амино-N-(трет-бутил)-4-(3-(1-метил-1Н-пира-
зол-4-карбоксамидо)фенил)-2-(метилтио)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамид
(ТП04) [68–71], а также 5-амино-N-(трет-бутил)-2-(метилтио)-4-[3-(2-(этил-
амино)никотинамидо)-фенил]тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамид (ТП31) с
активностью инверсионного агониста рецептора ЛГ/ХГ [72]. Нами показано, что в
условиях in vitro соединения ТП01, ТП03 и ТП04 дозозависимо стимулируют ак-
тивность аденилатциклазы в тестикулярных и овариальных мембранах крыс, дей-
ствуя специфично через рецептор ЛГ/ХГ и Gs-белок, а также повышают продук-
цию тестостерона и усиливают экспрессию и функциональную активность стерои-
догенных белков, включая транспортный белок StAR, в первичной культуре клеток
Лейдига крысы [68–70, 73]. По стероидогенной активности тиено[2,3-d]пирими-
диновые производные ТП01, ТП03 и ТП04 уступают ХГ человека, но действуют се-
лективно в отношении Gs-белков, практически не влияя на активность других сиг-
нальных путей, которые реализуются через Gq/11- и Gi/o-белки и β-аррестины.
Этим во многом обусловлен тот факт, что при длительном внутрибрюшинном или
пероральном введении самцам крыс они, в отличие от ХГ, не вызывают десенсити-
зации ткани семенников к эндогенным гонадотропинам. Более того, их стероидо-
генный эффект не снижается при длительном воздействии, как это имеет место в
случае гонадотропинов с ЛГ-активностью, что позволяет поддерживать уровни ан-
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дрогенов в крови на умеренно высоком уровне в течение срока, который сопоста-
вим по продолжительности с курсами лечения гонадотропинами репродуктивных
дисфункций в клинике [74].

Имеются данные, что низкомолекулярные аллостерические агонисты рецептора
ЛГ/ХГ, будучи гидрофобными веществами, способны легко проникать через плаз-
матическую мембрану и специфично связываться с еще незрелыми молекулами
рецепторов, которые локализованы внутри клетки и еще не готовы к транслокации
в плазматическую мембрану [75]. Связываясь с аллостерическим сайтом рецептора
ЛГ/ХГ, низкомолекулярные агонисты не только активируют рецептор, но и стаби-
лизируют ту его конформацию, в которой он с высокой эффективностью трансло-
цируется в плазматическую мембрану, где становится доступным для взаимодей-
ствия с эндогенными гонадотропинами. В условиях старения или эндокринной па-
тологии экспрессия и посттрансляционные модификации рецептора ЛГ/ХГ
нарушаются, что приводит к снижению количества его зрелых форм и уменьше-
нию плотности функционально активных молекул рецептора на плазматической
мембране стероидогенных клеток. Все это является причиной развития резистент-
ности тканей-мишеней к гонадотропинам и приводит к недостаточности половых
стероидных гормонов и снижению репродуктивного потенциала. Использование
гонадотропинов для компенсации дефицита андрогенов и эстрогенов в этом случае
не столь эффективно, поскольку они не могут активировать незрелые формы ре-
цептора ЛГ/ХГ, расположенные внутри клетки. Нами показано, что при старении
или при сахарном диабете 1-го типа тиено[2,3-d]пиримидиновое производное
ТП03 по стероидогенной активности не только сопоставимо с ХГ человека, но и
превосходят его. В ходе длительного лечения самцов крыс ТП03 не усугубляет ре-
зистентность ткани семенников к эндогенным гонадотропинам, сохраняя экспрес-
сию гена рецептора ЛГ/ХГ на нормальном уровне или даже повышая ее [76, 77].

Разработка аллостерических инверсионных агонистов и нейтральных антаго-
нистов рецептора ЛГ/ХГ необходима для лечения опухолей, зависимых от гона-
дотропинов и половых стероидных гормонов, для коррекции таких состояний,
как гирсутизм и синдром поликистозных яичников у женщин и преждевремен-
ное половое созревание у мальчиков [78, 79]. Нами разработаны два низкомоле-
кулярных инверсионных агониста рецептора ЛГ/ХГ – на основе тиено[2,3-d]пи-
римидина (ТП31) и пиридо[3,4-d]пиримидина (PP17) [72]. В экспериментах in vitro
соединение ТП31, взятое в микромолярных концентрациях, подавляло стимулиру-
ющие эффекты ХГ человека и аллостерического агониста ТП03 на активность аде-
нилатциклазы в тестикулярных мембранах крысы, причем его действие в наиболь-
шей степени проявлялось в отношении стимулирующих эффектов ТП03. Это обу-
словлено большей селективностью ТП31 в отношении цАМФ-зависимых каскадов в
стероидогенных клетках Лейдига, активируемых ТП03 и реализуемых через Gs-белки.
Соединение PP17 в одинаковой степени ингибировало стимулирующие эффекты
ХГ и ТП03 на активность аденилатциклазы, но было менее активным в сравнении
с ТП31. При интратестикулярном (10 мг/кг) и внутрибрюшинном (45 мг/кг) введе-
нии самцам крыс соединения ТП31 и PP17 снижали базовый уровень тестостерона в крови
и подавляли продукцию тестостерона, стимулированную ХГ человека (100 МЕ/крысу),
причем ингибирующий эффект ТП31 был выражен сильнее. Эти результаты свиде-
тельствуют о том, что разработанное нами соединение ТП31, специфично связыва-
ясь с аллостерическим сайтом рецептора ЛГ/ХГ, делает его малодоступным для ал-
лостерических агонистов и нарушает передачу гормонального сигнала через рецеп-
тор ЛГ/ХГ, что указывает на перспективность разработки на его основе
селективных ингибиторов ЛГ-зависимых стероидогенных путей [72]. Необходимо
отметить, что молекулярные механизмы действия соединения PP17 могут затраги-
вать как блокирование аллостерического сайта рецептора ЛГ/ХГ, так и влиять на
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доступность для гонадотропинов и конформационные характеристики его орто-
стерического сайта; изучение этих механизмов требует дальнейшего изучения.

Успехи в разработке низкомолекулярных аллостерических регуляторов рецепто-
ра ФСГ не столь впечатляющие в сравнении с таковыми рецептора ЛГ/ХГ. Первый
аллостерический агонист рецептора ФСГ, пиперидинкарбоксамид, был разрабо-
тан в 2001 г. [80]. Однако, несмотря на его способность стимулировать аденилат-
циклазную систему в клетках, в которых были экспрессированы рецепторы ФСГ,
он не был активен как стимулятор стероидогенеза в условиях in vivo. В дальнейшем
были разработаны различные классы низкомолекулярных соединений с активно-
стью полных и инверсионных агонистов и нейтральных антагонистов, действующих
на аллостерический сайт рецептора ФСГ, расположенный в его трансмембранном
домене. Среди них производные тиазолидинов, N-алкилированные сульфанилпипе-
разины, замещенные γ-лактамы, тетрагидрохинолины, гексагидрохинолины, тиено-
пиримидины, замещенные бензамиды [13, 81–84]. Наибольший интерес представ-
ляют тиазолидиновые производные, модифицированные γ-лактамной группой и
алкильными заместителями в пятом положении гетероциклического кольца, кото-
рые были активны не только в условиях in vitro, повышая активность аденилатцик-
лазы и продукцию стероидных гормонов в клетках гранулезы яичников крысы, но
в условиях in vivo стимулировали развитие преовуляторных фолликулов и повыша-
ли количество ооцитов при индукции овуляции у самок крыс [81, 82]. Однако эти
соединения не были устойчивы в желудочно-кишечном тракте, что снижало их
биодоступность при пероральном способе введения, оказывали нежелательные
эффекты на генетическую стабильность ооцитов, а в высоких концентрациях вели
себя не как полные агонисты, а как негативные аллостерические регуляторы, по-
давляя ФСГ-зависимый стероидогенез [85, 86].

Большие надежды связывали с гексагидрохинолиновыми производными. Одно
из них, соединение Org214 444-0, не только само с высокой селективностью стиму-
лировало стероидогенные каскады в клетках гранулезы яичников человека и крысы,
но и усиливало соответствующий эффект ФСГ, функционируя одновременно как
позитивный аллостерический модулятор и полный аллостерический агонист [87].
Это соединение было активным при пероральном способе введения, однако пре-
пятствием для его применения в клинике стала высокая липофильность, создаю-
щая серьезные проблемы с растворимостью. Попытки повысить растворимость
Org214 444-0 с помощью введения гидрофильных групп привели к полной потере
его специфической активности [87, 88]. Таким образом, в отличие от низкомолеку-
лярных агонистов рецептора ЛГ/ХГ в настоящее время не разработано аллостери-
ческих агонистов рецептора ФСГ с высокой специфической активностью и биодо-
ступностью в условиях in vivo, которые могли бы стать прототипами для фармако-
логических препаратов, действующих на зависимые от ФСГ физиологические
процессы.

ТТГ И ДРУГИЕ РЕГУЛЯТОРЫ СИНТЕЗА ТИРЕОИДНЫХ ГОРМОНОВ
В ТИРОЦИТАХ ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

ТТГ, тиростимулин и аутоантитела к рецептору ТТГ
Регуляция синтеза тиреоидных гормонов осуществляется через посредство вы-

сокоаффинного связывания рецептора ТТГ с αβ-гетеродимерной формой ТТГ, ко-
торая секретируется тиреотропоцитами гипофиза в ответ на стимуляцию тиролибе-
рином. Как и в случае гонадотропинов, обе субъединицы ТТГ подвергаются N-гли-
козилированию, что в значительной степени предопределяет функциональную
активность гормона. Дегликозилированный ТТГ, хотя и сохраняет способность свя-
зываться с рецептором, но не активирует его, вследствие чего нарушение N-гликози-



707ЭНДОГЕННЫЕ И СИНТЕТИЧЕСКИЕ РЕГУЛЯТОРЫ

лирования ТТГ блокирует его биологическую активность [89]. Более того, лишен-
ные N-гликанов формы ТТГ функционируют как инверсионные агонисты, снижая
стимулирующие эффекты нормально гликозилированных форм ТТГ и стимулиру-
ющих рецептор ТТГ антител на синтез тиреоидных гормонов. Важным для биоло-
гической активности ТТГ является баланс в олигосахаридной части гормона опре-
деленных типов гликозильных остатков. Так, повышение содержания сиаловых
кислот или снижение содержания остатков фукозы являются одними из причин
развития первичного (гипоталамо-гипофизарного) гипотиреоза [90]. Необходимо
отметить, что ТТГ в клинике практически не используется, за исключением того
случая, когда требуется усилить поглощение радиоактивного йода при радиацион-
ной терапии рака щитовидной железы. Для этого используют рекомбинантные
формы ТТГ, причем препарат вводят однократно, во избежание его возможного
онкогенного воздействия на чувствительные к ТТГ ткани-мишени [91, 92].

В основе ТТГ-опосредуемой активации рецептора ТТГ лежит стабилизация по-
следнего в активной, “открытой” конформации при его связывании с αβ-гетеро-
димерной формой гормона [20]. Молекула ТТГ различными своими субдоменами
связывается как с лиганд-связывающим сайтом, расположенным во внеклеточной
части рецептора ТТГ, содержащей обогащенные остатками лейцина повторы, об-
разующие подобие лестницы из β-складчатых структур, так и со спейсерным суб-
доменом рецептора (hinge region), который образует стабилизированную дисуль-
фидными связями и содержащую остаток сульфатированного тирозина гидро-
фильную петлю, соединяющую эктодомен с первым трансмембранным участком.
Сульфатированный тирозин является важнейшей молекулярной детерминантой
ортостерического сайта рецептора ТТГ и играет ключевую роль в его высокоаф-
финном связывании с гормоном, обеспечивая конформационные перестройки эк-
тодомена и трансмембранного домена, что необходимо для активации сопряжен-
ных с рецептором G-белков и β-аррестинов. Необходимо отметить, что пептиды,
соответствующие различным сегментам спейсерного субдомена, влияют на функ-
циональную активность рецептора ТТГ, являясь его позитивными или негативны-
ми модуляторами [17, 93, 94]. Так, декапептид, который соответствует по первич-
ной структуре высококонсервативному в рецепторах ТТГ, ЛГ/ХГ и ФСГ сегменту,
предшествующему первому трансмембранному участку, функционирует как аго-
нист, вызывая стимуляцию рецептора ТТГ в условиях in vitro и стимулируя продук-
цию тиреоидных гормонов в условиях in vivo. При этом замены в нем ряда амино-
кислотных остатков, как и соответствующие мутации в рецепторе ТТГ, приводят к
изменению активности пептида, делая его инверсионным агонистом, снижающим
активацию рецептора эндогенными лигандами [94]. Регуляторные эффекты ТТГ
как в фолликулярных клетках щитовидной железы, так и в нетиреоидных тканях,
могут в значительной степени усиливаться пептидами инсулинового семейства, в
первую очередь ИФР-1 [95, 96]. При этом этот эффект может реализовываться как
на уровне гипоталамуса и аденогипофиза, вследствие усиления секреции тироли-
берина гипоталамическими нейронами и продукции ТТГ тиреотропоцитами, так и
при непосредственном воздействии на клетки, мишени ТТГ [97, 98].

В гипофизе человека открыт структурный и функциональный гомолог ТТГ –
гликопротеиновый гормон тиростимулин, который также способен, активируя ре-
цептор ТТГ, стимулировать синтез и секрецию тиреоидных гормонов [99]. Тирости-
мулин, подобно ТТГ, состоит из двух типов субъединиц – α2 (GPA2) и β5 (GPB5),
которые имеют существенную гомологию первичной структуры с α- и β-субъедини-
цами ТТГ. Имеются основания полагать, что тиростимулин может замещать неак-
тивные изоформы ТТГ у пациентов с первичным гипотиреозом [100]. Функцио-
нально тиростимулин отличается от ТТГ, на что указывает паттерн экспрессии
субъединиц GPA2 и GPB5. У человека гетеродимер присутствует в основном в се-
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менниках, яичниках, сетчатке глаз, в то время как в гипофизе экспрессируется в
основном GPA2-субъединица. У крыс гетеродимерная форма тиростимулина об-
наружена в яичниках, где он специфично связывается с рецепторами ТТГ, распо-
ложенными на поверхности клеток гранулезы [101].

Наряду с ТТГ, стимулирующее влияние на тироциты оказывают специфичные к
рецептору ТТГ активирующие аутоантитела TSAbs. Они с высокой аффинностью
связываются с эктодоменом рецептора ТТГ и переводят его в гиперактивированное
состояние, результатом чего является повышение уровня тиреоидных гормонов в
кровотоке, нарушение функционирования гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной
оси и, как следствие, развитие аутоиммунного гипертиреоза (болезни Грейвса) [18].
Длительное воздействие аутоантител TSAbs на тироциты приводит к даун-регуля-
ции рецепторов ТТГ и развитию их резистентности к эндогенному ТТГ, индуцируя
аутоиммунный гипотиреоз. Как это не парадоксально, регуляторные эффекты сти-
мулирующих аутоантител по своим последствиям имеют черты сходства с таковыми
ингибирующих аутоантител к рецептору ТТГ [102]. Следует отметить, что в настоя-
щее время отсутствуют фармакологические препараты, способные блокировать
или ослаблять негативное влияние стимулирующих и ингибирующих аутоантител
на рецепторы ТТГ в тироцитах щитовидной железы и в ретро-орбитальных фиб-
робластах, которые получают из соединительной ткани сетчатки больных офталь-
мопатией Грейвса, и предупреждать, тем самым, развитие болезни Грейвса и дру-
гих аутоиммунных заболеваний щитовидной железы, а также эндокринной оф-
тальмопатии [103]. Это обусловлено тем, что используемые подходы направлены
не на ингибирование рецептора ТТГ, а на ослабление синтеза тиреоидных гормо-
нов в щитовидной железе. Эти подходы не только не позволяют контролировать
тиреоидный статус при болезни Грейвса, но и совершенно не эффективны в отно-
шении эндокринной офтальмопатии [104]. Одним из возможных путей для выхода
из создавшейся ситуации является разработка низкомолекулярных регуляторов ре-
цептора ТТГ, способных взаимодействовать с аллостерическим сайтом, располо-
женным в его трансмембранном домене, а также пепдуцинов, внутриклеточных
пептидных регуляторов рецептора ТТГ, структурно соответствующих его цито-
плазматическим петлям.

Аллостерические регуляторы рецептора ТТГ

Низкомолекулярные лиганды рецептора ТТГ были открыты при изучении алло-
стерических агонистов рецептора ЛГ/ХГ, чей аллостерический сайт структурно и
функционально близок таковому в рецепторе ТТГ. В связи с этим не удивительно,
что первым классом низкомолекулярных регуляторов рецептора ТТГ стали тие-
но[2,3-d]пиримидины, которые и в настоящее время представляют большой инте-
рес для разработки фармакологических препаратов с активностью агонистов и ан-
тагонистов рецептора ТТГ [105]. В дальнейшем были выявлены и другие классы
низкомолекулярных соединений, в основном гетероциклической природы, являю-
щиеся селективными лигандами аллостерического сайта рецептора ТТГ, активные
in vitro и in vivo [20, 84, 106–111].

Среди полных аллостерических агонистов рецептора ТТГ, наряду с тиено[2,3-d]пи-
римидиновыми производными, высокой активностью характеризуются соедине-
ние NCGC00168126-01 и его аналог NCGC00165237-01, N-(4-(5-(3-бензил-5-гид-
рокси-4-оксо-1,2,3,4-тетрагидрохиназолин-2-ил)-2-метоксибензилокси)фенил)-аце-
тамид, которые в наномолярном диапазоне концентраций стимулируют рецептор ТТГ
и сопряженные с ним цАМФ-зависимые пути [107, 112]. В микромолярных концен-
трациях соединение NCGC00165237-01 повышало экспрессию генов, вовлеченных в
синтез тиреоидных гормонов, в первичной культуре тироцитов человека, а при
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внутрибрюшинном и пероральном способах введения мышам повышало у них про-
дукцию тироксина. В основе этого эффекта была индуцированная NCGC00165237-01
экспрессия генов тиреоглобулина, прекурсора тиреоидных гормонов, и тиреопе-
роксидазы, катализирующей связывание йода с остатками тирозина в тиреоглобу-
лине [112].

Низкомолекулярные аллостерические агонисты рецептора ТТГ активируют му-
тантные формы рецептора с аминокислотными заменами в ортостерическом сайте
эктодомена, которые делают рецептор неспособным связываться с ТТГ. Это поз-
воляет использовать аллостерические агонисты для регуляции тиреоидогенеза у
пациентов с субклиническим гипотиреозом, вызванным сниженной чувствитель-
ностью тироцитов к действию ТТГ [113]. Агонист C2, производное тиено[2,3-d]пи-
римидина, стимулировал аденилатциклазу в клетках с экспрессированным в них
мутантным рецептором ТТГ с заменами остатков Cys41 и Leu252 на остатки серина и
пролина соответственно что делало мутантный рецептор нечувствительным к сти-
муляции гормоном. Необходимо отметить, что агонист NCGC00165237-01 стиму-
лировал рецептор ТТГ, полностью лишенный эктодомена, что указывает на неза-
висимый от внеклеточных субдоменов механизм аллостерической регуляции ре-
цептора [107, 112].

Задача селективного ингибирования повышенной базальной или избыточно
стимулированной ТТГ и TSAbs-антителами активности рецептора ТТГ является
более актуальной, чем стимуляция рецептора ТТГ, но для большинства ассоцииро-
ванных с гиперактивацией рецептора ТТГ патологий она до сих пор не решена.
Для предотвращения гиперактивации рецептора ТТГ и ослабления продукции ти-
реоидных гормонов тироцитами обычно используют хирургические и радиоизо-
топные методы, которые снижают число функционально активных тироцитов, но
при этом приводят к тяжелым побочным эффектам и рецидивам [114]. При ауто-
иммунном гипотиреозе с повышенным уровнем ТТГ применяют терапию тиреоид-
ными гормонами, которые, однако, негативно влияют на функции сердечно-сосуди-
стой и нервной систем и опорно-двигательного аппарата. При болезни Грейвса ис-
пользуют антитиреоидные препараты – пропилтиоурацил и метимазол, которые
также приводят к побочным эффектам, нарушая функции печени и формирования
костной ткани [104, 115]. При этом все перечисленные выше подходы практически
не влияют на сигнальные пути, активируемые через рецепторы ТТГ, и не блокиру-
ют негативные эффекты TSAbs-антител, в том числе стимуляцию ими рецепторов
ТТГ в нетиреоидных тканях, где эти рецепторы также присутствуют. Значительные
проблемы связаны с лечением эндокринной офтальмопатии, поскольку использо-
вание как антитиреоидных препаратов, так и тиреоидных гормонов не влияет на
эту аутоиммунную патологию [116]. В большинстве случаев малоэффективным яв-
ляется применение антагонистов рецептора ИФР-1, который функционирует си-
нергично с рецептором ТТГ, и иммуномодуляторов [117–120].

Для подавления гиперактивации рецептора ТТГ в различных тканях-мишенях
TSAbs-антителами, а также снижения базальной активности рецептора ТТГ, повы-
шенной в результате активирующих мутаций, могут быть применены аллостериче-
ские регуляторы с активностью инверсионных агонистов, антагонистов и негатив-
ных модуляторов рецептора ТТГ [116, 121]. Первым эффективным инверсионным
агонистом рецептора ТТГ, способным подавлять его стимуляцию ТТГ и антителами
TSAbs, было соединение NIDDK/CEB-52, (E)-N-трет-бутил-5-амино-4-(4-(3-ме-
токсипроп-1-енил)фенил)-2-(метилтио)тиено[2,3-d]пиримидин-6-карбоксамид,
но оно в небольшой степени влияло на активность рецептора ЛГ/ХГ [122]. В даль-
нейшем был разработан более эффективный инверсионный агонист NCGC00229600
(2-{3-[(2,6-диметилфенокси)метил]-4-метоксифенил}-3-(пиридин-3-илметил)-2,3-ди-
гидрохиназолин-4(1H)-он), который ингибировал как стимулированную ТТГ и ан-
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тителами активность рецептора ТТГ, так и его базальную активность, будучи высо-
коселективным в отношении рецептора ТТГ [123]. NCGC00229600 подавлял ак-
тивность рецептора ТТГ в ретро-орбитальных фибробластах, что важно в плане его
возможного применения для лечения эндокринной офтальмопатии.

Наряду с разработкой инверсионных агонистов, определенные успехи были до-
стигнуты и при создании нейтральных антагонистов рецептора ТТГ. В 2013–2014 гг.
были разработаны соединение NCGC00242595 и его более активный аналог
NCGC00242364 (N-[4-[[5-[3-(фуран-2-илметил)-4-оксо-1,2-дигидрохиназолин-2-ил]-
2-метоксифенил]метокси]-3,5-диметилфенил]ацетамид), которые подавляли ТТГ-ин-
дуцированную стимуляцию аденилатциклазной системы в клеточных культурах, а
при введении мышам снижали стимулированные тиролиберином повышение уров-
ня тиреоидных гормонов и усиление экспрессии генов тироидогенеза [109, 124].
Важными преимуществами этих соединений является то, что они не снижают ба-
зальные уровни тиреоидных гормонов и не индуцируют гипотиреоз, что является
неизбежным побочным эффектом при использовании инверсионных агонистов
[107, 109]. В 2019 г. был разработан селективный в отношении рецептора ТТГ анта-
гонист S37a, который с высокой эффективностью блокировал активацию рецепто-
ра ТТГ гормоном и различными типами стимулирующих аутоантител, включая
TSAb M22 (человек) и KSAb1 (мышь), а также подавлял стимулирующее влияние
на рецептор его низкомолекулярного аллостерического агониста C2 [125, 126]. Вы-
сокая селективность соединения S37a обусловлена наличием в его структуре семи
хиральных центров, которые формируют жесткую изогнутую структуру со сложной
стереометрией [126]. Антагонист S37a был активен не только в условиях in vitro и
ex vivo, но при введении мышам предотвращал у них индуцированную ТТГ продук-
цию тиреоидных гормонов, демонстрируя высокую (53%) биодоступность при пе-
роральном введении [125].

Еще одним подходом для разработки аллостерических регуляторов является со-
здание пепдуцинов – модифицированных липофильными радикалами пептидов,
соответствующих участкам цитоплазматических петель рецептора ТТГ, взаимо-
действующих с гетеротримерными G-белками и β-аррестинами. Нами разработан
и исследован пептид, соответствующий функционально важному для активации
Gs-белка С-концевому участку третьей цитоплазматической петли рецептора ТТГ.
Показано, что в условиях in vitro он стимулирует аденилатциклазную систему в
мембранах щитовидной железы крыс, а в условиях in vivo при интраназальном вве-
дении повышает уровни тиреоидных гормонов в крови крыс [127–129]. Получен-
ные нами результаты свидетельствуют о том, что пептид функционирует как внут-
риклеточный агонист рецептора ТТГ, действующий на расположенные в цито-
плазматических петлях аллостерические сайты этого рецептора [129].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на то, что гонадотропины являются ключевыми регуляторами стерои-
догенеза, фолликулогенеза и сперматогенеза, их эффекты в яичниках и семенни-
ках в значительной степени зависят от активности других сигнальных каскадов,
регулируемых адипокинами и пептидами инсулинового и реаксинового семейств.
Эти каскады имеют ряд общих звеньев с гонадотропиновой сигнальной системой.
Функциональное взаимодействие между сигнальными каскадами в значительной
степени влияет на способность гонадотропинов активировать рецепторы ЛГ/ХГ и
ФСГ и сопряженные с ними G-белки, β-аррестины, ферменты, генераторы вто-
ричных посредников, и компоненты каскада МАПК, а также на способность гона-
дотропинов активировать транскрипционные факторы, контролирующие экс-
прессию генов, ответственных за продукцию половых стероидных гормонов, рост
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и дифференцировку клеток репродуктивной системы, созревание фолликулов и
сперматозоидов. В условиях ослабления сигнальных путей, активируемых лепти-
ном, ИФР-1 и INSL3, или при гиперактивации адипонектиновых сигнальных кас-
кадов регуляторные эффекты гонадотропинов нарушаются, что, в конечном итоге,
становится причиной репродуктивных дисфункций. Вследствие этого для норма-
лизации функционирования яичников и семенников наиболее перспективным яв-
ляется комбинированное использование фармакологических препаратов, восста-
навливающих интегративные связи между различными сигнальными путями, во-
влеченными в регуляцию стероидогенеза, фолликулогенеза и гаметогенеза.
Однако при некоторых эндокринных и метаболических заболеваниях, а также при
ряде генетических нарушений ключевой причиной снижения чувствительности
гонад к гонадотропинам является нарушение процессинга рецепторов ЛГ/ХГ и
ФСГ и их транслокации в плазматическую мембрану, вследствие чего они оказы-
ваются недоступными для эндогенных гонадотропинов. Эффективными в этом
случае являются низкомолекулярные аллостерические агонисты, которые не толь-
ко сами стимулируют активность рецепторов ЛГ/ХГ и ФСГ, но и, функционируя
как низкомолекулярные шапероны, способствуют встраиванию их активных форм
в плазматическую мембрану. Аллостерические агонисты характеризуются высокой
селективностью в отношении внутриклеточных сигнальных каскадов, что позво-
ляет их использовать для избирательной регуляции определенных физиологиче-
ских функций, например, стероидогенной активности. Вследствие этого совмест-
ное применение гонадотропинов, действующих на ортостерический сайт рецепто-
ра, и низкомолекулярных регуляторов, связывающихся с аллостерическим сайтом,
который не перекрывается с ортостерическим сайтом, может обеспечить их более
высокую селективность и эффективность действия и, по крайней мере, частично,
предотвратить побочные эффекты, характерные для гонадотропиновой терапии.

