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Влияние пренатальной гипоксии на функцию  
гипофизарно-адренокортикальной системы  
и рабочую память у крыс

В проведенном исследовании с использованием количественного иммуноцитохимического метода 
впервые проведен сравнительный анализ влияния тяжелой гипобарической гипоксии в различные 
периоды пренатального развития на характер экспрессии глюкокортикоидных рецепторов GR в 
дорсальном (СА1) и вентральном (зубчатая извилина) гиппокампе и неокортексе крыс, их стресс-
реактивность и рабочую память. Согласно полученным данным, тяжелая гипоксия в пренаталь-
ном периоде индуцирует выраженные нарушения экспрессии GR в нейронах неокортекса взрослых 
самцов, но не самок, что коррелирует с дефицитом рабочей памяти у самцов, перенесших воздей-
ствие гипоксии на 14–16-е сутки пренального онтогенеза. Увеличение стрессового содержания 
кортикостерона было выявлено лишь у самок, подвергшихся воздействию гипоксии в пренатальном 
периоде на 17–19-е сутки. Гипоксия у самок и самцов приводит к неодинаковым изменениям функции 
гиппокампа, а также других структур, причастных к обучению. 
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ВВЕДЕНИЕ

Пренатальный период – наиболее важный в 
развитии организма. Именно в этот период 
он чрезвычайно уязвим: любые неблагопри-
ятные изменения, происходящие в организме 
беременной женщины, вследствие болезней 
или действия вредных факторов извне, мо-
гут привести к множественным порокам 
развития, а также к недоразвитию или функ-
циональной незрелости органов плода. По 
наблюдениям клиницистов, особое место 
среди факторов риска нарушений развития 
плода занимает гипоксия. Гипоксия плода 
возникает в результате нарушения маточно-
плацентарного кровотока, заболеваний пло-
да, стресса и наличия у матери устойчивой 
зависимости от вредных привычек. Многие 
последствия внутриутробной гипоксии нео-
братимы и могут прослеживаться в течение 
длительного времени или со значительной 
задержкой после воздействия. Внутриутроб-

ная гипоксия часто сочетается с поражени-
ями нервной системы и неврологическими 
расстройствами у детей раннего возраста, а 
также может повышать риск возникновения 
психических и нейродегенеративных забо-
леваний в более зрелом возрасте [11, 16]. 
Последствия действия гипоксии в раннем 
онтогенезе требуют особого внимания и 
являются предметом изучения в специально 
проводимых экспериментах на животных.

Эффекты пренатальной гипоксии не 
всегда соответствуют степени ее тяжести. 
Для развития организма первостепенное 
значение имеют сроки онтогенеза, в которые 
произошла экспозиция гипоксии. В течение 
пренатального и раннего постнатального 
онтогенеза выделяют несколько критиче-
ских периодов, когда организм становится 
особенно восприимчив к неблагоприятным 
внешним воздействиям [9, 21]. Нарушения, 
обусловленные действием повреждающих 
факторов во время раннего онтогенеза, могут 
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приводить к возникновению не только грубых 
дефектов развития (врожденные аномалии – 
уродства), но и различных функциональных 
расстройств в деятельности клеток, органов 
и систем всего организма. При действии 
повреждающих факторов в ранние сроки, 
в период активного органогенеза, может 
происходить рассасывание плодов или их 
гибель, увеличение частоты хромосомных 
аберраций в клетках тканей организма, а 
также появление таких пороков развития, как 
аненцефалия, ацефалия, анофтальмия, заячья 
губа, фокомелия, амелия, атрезия ротового 
отверстия и др. [7, 26, 30]. Появление функ-
циональных нарушений связывают с более 
поздними сроками пренатального онтогенеза 
[1, 6, 13, 15] – третья неделя беременности 
у крыс, соответствующая периоду позднего 
органогенеза. 