В отличие от рецепторов гонадотропинов, эндогенными стимуляторами рецеп-
тора ТТГ, наряду с самим ТТГ, являются его функциональный гомолог тиростиму-
лин и, в условиях активации аутоиммунных процессов, стимулирующие аутоанти-
тела TSAbs. При этом ни один из них не нашел применения в медицине как стиму-
лятор опосредуемой через рецептор ТТГ продукции тиреоидных гормонов,
исключая ограниченное применение рекомбинантного ТТГ для стимуляции по-
глощения радиоактивного йода при лечении рака щитовидной железы. Необходи-
мо подчеркнуть, что в настоящее время наиболее остро стоит проблема создания
селективных ингибиторов рецептора ТТГ, поскольку его повышенная базальная
активность вследствие активирующих мутаций или его длительная гиперактива-
ция TSAbs-аутоантителами приводят к онкологическим и аутоиммунным заболе-
ваниям щитовидной железы и к тяжелым формам офтальмопатии. Основным на-
правлением решения этой проблемы является расшифровка структуры аллостери-
ческих сайтов рецептора ТТГ и разработка высокоселективных аллостерических
лигандов с активностью нейтральных антагонистов и инверсионных агонистов на
основе низкомолекулярных гетероциклических соединений и пептидов, производ-
ных функционально важных участков рецептора ТТГ. Многие из этих лигандов ак-
тивны в условиях in vivo, что указывает на перспективность их разработки как про-
тотипов лекарств, предназначенных для лечения болезни Грейвса (аутоиммунного
гипертиреоза) и практически неизлечимой эндокринной офтальмопатии.
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hormone receptor, on the production of thyroid hormones in rats. Translational Medicine.
1(30): 15–21. 2015. (In Russ)].

129. Derkach K.V., Shpakova E.A., Titov A.M., Shpakov A.O. Intranasal and intramuscular admin-
istration of lysine-palmitoylated peptide 612–627 of thyroid-stimulating hormone receptor in-
creases the level of thyroid hormones in rats. Int. J. Pept. Res. Ther. 21: 249–260. 2015.
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A. O. Shpakov*

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

*e-mail: alex_shpakov@list.ru

The activity of the peripheral components of the hypothalamic-pituitary-gonadal
and –thyroid axes is regulated by the pituitary hormones, such as the gonadotropins and
thyroid-stimulating hormone (TSH), which are secreted by specialized cells of the ade-
nohypophysis. Luteinizing hormone (LH) and its homolog, chorionic gonadotropin
(CG), realize their steroidogenic effects by binding to the LH/CG receptors located on
the surface of the Leydig cells in the testes and the theca and granulosa cells of the ma-
ture follicle in the ovaries. Follicle-stimulating hormone (FSH) binds to the FSH recep-
tors located on the surface of the Sertoli cells in the testes and the granulosa cells of pri-
mordial and maturing follicles in the ovaries, controlling the folliculogenesis, spermato-
genesis and steroidogenesis. The TSH through the activation of TSH receptor stimulates
the synthesis of thyroid hormones by thyrocytes in the thyroid gland. The gonadotropins
(LH, CG, and FSH) and TSH bind with a high affinity to the extracellular domain of
G-protein-coupled receptors specific to them, and activate several signaling cascades
which are realized through the different types of G-proteins and β-arrestins. The recom-
binant and isolated from natural sources gonadotropins used to treat the reproductive
dysfunctions and in the assisted reproductive technologies have several disadvantages, as
a result of which the peptidic and low-molecular-weight regulators of the LH/CG and
FSH receptors, which interact with the allosteric sites located in their transmembrane or
intracellular domain are being developed. The use of adipokines, insulin family peptides,
the antidiabetic drug metformin, which not only regulate and modulate the response of
gonads to gonadotropins, but also themselves affect steroidogenesis and gamete matura-
tion, opens up great prospects in the regulation of reproductive functions and in the con-
trol of fertility. In the case of TSH receptors, the most acute problem is the decrease in
their increased activity in the autoimmune and oncological thyroid diseases and in endo-
crine ophthalmpathy. The most promising in this regard are the currently developed low-
molecular-weight inversion agonists and neutral antagonists that interact with the al-
losteric site located in the transmembrane domain of TSH receptor. This review is devoted
to modern advances in the development and study of the endogenous and synthetic regula-
tors and modulators of the gonadotropin and TSH receptors, as well as their influence on
the peripheral components of the hypothalamic-pituitary-gonad and -thyroid axes.

Keywords: gonadotropin, thyroid-stimulating hormone, G-protein-coupled receptor,
allosteric regulator, leptin, low-molecular-weight agonist, thyroid gland
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Экспрессия стероидогенного фактора 1 в нейронах вентромедиального ядра ги-
поталамуса крысы исследовалась при помощи иммуногистохимического метода
и вестерн-блоттинга у молодых (2–3 мес.) и старых (2–2.5 г.) крыс самцов и са-
мок. Стероидогенный фактор 1 содержится в подавляющем большинстве нейро-
нов вентромедиального ядра гипоталамуса молодых и старых крыс в дорсомеди-
альной части ядра. У старых крыс доля иммунореактивных нейронов к стероидо-
генному фактору 1 в дорсомедиальной части ядра достоверно снижалась с 88 до
68% у самцов и с 82 до 66% у самок. В каждой из возрастных групп не было отме-
чено достоверных половых различий по числу иммунопозитивных нейронов.
Экспрессия стероидогенного фактора 1 достоверно уменьшалась у старых самцов
и самок крыс и по данным вестерн-блоттинга. Таким образом, старение связано с
изменением нейрохимического состава вентромедиального ядра гипоталамуса,
участвующего в регуляции энергетического обмена и полового поведения.

Ключевые слова: гипоталамус, вентромедиальное ядро, стероидогенный фактор 1,
старение
DOI: 10.31857/S0869813920060060

Гипоталамус — филогенетически старый отдел промежуточного мозга, который
играет важную роль в поддержании постоянства внутренней среды и обеспечении
интеграции функций автономной, эндокринной, соматической систем. Есть пред-
положение об участии гипоталамуса в механизмах старения [1, 2], при этом важная
роль отводится средней группе ядер, включая вентромедиальное ядро (ВМЯ) гипо-
таламуса [2, 3].

ВМЯ известно своим участием в регуляции сексуального и пищевого поведения,
хотя оно также регулирует кровяное давление и болевые пути [3–6]. Повреждения
в ВМЯ изменяют пищевое поведение и связаны с гиперфагией и развитием ожире-
ния [7]. Внутренние часы ВМЯ играют роль в контроле периферических циркад-
ных ритмов [8].

Считается, что вентролатеральная часть ВМЯ (влВМЯ) в основном отвечает за
половое поведение у самок крыс и связана с присутствием нейронов, которые экс-
прессируют рецепторы эстрогена [9, 10], в то время как дорсомедиальная часть
ВМЯ (дмВМЯ) больше связана с регуляцией аппетита [11]. ВМЯ содержит гетеро-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



721ИЗМЕНЕНИЯ ЭКСПРЕССИИ СТЕРОИДОГЕННОГО ФАКТОРА 1

генные нейрональные популяции, отличающиеся по функциональной идентично-
сти, а также по биохимической идентичности. Разные субпопуляции нейронов в
ВМЯ экспрессируют разные нейропептиды, пептидные рецепторы и факторы
транскрипции и имеют разные внутренние свойства. ВМЯ также содержит нейро-
ны, которые отвечают на изменения содержания внеклеточной глюкозы [12].

Стероидогенный фактор 1 (SF-1) представляет собой ядерный рецептор, экс-
прессирующийся в надпочечниках, гонадах, переднем гипофизе и ВМЯ гипотала-
муса [13]. SF-1 имеет жизненно важное значение не только для развития ВМЯ, но и
для его физиологических функций [14]. У мышей нокаут SF-1 вызывал ожирение и
аномальное развитие ВМЯ [15], а у людей мутации SF-1 приводили к ожирению и
диабету 2 типа [16].

Целью исследования явилось изучение экспрессии SF1 в ВМЯ гипоталамуса мо-
лодых и старых крыс.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проведено на 40 белых крысах самках (n = 20) и самцах (n = 20)
линии Вистар в возрасте 2–3 мес. (молодые, n = 20) и 2–2.5 г. (старые, n = 20) с со-
блюдением “Правил проведения работ с использованием экспериментальных жи-
вотных” (приказ № 775 от 12.08.1977 г. МЗ СССР) в соответствии с принципами
Базельской декларации. После введения летальной дозы уретана (3 г/кг, внутри-
брюшинно), животных перфузировали транскардиально раствором стандартного
фоcфатно-cолевого буфеpа (PBS; 0.01 М, pH 7.4) (БиолоТ, Россия).

С целью проведения иммуногистохимических исследований, животных (n = 20)
затем перфузировали 4%-ным pаcтвоpом паpафоpмальдегида (Sigma, США) на
PBS. После перфузии головной мозг извлекали и иссекали участок гипоталамуса,
содержащий ВМЯ, согласно координатам атласа мозга крыс [17]. Серии коронар-
ных срезов гипоталамуса толщиной 14 мкм изготовляли на криостате Shandon E
(Thermo Scientific, Великобритания). Выявление SF1 проводили с использованием
меченых антител: первичные моноклональные мышиные антитела против SF-1,
разведение 1 : 150 (Invitrogen, кат. номер 434200, США); вторичные ослиные анти-
тела (Jackson ImmunoResearch Laboratories, США) против мышиного иммуногло-
булина G, конъюгированные с флуоресцеин-изотиоцианатом – FITC, флуоресци-
рующим в зеленой области спектра, разведение 1 : 100. Окраску клеток всей попу-
ляции нейронов проводили красителем, флуоресцирующим в красной области
спектра, NeuroTrace Red Fluorescent Nissl Stains (Molecular Probes, США) – разведе-
ние 1 : 200. После этого срезы отмывали в PBS и заключали в среду для иммуно-
флуоресценции VectaShield (Vector Laboratories, США). Для исключения неспеци-
фической реакции, часть срезов инкубировали без первичных и/или вторичных
антител.

Анализ препаратов проводили на флуоресцентном микроскопе Olympus BX43
(Токио, Япония) с соответствующим набором светофильтров и охлаждаемой цифро-
вой CCD камерой Tucsen TCC 6.1ICE c программным обеспечением ISCapture 3.6
(Китай). Долю SF1-иммунореактивных (ИР) нейронов определяли как их отноше-
ние к общему количеству нейронов, выявленных NeuroTrace Fluorescent Nissl Stains,
которое принимали за 100%. Анализу подлежали нейроны, срез которых прошел че-
рез ядро с видимым ядрышком и с флуоресценцией, превышающей фоновое свече-
ние. Процент ИР нейронов определяли с помощью программы Image J (NIH, США).

Вестерн-блоттинг проводился на 20 крысах, по 5 в каждой группе (самцы, самки,
молодые, старые). На вибротоме делались срезы гипоталамуса толщиной 300 мкм.
Под стереомикроскопом на срезах вырезались ВМЯ, которые затем гомогенизиро-
вали с буфером для лизиса. Каждый лизат ткани разводили в образце буфера (Bio-
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Rad Laboratories Inc., США) и денатурировали при 95°С в течение 5 мин. Эквива-
лентное количество образцов были загружены и разделены с помощью электрофо-
реза в полиакриламидном геле и затем перенесены на мембраны ПВДФ передачи
(AppliChem, Германия). Мембраны блокировали блокирующим раствором, содер-
жащим 3%-ное обезжиренное сухое молоко (AppliChem, Германия) в TBS-T (0.1%
Tween 20, 0.2 мМ Трис, 137 мМ NaCl), в течение 30 мин при комнатной температуре.
После промывки TBS-T, мембраны инкубировали с первичными моноклональными
мышиными антителами против SF-1, разведение 1 : 500 (Invitrogen, кат. номер
434200, США) и поликлональными кроличьими антителами против GAPDH (гли-
церальдегид-3-фосфат-дегидрогеназа), разведение 1 : 2500 (Abcam, Великобрита-
ния), при 4°C в течение ночи. После промывки TBS-T мембраны инкубировали с
вторичными антителами (козьи HRP-конъюгированные анти-кроличьи и анти-
мышиные IgG, (Abcam, Великобритания)) в соотношении 1 : 3000. Иммуноблоты
были обнаружены хемилюминесценцией (ECL Prime детектирующий реагент ве-
стерн-блоттинга, BioRad) с гель-документирующей системой Syngene G : BOX
Chemi XR5E (Syngene, Великобритания). Хемилюминесцентные сигналы были
определены количественно при помощи программного обеспечения Gene Tools
Gel Analysis (Syngene, Великобритания), и их оптическая плотность выражалась от-
носительно GAPDH. Маркеры молекулярной массы белков были включены в каж-
дый вестерн-блот-анализ.

Математическая обработка данных и построение графиков выполнено с исполь-
зованием программы Sigma Plot (Systat Software, США). Все величины представлены
как средняя арифметическая ± ошибка среднего (М ± m). Две независимые группы
сравнивались с помощью U-критерия Манна–Уитни, три и более с помощью ран-
гового анализа вариаций по Краскелу–Уоллису с последующим парным сравнением
групп тестом Манна–Уитни с применением поправки Данна при оценке значения р.
За уровень статистической значимости был взят p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты иммуногистохимических исследований показали, что SF-1 содер-
жится в подавляющем большинстве нейронов ВМЯ гипоталамуса молодых и ста-
рых крыс самцов и самок в дорсомедиальной части ядра (рис. 1). В влВМЯ обнару-
живались лишь отдельные SF-1-ИР нейроны. Одиночные SF1-ИР нейроны распо-
лагались и в области между ВМЯ и дугообразным ядром, а также в области
дугообразного ядра.

У старых крыс процент SF-1-ИР нейронов дмВМЯ достоверно снижался с 88 ± 2.5
до 68 ± 5.5 у самцов и с 82 ± 2.5 до 66 ± 2.7 у самок (p < 0.05, рис. 2, 3). В каждой из
возрастных групп не было отмечено достоверных половых различий по числу SF-1-ИР
нейронов (p > 0,05).

Экспрессия SF-1 в ВМЯ определялась методом вестерн-блоттинга, при этом у
всех животных в обоих ядрах выявлялись полосы, соответствующие молекулярной
массе белка 55 кДа. Экспрессия белка достоверно уменьшалась у старых самцов
крыс с 0.59 ± 0.03 до 0.48 ± 0.01 и у самок с 0.57 ± 0.02 до 0.48 ± 0.01 (p < 0.05, рис. 4)
относительно GAPDH. Не было выявлено половых различий по степени экспрес-
сией вышеназванного белка в каждой из возрастных групп (p > 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные нами результаты о селективной экспрессии SF-1 в дмВМЯ и цен-
тральной части ВМЯ крыс согласуются с данными литературы, полученными на
мышах. В гипоталамусе мышей-самцов SF-1 выявлялся в нейронах на всем протя-
жении ВМЯ в эмбриональном периоде, но к моменту рождения SF-1 не опреде-
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лялся в влВМЯ [18]. Впервые нами были продемонстрированы и SF-1-ИР нейро-
ны, расположенные за пределами ВМЯ, в частности, одиночные нейроны в обла-
сти дугообразного ядра. Тем не менее, близость этих нейронов к ВМЯ все же
говорит в пользу их общего происхождения и выполняемых функций совместно с
основной популяцией дмВМЯ.

Нами не было выявлено половых различий по числу и характеру распределения
SF-1-ИР нейронов в ВМЯ. влВМЯ и дмВМЯ структурно и функционально различ-

Рис. 1. Флуоресцентное обзорное микрофото нейронов ВМЯ (красный цвет, окраска NeuroTrace Red
Fluorescent Nissl Stains) самки старой крысы, иммунореактивных к SF-1 (зеленый цвет). Головки стре-
лок указывают на отдельные нейроны, расположенные за пределами ВМЯ. VMHdm – дорсомедиаль-
ная, VMHc – центральная, VMHvl – вентролатеральная область ВМЯ в соответствии с атласом мозга кры-
сы [17]. Масштаб – 300 мкм.
Fig. 1. Fluorescence observational microphoto of neurons located in the ventromedial hypothalamic (VMH) nu-
cleus (red color, NeuroTrace Red Fluorescent Nissl Stains stain) immunoreactive to SF-1 (green color) of female
old rat. The arrowheads point to individual neurons located outside of the VMH. VMHdm is the dorsomedial,
VMHc is the central, VMHvl is the ventrolateral region of the VMH in accordance with the atlas of the rat brain [17].
The scale is 300 μm.

VMHdm
VMHc

VMHvl

VMHdm

VMHvl

VMHc

Рис. 2. Микрофотографии нейронов, содержащих SF-1 в дмВМЯ (А, Young) молодых, (B, Aged) старых
крыс самок. Двойное мечение. SF-1-негативные нейроны указаны стрелками. Флуоресценция FITC
(зеленый, SF-1), NeuroTrace Red Fluorescent Nissl Stains (красный). Масштаб – 50 мкм.
Fig. 2. Microphotographs of neurons containing SF-1 in the VMHdm of (A) young, (B) aged female rats. Double
labeling. SF-1-negative neurons are indicated by arrows. Fluorescence FITC (green, SF-1), NeuroTrace Red
Fluorescent Nissl Stains (red). The scale is 50 μm.
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Рис. 3. Процент SF-1-ИР нейронов в дмВМЯ молодых (Young) и старых (Aged) крыс самцов (male) и са-

мок (female). *p < 0.05; различия достоверны по сравнению со старыми животными.

Fig. 3. Percentage of SF-1-IR neurons in the VMHdm of young and aged male and female rats. *p < 0.05; differ-

ences are significant compared to old animals.
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Рис. 4. Экспрессия SF-1 и GAPDH в дмВМЯ молодых (Young), старых (Aged) крыс самцов (male) и са-

мок (female). Данные представлены как отношение к уровню экспрессии GAPDH. Над гистограммой

представлены соответствующие иммуноблоты. *p < 0.05; различия достоверны по сравнению со стары-

ми животными.

Fig. 4. Expression of SF-1 and GAPDH in the VMHdm of young and aged male and female rats. Data are pre-

sented as ratio to GAPDH expression level. The corresponding immunoblots are above the histogram. *p < 0.05;

differences are significant compared to old animals.
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ны. Данные литературы свидетельствуют, что половая специфичность у грызунов

характерна для влВМЯ. Нейроны влВМЯ и дмВМЯ экспрессируют сравнительно

высокие уровни стероидных рецепторов у самок [19], тогда как рецепторы к лепти-

ну и кортикотропин-релизинг-гормону 2 типа (CRFR2) выявляются преимуще-

ственно в дмВМЯ [20, 21]. Таким образом, SF-1-содержащие нейроны дмВМЯ иг-

рают важную роль в регуляции обмена веществ.

Установленное нами возрастное снижение экспрессии SF-1 в ВМЯ согласуется

с ранее полученными нами результатами об изменении нейрохимических особен-

ностей нейронов ВМЯ крысы при старении, в частности процентного содержания

нейронов, содержащих синтазу оксида азота, а также кальций-связывающие белки

кальбиндин и кальретинин [22]. В геронтологии согласно элевационной теории

старения ключевое значение придается возрастному повышению порога чувстви-

тельности гипоталамуса к гомеостатическим сигналам [23]. Старение у млекопита-

ющих, в том числе у грызунов и человека, сопровождается увеличением массы тела

и количества жировой ткани. ВМЯ гипоталамуса, ответственное за регуляцию об-

мена веществ и энергии в организме, а также участвующее в контроле перифериче-

ских циркадных ритмов, предположительно играет важную роль и в процессах ста-

рения [24].

Таким образом, полученные результаты подтверждают гипотезу о том, что ста-

рение связано с изменением нейрохимического состава вентромедиального ядра

гипоталамуса, участвующего в регуляции энергетического обмена и полового по-

ведения. Молекулярные механизмы, приводящие к снижению экспрессии SF-1 в

гипоталамусе, требуют дальнейшего исследования.
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Changes in the Expression of the Steroidogenic Factor 1 (SF-1) in Neurons
of the Ventromedial Nucleus of the Rat Hypothalamus with Aging
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The expression of steroidogenic factor 1 in neurons of the ventromedial nucleus of the

rat hypothalamus was studied using the immunohistochemical method and Western

blotting in young (2–3 months old and 2–2.5 year old) male and female rats. Ste-

roidogenic factor 1 is found in the vast majority of neurons in the dorsomedial part of

the nucleus in the hypothalamus of young and old rats. In old rats, the percentage of

steroidogenic factor 1-immunoreactive neurons in the dorsomedial part of the ventro-

medial nucleus significantly decreased from 88 to 68% in males and from 82 to 66% in

females. In each of the age groups, there were no significant sex differences in the
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number of immunopositive neurons. Steroidogenic factor 1 expression was signifi-

cantly reduced in old male and female rats also according to Western blotting. Thus,

the aging is associated with a change in the neurochemical composition of the ventro-

medial nucleus of the hypothalamus, which is involved in the regulation of energy me-

tabolism and sexual behavior.

Keywords: hypothalamus, ventromedial nucleus, steroidogenic factor 1, aging
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Орексинергические нейроны гипоталамуса вовлечены в контроль различных
функций организма, прежде всего энергетического баланса, пищевого поведе-
ния, бодрствования и пробуждения. Прямое влияние дофамина и серотонина
мозга на орексинергические нейроны гипоталамуса осуществляется через раз-
личные подтипы соответствующих рецепторов, экспрессия которых ранее пока-
зана в телах орексинергических нейронах. Для выяснения возможности станов-
ления этих взаимосвязей в эмбриональном периоде развития было проведено
исследование 18-дневных эмбрионов крысы. С помощью Вестерн-блоттинга в
развивающемся гипоталамусе показана экспрессия белков рецепторов дофа-
мина Д1 и серотонина 2С. Двойное флуоресцентное иммуномечение и конфо-
кальная микроскопия подтверждают экспрессию рецепторов дофамина Д1 и се-
ротонина 2С в телах развивающихся орексин-иммунопозитивных клеток у эм-
брионов крысы. Полученные результаты свидетельствуют о том, что развитие
морфофункциональных взаимодействий моноаминергических систем с орекси-
нергической происходит в эмбриональный период развития организма.

Ключевые слова: орексины, гипоталамус, дофамин, серотонин, рецепторы дофа-
мина Д1, рецепторы серотонина 2С, рецепторы орексина, эмбриогенез, Е18
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Нейроны перифорникальной/латеральной области гипоталамуса, вырабатыва-
ющие орексин-А (гипокретин-1) и орексин-В (гипокретин-2), вовлечены в регуля-
цию пищевого поведения, энергетического баланса, бодрствования и пробужде-
ния [1–4] и других функций. Действие орексинов осуществляется через два типа
G-протеин-связанных рецепторов: OX1R и OX2R, которые экспрессируются в раз-
личных отделах мозга [5, 6].

В регуляции пищевого поведения и циркадных ритмов также участвуют серото-
нин и дофамин мозга. Известно, что структуры гипотaлaмусa получaют обильную
дофaмин- и серотонинергическую иннервaцию [7]. Источником дофамина в гипо-
таламусе являются как нейроны самого гипоталамуса (перивентрикулярного и ар-
куатного ядер), так и проекции из других отделов мозга [7–9]. В облaсти
лaтерaльного гипотaлaмусa рядом с форниксом проходит мощный пучок отрост-
ков нигро-стриaтного трaктa, которые являются aксонaми дофaминергических
нейронов среднего мозгa. Основным источником серотонинергической иннерва-
ции гипоталамуса является дорзальное и медиальное ядра шва [7]. Тирозингидрок-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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силаза и триптофангидроксилаза-2 – скорость лимитирующие ферменты биосин-
теза дофамина и серотонина, являются общепризнанными маркерами дофаминер-
гических и серотонинергических нейронов.

Проекции орексинергических нейронов OX1R и OX2R выявлены в областях
мозга, где локализованы тела дофаминергических и серотонинергических нейро-
нов [2, 5, 10–13]. В свою очередь рецепторы дофамина Д1- и Д2-подтипов [14], а
также рецепторы серотонина 1А и 3А подтипов [15, 16], 2С- и 1В-подтипов [17, 18]
экспрессируются в самих орексинергических нейронах. Эти данные подтверждают
существование тесных морфофункциональных взаимосвязей между орексинерги-
ческими нейронами гипоталамуса с дофамин- и серотонинергическими системами
и возможность прямого влияния дофамина и серотонина на функциональную ак-
тивность орексинергических нейронов.

У крысы в гипоталамусе орексин-иммунопозитивные структуры выявляются на
10–12 день эмбриогенеза (Е10–Е12), а к Е19 их проекции обнаружены уже за пре-
делами гипоталамуса [19–22]. В период Е12–Е13 в мозге наблюдается развитие дофа-
мин- и серотонинергических нейронов, проекции которых в гипоталамусе выявля-
ются в период Е16–Е18 [7, 23]. Однако возможность формирования морфофункцио-
нальных взаимосвязей моноаминергических систем с орексинергическим нейронами
уже в ходе эмбрионального развития организма не показано.

Цель настоящего исследования состояла в том, чтобы с помощью иммуногисто-
химических и биохимических методов показать возможность становления взаимо-
связи орексин-иммунопозитивных нейронов гипоталамуса с дофамин- и серото-
нинергической системами уже в эмбриональном периоде развития крысы. Иссле-
дования проведены на 18-дневных эмбрионах крысы (Е18). Этот период развития,
как показано выше, соответствует появлению в гипоталамусе проекций дофамин-
и серотонинергических нейронов среднего мозга на фоне развития орексин-имму-
нопозитивных нейронов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Настоящая статья не содержит результатов каких-либо исследований с участием
людей в качестве объектов исследований. Все процедуры проводили в соответ-
ствии с правилами, разработанными Комитетом по биоэтике ИЭФБ РАН
(15.02.2018 г.), правилами и требованиями, изложенными в документах “European
Communities Council Directive 1986” (86/609/EEC) и “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals”. На проведение экспериментов получено разрешение Комите-
та по биоэтике ИЭФБ РАН (Протокол 10/2 2018 от 15 октября 2018 г.).

В экспериментах были использованы 18-дневные эмбрионы (Е18) крысы. Для
эксперимента самок крысы Вистар (n = 5) отбирали по внешним признакам (чи-
стые шерстяной покров и видимые слизистые), отсаживали в отдельные клетки и
при помощи мазков из влагалища следили за эстральным циклом [24, 25]. В фазу
проэструса подсаживали самцов, первым днем беременности считали день обнару-
жения сперматозоидов во влагалищном мазке. Самок содержали в стандартных
условиях вивария при 12-часовом световом режиме (12 ч свет/12 ч ночь, световой
день начинался в 9.00, температура 23 ± 2°С), без ограничения доступа к воде и пи-
ще. На 18-й день беременности самок декапитировали.

Для Вестерн-блоттинга из замороженной головы эмбрионов (n = 6) извлекали
ткань развивающегося гипоталамуса, гомогенизировали в пятикратном растворе
лизирующего буфера (0.02 М TRIS (hydroxymethylaminomethane), 0.15 М NaCl,
0.001 М EDTA, 1% Triton X-100, рН 7.5), в который добавляли коктейль ингибито-
ров протеаз (Sigma, США) и ингибиторов фосфатаз (PhosStop; RocheDiagnostic,
Канада) согласно инструкции производителя. Протокол приготовления проб,
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гель-электрофореза и иммуноблоттинга был ранее подробно описан [26]. Для ре-
акции были использованы первичные поликлональные антитела кролика: к Д1 ре-
цептору дофамина (Abcam, Великобритания; 1 : 1000), к 2С-подтипу рецептора се-
ротонина (Elabscience Biotechnology Ltd., США; 1 : 500), к триптофангидроксилазе-2
(ТПГ2; Millipore, США; 1 : 2000). Анализ контрольного белка не проводили, так
как нас интересовал не количественный результат, а сам факт экспрессии исследуе-
мых белков в гипоталамусе. Также были использованы вторичные антитела козы про-
тив IgG кролика, конъюгированные с пероксидазой хрена (Sigma, США), 1 : 5000–
10000. Визуализацию сигнала проводили с помощью хемилюминисцентной систе-
мы Novex ECL (Invitrogen, Life Technologies, США), рентгеновской пленки (GE
Healthcare, Amersham Biosciences AB, Великобритания), которую проявляли стан-
дартным фотонабором (Реактив-фото, Россия).

Для оценки в гипоталамусе экспрессии генов, кодирующих орексиновые рецеп-
торы OX1R и OX2R, использовали ПЦР в реальном времени (n = 6). Протокол ре-
акции и реактивы ранее были подробно описаны [27]. Для реакции использовали
праймеры, синтезированные фирмой Evrogen (Москва, Россия):

TGCGGCCAACCCTATCATCTA (For.) и ACCGGCTCTGCAAGGACAA (Rev.) –
для Ox1r (NM_013064.1), ACTGTCTACGCCTGGTTCAC (For.) и CTCTGTACTTGTG-
CGTCCCC (Rev.) – для Ox2r (NM_013074.1). В качестве референсного гена использо-
вали Gapdh (NM_017008.4), кодирующего glyceraldehyde3-phosphate dehydrogenase: GT-
GTTCCTACCCCCAATGTATCC (For.) и GATGTCATCATACTTGGCAGGTTT (Rev.).
Амплификационный сигнал был детектирован прибором 7500 Real-Time PCR Sys-
tem (Life Technologies ABI). Анализ относительного уровня мРНК проводили с по-
мощью метода Δ-Δ Ct.

Для морфологических исследований мозг эмбрионов с черепом (n = 8) после
промывки в холодном натрий-фосфатном буфере (PBS, pH 7.4) фиксировали в те-
чение 5–6 ч (4°С) погружением в холодный раствор 4%-ного пара-формальдегида,
который растворяли в 0.02 М PBS. Далее промывали в холодном PBS и после крио-
протекции в 30%-ном растворе сахарозы, разведенной в 0.02 М PBS, замораживали
c помощью среды Tissue-Tek (Sakura, Япония) в сухом льду. С помощью криостата
(Leiсa Biosystems, Германия) из области головы с мозгом изготавливали чередую-
щуюся серию фронтальных срезов (10 или 25 мкм), каждый 6-й срез монтировали
на стекле Superfrost/plus, высушивали при комнатной температуре и хранили при
–20°С. Для идентификации отделов мозга эмбрионов использованы схемы, опи-
санные ранее [28].

Протокол одиночного иммуномечения с помощью биотин-стрептавидинового
метода ранее подробно описан [29]. Для реакций были использованы первичные
антитела мыши к орексину-А (R&Dsystems, США; 1 : 1000) или кролика к орекси-
ну-В (Sigma, США; 1 : 1000), или кролика к триптофангидроксилазе-2 (Millipore,
США; 1 : 500); соответствующие вторичные антитела козы, конъюгированные с
биотином (Vector Labs., Великобритания): против IgG кролика (1 : 400) или против
IgG мыши (1 : 500), комплекса стрептавидина с пероксидазой хрена (Sigma, США).
Визуализацию реакции проводили с помощью 0.05%-ного раствора 3,3'-диамино-
бензидина. Реакцию останавливали дистиллированной водой. После тщательной
промывки и стандартной гистологической обработки срезы заключали под по-
кровное стекло и высушивали.

Для двойного флуоресцентного иммуномечения был использован протокол, ко-
торый ранее нами был подробно описан [30]. Перед блокировкой неспецифиче-
ского связывания срезы 40 мин инкубировали в растворе 100 мМ глицина на PBS.
Для исследования использовали смесь первичных антител мыши к орексину-А
(R&Dsystems, США; 1 : 1000) с антителами кролика к тирозингидроксилазе (ТГ;
Abcam, Великобритания; 1 : 500), или к Д1-рецептору дофамина (Abcam, Велико-
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британия; 1 : 200), или к 2С-подтипу рецептора серотонина (Elabscience Biotechnol-
ogy Ltd., США; 1 : 200), или к ТПГ-2 (Millipore, США; 1 : 500). Также была исполь-
зована смесь вторичных антител, конъюгированных с различными флуоресцент-
ными метками: антитела цыпленка против IgG кролика с Alexa-488 и антитела осла
к IgG мыши с Alexa-568 (Invitrogen, США) в разведении 1 : 1000. После промывки в
PBS срезы инкубировали в течение 2 мин с ядерным красителем DAPI (Sigma,
США; 1 : 2000), промывали, заключали под покровное стекло с помощью среды
Mowiol (Sigma, США) и хранили при 4°C до ее полимеризации. Специфичность
иммуногистохимической реакции проверяли с помощью негативного контроля
(реакции без первичных или вторичных антител).

Изображения структур на препаратах мозга с одиночным иммуномечением по-
лучали c помощью микроскопа Carl Zeiss Imager A1 (Carl Zeiss, Германия) со встро-
енной телевизионной камерой и программы Axio-Vision 4.8.

Анализ флуоресцентного изображения проводили с помощью микроскопа
DMI6000 и лазерной сканирующей конфокальной установки TCS SP5-II (Leiсa
Microsystems, Германия). Последовательное сканирование проводили с помощью
иммерсионного объектива ×63, лазеров с длиной волны возбуждения 488 и 568 нм.
Флуоресценцию с DAPI анализировали с помощью микроскопа Carl Zeiss Axio Im-
ager A1 с флуоресцентной установкой (HB-100), это было необходимо для того,
чтобы оценить локализацию рецепторов в нейронах.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В мозге эмбрионов крысы структуры, иммунопозитивные к орексину-A и орек-
сину-В, выявлены в зонaх развивающихся обонятельных луковиц, орбито-
фронтaльной коры больших полушaрий, гипотaлaмусa, гиппокaмпa. В ги-
потaлaмусе орексин-иммунопозитивные клетки и отростки выявлены в области
дна и стенки 3-го желудочка, в латеральной от 3-го желудочка области (рис. 1А),
соответствующей зоне латерального гипоталамуса (ЛГ) в развивающемся мозге [28].
Интересно отметить тот факт, что интенсивность реакции в нейронах развивающегося
гипоталамуса была меньше, чем в орексин-иммунопозитивных клетках, которые вы-
являются в развивающемся гиппокампе. На препаратах, исследованных с помощью
светового или конфокального микроскопа в области развивающегося ЛГ выявляются
орексин-иммунопозитивные клетки диaметром 9–10 мкм с узким ореолом иммунопо-
зитивного веществa, которое рaспределено по периферии перикариона; отчетливо вы-
являются отходящие от тела клетки отростки (рис. 1В, 2А, В).

Результаты ПЦР в реальном времени демонстрируют стабильную детекцию
продукта мРНК OX2R в развивающемся гипоталамусе, в отличие от OX1R, про-
дукт которых либо определялся на очень низком уровне, либо вообще не детекти-
ровался.

Результaты Вестерн-блоттингa подтверждают экспрессию белка Д1-рецепторов
дофaминa в развивающемся гипотaлaмусе эмбрионов крысы (рис. 3А). Результаты
двойного флуоресцентного иммуномечения демонстрируют локaлизaцию ТГ-им-
мунопозитивных отростков вокруг тел орексин-иммунопозитивных клеток (рис. 2), а
также иммуноэкспрессию Д1-рецепторов дофaминa непосредственно в телах орек-
син-иммунопозитивных клеток развивающегося гипоталамуса (рис. 4).

С помощью Вестерн-блоттинга мы подтвердили присутствие в гипоталамусе эм-
брионов крысы белка ТПГ-2 (рис. 3B). Однако с помощью иммуногистохимиче-
ских реакций в области, где выявлены тела орексин-иммунопозитивных клеток,
нам не удалось отчетливо выявить иммунопозитивные к ТПГ-2 отростки несмотря
на то, что реакции повторяли на срезах толщиной 25 мкм.
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С помощью Вестерн-блоттинга в развивающемся гипоталамусе 18-дневных эм-
брионов крысы было показано наличие белка 2С-подтипа рецепторов серотонина,
однако положительный результат был получен только при загрузке в гель большого
количества белка (рис. 3C). Анализ двойного флуоресцентного иммуномечения де-
монстрирует иммуноэкспрессию 2С подтипа рецепторов серотонина непосред-
ственно в телах орексин-иммунопозитивных нейронов в развивающемся гипота-
ламусе (рис. 5).

Таким образом, полученные нами данные демонстрируют присутствие в разви-
вающемся гипоталамусе крысы ферментов биосинтеза дофамина и серотонина, а
также и их рецепторов Д1 и 2С, что свидетельствуют о возможности влияния дофа-
миновой и серотониновой систем на орексинергические нейроны уже в эмбрио-
нальном периоде развития крысы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В мозге эмбрионов крысы мРНК препро-орексинa – предшественникa орек-
синa-A и -B выявляется с 12-го дня развития [20]. При этом орексин-иммунопози-
тивные клетки в мозге также выявляются с 12-го дня эмбриогенеза, a к 19-му дню
рaспределение тел нейронов и их проекций соответствует таковым у взрослых

Рис. 1. Микрофотографии, демонстрирующие иммунопозитивные к орексину-А структуры на фрон-
тальном срезе развивающегося (Е18) мозга эмбрионa крысы: при малом (А) и большом (В) увеличении.
Круг (А) – область локализации иммунопозитивных клеток, которые представлены с помощью иммер-
сионного объектива ×100 (В). Обозначения: 3 v – третий желудочек мозга, сплошные стрелки – тела
иммунопозитивных клеток, пунктирные стрелки – их отростки; мaсштaб 200 мкм (А) и 20 мкм (В).
Fig. 1. Microphotographs showing orexin-A immunopositive structures on the frontal section of the developing
(E18) brain of the rat embryo: at small (A) and large (B) magnification. Circle (A) is the area of localization of im-
munopositive cells, which are represented using an immersion objective ×100 (B). Designations: 3 v – the third
brain ventricle, solid arrows – the bodies of immunopositive cells, discontinuous arrows – their processes; scale
of 200 μm (A) and 20 μm (B).

А B

3v3v3v

200 µm200 µm200 µm 20 µm20 µm20 µm
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Рис. 2. Двойнaя иммуногистохимическaя реaкция к тирозингидроксилaзе (зеленый) и орексину-A
(крaсный) в развивающейся зоне лaтерaльного гипотaлaмусa 18-дневного эмбрионa крысы, конфокаль-
ный микроскоп. Стрелки укaзывaют нa тирозингидроксилaзa-иммунопозитивные отростки, локализо-
ванные вблизи тел орексин-иммунопозитивных клеток при мaлом (А) и большем (B) увеличении,
мaсштaб 25 мкм.
Fig. 2. Double immunohistochemical reaction to tyrosine hydroxylase (green) and orexin-A (red) in the develop-
ing zone of the lateral hypothalamus of the 18-day-old rat embryo, confocal microscope. Arrows indicate tyrosine
hydroxylase-immunopositive processes located near the bodies of orexin-immunopositive cells with a small (A)
and a larger (B) magnification, scale bars 25 μm.

А

25 µm

B

25 µm

Рис. 3. Результаты Вестерн-блоттинга демонстрируют экспрессию белка Д1-рецептора дофамина (А),
триптофангидроксилазы-2 (B) и серотонинового рецептора 2С-подтипа (C) в гипоталамусе 18-ти днев-
ных эмбрионов крысы. Полоса справа – уровень локализации белкового маркера 52 кД.
Fig. 3. The results of Western-blotting demonstrate the expression of dopamine receptor protein D1 (A), trypto-
phan hydroxylase-2 (B) and serotonin subtype 2C receptor (C) in the hypothalamus of 18-day-old rat embryos.
The bar on the right – the level of localization of the protein marker 52 kD.

А

B

C
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оргaнизмов [19–22]. Нaши результaты подтверждaют полученные рaнее дaнные [20]
о присутствии орексин-иммунопозитивных клеток в рaзвивaющемся гипотaлaмусе
на стадии Е18, которые, судя по их морфологии (небольшой размер, малое количе-
ство иммунопозитивного материала, небольшое количество иммунопозитивного
материала в отростках), еще не являются зрелыми, интенсивно функционирующи-
ми нейронaми. Однако экспрессия генов орексиновых рецепторов в эмбриональном
периоде свидетельствует о возможности функциональной активности орексинов,

Рис. 4. Флуоресцентное иммуномечение Д1-рецепторов дофaминa (A, зеленый), орексина-A (B, крaсный) и
их наложение (C) в развивающейся зоне лaтерaльного гипотaлaмусa 18-дневного эмбриона крысы, кон-
фокальный микроскоп. Сплошные стрелки – Д1- и орексин-иммунопозитивные структуры (A, B), пре-
рывистые стрелки – Д1-рецепторы, локализованные в телaх орексин-иммунопозитивных нейронов,
мaсштaб 20 мкм.
Fig. 4. Fluorescence immunolabeling of dopamine D- receptors (A, green), orexin-A (B, red) and their merge (C)
in the d-eveloping zone of the lateral hypothalamus of the 18-day-old rat embryo, confocal microscope. Solid ar-
rows — D1- and orexin-immunopositive structures (A, B), discontinuous arrows — D1 receptors localized in the
bodies of orexin-immunopositive neurons, scale bars 20 μm.
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по-видимому, через OX2R, который не является специфичным для орексина-А
или -В: максимальное количество мРНК OX2R в эмбриогенезе выявлено в развива-
ющихся гипоталамусе и коре больших полушарий на 18-й день эмбриогенеза, а ста-
бильный уровень мРНК OX1R выявляется в гипоталамусе и мозжечке после рожде-
ния (Р0–1) [19], что также подтверждается и полученными нами результатами.

В ходе эмбрионaльного рaзвития крысы дифференцировкa дофaминергических
нейронов в гипотaлaмусе происходит в период Е12–Е16 [7], a в среднем мозге –

Рис. 5. Флуоресцентное иммуномечение 2С-подтипа рецептора серотонинa (A, зеленый) и орексина-А
(B, крaсный) и их совмещение (C) в облaсти развивающегося лaтерaльного гипотaлaмусa 18-дневного
эмбрионa крысы, конфокальный микроскоп. Сплошные стрелки – 2С- и орексин-иммунопозитивные
структуры (A, B), прерывистые стрелки – локaлизaция 2С-рецепторов в телaх орексин-иммунопози-
тивных нейронов, мaсштaб 20 мкм.
Fig. 5. Fluorescence immunolabaling of the 2C-subtype of the serotonin receptor (A, green) and orexin-A (B, red)
and their merge (C) in the region of the developing lateral hypothalamus of the 18-day-old rat embryo, confocal
microscope. Solid arrows — 2C and orexin-immunopositive structures (A, B), intermittent arrows — localization
of 2C receptors in the bodies of orexin-immunopositive neurons, scale bars 20 μm.
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нaчинaя с Е13 [31]. Полученные нами данные демонстрируют наличие большого
числа ТГ-иммунопозитивных отростков в гипоталамусе эмбрионов Е18, а также их
локализацию вокруг развивающихся орексин-иммунопозитивных нейронов. Экс-
прессия же белка активирующих Д1-рецепторов дофамина в гипоталамусе и непо-
средственно в орексин-иммунопозитивных клетках свидетельствует о возможно-
сти прямого влияния дофамина на орексинергические клетки гипоталамуса уже в
эмбриональном периоде развития организма.

Экспрессия генов дофaминовых рецепторов (Д1 и Д2) в рaзвивaющемся мозге
крысы ранее покaзaнa с помощью ПЦР в реaльном времени и гибридизaции in situ
уже у 14-дневных в медиaльной префронтaльной коре и в стриaтуме [32]. В более
рaннем исследовaнии с помощью гибридизaции in situ, проведенной с помощью
aвторaдиогрaфии, мРНК Д1- и Д2-рецепторов выявлена в гипотaлaмусе 18-днев-
ных эмбрионов, ее уровень возрастал к 21-му дню и в рaннем постнaтaльном пери-
оде [33]. Полученные ранее данные демонстрируют в гипоталамусе 20-дневных эм-
брионов крысы достаточно высокий уровень белка Д1-рецепторов дофамина [26].

Серотонинергическaя иннервaция гипотaлaмусa обеспечивaется отросткaми
нейронов ядер швa, которые у мыши и крысы нaчинaют дифференцировaться с
Е12 [7] и к Е16–18 отдельные отростки выявляются в гипоталамусе [23]. Получен-
ные нами данные подтверждают присутствие белка ТПГ-2 в гипоталамусе эмбрио-
нов Е18, однако выявить отростки с этим ферментом в области локализации орек-
син-иммунопозитивных клеток нам не удалось, по-видимому, в связи с тем, что
отростки очень тонкие и их количество в гипоталамусе еще очень мало. Наши дан-
ные подтверждают присутствие в ткани гипоталамуса очень малого количества
белка активирующих рецепторов серотонина 2С подтипа и иммуноэкспрессию
этого белка непосредственно в орексин-иммунопозитивных клетках, что свиде-
тельствует о возможности прямого влияния серотонина на орексин-иммунопози-
тивные клетки уже в эмбриональном периоде развития.

В мозге эмбрионов крысы с помощью ОТ-ПЦР экспрессия генов различных
подтипов рецепторов серотонина выявляется довольно рано, в частности, 2А – в
период Е11, 2В – с Е9 [34]. Экспрессия гена рецептора серотонина 2C-подтипa,
функциональное значение которых связывают прежде всего с регуляцией энерге-
тического баланса [35], выявляется в период E9–E13, но к Е17 уровень ее мРНК
знaчительно снижался [34].

Важно отметить, что в эмбрионaльном мозге дофaмин и серотонин функциони-
руют кaк гормоны и могут осуществлять свое действие не только после развития
иннервации, а непосредственно через ликвор желудочков мозгa, a тaкже через
кровь, поступaя от периферических ткaней в условиях отсутствия гемaто-эн-
цефaлического бaрьерa [36], воздействуя на соответствующие рецепторы, что сви-
детельствует о полифункциональных свойствах этих моноаминов в развивающем-
ся мозге.

Полученные нaми дaнные впервые демонстрируют, что стaновление морфо-
функционaльных взaимодействий дофaмин- и серотонинергических систем
мозгa с орексинергическими нейронaми гипотaлaмусa происходит уже в ходе
пренaтaльного рaзвития в период, когдa гипотaлaмус является особенно чувстви-
тельным к рaзличного родa воздействиям [37]. Экспрессия в гипотaлaмусе эм-
брионов и непосредственно в орексинергических нейронaх Д1- и 2С-подтипов
рецепторов свидетельствует о возможности aктивирующего влияния дофaминa и
серотонинa нa них, что может оказывать существенное влияние на развитие орек-
синергических нейронов гипоталамуса при различного рода воздействиях, в част-
ности, при пренатальном стрессе [29].

Исследование проведено с использованием оборудования ЦКП ИЭФБ РАН.
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Investigation of Monoamines Influence on Orexinergic Hypothalamic Neurons
of Rat Embryons

I. Yu. Morinaa, E. V. Mikhailovaa, and I. V. Romanovaa, *
aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences,

St. Petersburg, Russia
*e-mail: irinaromanova@mail.ru

Hypothalamic orexinergic neurons are involved in control of various body functions, espe-
cially energy balance, feeding behavior, wakefulness and awakening. The direct dopamine
and brain serotonin effect on hypothalamic orexinergic neurons is carried out through var-
ious subtypes of the corresponding receptors, the expression of which was previously
shown in the orexinergic neurons bodies. To clarify the possibility of these relation-
ships existence in the embryonic developmental period, a study of the 18-day-old rat
embryos (E18) hypothalamus was made. Expression of dopamine D1 and serotonin 2C
receptor proteins was shown in hypothalamus with Western blotting. Double fluorescence
immunolabeling and confocal microscopy confirm the expression of dopamine D1 and
serotonin 2C receptors in developing orexin-immunopositive cell bodies in rat embryos.
Obtained results suggest that the development of monoaminergic systems morphofunc-
tional interactions with orexinergic occurs in the embryonic period of body development.

Keywords: orexins, hypothalamus, dopamine, serotonin, dopamine D1 receptors, sero-
tonin 2C receptors, orexin receptors, embryogenesis, E18
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Пренатальный стресс рассматривается в качестве фактора риска развития в по-
следующей жизни таких заболеваний, как психические, сердечно-сосудистые и
метаболические расстройства. Дисрегуляция активности гипоталамо-гипофи-
зарно-адренокортикальной системы (ГГАС) служит одним из механизмов воз-
никновения этих расстройств. Регуляция ГГАС осуществляется посредством
двух типов рецепторов – минералокортикоидных (МР) и глюкокортикоидных
рецепторов (ГР) кортико-лимбических структур мозга. Связь между пренаталь-
ным стрессом, полом и активностью ГГАС, а также роль центральных МР и ГР в
этом взаимодействии исследованы недостаточно. Нами изучено влияние прена-
тального стресса на активность ГГАС взрослых самцов и самок крыс и экспрес-
сию ГР и МР в гиппокампе и медиальной префронтальной коре (мПФК). Пре-
натальный стресс моделировали, подвергая беременных самок крыс линии Ви-
стар одночасовой иммобилизации с 15-го по 19-й день беременности. У взрослых
потомков изучена базальная активность ГГАС и стрессорный уровень кортикосте-
рона в ответ на 30-минутную иммобилизацию. Экспрессию ГР и МР оценивали
методом вестерн-блот и дополнительно в гиппокампе иммуногистохимическим
методом. У пренатально стрессированных самцов выявлено пролонгирование
стрессорного ответа, а у самок – повышение базальной и стрессорной реактив-
ности и усилении чувствительности ГГАС к сигналам обратной связи. У самцов
изменения активности ГГАС сопровождались снижением содержания ГР и МР в
гиппокампе и мПФК при неизменном соотношении ГР : МР. У пренатально
стрессированных самок наблюдалось усиление экспрессии белка ГР и снижение
количества белка МР в гиппокампе и увеличение соотношения ГР : МР в обеих об-
ластях мозга. В гиппокампе самцов и самок наибольшие изменения содержания
ГР и МР выявлено в СА3 поле и зубчатой извилине. Полученные данные указыва-
ют на вклад изменения экспрессии белков ГР и МР гиппокампа и мПФК в зависи-
мую от пола модификацию активности ГГАС в результате пренатального стресса.

Ключевые слова: пренатальный стресс, гипоталамо-гипофизарно-адренокорти-
кальная система, гиппокамп, медиальная префронтальная кора, глюкокортико-
идные рецепторы, минералокортикоидные рецепторы, пол
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Гипоталамо-гипофизарно-адренокортикальная система (ГГАС) является клю-
чевой гормональной системой, определяющей способность организма реагировать

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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на повреждающие (стрессорные) события и адаптироваться к ним. Нарушение ак-
тивности данной гормональной оси служит одной из причин возникновения раз-
личных заболеваний, включая нарушения функционирования сердечно-сосуди-
стой системы, ментальные и когнитивные дисфункции [1].

В регуляции как базальной, так и стрессорной активности ГГАС участвуют раз-
личные области головного мозга и, главным образом, гиппокамп, медиальная пре-
фронтальная кора (мПФК) и амигдала [2, 3]. Первые две мозговые структуры ока-
зывают тормозное воздействие на активность ГГАС, а амигдала – возбуждающее.
Гиппокампу и мПФК уделяется наибольшее внимание исследователей в связи с
тем, что нарушение торможения ГГАС после стрессорной активации и, соответ-
ственно, чрезмерное влияние длительно повышенного уровня глюкокортикоид-
ных гормонов на мозг и организм в целом способствует развитию “болезней адап-
тации” [4]. Влияние гиппокампа и мПФК на активность ГГАС реализуется через
два типа кортикостероидных рецепторов – глюко- (ГР) и минералокортикоидные
рецепторы (МР). Поскольку МР имеют более высокое сродство к глюкокортико-
идному гормону, их эффекты в основном реализуются при базальных концентра-
циях гормона в крови, тогда как ГР вовлекаются в регуляцию активности ГГАС в
условиях повышения уровня глюкокортикоидов в крови, например, при стрессе и
циркадном максимуме активности ГГАС [4]. Тем не менее, исследования последних
лет указывают на то, что такое представление о роли ГР и МР в регуляции активно-
сти ГГАС является сильно упрощенным. Решающее значение здесь имеет соотноше-
ние числа ГР и МР, что было наглядно продемонстрировано для гиппокампа [5, 6].
В отношении мПФК и роли соотношения ГР и МР в регуляции активности ГГАС
этой области коры известно меньше.

Не меньший интерес вызывает и проблема гендерных различий реагирования
ГГАС на стрессорные воздействия. Многочисленными исследованиями было по-
казано, что женщины/самки более стресс-реактивны, чем мужчины/самцы, и эти
различия определяются более высоким уровнем эстрогенов у особей женского по-
ла [7, 8]. Однако о межполовых различиях экспрессии ГР и МР в мозге известно
недостаточно.

Активность ГГАС подвергается фенотипической модификации воздействием
различных стрессоров в пре- и постнатальном онтогенезе. В результате воздей-
ствия на беременную женщину повышенного уровня глюкокортикоидов вслед-
ствие стрессирования, депрессии, тревоги или введения экзогенных гормонов на-
блюдается изменение базальной и стрессорной активности ГГАС у новорожденных
и детей ювенильного возраста [9, 10]. Наиболее многочисленны эксперименталь-
ные данные о влиянии пренатального стресса на активность ГГАС во взрослой
жизни у лабораторных животных [см. обзоры 11, 12]. Определенное внимание уде-
ляется и межполовым различиям в действии пренатального стресса у лаборатор-
ных грызунов. Показано преимущественное влияние пренатального стресса на ак-
тивность ГГАС самцов, которое заключалось в более длительном повышении
уровня кортикостерона при стрессе [13, 14].

Влияние пренатального стресса на активность ГГАС взрослых животных пре-
имущественно связывают с изменением экспрессии кортикостероидных рецепто-
ров в гиппокампе [13, 15, 16]. Несмотря на важную роль мПФК в регуляции актив-
ности ГГАС, о влиянии пренатального стресса на экспрессию ГР и МР в этой области
коры известно меньше, а анализ межполовых различий действия пренатального стрес-
са на кортикостероидные рецепторы мПФК взрослых животных не проводился.

В связи с этим в данном исследовании изучены последствия стрессирования бе-
ременных крыс в последнюю треть беременности на особенности активности
ГГАС и экспрессию кортикостероидных рецепторов в гиппокампе и мПФК поло-
возрелых самцов и самок. Активность ГГАС нами изучена в динамике гормональ-
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ного стрессорного ответа, что позволяет судить о максимальной выраженности
стрессорной активации системы и эффективности ее торможения по механизму
отрицательной обратной связи. Анализ экспрессии ГР и МР в гиппокампе и
мПФК проведен методом вестерн-блот, а в гиппокампе дополнительно иммуноци-
тохимическим методом, что позволило оценить количество белка соответствую-
щих рецепторов и их распределение внутри мозговой структуры.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа выполнена на половозрелых самках крыс линии Вистар массой 200–220 г
из ЦКП “Биоколлекция” Института физиологии им. И.П. Павлова РАН, а также на их
потомках: самцах массой 230–240 г и самках массой 200–220 г в возрасте 2.5 мес. Жи-
вотных содержали в стандартных условиях вивария при свободном доступе к воде
и корму (гранулированный комбикорм). Все манипуляции с животными были
проведены в соответствии с принципами Базельской декларации и рекомендация-
ми Комиссии по гуманному обращению с животными Института физиологии
им. И.П. Павлова РАН.

Моделирование пренатального стресса осуществляли следующим образом. Бе-
ременных первородящих самок (n = 9) с 15-го по 19-й день подвергали ежедневно-
му иммобилизационному стрессу в течение 1 ч в узких пластиковых пеналах разме-
ром 20 × 7 × 6 см в условиях повышенной освещенности, которую создавали лам-
пой 60 Вт, расположенной на высоте 40 см. Контрольных беременных самок (n = 9)
оставляли интактными. Наступление беременности определяли по наличию спер-
матозоидов в окрашенных азур-эозином вагинальных мазках самок, находящихся
в стадии проэструс–эструс. Беременных самок крыс перед родами рассаживали в
индивидуальные клетки и далее ежедневно проводили наблюдение с целью опре-
деления даты родов. День обнаружения новорожденных крысят считали 0 днем
жизни. На следующий день число крысят в пометах выравнивали до 8 животных
(4 самца и 4 самки). Пометы, где обнаружено резкое преобладание животных одно-
го пола, из исследования исключали. Полученное от самок потомство содержали
совместно с матерью до 30-дневного возраста и далее по 6 особей в клетке.

Потомков обоего пола стрессированных самок (пренатально стрессированные
крысы) и контрольных самок делили на три группы. Животных первой группы
подвергали иммобилизационному стрессу в течение 30 мин в узких пластиковых
пеналах с целью анализа характера стрессорной активности ГГАС. Пробы крови
забирали из хвостовой вены до начала иммобилизации (базальная активность) и
далее через 30, 60 и 180 мин после начала стрессирования. Пробы крови центрифу-
гировали (1000 g, 20 мин, 4°С) и далее плазму хранили при температуре –20°С до
момента определения содержания в ней кортикостерона. Уровень кортикостерона
в плазме крови определяли методом ИФА, используя стандартные наборы произ-
водства ХЕМА, Россия. Все манипуляции с самками осуществляли в стадию диэст-
рус, которую контролировали по характеру окрашенных вагинальных мазков.
Каждая подгруппа пренатально стрессированных и контрольных самцов и самок в
данном эксперименте состояла из 10 животных.

Животных второй группы декапитировали, на льду выделяли гиппокамп и
мПФК, которые сразу гомогенизировали для последующего анализа экспрессии
белка ГР и МР методом вестерн-блот. Ткани мозга гомогенизировали с использо-
ванием лизисного буфера, содержащего ингибиторы протеиназ. Подготовленные
гомогенаты центрифугировали 1 ч при 4°С при 32000 g. Общую концентрацию бел-
ка в пробах определяли по методу Бредфорда. Индивидуальные пробы, содержа-
щие одинаковое количество белка (15 мкг – гиппокамп и 20 мкг – мПФК) смеши-
вали с буфером Лэмли, после чего белок денатурировали путем нагрева до 95°С в
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течение 5 мин. От каждого животного независимо брали три фракции из экстраги-
рованного белка. Подготовленные пробы наносили на 7.5%-ный полиакриламид-
ный гель и разгоняли при помощи электрофореза на оборудовании Bio-Rad Labo-
ratories, США. Разделенные в геле белки электрофоретически переносили на нит-
роцеллюлозную мембрану (Amersham, Великобритания) с использованием буфера,
который содержал 25 мМ Трис, 192 мМ глицина и 20% метанола (pH 8.3). Получен-
ные мембраны инкубировали 1 ч при 37°С в блокирующем растворе 5%-ного моло-
ка, приготовленного на основе ТБСT буфера (50 мМ Трис-HCl, 150 мM NaCl,
0.05% Tween 20, pH 8.0). По окончании процедуры мембраны перекладывали в 1%-
ный раствор молока на основе ТБСT буфера, который содержал поликлональные
антитела к ГР или МР и моноклональные антитела к β-актину (Santa Cruz Biotech-
nology, Inc., США) в разведении 1 : 500, и инкубировали в течение ночи при 4°С.
По окончании инкубации мембраны трижды промывали в ТБСT буфере и затем
повторно инкубировали в течение 1 ч при комнатной температуре в 1%-ном рас-
творе молока на основе ТБСT буфера с добавлением вторичных антител, коньюги-
рованных с пероксидазой хрена, в разведении 1 : 2500. Визуализацию белков про-
изводили при помощи детектирующих реагентов (ECL detection kit, Sigma-Aldrich
Laboratories) согласно инструкции производителя. Оптическую плотность полос
для белка ГР, МР и β-актина измеряли в компьютерной программе Image ProPlus
(Media Cybernetics Inc., США). Каждая подгруппа пренатально стрессированных и
контрольных самцов и самок в данном эксперименте состояла из 4 животных.

Животных третьей группы декапитировали, мозг быстро извлекали из черепной
коробки и помещали в 4%-ный раствор параформальдегида в 0.1 М фосфатном бу-
фере (pH 7.3) на 1 ч, а затем на 48 ч при 4°C. Далее материал после стандартной об-
работки (промывка, обезвоживание, проведение через порции ксилола) заливали в
парафин. Изготавливали серии срезов мозга во фронтальной плоскости толщиной
6 мкм. С помощью метода немеченых антител (авидин-биотинового) и иммунопе-
роксидазной реакции проводили выявление иммунореактивного вещества. После
стандартных процедур депарафинизации, регидратации и демаскировки антигена
(кипячение срезов в 0.01 М цитратном буфере, pH 6.0 под давлением в течение 1 мин),
срезы в течение ночи при 4°C инкубировали с первичными поликлональными ан-
тителами к ГР или МР (Santa Cruz Biotechnology Inc., США; 1 : 100). Далее на срезы
наносили универсальную систему авидин-биотинового комплекса (ABC,Vector
Laboratories, Inc, США) и оставляли инкубироваться 30 мин при комнатной темпе-
ратуре. После инкубации с АВС-комплексом стекла промывали в фосфатном бу-
фере 3 раза по 5 мин. Для визуализации реакции связывания антитела с антигеном
использовали диаминобензидиновый кит (DAB Substrate kit,Vector Laboratories,
Inc, США). Количественную оценку иммунореактивности производили с исполь-
зованием системы анализа изображения, включающей световой микроскоп Olym-
pus CX31 (Япония), цветную цифровую камеру VideoZavr Standard VZ-C31Sr и про-
граммное обеспечение Видеозавр Мультиметр 2.3 (АТМ-практика, Санкт-Петер-
бург). Оценивали среднюю оптическую плотность окраски в иммунопозитивных
нейронах гиппокампа. Подсчет производился на 4–5 срезах от каждого животного,
анализировали количество клеток на одинаковой площади среза для каждой иссле-
дуемой области гиппокампа (поля СА1, СА3 и зубчатая извилина). На основании
оценки оптической плотности иммунопозитивные клетки разделяли на 3 класса:
слабо- (0.05–0.1 ед. оптической плотности), средне- (0.1–0.25 ед. оптической плот-
ности) и сильноиммунореактивные (0.25–0.5 ед. оптической плотности) клетки.
Каждая подгруппа пренатально стрессированных и контрольных самцов и самок в
данном эксперименте состояла из 4 животных.

Результаты вестерн-блот и иммуноцитохимического анализа обрабатывали с ис-
пользованием непараметрического U-критерия Манна–Уитни. Анализ динамики
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стрессорной реактивности ГГАС проводили и помощью двухфакторного диспер-
сионного анализа (ANOVA, пакета программ STATISTICA 8.0) с последующими
парными post-hoc сравнениями (тест Тьюкки) значений уровня кортикостерона в
каждой временной точке у отдельных групп животных. Статистически значимыми
считали различия при p < 0.05. Данные представлены в виде M ± m.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Двухфакторный дисперсионный анализ показал достоверное влияние пола живот-
ных на динамику стрессорного выброса кортикостерона (F(3,79) = 40.3, p < 0.0001).
Кривая стрессорной гормональной реактивности ГГАС самок отличалась от сам-
цов не только более высоким максимальным значением стрессорного уровня кор-
тикостерона, но и более быстрым торможением системы после стрессорной акти-
вации. У самцов через 60 мин после начала 30-минутной иммобилизации уровень
кортикостерона сохранялся повышенным (рис. 1А), тогда как у самок он суще-
ственно снижался по сравнению с 30-мин временным интервалом (рис. 1B). Самки
отличались от самцов более высоким значение базального уровня кортикостерона.

Обнаружено также статистически значимое влияние фактора пренатального
стресса на характер стрессорного ответа самцов (F(3,79) = 9.3, p < 0.001) и самок
(F(3,79) = 5.2, p < 0.04). Сравнение значений уровня кортикостерона в крови в каж-
дой временной точке у самцов показало, что у пренатально стрессированных жи-

Рис. 1. Эффекты пренатального стресса на уровень кортикостерона (nmol/l) в плазме крови в ответ на
30-минутный иммобилизационный стресс у взрослых самцов (А) и самок (В) крыс. n = 10 в группе для
каждого пола. Сплошная линия – пренатально стрессированные крысы; прерывистая линия – кон-
трольные крысы. 0 min – базальный уровень кортикостерона; 30 min – иммобилизация; 60 min – уровень
кортикостерона спустя 1 ч; 180 min – спустя 3 ч. * Достоверные отличия от контрольных крыс (p < 0.05), ** –
p < 0.001. # Достоверные различия между контрольными самцами и самками (p < 0,05).
Fig. 1. Effects of prenatal stress on plasma corticosterone (nmol/l) response to an acute 30 min restraint stress in
adult male (A) and female (B) rats. n = 10 per group for each sex. Solid line – prenatally stressed rats; broken line –
control rats. 0 min – basal level of corticosterone; 30 min – restraint; 60 min – level of corticosterone 1 hr later,
and 180 min – 3 hr later. * Significant difference from the control rats (p < 0.05), ** –p < 0.001. # Significant dif-
ference between control male and female rats (p < 0.05).
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вотных повышен уровень КС через 60 мин после начала стрессирования по сравне-
нию с контрольными самцами (рис. 1А). Более высокий уровень кортикостерона у
пренатально стрессированных самцов наблюдали и через 180 мин от начала стрес-
сирования, тогда как у контрольных животных содержание гормона в крови в этой
временной точке снижалось до базального уровня. Эти данные свидетельствуют о
снижении чувствительности ГГАС пренатально стрессированных самцов к сигна-
лам отрицательной обратной связи. У пренатально стрессированных самок поми-
мо повышенной стрессорной реактивности ГГАС (более высокий уровень кортико-
стерона в 30-минутной точке) обнаружено и усиленное торможение системы после
стрессорной активации, о чем свидетельствовал сниженный уровень кортикосте-
рона уже через 60 мин от начала стрессирования (рис. 1B). Кроме того, у пренатально
стрессированных самок обнаружено статистически значимое повышение базального
уровня кортикостерона по сравнению с контрольным самками (183 ± 22.3 и 109 ± 19.1,
p < 0.05 соответственно).

Анализ количества белка ГР и МР методом вестерн-блот показал снижение ко-
личества обоих типов кортикостероидных рецепторов в гиппокампе пренатально
стрессированных самцов (рис. 2А), повышение количества белка ГР и снижение
количества белка МР у пренатально стрессированных самок (рис. 2B). В мПФК
пренатально стрессированных самцов (рис. 3А) уровень иммунореактивных белков
для МР и ГР также был снижен по сравнению с контрольными самцами. При этом
у пренатально стрессированных самок количество белка ГР было статистически
значимо повышено (рис. 3B). Образцы блотов для каждой группы животных и каж-
дой исследованной структуры мозга представлены на рис. 4.

Рис. 2. Экспрессия белка глюкокортикоидных рецепторов (GR) и белка минералокортикоидных рецеп-
торов (MR) в гиппокампе, выявленная методом вестерн-блот у взрослых самцов (A) и самок (B) крыс.
n = 4 в группе для каждого пола. Пустые столбики – контрольные крысы; темные столбики – прена-
тально стрессированные крысы. * Достоверные отличия от контрольных крыс (p < 0.05). # Достоверные
различия между контрольными самцами и самками (p < 0.05).
Fig. 2. Glucocorticoid receptor (GR) and mineralocorticoid receptor (MR) protein expression in hippocampus
detected by western blot in adult male (A) and female (B) rats. n = 4 per group for each sex. Open bars – control
rats; black bars – prenatally stressed rats. * Significant difference from the control rats (p < 0.05). # Significant
difference between control male and female rats (p < 0.05).
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Рис. 3. Экспрессия белка глюкокортикоидных рецепторов (GR) и белка минералокортикоидных (MR)
рецепторов в медиальной префрональной коре, выявленная методом вестерн блот у взрослых самцов (A) и
самок (B) крыс. n = 4 в группе для каждого пола. Пустые столбики – контрольные крысы; темные стол-
бики – пренатально стрессированные крысы. * Достоверные отличия от контрольных крыс (p < 0.05).
# Достоверные различия между контрольными самцами и самками ( p < 0.05).
Fig. 3. Glucocorticoid receptor (GR) and mineralocorticoid receptor (MR) protein expression in medial prefron-
tal cortex detected by western blot in adult male (A) and female (B) rats. n = 4 per group for each sex. Open bars – con-
trol rats; black bars – prenatally stressed rats. * Significant difference from the control rats (p < 0.05).
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Кроме того, проведен анализ изменения соотношения МР и ГР в гиппокампе и
мПФК контрольных и пренатально стрессированных животных. В гиппокампе
самцов мы не выявили различий в этом показателе. Соотношение ГР : МР у прена-
тально стрессированных самцов составил 1.4 ± 0.15, а у контрольных самцов –
1.25 ± 0.14. В мПФК соотношение двух типов кортикостероидных рецепторов также не
различалось у пренатально стрессированных (1.4 ± 0.14) и контрольных (1.5 ± 0.2) сам-
цов. У контрольных самок соотношение ГР : МР в гиппокампе (1.4 ± 0.13) и мПФК
(1.7 ± 0.2) было таким же, как и у контрольных самцов. Пренатальный стресс у са-
мок значимо увеличил соотношение ГР : МР как в гиппокампе (3.2 ± 0.35, p < 0.05),
так и в мПФК (3.3 ± 0.4, p < 0.05).

Иммуногистохимический анализ распределения белков ГР и МР в областях гип-
покампа показал снижение содержания ГР в полях СА1 и СА3, а также в зубчатой
извилине пренатально стрессированных самцов по сравнению с контрольными
самцами (табл. 1). Кроме того, в поле СА3 и в зубчатой извилине этих самцов ста-
тистически значимо снижалось количество клеток, экспрессирующих ГР. Обнару-
жено также снижение содержания МР в поле СА3 и зубчатой извилине пренаталь-
но стрессированных самцов. У пренатально стрессированных самок, напротив, ко-
личество ГР повышалась в поле СА3 и зубчатой извилине не только за счет
увеличения числа клеток, экспрессирующих ГР, но и за счет роста числа сильно- и
среднеиммунопозитивных для ГР клеток (табл. 2). Кроме того в поле СА3 и зубча-
той извилине пренатально стрессированных самок было снижено число среднеим-
мунопозитивных клеток для МР. Следует отметить, что пренатальный стресс наи-
меньшее влияние оказал на экспрессию ГР и МР в поле СА1 как у самок, так и у
самцов. Образцы срезов с выявлением иммунопозитивных для ГР клеток поля СА3
гиппокампа и зубчатой извилины самцов и самок крыс представлены на рис. 5.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Проведенные исследования показали зависимое от пола животных влияние пре-
натального стресса на характер гормонального стрессорного ответа ГГАС. Если у
самцов эффекты пренатального стресса касались преимущественно чувствитель-
ности ГГАС к сигналу отрицательной обратной связи, которая была ослаблена у
этих животных, то у самок напротив, торможение ГГАС после стрессорной актива-
ции было ускорено, что сопровождалось значительным ростом стрессорной реак-
тивности этой гормональной оси.

Разнонаправленные эффекты пренатального стресса у самцов и самок обнару-
жены также в отношении экспрессии белка ГР в гиппокампе и мПФК. У прена-
тально стрессированных самцов наблюдали снижение уровня иммунореактивного
белка для ГР в полях гиппокампа и зубчатой извилине на фоне снижения общего
числа клеток, экспрессирующих ГР. Этот эффект пренатального стресса был более
выражен в поле СА3 и зубчатой извилине. В этих же областях гиппокампа прена-
тально стрессированных самцов наблюдается и снижение экспрессии белка МР.
Сходные данные были получены в исследованиях других авторов, которые показа-
ли, что у самцов, родившихся от стрессированных в последнюю треть беременно-
сти матерей, нарушена регуляция ГГАС по механизму отрицательной обратной
связи и снижено количество мРНК ГР и МР в поле СА3 гиппокампа [15]. Эти авто-
ры не обнаружили статистически значимого снижения мРНК ГР и МР в зубчатой
извилине, что, вероятно, связано с различиями в количестве мРНК и белка соот-
ветствующих рецепторов. Тем не менее, зубчатой извилине, наряду с СА3 полем
гиппокампа, принадлежит ведущая роль в торможении ГГАС после стрессорной
активации [17, 18]. Более того, в исследованиях, выполненных на мышах, имею-

Рис. 4. Образцы вестерн-блотов для глюкокортикоидных рецепторов (GR), минералокортикоидных (MR)
рецепторов и β-актина контрольных и пренатально стрессированных самцов и самок крыс гиппокампа и
медиальной префронтальной коры (mPFC).
Fig. 4. Representative images of glucocorticoid receptor (GR), mineralocorticoid receptor (MR) and β-actin
western-blots in control and prenatal stressed male and female samples of hippocampus and medial prefrontal
cortex (mPFC).
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Таблица 1. Количество иммунопозитивных клеток к глюко- (GR) и минералокортикоидным
(MR) рецепторам в гиппокампе самцов крыс после пренатального стресса (ПС)
Table 1. The quantity of GR- and MR-immunoreactive cells in the hippocampus of prenatally
stressed (PS) male rats

* Достоверные (p < 0.05) отличия от контрольных крыс.
* Significant difference from the control rats (p < 0.05).

Лиганд
Ligand

Локализация
Localization

Контрольные крысы, n = 4
Control rats, n = 4

ПС крысы, n = 4
PS rats, n = 4

GR

СА1 Всего
Total 81.8 ± 9.7 71.75 ± 8.1

1 тип
1 type 1.5 ± 0.6 0 ± 0

2 тип
2 type 15.8 ± 4.2 0.25 ± 0.2*

3 тип
3 type 64.5 ± 5.5 71.5 ± 8.0

CA3 Всего
Total 178.5 ± 18.5 117.2 ±  21.1*

1 тип
1 type 10.25 ± 2.8 9.0 ± 3.1

2 тип
2 type 48.5 ± 8.1 17.0 ± 5.3*

3 тип
3 type 119.7 ± 12.5 91.2 ± 18.5

Dentate gyrus Всего
Total 223.8 ± 25.3 152.8 ± 14.8*

1 тип
1 type 5.6 ± 1.55 0 ± 0

2 тип
2 type 25.8 ± 4.22 5.4 ± 3.2*

3 тип
3 type 194.4 ± 10.4 147.4 ± 7.8*

MR

СА1 Всего
Total 91.4 ± 10.21 84.2 ± 10.14

1 тип
1 type 1.0 ± 0.47 0.3 ± 0.2

2 тип
2 type 8.25 ± 2.7 9.6 ± 1.2

3 тип
3 type 82.1 ± 9.4 74.3 ± 12.13

CA3 Всего
Total 176 ± 21.1 118 ± 18.9*

1 тип
1 type 8 ± 2.4 10 ± 3.2

2 тип
2 type 51 ± 14.3 15 ± 8.6*

3 тип
3 type 117 ± 15.2 93 ± 16.7

Dentate gyrus Всего
Total 231.1 ± 23.4 154.0 ± 20.1*

1 тип
1 type 3.1 ± 0.5 1.7 ± 0.33

2 тип
2 type 21.8 ± 7.4 9.4 ± 4.4

3 тип
3 type 216.3 ± 22.4 132.9 ± 20.6*
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Таблица 2. Количество иммунопозитивных клеток к глюко- (GR) и минералокортикоидным
(MR) рецепторам в гиппокампе пренатально стрессированных (ПС) самок крыс
Table 2. The quantity of GR- and MR-immunoreactive cells in the hippocampus of prenatally
stressed (PS) female rats

* Достоверные (p < 0.05) отличия от контрольных крыс.
* Significant difference from the control rats (p < 0.05).

Лиганд
Ligand

Локализация
Localization

Контрольные крысы, n = 4
Control rats, n = 4

ПС крысы, n = 4
PS rats, n = 4

GR

СА1 Всего
Total 75.4 ± 5.4 88.4 ± 7.2

1 тип
1 type 0 ± 0 0.5 ± 0.06

2 тип
2 type 6.9 ± 2.0 12.5 ± 4.8

3 тип
3 type 68.4 ± 5.9 75.4 ± 10.9

CA3 Всего
Total 103.5  ± 12.2 140.5  ± 8.9*

1 тип
1 type 7.5  ± 2.1 14.8  ± 2.8*

2 тип
2 type 14.7  ± 2.3 22.7  ± 4.2*

3 тип
3 type 81.25  ± 8.6 106.5  ± 8.8

Dentate gyrus Всего
Total 232.8 ± 10.7 304.6 ± 17.8*

1 тип
1 type 2.5 ± 0.5 10.5 ± 2.2*

2 тип
2 type 12.8 ± 0.5 68.0 ± 12.1*

3 тип
3 type 217.0 ± 10.2 210.1 ± 19.9

MR

СА1 Всего
Total 67.1 ± 7.2 56.5 ± 6.1

1 тип
1 type 0 ± 0 0 ± 0

2 тип
2 type 5.57 ± 0.8 6.1 ± 0.8

3 тип
3 type 61.6 ± 5.3 50.4 ± 7.5

CA3 Всего
Total 116.5  ± 7.3 120.6 ± 8.1

1 тип
1 type 5.7  ± 3.8 8.1 ± 2.6

2 тип
2 type 30.2 ± 7.5 15.6  ± 3.6*

3 тип
3 type 87.2  ± 12.1 96.9 ± 7.9

Dentate gyrus Всего
Total 239.6 ± 10.5 199.6 ± 9.9

1 тип
1 type 19.9 ± 3.8 0 ± 0

2 тип
2 type 24.9 ± 6.6 15.7 ± 4.6*

3 тип
3 type 194.8 ± 8.3 183.9 ± 8.9
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Рис. 5. Экспрессия белка глюкокортикоидных рецепторов в гиппокампе пренатально стрессированных и
контрольных животных, выявленная иммуногистохимическим методом. А – самцы; B – самки. Контроль-
ные крысы (а – СА3, с – dentate gyrus). Пренатально стрессированные крысы (b – СА3, d – dentate gyrus).
Fig. 5. The protein expression of glucocorticoid receptor in the hippocampus of prenatal stressed and control rats
detecting by immunohistochemistry technique. A – male; B – female. Control rats (a – CA3, c – dentate gyrus).
Prenatal stressed rats (b – СА3, d – dentate gyrus).
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щих повышенный или нормальный уровень МР и ГР в гиппокампе, показано, что
только при сниженном уровне ГР и нормальном, но не повышенном уровне МР
наблюдается усиление реактивности ГГАС и пролонгированный гормональный
стрессорный ответ  на 40-минутную иммобилизацию. Можно полагать, что сниже-
ние экспрессии в гиппокампе не только ГР, но и МР также способствует наруше-
нию регуляции ГГАС по механизму отрицательной обратной связи.  Подтвержде-
нием этому служит тот факт, что введение антидепрессантов не только нормализу-
ет функции ГГАС, но и повышает уровень мРНК ГР и МР в гиппокампе [19–21].
Сниженный уровень экспрессии белков ГР и МР у пренатально стрессированных
самцов мы также обнаружили в мПФК, что также может обуславливать снижение
чувствительности их ГГАС к сигналам отрицательной обратной связи [22]. Неслу-
чайно пренатально стрессированных самцов рассматривают как модель депрессии,
поскольку у этих животных воспроизводятся многие гормональные и поведенческие
дисфункции, характерные для клинической картины этой психопатологии [23].

Следует отметить, что в настоящее время не только ГР, но и МР гиппокампа и
мПФК уделяется значительное внимание в связи с данными о вовлеченности дан-
ных рецепторов в патогенез депрессии [24, 25]. Исследование мозга больных де-
прессией post-mortem выявило значительное снижение количества МР рецепторов
в гиппокампе (поле СА3) [26, 27]. С дисфункцией МР связывают нарушение ба-
зальной активности ГГАС у пациентов с депрессией [28]. В исследованиях, прове-
денных на трансгенных животных, показано, что недостаточность МР в мозге по-
вышает не только базальный уровень активности ГГАС, но и стрессорный ответ
этой гормональной оси на иммобилизацию [29]. Несмотря на снижение экспрес-
сии белка МР рецепторов в гиппокампе пренатально стрессированных самцов, мы
не обнаружили повышение базальной активности ГГАС у этих животных. Мы по-
лагаем, что подобное отсутствие изменения базального уровня кортикостерона
связано с отсутствием отличий от контрольных животных в соотношении ГР : МР
в гиппокампе. В подтверждении такого заключения можно привести данные, по-
лученные при анализе соотношения МР и ГР в гиппокампе у самцов крыс, под-
вергнутых хроническому непредсказуемому стрессу и последующему введению ан-
тидепрессантов. Хронический непредсказуемый стресс, используемый в исследо-
ваниях как модель депрессии, повышал базальный уровень кортикостерона у
животных и снижал соотношение ГР : МР, а введение антидепрессантов нормали-
зовало не только уровень кортикостерона, но и соотношение кортикостероидных
рецепторов [27].

Эффекты пренатального стресса на активность ГГАС у самок существенно от-
личались от самцов. Помимо повышенной стрессорной реактивности и базального
уровня кортикостерона, чувствительность к сигналам отрицательной обратной
связи была усилена. Более быстрое торможение стрессорной активности ГГАС
пренатально стрессированных самок, вероятнее всего, определяется повышением
экспрессии белка ГР в дорзальном гиппокампе и мПФК, ответственных за эффек-
тивное торможение активности этой гормональной оси при стрессе. Остается от-
крытым вопрос о повышенной стрессорной реактивности пренатально стрессиро-
ванных самок по сравнению с контрольными животными. Тот факт, что самки от-
личаются повышенной стрессорной реактивностью ГГАС хорошо известно. Также
было показано, что самки характеризуются повышенной экспрессией ГР и увели-
ченным соотношением ГР : МР в гиппокампе по сравнению с самцами [30], что
обнаружено и в нашем исследовании. При этом межполовых различий в экспрессии
белка МР гиппокампа выявлено не было. Следует отметить, что снижение экспрес-
сии белка ГР в гиппокампе, префронтальной коре и амигдале у нокаутных самок
мышей не меняло базальный и стресс-индуцированный уровень кортикостерона,
тогда как у самцов способствовало пролонгированию гормонального стрессорного
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ответа [31]. Эти данные свидетельствуют о том, что в изменении базальной и стрес-
сорной активности ГГАС самок вовлечены механизмы, напрямую не связанные с
центральными ГР.

Повышенную стресс-реактивность самок связывают преимущественно с эстра-
диолом [32]. Причем эстрадиол, взаимодействуя с двумя подтипами рецепторов α
и β, может как снижать, так и увеличивать стресс-индуцированный уровень корти-
костерона. Показано, что через активацию α-рецепторов эстрадиол повышает
стрессорную реактивность ГГАС, а посредством активации β-рецепторов снижает
секрецию кортикостерона в ответ на иммобилизационный стресс [33–35].

В пользу вовлеченности эстрадиол-зависимых механизмов повышения активно-
сти ГГАС у пренатально стрессированных самок свидетельствует факт обнаруже-
ния сниженной экспрессии β-рецепторов эстрадиола и повышенной экспрессии
α-рецепторов в отдельных областях гипоталамуса, включая паравентрикулярное
ядро, медиальную амигдалу и BNST в результате пренатального стресса [36]. Изме-
нение экспрессии β- рецепторов эстрадиола в мозге пренатально стрессированных
самок авторы этих результатов связывают со снижением уровня 17β-эстрадиола в
крови этих животных. Действительно, показано, что эстрадиол, циркулирующий в
крови, оказывает стимулирующее влияние на экспрессию β-рецепторов эстрадио-
ла [37.] Следует отметить, что в своих исследованиях мы также обнаружили сниже-
ние уровня 17β-эстрадиола в крови пренатально стрессированных самок [38].

Интересно отметить, что сходный профиль активности ГГАС (повышенная ре-
активность и чувствительность к сигналам отрицательной обратной связи) харак-
терна для больных посттравматическим стрессовым расстройством, что сопровож-
дается повышением уровня ГР [39]. В экспериментах на лабораторных животных
также было обнаружено повышение экспрессии ГР в гиппокампе и префронтальной
коре при моделировании посттравматического стрессового расстройства [40, 41].
И хотя такое усиление экспрессии ГР в мозге при стрессовым расстройством в ос-
новном связывают с нарушением эмоциональной памяти о психотравматизирую-
щих событиях [42], нельзя исключать, что изменение экспрессии центральных ГР
при посттравматическом стрессовым расстройством также может являться одним
из механизмов повышенной стресс-реактивности.

Таким образом, проведенные исследования показали, что эффекты пренаталь-
ного стресса на активность ГГАС имеют зависимые от пола животных особенности
и проявляются у взрослых самцов в пролонгировании гормонального стрессорного
ответа, а у самок в повышенной стрессорной реактивности и усилении чувстви-
тельности  ГГАС к сигналам отрицательной обратной связи. У пренатально стрес-
сированных самцов изменения активности ГГАС сопровождаются снижением
экспрессии белков ГР и МР в гиппокампе и мПФК при неизменном соотношении
ГР : МР. В свою очередь у пренатально стрессированных самок наблюдается усиле-
ние экспрессии белка ГР и снижение экспрессии белка МР в гиппокампе и увели-
чение соотношения ГР : МР в исследованных структурах мозга. В гиппокампе как
самцов, так и самок наибольшие изменения экспрессии ГР и МР в результате пре-
натального стресса выявлено в СА3 поле и зубчатой извилине. Полученные данные
о половом диморфизме эффектов пренатального стресса на активность ГГАС и ко-
личество ГР и МР в областях мозга, ответственных за базальную активность этой
гормональной оси и ее своевременное торможение после стрессорной активации,
важно для разработки методов коррекции последствий пренатального стресса в по-
следующей жизни.
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Sex-Dependent Modulation of the Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis 
Stress Reactivity after Prenatal Stress in Rats: 

Relevance of the Brain Corticosteroid Receptors Expression

N. E. Ordyana, *, S. G. Pivinaa, K. A. Baranovaa, V. V. Rakitskayaa,
V. K. Akulovaa, and G. I. Kholovaa

aPavlov Institute of Physiology Russian Academy Science, St.-Petersburg, Russia
*e-mail: neo@infran.ru

Prenatal stress (PS) is considered a major risk factor for developing some diseases in later
life. Dysregulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis is one of the
mechanisms of the occurrence of such diseases. Mineralocorticoid (MR) and glucocor-
ticoid receptors (GR) of cortico-limbic structures regulate HPA axis activity. The link
between PS, sex, and the HPA axis activity, as well as the role of brain MR and GR in
this interaction is understudied. We studied the effect of PS on the HPA axis of adult
male and female rats, and the expression of GR and MR in the hippocampus and medial
prefrontal cortex (mPFC). PS caused by exposing pregnant female Wistar rats to 1-hr
immobilization from the 15th to the 19th day of pregnancy. HPA axis activity of adult off-
spring was assessed by measuring corticosterone levels in basal condition and after 30 min
immobilization. We measured the effects of PS on MR and GR levels in the hippocam-
pus and mPFC with western blot and additionally with immunohistochemical method
in the hippocampus. PS elevated HPA axis activity under rest condition only in females.
HPA axis reactivity after immobilization was prolonged in males, and increased in
females. We also observed increased HPA axis sensitivity to feedback signals in females.
This effect in males was accompanied by low expression of the MR and GR in the hip-
pocampus and mPFC with a constant ratio of GR: MR. PS increased GR expression
and decreased MR expression in the hippocampus, and increased the ratio of GR : MR
in both brain areas of females. The greatest changes in the expression of GR and MR
were detected in the CA3 field of the hippocampus and in the dentate gyrus of males and
females. The data obtained indicate the contribution of changes in the expression of GR
and MR of the hippocampus and mPFC, as well as their ratio in the sex-dependent
modification of the HPA axis activity due to PS.

Keywords: prenatal stress, hypothalamic-pituitary-adrenal axis, hippocampus, medial
prefrontal cortex, mineralocorticoid receptor, glucocorticoid receptor, sex
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Восприимчивость или устойчивость к развитию депрессии определяется дей-
ствием провоцирующих ее стимулов, включающих стрессоры и воспалительные
процессы, а также активностью защитных систем организма, например, нейро-
трофинов и антиапоптозных белков. Для выяснения влияния стрессорных и
провоспалительного воздействий, индуцирующих депрессивно-подобное состо-
яние, на эти защитные механизмы, исследовали уровни мРНК мозгового нейро-
трофического фактора (BDNF) и антиапоптозного белка Bcl-xL в отделах мозга
взрослых самцов крыс после 14-дневных стрессовых (принудительное плавание
или ограничение подвижности) или провоспалительного (введение липополиса-
харида, LPS) воздействий. Оба стрессора достоверно снижали экспрессию BDNF
в среднем мозге; снижение экспрессии нейротрофина в коре было достоверным
после плавания, а после ограничения подвижности – на уровне тенденции. По-
сле LPS уровень мРНК BDNF достоверно снижался в гиппокампе, но не в сред-
нем мозге – области эффекта стрессоров. Оба стрессора повышали уровень
мРНК Bcl-xL в стволовой части мозга, но снижали его в среднем мозге и не из-
меняли в других отделах. LPS не влиял на экспрессию Bcl-xL в большинстве от-
делов, но снижал ее в стволе мозга, в котором уровень этого транскрипта нега-
тивно коррелировал с индексом надпочечников. В целом стрессорные и провос-
палительное воздействия индуцировали уникальные для каждого из них и даже
противоположные по направлению (в стволе мозга) изменения экспрессии Bcl-xL.
Про-депрессивное действие и LPS, и стрессоров ассоциировалось со снижением
экспрессии BDNF, которое локализовалось в специфичных для каждого из этих
типов воздействий отделах мозга: для LPS в гиппокампе, а стрессоров – в сред-
нем мозге и префронтальной коре. Выявленные особенности ответов BDNF и
Bcl-xL указывают на существенные различия путей индукции психоэмоциональ-
ной патологии стрессом и активацией воспаления.

Ключевые слова: стресс, липополисахарид, мозговой нейротрофический фактор, ан-
ти-апоптозный белок Bcl-xL, головной мозг, потребление сахарозы, надпочечники
DOI: 10.31857/S0869813920060059

Развитие депрессии связано с вовлечением в этиологию заболевания многофак-
торных процессов, что создает сложности в выявлении конкретных мишеней для
ее эффективной терапии. Среди индукторов депрессии наиболее часто рассматри-
вают стрессовые события [1], а в последнее время в этой связи также интенсивно
исследуется роль провоспалительных факторов [2–6]. Несмотря на очевидные раз-
личия природы этих воздействий, они имеют некоторые общие пути влияния на
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организм. Стрессоры способны провоцировать нейровоспаление [7], а провоспа-
лительные факторы, в свою очередь, могут активировать центральную для ответа
на стрессоры гипоталамо-гипофизарно-адренокортикальную систему [8–10]. Вос-
приимчивость или устойчивость к развитию депрессии определяется не только
действием патогенных стимулов, но и активностью защитных систем организма,
что, очевидно, обусловливает значительную индивидуальную вариабельность по-
веденческих и воспалительных последствий стрессовых воздействий, а также на-
личие чувствительных и устойчивых в этом плане субпопуляций [11].

Возникновение психиатрических расстройств, таких как депрессия, связывают,
в том числе, и с уменьшением количества нейрональных клеток в результате ослаб-
ления нейрогенеза, прежде всего, в гиппокампе, либо прямой их гибели в разных
отделах мозга [12, 13]. Важную роль в обеспечении жизнеспособности клеток игра-
ют нейротрофические факторы [14–16] и антиапоптозные белки [17], которые, как
было показано, также могут вовлекаться в формирование устойчивости к провоци-
рующему симптомы психопатологии действию непродолжительного стресса [18].
Сравнение ответов этих защитных систем на разные типы воздействий, индуциру-
ющих депрессию, может быть полезным как для выявления общих и специфиче-
ских механизмов патофизиологии заболевания, так и понимания путей адаптив-
ной реакции. Целью работы явилось исследование экспрессии мозгового нейро-
трофического фактора (BDNF) и антиапоптозного белка Bcl-xL в отделах мозга
взрослых самцов крыс после хронических стрессовых и провоспалительного воз-
действий, способных провоцировать у животных депрессивно-подобное состоя-
ние. Среди антиапоптозных белков мы выбрали Bcl-xL, который помимо канони-
ческой антиапоптозной функции вовлекается в ряд важных противодействующих
нейродегенеративным стимулам процессов, включающих регуляцию биоэнергети-
ческой функции митохондрий, формирование синапсов, рециркуляцию синапти-
ческих пузырьков и рост нейритов [19].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследования проводили на взрослых самцах крыс линии Вистар, содержав-
шихся в стандартных условиях вивария ИЦиГ СО РАН при температуре 22–24°C,
естественном освещении и свободном доступе к воде и корму в соответствии с
принципами Базельской декларации, Международными стандартами по работе с
лабораторными животными и рекомендациями комиссии по биоэтике ФГБНУ
“Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибир-
ского отделения Российской академии наук”. Было проведено 2 отдельных экспе-
римента в сходных световых и температурных условиях. Все исследования прово-
дили с 10:00 до 14:00.

В первом эксперименте, в котором были использованы 3 группы по 10 крыс в
каждой, животных подвергали двум видам стрессового воздействия. В одной груп-
пе это было помещение животных в условия принудительного плавания (в стеклян-
ные цилиндры высотой 46 см и диаметром 20 см, наполненных водой 20°C до 30 см)
1 раз в день на 15 мин в течение 14 последовательных дней. Животных другой
стрессовой группы в течение такого же двухнедельного периода ежедневно подвер-
гали одночасовому ограничению подвижности в тесных сетчатых цилиндрах. Кон-
тролем служили животные, которых не подвергали стрессовым воздействиям, но
так же, как и стрессируемых животных, ежедневно брали в руки.

Для моделирования нейровоспаления в экспериментах на грызунах широко ис-
пользуют липополисахарид (LPS) – компонент клеточной мембраны грамотрица-
тельных бактерий. В течение нескольких часов после однократного введения эндо-
токсина у взрослых крыс наблюдается достоверное увеличение уровней мРНК
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провоспалительных цитокинов в гиппокампе и развитие симптомов депрессивно-
подобного состояния [20]. Поскольку психиатрические заболевания, как полага-
ют, являются следствием хронических провоспалительных процессов, в работе для
длительной индукции нейровоспаления LPS из Escherichia coli, серотип 055:B5
(Sigma-Aldrich Corp., St Louis, США), согласно опубликованному в литературе
протоколу [21], вводили крысам в дозе 0.5 мг/кг 1 раз в 2 дня (7 введений) в течение
двух недель. Контрольные животные в этом эксперименте получали соответствую-
щие инъекции физиологического раствора. В каждой из групп было по 8 животных.

У животных после воздействий было оценено потребление сахарозы – тест на
ангедонию. Для этого животным был предоставлен выбор между обычной питье-
вой водой и 1%-ным раствором сахарозы. Потребление сахарозы оценивалось в
процентах относительно общего потребления жидкости за сутки.

После окончания стрессовых и провоспалительного воздействий, у животных
были определены относительные массы надпочечников (мг/100 г веса тела), а так-
же выделены ствол, средний мозг, гиппокамп и префронтальная кора. Средний
мозг включал блок ткани от ростральной границы верхнего колликулюса до ро-
стральной границы моста, ствол мозга – мост и ростральную часть продолговатого
мозга до примерно –10.5 мм относительно брегмы. Префронтальная кора выделя-
лась в границах координат от +3.20 до +2.70 мм. В выделенных образцах 5–6 жи-
вотных каждой группы, выбранных случайным образом, определяли уровни мРНК
(ПЦР в реальном времени в технологии TagMan с использованием наборов прай-
меров/зондов Applied Biosystems, США) мозгового нейротрофического фактора
(BDNF; Rn02531967_s1) и антиапоптозного белка Bcl-xL (Rn00437783_m1) на ам-
плификаторе ABI VIIA™ 7 (“Applied Biosystems”, США). Референсным геном слу-
жил бета-актин (Rn00667869_m1). Суммарную РНК выделяли одноступенчатым
гуанидин-изотиоционатным методом. Уровни транскриптов рассчитывали по ме-
тоду ΔΔСt [22].

Полученные данные обрабатывали статистически с помощью однофакторного
(фактор–стресс) дисперсионного анализа или t-критерия Стьюдента (после введе-
ния LPS), а также, для оценки возможной взаимосвязи между защитными и адре-
нокортикальными ответами, коэффициента корреляции Пирсона.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Примененные нами воздействия являются для животных стрессовыми, на что
указывает повышение относительной массы надпочечников (после LPS – на уров-
не тенденции), а также индуцирующими у животных депрессивно-подобное состо-
яние, подтверждаемое развитием у животных ангедонии (уменьшением по сравне-
нию с соответствующим контролем, принятым за 100%, процента потребления са-
харозы) (табл. 1). Фактическое потребление сахарозы контрольными животными:
в стрессовом эксперименте – 69.2 ± 11.0%; с введением эндотоксина – 57.1 ± 11.7%.

При очевидном сходстве этих изменений после разных по природе воздействий
(стрессоры, эндотоксин) ответы исследованных защитных систем в отделах мозга де-
монстрировали как похожие черты, так и специфические особенности (рис. 1A, B).
Несмотря на более чем 25%-ное снижение уровня мРНК BDNF (рис. 1A) в стволе
после обоих стрессовых воздействий, а также введения LPS, изменения в этом от-
деле не достигали статистической значимости. После стрессовых воздействий экс-
прессия мРНК BDNF достоверно (p < 0.05) снижалась в среднем мозге и не отли-
чалась от контроля в гиппокампе. После LPS, напротив, экспрессия нейротрофина
не была изменена в среднем мозге, но значительно (p < 0.05) снижена в гиппокам-
пе. В префронтальной коре после всех воздействий наблюдалось снижение экс-
прессии мРНК BDNF, достоверное (p < 0.05) после стресса принудительного пла-
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вания и на уровне тенденции после стресса ограничения подвижности (p = 0.07) и
введения LPS (p = 0.08).

Уровень мРНК антиапоптозного белка Bcl-xL (рис. 1В) после обоих видов хрони-
ческих стрессовых воздействий был достоверно (p < 0.05) увеличен в стволе мозга,
снижен в среднем мозге и не изменен в гиппокампе и фронтальной коре. После воз-
действия LPS в течение двух недель уровень мРНК Bcl-xL был достоверно (p < 0.05)
уменьшен в стволе мозга и не изменен в среднем мозге, гиппокампе и префронталь-
ной коре.

С целью оценки возможного вклада активации адренокортикальной функции в
изменение экспрессии BDNF и Bcl-xL в отделах мозга были проанализированы
корреляции между значениями экспрессии этих параметров и относительной мас-
сой надпочечников после примененных воздействий. Единственная достоверная
(отрицательная) корреляция была обнаружена между индексом надпочечников и
экспрессией Bcl-xL в стволе мозга в эксперименте с двухнедельным введением
LPS: r = –0.66, p < 0.05.

Рис. 1. Уровни мРНК BDNF (А) и Bcl-xL (В) в стволе (STEM), среднем мозге (MID), гиппокампе (HIPP) и
коре (CORT) после принудительного плавания (Forced swim), ограничения подвижности (Restraint) или
введения липополисахарида (LPS). Данные представлены в процентах к соответствующему контрольному
значению, принятому за 100% и показанному на рисунке линией. Звездочками отмечены достоверные
различия с соответствующим контролем.
Fig. 1. BDNF (A) and Bcl-xL (B) mRNA levels in the brainstem (STEM), midbrain (MID), hippocampus (HIPP)
and cortex (CORT) after forced swimming (Forced swim), mobility restriction (Restraint) or lipopolysaccharide
(LPS). The data are presented as a percentage of the corresponding control value, taken as 100% and shown in the
figure by a line. Asterisks indicate significant differences with appropriate controls.
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Таблица 1. Изменение массы надпочечников и потребления сахарозы после принудительно-
го плавания, ограничения подвижности или введения липополисахарида (стрелками показа-
но направление изменений, выраженное в процентах по отношению к значениям у соответ-
ствующего контроля)
Table 1. Change in adrenal gland weight and sucrose intake after forced swim, restraint, or lipopoly-
saccharide (LPS) (the arrows indicate the direction of change, expressed as a percentage in relation to 
the values of the corresponding control)

Параметры
Parameters

Принудительное
плавание

Forced swim

Ограничение
подвижности

Restraint
Липополисахарид

LPS

Масса надпочечников, 
мг/100 г массы тела
Adrenals, mg/100 g BW

 33%, p < 0.01  25%, p < 0.05  11%, p = 0.07

Потребление сахарозы
Sucrose intake ↓ 36%, p < 0.05 ↓ 43%, p < 0.05  ↓ 45%, p < 0.05

↑ ↑ ↑
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Хронические стрессовые воздействия, такие как принудительное плавание [23, 24]
и ограничение подвижности животных [25, 26], а также периферическое введение
LPS [21], широко используются для индукции депрессивно-подобного поведения в
исследованиях на грызунах. В нашей работе после двухнедельных стрессовых воздей-
ствий в соответствии с опубликованными результатами процитированных выше ис-
следований, в которых применяли подобные воздействия в течение 1–3 нед., обнару-
жено достоверное увеличение массы надпочечников, а также уменьшение потреб-
ления сахарозы, являющееся общепринятым показателем развития у животных
сопоставимого с клиническим симптомом депрессии ангедонии. Введение LPS в
течение двух недель также уменьшало потребление сахарозы и увеличивало массу
надпочечников, отмечаемое и другими исследователями [8, 9], что подтверждает
активацию эндотоксином адренокортикальной функции, включающей увеличе-
ние продукции глюкокортикоидов [27].

Сравнение ответов исследованных защитных систем на стрессовые и провос-
палительное воздействия показало после обоих типов воздействий снижение
экспрессии BDNF в ряде отделов мозга, эффект, который согласно нейротрофи-
ческой гипотезе депрессии [12, 28], рассматривается в качестве одной из причин
наблюдаемого у животных депрессивно-подобного состояния. Вместе с тем, от-
вет экспрессии BDNF в отдельных областях зависел от примененного воздей-
ствия. Если в коре наблюдалось единообразие ответа, то в среднем мозге уровень
BDNF был снижен после стрессовых воздействий и не изменен после LPS, а в гип-
покампе, напротив, обнаружено отсутствие отличий от контроля после стрессовых
воздействий, но выраженное снижение после LPS. Снижение экспрессии BDNF в
коре, достоверное после стресса принудительного плавания и на уровне тенденции
после более мягкого стресса ограничения подвижности животных, а также введе-
ния LPS, сходное с наблюдениями и других авторов, может указывать на особое
значение этого эффекта как фактора риска депрессии и в условиях стресса и воспа-
ления. Хотя подобное заключение, безусловно, требует дополнительных специаль-
ных исследований, определенным подтверждением такой возможности может слу-
жить достоверная отрицательная корреляция, выявленная между уровнем BDNF
во фронтальной коре и таким общепринятым оценочным показателем депрес-
сивно-подобного поведения в тесте принудительного плавания, как продолжи-
тельность замирания [29]. Однако достоверное, в отличие от коры, снижение экс-
прессии BDNF в гиппокампе после LPS может указывать на больший вклад этого
изменения в индукцию депрессивно-подобного поведения в условиях воспале-
ния. Например, увеличение продолжительности пассивного поведения в тесте
принудительного плавания после центрального введения LPS крысам ассоцииро-
валось со снижением экспрессии BDNF именно в гиппокампе [30].

В рамках нейротрофической гипотезы основные усилия по выяснению роли вы-
зываемых стрессом изменений длительное время были нацелены на BDNF гиппо-
кампа. Однако поскольку направленное снижение экспрессии нейротрофина в
гиппокампе не всегда индуцировало симптомы депрессии [31], был сделан вывод,
что само по себе снижение экспрессии BDNF в этой структуре не является опреде-
ляющей причиной психопатологии. Непродолжительный стресс, в том числе и
стресс принудительного плавания [18], вызывает, как правило, быстрое снижение
экспрессии BDNF в гиппокампе, эффект, который, однако, не наблюдался после
двухнедельного воздействия. Отсутствие изменений в экспрессии BDNF в гиппо-
кампе, отмечаемое в работах и других авторов [32], а также наблюдаемое в некото-
рых случаях даже увеличение экспрессии нейротрофина в этой структуре [33–35]
после хронических стрессовых воздействий, индуцирующих депрессивно-подоб-
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ное состояние, очевидно, являются элементами защитного ответа против нега-
тивных центральных эффектов стресса. Еще одним проявлением механизма за-
щитного ответа на стресс может быть обнаруженное в нашей работе выраженное
увеличение экспрессии антиапоптозного белка Bcl-xL в стволе мозга. Хрониче-
ский стресс, индуцирующий депрессию, может повышать предрасположенность
некоторых нейронов к гибели путем апоптоза [36]. Поэтому активация антиапо-
птозной функции была одновременно предложена двумя независимыми группами
исследователей в качестве потенциальной терапевтической стратегии уменьшения
апоптотической активности и ослабления симптомов депрессии [37, 38].

Важный вклад в психоэмоциональные эффекты стресса и LPS, помимо сходно-
го после обоих типов воздействий снижения экспрессии BDNF в коре, может вно-
сить уменьшение экспрессии антиапоптозного белка Bcl-xL в областях мозга, где
локализованы клеточные тела моноаминергических нейронов. Так, в среднем мозге
вместе с Bcl-xL, осуществляющим ряд внутриклеточных аспектов действия BDNF,
обнаружено также снижение экспрессии и самого нейротрофина. После введения
LPS экспрессия Bcl-xL была значительно снижена в стволе мозга. Одним из по-
следствий этих изменений может быть ослабление локализованной в среднем моз-
ге и стволе активности серотонинергической системы – наиболее тесно связывае-
мой с про- и антидепрессивными эффектами [13]. Например, на ослабление серо-
тонинергической активности после введения LPS в той же дозе и том же режиме, что
и в данной работе, указывает уменьшение содержания серотонина в префронталь-
ной коре и гиппокампе, иннервируемых нейронами среднего мозга и ствола [20].

В основе сходных и специфических ответов BDNF и Bcl-xL на стресс и LPS в от-
делах мозга могут лежать сложные взаимодействия между провоспалительными и
адренокортикальными ответами. Оба типа воздействий повышают экспрессию
провоспалительных цитокинов в отделах мозга [7, 21], и, как уже обсуждалось,
способны активировать гипоталамо-гипофизарно-адренокортикальную систему,
на что в нашей работе указывают повышенные массы надпочечников. Вместе с
тем, какой механизм или оба ответственны за выявленные изменения экспрессии
нейротрофина и антиапоптозного белка в той или иной структуре, остается неяс-
ным. Достоверная отрицательная корреляция между массой надпочечников и экс-
прессией Bcl-xL в стволе мозга в эксперименте с двухнедельным введением LPS
указывает на возможный вклад в механизм снижения экспрессии антиапоптозного
белка в этой структуре активации адренокортикального комплекса в условиях сти-
муляции иммунной системы.

В целом экспрессии мРНК BDNF и Bcl-xL в отделах мозга в ответ на стрессоры
и LPS демонстрировали как однотипные, так и специфические изменения. Эти от-
веты могут отражать особенности путей индукции психоэмоциональной патологии
стрессом и активацией воспаления, включающих изменения нейрональной пла-
стичности.
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Features of the Responses of Protective Systems in the Brain of Adult Rats
to Stressorsand Lipopolysaccharide

N. P. Komyshevaa, G. T. Shishkinaa, *, T. S. Kalininaa, and N. N. Dygaloa

aInstitute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of Russian Academy of Sciences,
Novosibirsk, Russia

*e-mail: gtshi@bionet.nsc.ru

Susceptibility or resistance to the development of depression is determined by the action
of provoking stimuli, including stressors and inflammatory processes, as well as the ac-
tivity of the organism’s protective systems, for example, neurotrophins and anti-apop-
totic proteins. To compare the influence of stressful and pro-inflammatory exposures
that induce a depressive-like state on these protective mechanisms, we examined the lev-
els of mRNAs for the brain neurotrophic factor (BDNF) and anti-apoptotic protein Bcl-xL
in the brain regions of adult male rats after administration of stressful (forced swimming or
limited mobility) or pro-inflammatory (administration of lipopolysaccharide, LPS) fac-
tors during 14-days. Both stressors reduced the expression of BDNF in the midbrain and
in the cortex: swimming – significantly, limitation of mobility – at the level of the trend.
After LPS, BDNF mRNA levels were significantly decreased in the hippocampus, but not
in the midbrain, the area of the stress effect. Both stressors increased the level of Bcl-xL
mRNA in the brainstem, but reduced it in the midbrain and did not affect it in other
structutres. LPS did not affect the expression of Bcl-xL in most brain regions, but re-
duced it in the brainstem, in which the level of this transcript was negatively correlated
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with the adrenal gland index. The data suggest that stressful and pro-inflammatory expo-
sures induced changes in Bcl-xL expression that were unique for each of them and even
opposite in direction (in the brainstem). The pro-depressive effect of both LPS and
stressors was associated with a decrease in BDNF expression, which was localized in
brain region specific for each of these types of effects: for LPS in the hippocampus and
for stressors in the midbrain and prefrontal cortex. The revealed features of the responses
of BDNF and Bcl-xL indicate significant differences in the pathways of inducing psy-
cho-emotional pathology by stress and activation of inflammation.

Keywords: stress, lipopolysaccharide, brain-derived neurotrophic factor, anti-apoptotic
protein Bcl-xL, brain, sucrose intake, adrenal gland weight
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В статье изучены когнитивные нарушения в различные периоды онтогенеза у
потомства крыс с экспериментальной преэклампсией, смоделированной путем
замены питьевой воды на 1.8%-ный раствор хлорида натрия с 1-го по 21-й день
гестации. У потомства самок с осложненной беременностью как на ранних
(40 дней и 3 мес.), так и на более поздних (6 и 12 мес.) этапах индивидуального
развития наблюдается снижение рабочей памяти в тесте Распознавание нового
объекта, ухудшение формирования и сохранения памятного следа в тесте Услов-
ный рефлекс пассивного избегания, а также более выраженный амнезирующий
эффект скополамина в дозе 1.75 мг/кг при тестировании сохранности памятного
следа. Пероральное введение в пубертатном возрасте (с 40-го по 70-й день жиз-
ни) потомству самок с экспериментальной преэклампсией производных ГАМК:
сукцикарда, салифена, фенибута и препарата сравнения пантогама способствует
уменьшению когнитивного дефицита у животных в разные периоды постнаталь-
ного развития.

Ключевые слова: экспериментальная преэклампсия, потомство, производные
ГАМК, когнитивная дисфункция
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Преэклампсия – специфичное для беременности заболевание, сопряженное с
высокой частотой возникновения осложнений как у матери, так и у ребенка на
разных этапах жизни.

Ухудшение маточно-плацентарного кровотока при преэклампсии из-за абнор-
мальной плацентации и эндотелиальной дисфункции ведет к гипоксии, хрониче-
ское влияние которой провоцирует образование активных форм кислорода, повре-
ждающих нейроны коры и других структур головного мозга. Следствием этого явля-
ются нарушения формирования памяти, познавательных процессов и двигательных
навыков у потомства [1–3].

Принятые сокращения: ГАМК – гамма-аминомасляная кислота; АД – артериальное давление;
УРПИ – условный рефлекс пассивного избегания; Кд – коэффициент дискриминации; ЦНС –
центральная нервная система; АТФ – аденозинтрифосфат.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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У детей, рожденных матерями с преэклампсией, повышен риск возникновения
гипертонии, инсульта и когнитивных нарушений [4]. В раннем возрасте у них на-
блюдается дефицит развития речи [5], а также более низкий уровень коэффициен-
та интеллекта [6] и индекса умственного развития по сравнению с детьми, рожден-
ными здоровыми матерями [7].

По достижении подросткового периода и во взрослой жизни сохраняется дефи-
цит словесно-логического мышления и устного счета [8]. У таких детей в зрелом
возрасте и в старости повышается риск развития депрессивных состояний и веро-
ятность ранних дементных нарушений [9].

Гипоксические поражения головного мозга могут вызвать снижение активности
холинергической системы. Изменение экспрессии и метаболизма ее ключевого
фермента ацетилхолинэстеразы приводит к когнитивной дисфункции в раннем
возрасте и развитию нейродегенеративных изменений в более поздние периоды
онтогенеза [10].

На настоящий момент нет лекарственных средств с доказанной эффективно-
стью для лечения постгипоксических нарушений у детей в ранние и поздние сроки
онтогенеза, недостаточно внимания уделяется проблемам и перспективам поиска
новых эффективных и безопасных лекарственных препаратов для коррекции от-
клонений у потомства, рожденного матерями с преэклампсией. В этом аспекте ин-
терес представляют производные гамма-аминомасляной кислоты (ГАМК), облада-
ющие ноотропными, нейро- и эндотелиопротекторными, антигипоксическими и
антиоксидантными эффектами [11–13], способностью регулировать пролифера-
цию и созревание нейрональных клеток [14]. Перечисленные эффекты веществ
этой группы дают основание предполагать возможность влияния их на различные
патогенетические звенья постгипоксических осложнений у детей. В ранее прове-
денных исследованиях было показано, что салифен (аддукт γ-амино-β-фенилмас-
ляной и салициловой кислот) устранял нарушения поведения в пре- и пубертатном
периодах у крысят, подвергнутых на второй день после рождения гипоксическому
воздействию [13]. В этой связи целью нашего исследования явилось изучение вли-
яния курсового введения производных ГАМК: сукцикарда, салифена, фенибута и
препарата сравнения пантогама в пубертатном периоде (с 40-го по 70-й день жиз-
ни) на когнитивные функции потомства крыс с экспериментальной преэклампси-
ей в ближайшие и отдаленные периоды онтогенеза.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Эксперименты выполнены на потомстве (n = 442) в возрасте 40 дней, 3, 6 и
12 мес., рожденном белыми беспородными крысами-самками массой 230–250 г с
физиологической беременностью (n = 13) и экспериментальной преэклампсией
(n = 65), которую моделировали заменой питьевой воды на 1.8%-ный раствор хло-
рида натрия с 1-го по 21-й день гестации [11]. Животные были получены из ФГУП
“Питомник лабораторных животных Рапполово” (Ленинградская область) и со-
держались в условиях вивария ВолгГМУ. Содержание и уход за ними осуществля-
ли согласно рекомендациям национального стандарта Российской Федерации
ГОСТ Р-33044-2014 “Принципы надлежащей лабораторной практики”, Междуна-
родных рекомендаций “Европейской конвенции о защите позвоночных живот-
ных, используемых для экспериментов или в иных научных целях” (The European
Convevtion, 1986). Исследование было выполнено в соответствии с требованиями
приказа МЗ РФ № 199н от 01.04.2016 г. “Об утверждении правил лабораторной
практики” и директивы 2010/63/EU Европейского Парламента и Совета Европей-
ского Союза от 22.09.2010 г. по охране животных, используемых в научных целях.
Протокол экспериментального исследования был одобрен Региональным Исследо-
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вательским Этическим Комитетом Волгоградской области: № 2044-2017 от 25 декаб-
ря 2017 г.

О развитии экспериментальной преэклампсии у самок судили по увеличению
артериального давления (АД) и белка в моче на 20-й день беременности по сравне-
нию с 1-ым днем. Измерение АД проводили у самок в 1-й и 20-й дни гестации с по-
мощью прибора неинвазивного измерения давления CODA’TM Non-Invasive Blood
Pressure System (“Kent Scientific Corporation”, США). Для сбора суточной мочи
крыс-самок помещали в метаболическую клетку (Nalgene, Италия). При определе-
ния общего белка в моче использовали набор реагентов КлиниТест-БМ ПГК (Эко-
сервис, Россия).

На 39-й день после рождения потомство отсаживали от самок и распределяли
таким образом, чтобы крысята от одной самки с экспериментальной преэклампси-
ей оказались в разных группах.

Эксперимент носил двухэтапный характер. На первом этапе животных раздели-
ли на две группы: 1 – позитивный контроль – потомство (самцы и самки) от крыс
без экспериментальной преэклампсии (n = 41); 2 – негативный контроль – потом-
ство (самцы и самки) от крыс с экспериментальной преэклампсией (n = 40). Затем
на 40-ой день для оценки рабочей памяти проводили тест Распознавание нового
объекта.

Выявленные нарушения рабочей памяти у потомства от самок с эксперимен-
тальной преэклампсией послужили основой для проведения второго этапа иссле-
дования, где были сформированы следующие группы животных: 1-я позитивный
контроль – потомство (самцы и самки) от крыс без экспериментальной преэк-
лампсии (n = 59), получавшее дистиллированную воду; 2 – негативный контроль –
потомство (самцы и самки) от крыс с экспериментальной преэклампсией (n = 60),
получавшее дистиллированную воду; 3-я, 4-я, 5-я, 6-я опытные – потомство (сам-
цы и самки) от крыс с экспериментальной преэклампсией, получавшее производ-
ные ГАМК – сукцикард в дозе 22 мг/кг (n = 59), салифен – 7.5 мг/кг (n = 62), фени-
бут – 25 мг/кг (n = 61), а также препарат сравнения пантогам 50 мг (n = 60) соответ-
ственно. Исследуемые производные ГАМК и дистиллированную воду вводили
перорально один раз в сутки с 40-го по 70-й день постнатального периода в одно и
то же время. Дозы веществ соответствовали ½ от используемых у взрослых крыс,
проявляющих максимально выраженную фармакологическую активность в ранее
проведенных экспериментах [15, 16]. Пантогам был выбран в качестве препарата
сравнения, потому что показаниями к применению его у детей являются детский це-
ребральный паралич, перинатальная энцефалопатия, умственная отсталость различ-
ной степени тяжести, нарушения психологического статуса в виде общей задержки
психического развития, специфические расстройства речи и двигательных функций
или их сочетания, затруднение формирования навыков чтения, письма, счета.

После проведенного “лечения” у потомства в возрасте 3, 6 и 12 мес. оценивали
рабочую память в тесте Распознавание нового объекта в следующем варианте: тест
проводили в установке Открытое поле, для этого животных предварительно поме-
щали в установку на 3 мин, что способствовало привыканию к ней и снижению
стрессорного воздействия на поведение крыс. В качестве объектов использовали
два металлических цилиндра белого цвета и один цилиндр синего цвета. Они име-
ли одинаковый размер (d = 6 см, h = 11 см) и массу (385 г). В первую фазу “Озна-
комления” крысы изучали два одинаковых незнакомых объекта (белые цилиндры)
в течение 4 мин, при этом регистрировалось время исследования каждого из них.
Затем на 3 мин крысу помещали в индивидуальную клетку. Во вторую фазу “Тесто-
вую” объект 2 меняли на другой, одинаковый по форме, но различающийся по
цвету (синий). После этого 4 мин регистрировали время исследования знакомого и
нового объектов. Перед началом теста для каждой последующей крысы установку
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и цилиндры протирали спиртом для уничтожения меток и запаха, оставленных
предыдущим животным. Для оценки рабочей памяти и исследовательской актив-
ности крыс использовали коэффициент дискриминации (Кд), отражающий разни-
цу между временем исследования двух объектов по отношению к суммарному вре-
мени их исследования. Увеличение Кд расценивали как повышение уровня когни-
тивных процессов. Кд рассчитывали для каждой фазы отдельно по формулам:

Если крыса в “Тестовую” фазу не проявляла интереса ни к одному объекту, то ее
относили к животным с отсутствием исследовательской активности.

Затем группы животных разделяли на 2 подгруппы, одной из которых оценивали
долговременную память (формирование и сохранение памятного следа) в тесте
УРПИ в возрасте 3, 6 и 12 мес., а другой – состояние холинергической системы в
аналогичные возрастные периоды.

В УРПИ тестировались животные группы позитивного контроля (n = 38), нега-
тивного контроля (n = 41), опытные: 3-я группа (n = 36), 4-я (n = 37), 5-я (n = 38) и
6-я (n = 40).

Установка для обучения УРПИ состояла из двух отсеков, сообщающихся между
собой: темного с электрифицированным полом и светлого. Животных по одному
помещали в светлую камеру хвостом к входному отверстию в темную камеру. Кры-
сы, в силу норкового рефлекса, имея возможность покинуть менее комфортную
светлую камеру, заходили в темный отсек, после чего животное закрывали и в тече-
ние 10 с наносили электроболевое раздражение (10 ударов током, сила тока 0.45 мА).
Оценку сформировавшегося памятного следа производили через 24 ч после сеанса
обучения, а сохранность его на 3-и, 7-е, 14-е и 21-е сут после обучения. Крысу по-
мещали в установку и в течение 180 с регистрировали латентный период первого
захода в темную камеру, который является показателем выработки памятного сле-
да, и количество животных от общего числа каждой исследуемой группы, зашед-
ших в нее, в процентах. В день воспроизведения навыка при заходе животного в
темную камеру болевое раздражение не наносили [17].

Холинергическая система играет важную роль в регуляции внимания, времен-
ной и эксплицитной памяти, обучении и других когнитивных процессов [18]. Для
оценки состояния холинергической системы использовали модель скополамино-
вой амнезии. После обучения УРПИ животным внутрибрюшинно вводили антаго-
нист М-холинорецепторов – скополамин (Across, США) в дозе 1.75 мг/кг за 16 ч
перед 1-ым, 3-им, 7-ым, 14-ым и 21-ми днями воспроизведения навыка и на 1-е, 3-и,
7-е, 14-е и 21-е сут проверяли сохранность рефлекса пассивного избегания. Доза
скополамина была выбрана в соответствии с ранее проведенными исследованиями
[19]. В эксперименте участвовало потомство группы позитивного (n = 20), и нега-
тивного контроля (n = 20), животные опытных групп: 3-ей (n = 22), 4-ой (n = 22),
5-ой (n = 21) и 6-ой (n = 20).

Для регистрации поведения животных применялись видеокамеры, подключен-
ные к персональному компьютеру с программным обеспечением для работы с ви-
деопотоком.

Статистическую обработку результатов исследования осуществляли в пакете про-
грамм STATISTICA v.6.0 (StatSoftInc., США) по U-критерию Манна–Уитни, F-крите-
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рию Фишера для парных сравнений и критерию Крускала–Уоллиса с пост-тестом
Даннета для множественных, с предварительной проверкой выборок на нормаль-
ность распределения по критерию Шапиро–Уилка. Различия считали статистиче-
ски значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

У крыс, которым моделировали экспериментальную преэклампсию, АД на
20-й день гестации было выше в 1.2 раза (p < 0.05) по сравнению с 1-ым днем, а
уровень суточного белка – в 2.1 раза (p < 0.05), в то время как у здоровых самок
АД и уровень белка в моче к 20-му дню беременности существенно не изменя-
лись. Это дало основание считать, что у самок, получавших солевой раствор, раз-
вилась экспериментальная преэклампсия.

В тесте Распознавание нового объекта у сорокадневного потомства крыс с экс-
периментальной преэклампсией показатели рабочей памяти были ниже, чем у жи-
вотных, рожденных здоровыми самками (табл. 1). В “Тестовой” фазе у крысят от
самок с экспериментальной преэклампсией Кд носил отрицательный характер, что
говорит о пониженном интересе к новому объекту в знакомой обстановке и когни-
тивных расстройствах в адолесцентном периоде. В этой связи на втором этапе ис-
следования были сформированы группы потомства крыс с экспериментальной
преэклампсией, которым с 40-го по 70-й день жизни вводили производные ГАМК
и препарат сравнения пантогам.

В возрасте 3 мес. животные всех групп в фазе “Ознакомления” не отдавали пред-
почтение какому-либо одному объекту, а в 6 и 12 мес. чуть более часто интересова-
лось Объектом 2, однако достоверных отличий между группами выявлено не было.

В “Тестовой” фазе у крыс, рожденных самками с осложненной беременностью
как на ранних (3 мес.), так и на более поздних (6 и 12 мес.) этапах онтогенеза Кд
был достоверно ниже, чем у группы позитивного контроля, что свидетельствует об
ухудшении у потомства крыс с экспериментальной преэклампсией кратковремен-
ной рабочей памяти. Кроме того, в возрасте 3, 6 и 12 мес. процент животных, не
проявлявших исследовательской активности и не подходивших ни к одному объ-
екту, в группе негативного контроля был выше по сравнению с потомством, рож-
денным здоровыми самками. У животных всех возрастов, получавших производ-
ные ГАМК и препарат сравнения пантогам, Кд был достоверно выше относитель-
но потомства группы негативного контроля (табл. 1). Это свидетельствует о том,
что рабочая память у животных, которым вводили сукцикард, салифен, фенибут и
препарат сравнения пантогам, была лучше, чем у крыс группы негативного кон-
троля как на ранних, так и на поздних этапах индивидуального развития.

При проведении теста УРПИ трехмесячные крысята группы негативного кон-
троля быстрее заходили в темную камеру по сравнению с животными, рожденны-
ми от самок без экспериментальной преэклампсии на 7-е, 14-е и 21-е сут после
обучения, а процент животных, зашедших в нее на 21-е сут был значительно боль-
ше, чем у потомства группы позитивного контроля (рис. 1).

Шестимесячные животные группы негативного контроля в большем количестве
заходили в темную камеру и имели меньший по сравнению с группой позитивного
контроля латентный период захода в нее на 3-и, 7-е, 14-е и 21-е сут воспроизведе-
ния навыка (рис. 2). Следует отметить, что в возрасте 6 мес. среди потомства здоро-
вых крыс обучилось всего 4 животных из 36, и обучившиеся не заходили в темную
камеру во все дни воспроизведения навыка, в то время как 11 обучившихся (из 38)
крыс из группы негативного контроля посетили ее на 3-и сут тестирования сохран-
ности рефлекса. Подобное снижение обучаемости можно объяснить тем, что боль-
шее количество крыс группы позитивного контроля помнило о болевом раздраже-
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Таблица 1. Влияние производных ГАМК на рабочую память потомства от крыс с экспери-
ментальной преэклампсией в разные периоды онтогенеза в тесте Распознавание нового объ-
екта (M  ±  m)
Table 1. The effect of GABA derivatives on the working memory of the offspring from rats with ex-
perimental preeclampsia in different periods of ontogenesis in the Novel object recognition test (M  ±  m)
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40 дней
40 days

Потомство от самок с физиологической 
беременностью – позитивный контроль
The offspring from rats with physiological 
pregnancy – positive control

41 –0.04 ± 0.06 0.36 ± 0.07 0

Потомство от самок с эксперименталь-
ной преэклампсией – негативный кон-
троль
The offspring from rats with experimental 
preeclampsia – negative control

40 –0.03 ± 0.07 –0.01 ± 0.08* 0

3 месяца
3 months

Потомство от самок с физиологической 
беременностью, получавшее дистилли-
рованную воду – позитивный контроль
The offspring from rats with physiological 
pregnancy receiving distilled water – posi-
tive control

59 0.01 ± 0.06 0.47 ± 0.05 3.39

Потомство от самок с эксперименталь-
ной преэклампсией, получавшее ди-
стиллированную воду – негативный 
контроль
The offspring from rats with experimental 
preeclampsia receiving distilled water – 
negative control

60 –0.07 ± 0.06 –0.04 ± 0.06* 5

Потомство от самок с эксперименталь-
ной преэклампсией, получавшее сукци-
кард 22 мг/кг
The offspring from rats with experimental 
preeclampsia receiving succicard 22 mg/kg

59 –0.18 ± 0.05 0.32 ± 0.05# 1.69

Потомство от самок с эксперименталь-
ной преэклампсией, получавшее сали-
фен 7.5 мг/кг
The offspring from rats with experimental 
preeclampsia receiving salifen 7.5 mg/kg

62 0.03 ± 0.05 0.52 ± 0.04# 1.61

Потомство от самок с эксперименталь-
ной преэклампсией, получавшее фени-
бут 25 мг/кг
The offspring from rats with experimental 
preeclampsia receiving phenibut 25 mg/kg

61 –0.07 ± 0.05 0.33 ± 0.06# 1.64

Потомство от самок с эксперименталь-
ной преэклампсией, получавшее панто-
гам 50 мг
The offspring from rats with experimental 
preeclampsia receiving pantogam 50 mg

60 –0.04 ± 0.05 0.32 ± 0.05# 5
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6 месяцев
6 months

Потомство от самок с физиологической 
беременностью, получавшее дистилли-
рованную воду – позитивный контроль
The offspring from rats with physiological 
pregnancy receiving distilled water – posi-
tive control

57 0.09 ± 0.06 0.54 ± 0.04 0

Потомство от самок с эксперименталь-
ной преэклампсией, получавшее ди-
стиллированную воду – негативный 
контроль
The offspring from rats with experimental 
preeclampsia receiving distilled water – 
negative control

59 0.006 ± 0.05 –0.06 ± 0.05* 3.34

Потомство от самок с эксперименталь-
ной преэклампсией, получавшее сукци-
кард 22 мг/кг
The offspring from rats with experimental 
preeclampsia receiving succicard 22 mg/kg

56 0.15 ± 0.05 0.41 ± 0.05# 1.79

Потомство от самок с эксперименталь-
ной преэклампсией, получавшее сали-
фен 7.5 мг/кг
The offspring from rats with experimental 
preeclampsia receiving salifen 7,5 mg/kg

55 0.09 ± 0.07 0.43 ± 0.05# 0

Потомство от самок с эксперименталь-
ной преэклампсией, получавшее фени-
бут 25 мг/кг
The offspring from rats with experimental 
preeclampsia receiving phenibut 25 mg/kg

58 0.07 ± 0.05 0.47 ± 0.05# 0

Потомство от самок с эксперименталь-
ной преэклампсией, получавшее панто-
гам 50 мг
The offspring from rats with experimental 
preeclampsia receiving pantogam 50 mg

59 0.08 ± 0.05 0.50 ± 0.04# 0

12 месяцев
12 months

Потомство от самок с физиологической 
беременностью, получавшее дистилли-
рованную воду – позитивный контроль
The offspring from rats with physiological 
pregnancy receiving distilled water – posi-
tive control

54 0.14 ± 0.07 0.36 ± 0.07 0

Потомство от самок с эксперименталь-
ной преэклампсией, получавшее ди-
стиллированную воду – негативный 
контроль
The offspring from rats with experimental 
preeclampsia receiving distilled water – 
negative control

58 0.12 ± 0.03 0.17 ± 0.06* 6.89
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Таблица 1. Продолжение/ Table 1. Continuation
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нии, нанесенном им в темной камере в возрасте 3 мес., по сравнению с потомством
самок с экспериментальной преэклампсией.

В возрасте 12 мес. количество обучившихся животных в группах позитивного и не-
гативного контролей статистически значимо не различалось, и крысы обеих групп на-
чали заходить в темную камеру на 7-е сут воспроизведения навыка. Несмотря на то,
что достоверных отличий между группами не было, латентный период захода в темную
камеру у потомства самок с экспериментальной преэклампсией был меньше по срав-
нению с группой позитивного контроля, а процент зашедших – больше (рис. 3).

Полученные результаты говорят о нарушении долговременной памяти у потом-
ства крыс с экспериментальной преэклампсией в пубертатном возрасте и в отда-
ленные периоды развития.

У животных в возрасте 3 мес., которым в адолесцентном периоде (с 40-го по
70-й дни жизни) вводили сукцикард, салифен, фенибут и препарат сравнения пан-
тогам, лучше формировался и сохранялся памятный след. Так, процент животных,
зашедших в темную камеру среди потомства, получавшего производные ГАМК и

*p < 0.05 по критерию Манна–Уитни по сравнению c группой позитивного контроля; # p < 0.05 по кри-
терию Крускала–Уоллиса. с пост-тестом Даннета по сравнению с группой негативного контроля.
* р < 0.05 as compared with the positive control group, Mann−Whitney U-test; # р < 0.05 as compared with the
negative control, Kruskal–Wallis test with Dunn’s multiple comparison (post hoc) test.

Потомство от самок с эксперименталь-
ной преэклампсией, получавшее сукци-
кард 22 мг/кг
The offspring from rats with experimental 
preeclampsia receiving succicard 22 mg/kg

54 0.02 ± 0.07 0.42  ±  0.06# 1.85

Потомство от самок с эксперименталь-
ной преэклампсией, получавшее сали-
фен 7.5 мг/кг
The offspring from rats with experimental 
preeclampsia receiving salifen 7,5 mg/kg

49 0.10 ± 0.07 0.53  ±  0.07# 2.04

Потомство от самок с эксперименталь-
ной преэклампсией, получавшее фени-
бут 25 мг/кг
The offspring from rats with experimental 
preeclampsia receiving phenibut 25 mg/kg

54 0.11 ± 0.08 0.41  ±  0.07# 1.85

Потомство от самок с эксперименталь-
ной преэклампсией, получавшее панто-
гам 50 мг
The offspring from rats with experimental 
preeclampsia receiving pantogam 50 mg

54 0.12 ± 0.07 0.52  ±  0.05# 1.85
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Таблица 1. Окончание / Table 1. Ending
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Рис. 1. Влияние производных ГАМК на формирование и сохранность памятного следа у потомства са-
мок с экспериментальной преэклампсией в тесте Условный рефлекс пассивного избегания в возрасте
3 месяцев (M ± m):
* p < 0.05 по критерию Манна–Уитни по сравнению c группой позитивного контроля; # p < 0.05 по кри-
терию Манна–Уитни по сравнению с группой негативного контроля; ^ ϕ > 2.31 по критерию Фишера
по сравнению c группой позитивного контроля; & ϕ > 2.31 по критерию Фишера по сравнению c груп-
пой негативного контроля; n – количество обучившихся животных.
Fig. 1. The effect of GABA derivatives on the formation and preservation of a memorial trace in the offspring
from rats with experimental preeclampsia in the test One-way step-down inhibitory (“passive”) avoidance at the
age of 3 months (M ± m):
* р < 0.05 as compared with the positive control group, Mann−Whitney U-test; # р < 0.05 as compared with the
negative control, Mann−Whitney U-test; ^ ϕ > 2.31 as compared with the positive control, Fisher F-test; & ϕ > 2.31
as compared with the negative control, Fisher F-test; n – the number of trained animals.
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Experimental preeclampsia + succicard, n = 31 (out of 36)

Experimental preeclampsia + phenibut, n = 34 (out of 38)

Experimental preeclampsia + salifen, n = 31 (out of 37)

Experimental preeclampsia + pantogam, n = 32 (out of 40)

Рис. 2. Влияние производных ГАМК на формирование и сохранность памятного следа у потомства са-
мок с экспериментальной преэклампсией в тесте Условный рефлекс пассивного избегания в возрасте
6 месяцев (M ± m):
* p < 0.05 по критерию Манна–Уитни по сравнению c группой позитивного контроля; # p < 0.05 по кри-
терию Манна–Уитни по сравнению с группой негативного контроля; ^ ϕ > 2.31 по критерию Фишера
по сравнению c группой позитивного контроля; & ϕ > 2.31 по критерию Фишера по сравнению c груп-
пой негативного контроля; n – количество обучившихся животных.
Fig. 2. The effect of GABA derivatives on the formation and preservation of a memorial trace in the offspring
from rats with experimental preeclampsia in the test One-way step-down inhibitory (“passive”) avoidance at the
age of 6 months (M ± m):
* р < 0.05 as compared with the positive control group, Mann−Whitney U-test; # р < 0.05 as compared with the
negative control, Mann−Whitney U-test; ^ ϕ > 2.31 as compared with the positive control, Fisher F-test; & ϕ > 2.31
as compared with the negative control, Fisher F-test; n – the number of trained animals.
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пантогам, было ниже, чем в группе негативного контроля, а латентный период за-
хода в нее – больше (рис. 1).

У шестимесячных крыс латентный период захода в темную камеру и процент за-
шедших в нее среди животных, которым вводили сукцикард, салифен и фенибут,
статистически значимо не отличались от показателей крыс группы негативного
контроля, в то время как животные, получавшие пантогам, имели достоверно
больший латентный период захода в темную камеру на 7-е и 14-е сут воспроизведе-
ния УРПИ по сравнению с потомством самок с экспериментальной преэклампси-
ей, которому вводили дистиллированную воду (рис. 2).

В возрасте 12 мес. показатели потомства, получавшего сукцикард, салифен и
пантогам, не имели достоверных отличий от группы крыс, рожденных самками с
экспериментальной преэклампсией и получавших дистиллированную воду. Жи-
вотные, которым вводили фенибут, не заходили в темную камеру во все дни вос-
произведения навыка (рис. 3).

Холинергическая система играет значительную роль в формировании когнитив-
ной функции. Ее состояние определяли путем введения М-холиноблокатора ско-
поламина в дозе 1.75 мг/кг за 16 ч перед 1-ым, 3-им, 7-ым, 14-ым и 21-ым днями
воспроизведения УРПИ потомству здоровых крыс и самок с экспериментальной
преэклампсией, что вызывало у последних больший амнестический эффект в раз-
личные периоды постнатального онтогенеза.

В возрасте 3 мес. животные группы негативного контроля заходили в темную ка-
меру через 24 ч после обучения, имели достоверно более низкий по сравнению с
группой позитивного контроля латентный период, начиная с 7-го дня тестирования
сохранности рефлекса. Кроме того, процент животных от крыс с эксперименталь-

Рис. 3. Влияние производных ГАМК на формирование и сохранность памятного следа у потомства самок
с экспериментальной преэклампсией в тесте Условный рефлекс пассивного избегания в возрасте 12 мес.
(M ± m): 
* p < 0.05 по критерию Манна–Уитни по сравнению c группой позитивного контроля; # p < 0.05 по кри-
терию Манна–Уитни по сравнению с группой негативного контроля; ^ ϕ > 2.31 по критерию Фишера
по сравнению c группой позитивного контроля; & ϕ > 2.31 по критерию Фишера по сравнению c груп-
пой негативного.
Fig. 3. The effect of GABA derivatives on the formation and preservation of a memorial trace in the offspring
from rats with experimental preeclampsia in the test One-way step-down inhibitory (“passive”) avoidance at the
age of 12 months (M ± m):
* р < 0.05 as compared with the positive control group, Mann−Whitney U-test; # р < 0.05 as compared with the
negative control, Mann−Whitney U-test; ^ ϕ > 2.31 as compared with the positive control, Fisher F-test; & ϕ > 2.31
as compared with the negative control, Fisher F-test; n – the number of trained animals.
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Experimental preeclampsia + pantogam, n = 6 (out of 33)
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Рис. 4. Влияние производных ГАМК на выраженность амнезии, вызванной введением скополамина, у
потомства самок с экспериментальной преэклампсией в тесте Условный рефлекс пассивного избегания
в возрасте 3 месяцев (M ± m):
* p < 0.05 по критерию Манна–Уитни по сравнению c группой позитивного контроля; # p < 0.05 по кри-
терию Манна–Уитни по сравнению с группой негативного контроля; ^ ϕ > 2.31 по критерию Фишера
по сравнению c группой позитивного контроля; & ϕ > 2.31 по критерию Фишера по сравнению c груп-
пой негативного контроля; n – количество обучившихся животных.
Fig. 4. The effect of GABA derivatives on the severity of amnesia caused by the administration of scopolamine to
the offspring from females with experimental preeclampsia in the test One-way step-down inhibitory (“passive”)
avoidance at the age of 3 months (M ± m):
* р < 0.05 as compared with the positive control group, Mann−Whitney U-test; # р < 0.05 as compared with the
negative control, Mann−Whitney U-test; ^ ϕ > 2.31 as compared with the positive control, Fisher F-test; & ϕ > 2.31
as compared with the negative control, Fisher F-test; n – the number of trained animals.
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Experimental preeclampsia + succicard, n = 20 (out of 22)

Experimental preeclampsia + phenibut, n = 20 (out of 21)

Experimental preeclampsia + salifen, n = 20 (out of 22)

Experimental preeclampsia + pantogam, n = 19 (out of 20)

ной преэклампсией, посетивших темную камеру, был значительно больше, чем
среди потомства самок без экспериментальной преэклампсии (рис. 4).

В возрасте 6 и 12 мес. тенденция сохранялась. Шестимесячные крысы из группы
негативного контроля посетили темную камеру на 3-и сутки тестирования сохран-
ности УРПИ, тогда как потомство группы позитивного контроля только на 14-е сут.
У потомства самок с экспериментальной преэклампсией наблюдались более низкие
значения латентного периода, чем в группе позитивного контроля на 3-и, и 7-е сут
воспроизведения навыка (рис. 5).

В возрасте 12 мес. потомство здоровых самок не посещало темную камеру на
всем протяжении этапа тестирования сохранности рефлекса, а крысы из группы
негативного контроля заходили в нее, начиная с 1-го дня (рис. 6).

Большая выраженность амнезии у потомства самок с экспериментальной преэк-
лампсией как на ранних этапах, так и в отдаленные периоды развития по сравне-
нию с крысами, рожденными здоровыми самками, в тесте УРПИ с использовани-
ем скополамина может быть связана с недостаточностью холинергической систе-
мы, вызванной гипоксией в пренатальном периоде.

В возрасте 3, 6 и 12 мес. потомство, получавшее производные ГАМК, имело
больший латентный период захода в темную камеру по сравнению с группой нега-
тивного контроля (рис. 4, 5, 6). В возрасте 3 мес. статистически значимые отличия
были выявлены на 3-и сут воспроизведения навыка у потомства, которому вводили
фенибут, на 14-е сут – у животных, получавших сукцикард и фенибут, на 21-е сут –
у крыс, которым вводили сукцикард, салифен и фенибут. В возрасте 6 и 12 мес.
производные ГАМК и препарат сравнения пантогам сохраняли антиамнестиче-
ский эффект.
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Следует отметить, что при формировании скополаминовой амнезии потомство
некоторых групп, получавших производные ГАМК, в возрасте 6 и 12 мес. не посе-
щало темную камеру при воспроизведении УРПИ, в то время как животные, кото-
рые тестировались в УРПИ без моделирования амнезии, заходили в нее. Подобные
результаты могут быть связаны с высокой эффективностью исследуемых веществ в
условиях амнезии. Однако это также может объясняться и малой выборкой обу-
чившихся животных, поскольку моделирование амнезии проходило после этапа
обучения, а введение скополамина в дозе 1.75 мг/кг вызывало лишь кратковремен-
ный амнестический эффект, они могли помнить о болевом раздражении, нанесен-
ном им в темной камере в возрасте 3 мес. Для уточнения данного факта необходи-
мо провести дополнительные исследования.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

По данным литературы, гипоксические поражения ЦНС имеют от 20 до 50% де-
тей, матери которых перенесли преэклампсию и эклампсию различной степени тя-
жести, что проявляется в виде таких патологий, как детский церебральный паралич,
гидроцефалия и микроцефалия, задержка развития интеллектуальных и двигательных
навыков [20]. Многие экспериментальные исследования свидетельствуют о негатив-
ном влиянии экспериментальной преэклампсии на когнитивные функции потомства.
При использовании таких моделей, как замена питьевой воды на 1.8%-ный раствор
хлорида натрия с 1-го по 21-й день гестации или введение беременным крысам
внутрибрюшинно неселективного блокатора NO-синтаз L-NAME в дозе 25 мг/кг с
14–20-й день гестации, двухмесячное потомство имело нарушение пространствен-

Рис. 5. Влияние производных ГАМК на выраженность амнезии, вызванной введением скополамина, у
потомства самок с экспериментальной преэклампсией в тесте Условный рефлекс пассивного избегания
в возрасте 6 месяцев (M ± m):
* p < 0.05 по критерию Манна–Уитни по сравнению c группой позитивного контроля; # p < 0.05 по кри-
терию Манна–Уитни по сравнению с группой негативного контроля; ^ ϕ > 2.31 по критерию Фишера
по сравнению c группой позитивного контроля; & – ϕ > 2.31 по критерию Фишера по сравнению c
группой негативного контроля; n – количество обучившихся животных.
Fig. 5. The effect of GABA derivatives on the severity of amnesia caused by the administration of scopolamine to
the offspring from females with experimental preeclampsia in the test One-way step-down inhibitory (“passive”)
avoidance at the age of 6 months (M ± m):
* р < 0.05 as compared with the positive control group, Mann−Whitney U-test; # р < 0.05 as compared with the
negative control, Mann–Whitney U-test; ^ ϕ > 2.31 as compared with the positive control, Fisher F-test; & ϕ > 2.31
as compared with the negative control, Fisher F-test; n – the number of trained animals.
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ной памяти в приподнятом 8-радиальном лучевом лабиринте [21]. При проведении
тестов водный лабиринт Морриса и Y-образный лабиринт у потомства в возрасте
2 мес. от самок с экспериментальной преэклампсией, вызванной L-NAME, также
наблюдалось нарушение памяти [22, 23].

Результаты проведенных нами экспериментов свидетельствуют, что потомство
самок с экспериментальной преэклампсией, которую моделировали заменой пи-
тьевой воды на 1.8%-ный раствор хлорида натрия в течение всего периода беременно-
сти, на ранних (40 дней и 3 мес.) и поздних (6 и 12 мес.) этапах постнатального разви-
тия имеет когнитивные нарушения, проявляющиеся в снижении кратковременной
и долговременной памяти. На это указывают значительно более низкий по сравне-
нию с животными группы позитивного контроля Кд в “Тестовой” фазе Распозна-
вания нового объекта, более короткий латентный период захода в темную камеру и
больший процент животных, посетивших ее, в тесте УРПИ. Кроме того, у живот-
ных группы негативного контроля в разные периоды онтогенеза наблюдался бо-
лее выраженный амнезирующий эффект после введения скополамина за 16 ч пе-
ред 1-ым, 3-им, 7-ым, 14-ым и 21-ым днями тестирования сохранности УРПИ, что
может свидетельствовать о снижении активности холинергической системы, отве-
чающей за регуляцию когнитивных функций.

Подобные последствия экспериментальной преэклампсии, очевидно, связаны с
гипоксически-ишемическим поражением ЦНС потомства. В ранее проведенных
исследованиях было показано, что у самок с экспериментальной преэклампсией,
смоделированной путем замены питьевой воды на 1.8%-ный раствор хлорида на-
трия с 1-го по 21-й день гестации, развивается эндотелиальная дисфункция, сопро-

Рис. 6. Влияние производных ГАМК на выраженность амнезии, вызванной введением скополамина, у
потомства самок с экспериментальной преэклампсией в тесте Условный рефлекс пассивного избегания
в возрасте 12 месяцев (M ± m):
* p < 0.05 по критерию Манна–Уитни по сравнению c группой позитивного контроля; # p < 0.05 по кри-
терию Манна–Уитни по сравнению с группой негативного контроля; ^ ϕ > 2.31 по критерию Фишера
по сравнению c группой позитивного контроля; & ϕ > 2.31 по критерию Фишера по сравнению c груп-
пой негативного контроля; n – количество обучившихся животных.
Fig. 6. The effect of GABA derivatives on the severity of amnesia caused by the administration of scopolamine to
the offspring from females with experimental preeclampsia in the test One-way step-down inhibitory (“passive”)
avoidance at the age of 12 months (M ± m):
* р < 0.05 as compared with the positive control group, Mann−Whitney U-test; # р < 0.05 as compared with the
negative control, Mann−Whitney U-test; ^ ϕ > 2.31 as compared with the positive control, Fisher F-test; & ϕ > 2.31
as compared with the negative control, Fisher F-test; n – the number of trained animals.
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вождающаяся вазоконстрикцией, увеличением агрегации тромбоцитов и гиперко-
агуляцией, нарушением маточно-плацентарного кровообращения и гипоксией, а
также активацией процесса перекисного окисления липидов с одновременным
снижением активности ферментов антиоксидантной системы [12, 15]. Все это мо-
жет привести к нарушению нейрогенеза и дифференциации структур головного
мозга плода, а также гибели нейронов различных нейромедиаторных систем, в том
числе холинергической, с последующим отставанием в развитии психических и
физических функций у потомства в постнатальном периоде [24]. Было показано,
что в сенсомоторной коре головного мозга крыс из-за внутриутробной гипоксии к
концу первого месяца жизни и до полутора лет повышена активность растворимой
и мембраносвязанной форм ацетилхолинэстеразы, что способствует быстрой де-
градации ацетилхолина, снижению активности холинергической системы голов-
ного мозга и развитию когнитивной дисфункции как на ранних, так и на поздних
этапах онтогенеза [10, 25]. Кроме того, при значительном снижении активности
холинергической системы происходит задержка клеточной дифференцировки ко-
ры, что в постнатальном периоде может служить причиной поведенческого и ко-
гнитивного дефицита [26]. Поэтому проблема коррекции связанных с отягощен-
ной беременностью постгипоксических состояний у потомства в различные пери-
оды онтогенеза, является актуальной для современной медицины.

У потомства крыс с экспериментальной преэклампсией, получавшего производ-
ные ГАМК с 40-го по 70-й день жизни, в возрасте 3, 6 и 12 мес. отмечались более
высокие показатели когнитивных функций по сравнению с группой негативного
контроля.

В тесте Распознавание нового объекта животные этих групп во все возрастные
периоды проявляли выраженный интерес к новому объекту и имели высокий Кд в
“Тестовую” фазу.

При оценке долговременной памяти в тесте УРПИ трехмесячные крысы, полу-
чавшие сукцикард, салифен и препарат сравнения пантогам, дольше помнили о
болевом раздражении, чем животные контрольной группы, рожденные самками с
экспериментальной преэклампсией. В возрасте 6 мес. раннее введение сукцикар-
да, салифена и фенибута не улучшало формирование и сохранение памятного сле-
да, в отличие от препарата сравнения пантогама. В возрасте 12 мес. животные, по-
лучавшие фенибут, дольше помнили о болевом воздействии в темной камере, ла-
тентный период захода и количество зашедших в нее среди крыс, которым вводили
сукцикард, салифен и препарат сравнения пантогам, достоверно не отличались от
показателей группы негативного контроля.

При ведении М-холиноблокатора скополамина сукцикард, салифен, фенибут и
пантогам ограничивают развитие амнезии в возрасте 3, 6 и 12 мес. Об этом свиде-
тельствуют меньшее по сравнению с группой негативного контроля количество
животных, посетивших темную камеру, больший латентный период захода в нее
при воспроизведении УРПИ.

Производные ГАМК обладают ноотропным, нейро- и эндотелиопротектор-
ным, антигипоксическим и антиоксидантным эффектами, что было показано в
ранее проведенных исследованиях [11, 12, 15]. Производные ГАМК соединение
РГПУ-147 и фенибут предотвращают нарушения микрогемоциркуляции у стрес-
сированных животных [16]. Известно также, что фенибут повышает функциональ-
ную устойчивость мозгового кровотока при значительных изменениях системного
артериального давления [27], а дилитиевая соль N'N-бис [2,6-пиридинкарбонил]-
ГАМК и литиевая соль N-ацетил-ГАМК предотвращают развитие гиперемии и
восстанавливают мозговой кровоток после ишемии [28]. В экспериментальном ис-
следовании, проведенном Ордян и соавт. [13], введение салифена в дозе 15 мг/кг в
течение 14 дней после гипоксического воздействия двухдневным крысятам кор-
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ректировало поведенческие нарушения у последних. Еще одним из важнейших ме-
ханизмов действия препаратов данной группы, в частности, циклического произ-
водного ГАМК пирацетама, является активация синтеза ацетилхолина, дефицит
которого приводит к недостаточности холинергической системы и может прояв-
ляться в виде нарушений памяти на разных этапах онтогенеза [25, 29]. Применение
пантогама, который представляет собой видоизмененную молекулу пантотеновой
кислоты, включающую остаток ГАМК, способствует синтезу макроэргических
фосфатов и активации тканевого дыхания, снижая энергодефицит нейронов при
гипоксии, улучшает утилизацию глюкозы, стимулирует процессы синтеза белка в
клетках мозга и стабилизирует функции нейрональных мембран при хронической
церебральной ишемии [30, 31]. Вероятно, высокие показатели когнитивной функ-
ции в разные периоды постнатального онтогенеза у потомства самок с экспери-
ментальной преэклампсией, получавшего исследуемые соединения, можно объяс-
нить политропным действием производных ГАМК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, у потомства, рожденного самками с экспериментальной преэк-
лампсией, наблюдаются когнитивные нарушения как на ранних, так и на более
поздних этапах онтогенеза. Поэтому данная проблема является актуальной не
только для акушерской и педиатрической практики, но и для специалистов, рабо-
тающих с болезнями более зрелого возраста. Исследуемые в этой работе производ-
ные ГАМК, очевидно, способны нивелировать нарушения когнитивных функций
у потомства, рожденного самками с экспериментальной преэклампсией.
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Cognitive Dysfunction in the Offspring from Rats with Experimental Preeclampsia
at the Early and Late Stages of Ontogenesis and Its Correction by GABA Derivatives

E. A. Muzykoa, *, G. A. Tkachevab, V. N. Perfilovaa, K. V. Suvorina,
A. A. Nesterovaa, and I. N. Tyurenkova

aVolgograd State Medical University, Volgograd, Russia
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In the article was studied cognitive dysfunction in different stages of ontogenesis in the
offspring from rats with experimental preeclampsia modeled by replacing drinking water
with a 1.8% solution of sodium chloride from day 1 to 21 of pregnancy. There are work-
ing memory defection in the Novel object recognition test, impairment of formation and
preservation of a memorial trace in the test One-way step-down inhibitory (“passive”)
avoidance, as well as a significant amnesic effect of  scopolamine at dose 1.75 mg/kg) in
the test One-way step-down inhibitory (“passive”) avoidance in the offspring from
females with complicated pregnancies have cognitive impairment both in the early
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(40 days and 3 months) and late (6 and 12 months) stages of ontogenesis.. Oral manage-
ment at puberty (from 40 to 70 days of life) to the offspring from females with experi-
mental preeclampsia of gamma-aminobutyric acid (GABA) derivatives such as succi-
card, salifen, phenibut, and the comparison drug pantogam, helps to restrict cognitive
deficits in animals who was born from rats with complicated pregnancies in different pe-
riods of postnatal development.

Keywords: experimental preeclampsia, offspring, GABA derivatives, cognitive dysfunction
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Вырабатываемые жировой тканью адипокины вовлечены в регуляцию стероидо-
генеза и фолликулогенеза и влияют на имплантацию эмбриона и рецептивность
эндометрия. Вследствие этого уровни адипокинов и их соотношение в фоллику-
лярной жидкости могут быть использованы для оценки эффективности экстра-
корпорального оплодотворения (ЭКО). Цель исследования состояла в изучении
влияния уровней лептина, адипонектина и грелина и их соотношения в фолли-
кулярной жидкости женщин с нормальной и повышенной массой тела на эф-
фективность и исходы ЭКО. Исследовали женщин с нормальной массой тела,
которые забеременели (БН, n = 7) или не забеременели (нБН, n = 14) в результа-
те ЭКО, и с повышенной массой тела (ИМТ >25 кг/м2), забеременевших (БП,
n = 5) и не забеременевших (нБП, n = 19) после проведения ЭКО. В группе БН уро-
вень лептина в фолликулярной жидкости был выше, чем в группе нБН (p < 0.05).
В группах БП и нБП он не различался, но был выше, чем в группах с нормальной
массой тела. В группе БН уровень грелина был ниже чем в группе нБН (p < 0.05),
в то время как в группах БП и нБП он был сопоставимым. Соотношение леп-
тин/адипонектин в группе БН было выше, чем в группе нБН (7.05 ± 0.84 против
2.97 ± 0.44, p < 0.05), но ниже, чем в группах БП (13.80 ± 2.28) и нБП (11.28 ± 1.03).
Соотношение лептин/грелин в группе БН было также выше, чем в группе нБН
(18.46 ± 4.20 против 4.07 ± 0.68, p < 0.05), но ниже, чем в группах БП (37.46 ± 21.59)
и нБП (25.17 ± 3.97). Прогностическая значимость соотношения лептин/грелин
составила 25.13 (CI 1.24-509.15, p = 0.035). Уровни адипонектина и соотношение
адипонектин/грелин в исследуемых группах не различались. Таким образом,
прогностическая значимость изменений уровней лептина и грелина и соотноше-
ний лептин/грелин и лептин/адипонектин в фолликулярной жидкости обуслов-
лена массой тела пациенток и их метаболическим статусом. Концентрация леп-
тина и отношение лептин/грелин в фолликулярной жидкости могут рассматри-
ваться как ценные маркеры оценки успешности ЭКО у женщин с нормальной
массой тела.

Ключевые слова: лептин, адипонектин, грелин, экстракорпоральное оплодотворе-
ние, фолликулярная жидкость, избыточная масса тела
DOI: 10.31857/S0869813920060102
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Одним из подходов для повышения рождаемости у женщин со сниженной фер-
тильностью является использование процедуры экстракорпорального оплодотво-
рения (ЭКО) – in vitro фертилизации [1]. Результативность процедуры ЭКО зави-
сит от многих факторов, включая гормональный и метаболический статус организ-
ма женщины [2]. Имеются многочисленные свидетельства того, что адипокины,
гормоноподобные вещества, вырабатываемые жировой тканью, играют исключи-
тельно важную роль в регуляции активности всех компонентов гипоталамо-гипо-
физарно-гонадной (ГГГ) оси и, тем самым, влияют на процессы фолликулогенеза,
оогенеза и стероидогенеза [3–7].

В наибольшей степени изучено влияние на репродуктивные функции у женщин
лептина и его функционального антагониста адипонектина. Лептин, синтезируе-
мый адипоцитами белой жировой ткани, поступает из кровотока в мозг, преодоле-
вая гематоэнцефалический барьер (ГЭБ), где активирует продукцию гипоталами-
ческими нейронами гонадотропин-рилизинг-гормона (ГнРГ), усиливая, тем са-
мым, выработку гонадотропинов и активируя ГГГ ось [8]. Наряду с этим, лептин,
преодолевая гемато-овариальный барьер, непосредственно воздействует на фолли-
кулярные клетки яичников, причем определенный вклад в стимуляцию лептино-
вых сигнальных путей в яичниках может вносить лептин, синтезируемый в овари-
альной ткани in situ [9]. В условиях гиперлептинемии и развивающейся вследствие
этого лептиновой резистентности, характерных для ожирения и метаболического
синдрома, начинает выявляться негативное влияние лептина на функции ГГГ оси.
Это обусловлено нарушением поступления лептина через ГЭБ в мозг, результатом
чего является дефицит лептина в ЦНС и ослабление его стимулирующего влияния
на ГнРГ-экспрессирующие гипоталамические нейроны, а также значительное
снижение чувствительности к лептину фолликулярных клеток яичников, что
ослабляет их ответ на лептин [10]. Действие адипонектина на репродуктивную си-
стему является во многом противоположным таковому лептина. Этот адипокин
подавляет активность ГнРГ-экспрессирующих нейронов в гипоталамусе и при вы-
соких концентрациях ингибирует процессы стероидогенеза и фолликулогенеза в
яичниках [5]. В меньшей степени изучено влияние на ГГГ ось адипокина грелина,
еще одного функционального антагониста лептина [11, 12]. Грелин через гипотала-
мические механизмы контролирует пищевое поведение и является мощным орек-
сигенным фактором, усиливающим аппетит [13]. Поскольку функции адипокинов
и механизмы их действия на ткани-мишени тесно связаны, имеются основания
считать, что более информативным для изучения адипокинового статуса является
оценка соотношений между концентрациями адипокинов в крови или в других
биологических жидкостях, включая фолликулярную жидкость [14].

Имеются сведения, что концентрация адипокинов, в том числе лептина, в фол-
ликулярной жидкости может существенно влиять на протекание фолликулогенеза
и определять чувствительность фолликулярных клеток к гонадотропинам. При
этом уровни адипокинов в фолликулярной жидкости не всегда коррелируют с их
уровнями в крови. Это обусловлено тем, что уровни адипокинов в фолликулярной
жидкости зависят от проницаемости для них гемато-овариального барьера, интен-
сивности биодеградации адипокинов и возможностью их синтеза в фолликуляр-
ных клетках in situ, как это показано для лептина и адипонектина [9, 15]. Основы-
ваясь на этом, мы предположили, что успешность проведения ЭКО может зависеть
от уровня и соотношений адипокинов в фолликулярной жидкости. Целью иссле-
дования была проверка этого предположения, для чего изучали уровни лептина,
адипонектина и грелина и их соотношения в фолликулярной жидкости женщин с
нормальной и повышенной массой тела, проходящих лечение бесплодия с помо-
щью ЭКО.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проведение исследования было одобрено локальным этическим комитетом
НИИ акушерства, гинекологии и репродукции им. Д.О. Отта, Санкт-Петербург
(протокол № 77 от 12 мая 2016 г.). В исследовании принимали участие 45 женщин.
Критериями включения являлись: (1) возраст 18–45 лет, и (2) трубно-перитонеаль-
ный или мужской фактор бесплодия. Критериями исключения являлись: (1) кли-
нические признаки синдрома поликистозных яичников, (2) нарушения углеводно-
го обмена, (3) концентрация антимюллерова гормона в крови ниже 1.0 нг/мл,
(4) общие противопоказания к проведению процедуры ЭКО. В зависимости от ин-
декса массы тела (ИМТ) женщины были разделены на 2 группы – с нормальной и по-
вышенной массой тела. ИМТ рассчитывали по формуле ИМТ = вес (кг)/[рост (м)]2.
Нормальной массой тела считались значения ИМТ от 18.5 до 24.9 кг/м2, в то время
как повышенная масса тела определялась при значениях ИМТ > 25 кг/м2. В зави-
симости от наступления беременности в каждой из двух сформированных групп,
женщин делили на 2 подгруппы: забеременевшие после проведения ЭКО и те, у
кого беременность после ЭКО отсутствовала.

ЭКО проводили с применением протокола с антагонистами ГнРГ. Для стимуля-
ции созревания фолликулов применяли препараты рекомбинантного фолликуло-
стимулирующего гормона (ФСГ): Гонал-Ф® (Merck Serono S.p.A., Италия), Пурегон®

(Organon, Нидерланды), Фоллитроп® (LG Chem Ltd., Республика Корея), Пергове-
рис® (Merck Serono S.A., Швейцария), и человеческий менопаузальный гонадотро-
пин, выделенный из мочи постменопаузальных женщин: Менопур® (Ferring Gm-
bH, Германия) и Хумог® (Bharat Serums & Vaccines Ltd., Индия). При достижении
как минимум двумя фолликулами размера 18 мм осуществляли стимуляцию овуля-
ции с помощью рекомбинантного хорионического гонадотропина человека (ХГЧ):
Прегнил® (Organon, Нидерланды), Овитрель® (Merck Serono S.p.A., Италия). Че-
рез 34–36 ч после введения ХГЧ выполняли трансвагинальную пункцию фоллику-
лов с забором яйцеклеток. Фолликулярную жидкость из первого пунктированного
фолликула собирали в отдельную емкость для последующего исследования с помо-
щью ИФА. Через 4–5 дней в матку переносили не более двух эмбрионов. Через 14–
15 дней после переноса эмбрионов исследовали содержание β-субъединицы ХГЧ в
сыворотке крови пациенток. При положительном результате проводили УЗИ для
визуализации в полости матки плодного яйца, при обнаружении которого женщи-
ну относили к группе забеременевших пациенток в результате проведения ЭКО.
Концентрацию лептина в образцах фолликулярной жидкости определяли с помо-
щью набора DRG Leptin ELISA (DRG, США), концентрацию адипонектина – с
помощью набора AssayMax Human Adiponectin ELISA (AssayPro, США), уровня
грелина – с помощью набора Human Ghrelin ELISA (SCETI, Япония).

Статистическую обработку данных выполняли с помощью программ для стати-
стического анализа SPSS Statistics. Данные во всех исследуемых группах проверяли
на нормальность распределения с помощью критерия Колмогорова–Смирнова (во
всех случаях p > 0.05). Для обнаружения достоверных различий между группами
был применен дисперсионный анализ. Различия считали достоверными при уров-
не значимости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Из 45 женщин, принимавших участие в исследовании, после проведения ЭКО
клиническая беременность наступала у 12 пациенток (27%). Формировали следую-
щие 4 группы: женщины с нормальной массой тела – забеременевшие (БН, n = 7) и с
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отсутствием беременности после ЭКО (нБН, n = 14), женщины с повышенной мас-
сой тела – забеременевшие (БП, n = 5) и с отсутствием беременности после ЭКО
(нБП, n = 19). Все исследуемые группы были однородны по возрасту. В свою очередь,
группы БН и нБН и группы БП и нБП были попарно однородны по значениям ИМТ.

Изучение уровня лептина в фолликулярной жидкости у пациенток с нормаль-
ной массой тела показало, что в группе БН он был достоверно выше, чем в группе
нБН (p = 0.0015) (табл. 1). У пациенток с повышенной массой тела, как забереме-
невших, так и с отсутствием беременности после ЭКО, уровень лептина в фолли-
кулярной жидкости был достоверно выше, чем в группе БН. При этом достоверных
различий между группами БП и нБП выявлено не было (табл. 1). Уровни адипо-
нектина в фолликулярной жидкости у исследуемых групп пациенток с разным ис-
ходом ЭКО статистически значимо не различались (табл. 1). При изучении уровня
грелина отмечали его снижение в группе БН в сравнении с группой нБН. В группах
пациенток с повышенной массой тела различий между пациентками с беременно-
стью и ее отсутствием после ЭКО выявлено не было (табл. 1).

Поскольку регуляторные влияния лептина и его функциональных антагонистов,
адипонектина и грелина, тесно взаимосвязаны, высокой информативностью харак-
теризуется показатель соотношения их концентраций в биологических жидкостях.
Нами показано, что соотношение концентраций лептина к адипонектину в фоллику-
лярной жидкости в значительной степени повышено в обеих группах пациенток с
повышенной массой тела – БП и нБП, в то время как в группах пациенток с нор-
мальной массой тела оно выше у забеременевших женщин (p < 0.001) (табл. 1). У па-

Таблица 1. Показатели возраста, ИМТ, уровней адипокинов в фолликулярной жидкости и их
соотношения у женщин с нормальной и повышенной массой тела, забеременевших в резуль-
тате процедуры ЭКО или с отсутствием беременности
Table 1. The age, BMI, adipokines levels in the follicular f luid and their ratios in women with the nor-
mal and increased body weight who became pregnant as a result of IVF or with no pregnancy

Примечание. a — различия между группами нБН и БН статистически значимы при p < 0.05; b — различия
между группами нБН и нБП статистически значимы при p < 0.05; с — различия между группами БН и БП
статистически значимы при p < 0.05.a – the differences between the nPN and PN groups are statistically significant at p < 0.05; b – the differences be-
tween the nPN and nPI groups are statistically significant at p < 0.05; c – the differences between the PN and PI
groups are statistically significant at p < 0.05

Показатель
Indicator

Нормальная масса тела
Normal body weight

Повышенная масса тела
Increased body weight

нБН (n = 14)
nPN (n = 14)

БН (n = 7)
PN (n = 7)

нБП (n = 19)
nPI (n = 19)

БП (n = 5)
PI (n = 5)

Возраст, лет
Age, years 31.9 ± 0.9 32.1 ± 2.1 34.3 ± 1.2 31.8 ± 1.8

Индекс массы тела, кг/м2

Body mass index, kg/m2 21.3 ± 0.4 23.0 ± 0.4 29.9 ± 0.9 30.6 ± 1.0

Лептин, нг/мл
Leptin, ng/mL 10.48 ± 1.33a,b 21.54 ± 3.34a,с 32.13 ± 2.73b 39.72 ± 6.29с

Грелин, нг/мл
Ghrelin, ng/mL 3.80 ± 0.89a,b 1.36 ± 0.2a 1.92 ± 0.38b 2.18 ± 0.54

Адипонектин, мкг/мл
Adiponectin, μg/mL 3.70 ± 0.14b 3.17 ± 0.40 2.98 ± 0.10b 2.92 ± 0.23

Лептин/адипонектин
Leptin/Adiponectin 2.97 ± 0.44a,b 7.05 ± 0.84a,с 11.28 ± 1.03b 13.80 ± 2.28с

Лептин/грелин
Leptin/Ghrelin 4.07 ± 0.68a,b 18.46 ± 4.20a 25.17 ± 3.97b 37.46 ± 21.59

Адипонектин/грелин
Adiponectin/Ghrelin 1.69 ± 0.32 2.68 ± 0.54 2.40 ± 0.37 2.19 ± 0.90
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циенток с повышенной массой тела соотношение концентраций лептина к грелину
было выше, чем у пациенток с нормальной массой тела. При этом в группе БН оно
было выше, чем в группе нБН. У пациенток с повышенной массой тела прослежива-
лась сходная закономерность, но различия между группами БП и нБП в этом случае
не были статистически значимыми (табл. 1). Соотношение адипонектин/грелин
между исследуемыми группами достоверно не различалось (табл. 1).

Далее определяли пороговые значения, ниже которых наступление беременно-
сти становится маловероятным. В качестве пороговых значений были выбраны
значения с наилучшими показателями чувствительности и специфичности, кото-
рые рассчитывали по стандартной методике [16]. Чувствительность рассчитывали
по формуле Sn = TP/(TP + FN), где Sn – чувствительность, TP – число истинно по-
ложительных результатов, FN – число ложноотрицательных результатов. Специ-
фичность рассчитывали по формуле Sp = TN/(TN + FP), где Sp – специфичность,
TN – число истинно отрицательных результатов, FP – число ложноположитель-
ных результатов. Согласно проведенным расчетам (табл. 2), наиболее чувствитель-
ным показателем является соотношение лептин/грелин. Для оценки его прогно-
стической значимости было рассчитано отношение шансов (Odds ratio), которое
составило 25.13 (CI 1.24-509.15, p = 0.035). Полученное значение свидетельствует о
том, что соотношение лептин/грелин в значительной степени определяет эффек-
тивность и исход программ ЭКО.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Имеется ряд работ по изучению возможных взаимосвязей между уровнем лепти-
на в фолликулярной жидкости и результативностью процедур ЭКО, но получен-
ные результаты противоречивы [17–19]. Основным источником циркулирующего в
крови лептина является жировая ткань, хотя он в небольшой степени экспрессиру-
ется и в яичниках [20]. Основной пул лептина, который содержится в фолликуляр-
ной жидкости, формируется за счет лептина, который переносится в яичники че-
рез гемато-овариальный барьер с помощью рецептор-зависимого эндоцитоза, причем
этот барьер более проницаем для адипокинов в сравнении с ГЭБ [21]. Регуляторное
влияние лептина на функции яичников и фолликулогенез является разнонаправлен-
ным. В концентрациях, близких к физиологическим (3.7–11.1 нг/мл), лептин стиму-
лирует фолликулогенез, усиливает продукцию прогестерона и активирует фермент
ароматазу, повышая, тем самым, продукцию эстрадиола [22–26]. В высоких кон-
центрациях, характерных для ожирения и метаболического синдрома, лептин, напро-

Таблица 2. Показатели прогностической значимости концентраций лептина и соотношений
лептин/грелин и лептин/адипонектин в фолликулярной жидкости
Table 2. The prognostic significance of the leptin concentrations and the ratios of leptin/ghrelin and
leptin/adiponectin in the follicular f luid

Показатель
Indicator

Значение, при котором
наступление беременности
становится маловероятным
The value at which pregnancy 

becomes unlikely

Чувствительность, %
Sensitivity, %

Специфичность, %
Specificity, %

Лептин, нг/мл
Leptin, ng/mL <15 86 86

Лептин/грелин
Leptin/Ghrelin <9 86 100

Лептин/адипонектин
Leptin/Adiponectin <5 86 86
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тив, снижает базальную и стимулированную инсулиноподобным фактором роста-1
продукцию эстрадиола и прогестерона, подавляет стимулированный гонадотропи-
нами стероидогенез, ингибирует стимулированную ХГЧ овуляцию [27–29].

Полученные нами данные отчетливо демонстрируют разнонаправленные эф-
фекты различных концентраций лептина на функции яичников у женщин репро-
дуктивного возраста. В группах пациенток с нормальной массой тела уровень леп-
тина в фолликулярной жидкости у пациенток с отсутствием беременности после
ЭКО был ниже, чем у забеременевших. Это может быть обусловлено тем, что для
нормальной регуляции функций яичников концентрация лептина должна поддер-
живаться на определенном базальном уровне, что обеспечивает полноценную ак-
тивацию лептиновой сигнальной системы в фолликулярных клетках. Значитель-
ное снижение уровня лептина приводит к ослаблению гормональной стимуляции
этой системы и, как следствие, к нарушению процессов фолликулогенеза и овуля-
ции, на что указывает снижение эффективности ЭКО у пациенток с нормальной
массой тела и сниженным уровнем лептина в фолликулярной жидкости. Исследо-
вания с мышами, нокаутными по гену лептина, также демонстрируют сильно вы-
раженные нарушения фолликулогенеза и овуляции, причем попытка их коррекции
с помощью гонадотропинов не приводит к нормализации функции яичников [30].
Все вышесказанное свидетельствует о том, что у пациенток с нормальной массой
тела и низким уровнем лептина проведение повторных процедур ЭКО без норма-
лизации уровня этого адипокина не представляется целесообразным.

Нами показано, что у пациенток с повышенной массой тела уровень лептина в
фолликулярной жидкости выше, чем у пациенток с нормальной массой тела, что со-
гласуется с данными других авторов [31]. При этом различий в содержании лептина в
фолликулярной жидкости у забеременевших женщин и пациенток с отсутствием бе-
ременности выявлено не было. Это может объясняться тем, что в условиях гиперлеп-
тинемии, вызванной увеличением массы жировой ткани, снижается чувствительность
фолликулярных клеток к лептину и овариальная лептиновая система не вносит реша-
ющего вклада в контроль процессов фолликулогенеза и овуляции. Причинами лепти-
новой резистентности в яичниках могут быть как снижение экспрессии лептиновых
рецепторов и нарушение их транслокации в плазматическую мембрану, так и усиле-
ние активности негативных регуляторов лептиновых сигнальных путей, в первую оче-
редь протеинфосфотирозинфосфатазы 1B и ингибитора цитокинового сигналинга
SOCS3 [10, 32, 33]. В случае гиперлептинемии оценка уровня лептина в фолликуляр-
ной жидкости для прогнозирования исхода процедуры ЭКО теряет свою значимость.

Адипонектин и грелин, функциональные антагонисты лептина, также участвуют в
регуляции репродуктивных функций у женщин. Так адипонектин подавляет стерои-
догенез в яичниках и секрецию ГнРГ гипоталамусом, хотя при этом и увеличивает
секрецию гонадотропинов гонадотрофами гипофиза [34]. Регуляторные эффекты
адипонектина на яичники в значительной степени зависят от метаболического стату-
са организма, от концентрации и паттерна изоформ адипонектина, а также от соот-
ношения адипонектиновых рецепторов 1-го и 2-го типов, которые существенно раз-
личаются по активности и характеризуются даже некоторым антагонизмом по отно-
шению друг к другу [5]. Нами не было обнаружено существенных изменений в
содержании адипонектина в фолликулярной жидкости исследуемых групп женщин,
что указывает на отсутствие взаимосвязи между концентрацией этого адипокина в
фолликулярной жидкости и исходами ЭКО. При этом было отмечено значительное
повышение соотношения концентраций лептина и адипонектина в группе забереме-
невших после ЭКО женщин с нормальной массой тела по сравнению с пациентками,
у кого беременность после ЭКО отсутствовала. Это может указывать на возможность
использования такого показателя, как соотношение лептин/адипонектин в качестве
маркера для прогнозирования результативности ЭКО.
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Для женщин с нормальной массой тела нами показано не только снижение
уровня грелина в фолликулярной жидкости забеременевших пациенток в сравне-
нии с теми, у кого беременность отсутствовала, но и значительное повышение со-
отношения лептин/грелин. Следует отметить, что повышенное содержание грели-
на является одной из причин развития лептиновой резистентности, в основе чего
лежит повышение активности негативных регуляторов лептиновых сигнальных пу-
тей, в том числе SOCS3 [35]. Важно отметить, что у женщин с повышенной массой
тела отношение лептин/грелин вследствие сильно выраженной гиперлептинемии
было повышено, а различия между забеременевшими женщинами и пациентками
с отсутствием беременности не были статистически значимыми. Таким образом, у
пациенток с нормальной, но не повышенной, массой тела соотношение леп-
тин/грелин, наряду с уровнем лептина, может рассматриваться как важный про-
гностический показатель для исхода ЭКО. Это иллюстрируют рассчитанные нами
пороговые значения для лептина (<15) и соотношения лептин/грелин (<9), ассо-
циированные с неудачными попытками ЭКО. При этом соотношение лептин/гре-
лин является наиболее чувствительным и специфичным.

Полученные нами результаты указывают на то, что нормализация лептиновых
сигнальных путей в яичниках может быть одним из эффективных путей для повы-
шения результативности ЭКО. Усиление лептиновой сигнализации в яичниках в
условиях лептиновой резистентности может быть достигнуто путем подавления ак-
тивности негативных регуляторов сигнальных путей лептина, в первую очередь
протеинфосфотирозинфосфатазы 1B. Так ингибитор этого фермента Тродускве-
мин, повышает чувствительность клеток-мишеней к лептину, снижает аппетит и
массу тела при ожирении и метаболическом синдроме, стимулирует зависимые от
лептина физиологические процессы [36]. При этом применение фармакологиче-
ских препаратов лептина и его аналогов, эффективных в условиях острого систем-
ного дефицита лептина в организме, при нормолептинемии и гиперлептинемии
может привести только к усилению лептиновой резистентности и в еще большей
степени усугубить дисфункции репродуктивной системы [7].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нами проведено системное изучение взаимосвязей между исходами ЭКО и
уровнями и соотношением наиболее важных для контроля репродуктивных функ-
ций адипокинов в фолликулярной жидкости женщин с нормальной и повышенной
массой тела. Впервые установлено, что прогностическая значимость изменений
уровней лептина, грелина и соотношений лептин/грелин и лептин/адипонектин в
фолликулярной жидкости в значительной степени определяется массой тела паци-
ентки и ее гормональным и метаболическим статусом. Установлено, что концен-
трация лептина в фолликулярной жидкости и соотношение лептин/грелин могут
стать новыми маркерами для оценки успешности ЭКО и, в ряде случаев, могут ис-
пользоваться как критерии для принятия решения о целесообразности использо-
вания вспомогательных репродуктивных технологий.
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Adipokines produced by adipose tissue are involved in the regulation of steroidogenesis
and folliculogenesis and affect embryo implantation and endometrial receptivity. As a
result, the adipokine levels and their ratio in the follicular f luid can be used to evaluate
the effectiveness of the in vitro fertilization (IVF). The aim was to study the effect of the
leptin, adiponectin and ghrelin levels and their ratios in the follicular f luid of women
with the normal and increased body weight on the effectiveness and outcome of IVF. We
studied women with normal body weight who became pregnant (PN, n = 7) or who did not
become pregnant (nPN, n = 14) as a result of IVF, and overweight women (BMI>25 kg/m2),
who became pregnant (PO, n = 5) and not pregnant (nPO, n = 19) after IVF. In the PN
group, the level of leptin in the follicular fluid was higher than in the nPN group (p < 0.05).
In the PO and nPO groups, it did not differ, but was higher than in the groups with nor-
mal body weight. In the PN group, the ghrelin level was lower than in the nPN group
(p < 0.05), while in the PO and nPO groups it was comparable. The leptin/adiponectin
ratio in the PN group was higher than in the nPN group (7.05 ± 0.84 versus 2.97 ± 0.44,
p < 0.05), but lower than in the PO (13.80 ± 2.28) and nPO (11.28 ± 1.03) groups. The
leptin/ghrelin ratio in the PN group was also higher than in the nPN group (18.46 ± 4.20
vs. 4.07 ± 0.68, p < 0.05), but lower than in the PO (37.46 ± 21.59) and nPO (25.17 ± 3.97)
groups. The prognostic significance of the leptin/ghrelin ratio was 25.13 (CI 1.24-509.15,
p = 0.035). The adiponectin levels and the adiponectin/ghrelin ratio in the investigated
groups did not differ. Thus, the prognostic significance of the leptin and ghrelin levels
and the leptin/ghrelin and leptin/adiponectin ratios in the follicular f luid is due to the
patient’s body weight and metabolic status. The concentration of leptin and the ratio of
leptin/ghrelin in the follicular f luid can be considered as valuable markers for assessing
the success of IVF in women with normal body weight.

Keywords: leptin, adiponectin, ghrelin, in vitro fertilization, follicular f luid, overweight
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