При изучении последствий влияний 
пренатальной гипоксии на развитие мозга 
особый интерес представляет гиппокамп и 
новая кора. Корковые структуры головного 
мозга играют важную роль в обеспечении 
адаптивных реакций при стрессе, при этом 
их роль не ограничивается только интегра-
цией процессов обучения или восприятием 
сложных взаимосвязей отрицательных раз-
дражителей и выработки соответствующих 
поведенческих навыков. Как гиппокамп, так 
и различные области новой коры способны 
регулировать активность паравентрикуляр-
ных ядер гипоталамуса и, следовательно, 
активность гипоталамо-гипофизарной систе-
мы [19, 23] через корково-гипоталамические 
пути, [22], а также через проекционные про-
водящие пути к ядру терминальной полоски 
[18]. Таким образом, кора головного мозга 
осуществляет интеграцию отдельных ком-
понентов нервной и эндокринной систем, 
участвующих в восприятии отрицательного 
стимула и формировании адаптивного отве-
та всего организма на данное воздействие. 
Важным обстоятельством является то, что 
гиппокамп и новая кора относятся к числу 
структур головного мозга, наиболее чувст-

вительных к действию гипоксии.
В настоящей работе изучали влияние 

пренатальной гипоксии на рабочую память, 
стресс-реактивность и содержание глюкокор-
тикоидных рецепторов в гиппокампе и коре 
головного мозга у взрослых самцов и самок 
крыс. Период экспозиции гипоксии был от-
носительно коротким и составлял 3 сут – это 
были 14–16-е или 17–19-е сутки беременно-
сти – начало и конец третьей недели прена-
тального онтогенеза. Таким образом, были 
прослежены последствия действия гипоксии 
во второй половине основного органогенеза, 
а также в период раннего гистогенеза. 

МЕТОДИКА

Эксперименты проведены с использованием 
потомков крыс линии Вистар, полученных из 
вивария Института физиологии им. И. П. Пав
лова РАН. При проведении экспериментов 
соблюдались требования, сформулированные 
в Директивах Совета Европейского Сообще-
ства (89/609/ЕЕС) об использовании живот-
ных для экспериментальных исследований. 
Протоколы опытов утверждены комиссией по 
гуманному обращению с животными ФГБУН 
Института физиологии им. И.П. Павлова РАН. 

Гипоксию создавали, помещая беремен-
ных самок в течение 3 сут (на 14–16-е или 
17–19-е сутки гестации) в барокамеру про-
точного типа, в которой в течение 3 ч под-
держивали давление 160–180 мм рт. ст., соот-
ветствующее «подъему» на высоту 11000 м. 

День рождения крысенка обозначали 
как первые сутки жизни. На вторые сутки 
после рождения число крысят в пометах 
уравнивали, доводя его до 8. Каждая самка с 
детенышами находилась в отдельной клетке 
размером 54x34x19 см в комнате лаборатор-
ного вивария, в котором поддерживалась 
постоянная температура (20–22°C) и режим 
свет/темнота по 12 ч. Пищевой рацион состо-
ял из полусинтетических кормов. 

У крыс вырабатывалась пространствен-
ная дифференцировка в водном лабиринте 
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Морриса диаметром 2,0 м и глубиной 0,7 м. В 
воде, заполнявшей лабиринт, разводили мел, 
в результате чего она теряла прозрачность. В 
настоящем исследовании использовали про-
токол (схема опыта), позволяющий выявлять 
трудности в обучении, связанные с нару-
шениями механизмов рабочей памяти. При 
проведении опытов животных обучали искать 
скрытую под водой платформу (диаметр 12 
см). Их помещали в один из четырех секто-
ров лабиринта. Если крыса в течение 60 с не 
находила платформу, ее принудительно поме-
щали на нее. Время пребывания на платформе 
составляло 20 с. Через 15 с после извлечения 
из лабиринта животное повторно тестиро-
вали, при этом местоположение скрытой под 
водой платформы не меняли. При переходе к 
тестированию животного в следующей пробе 
ставили задачу найти и запомнить новое поло-
жение платформы. Интервал между пробами с 
измененным положением платформы состав-
лял 4 мин, всего в течение опыта проводили 5 
таких проб. Регистрировали время, в течение 
которого крыса обнаруживала платформу 
(латентный период). Поведение животных 
во время тестирования в лабиринте Морриса 
регистрировали с помощью веб-камеры. Для 
получения мягкого рассеянного освещения в 
комнате, где проводили эксперименты, свет 
мощной лампы (500 Вт) направлялся в пото-
лок, который при этом является вторичным 
излучателем с большой поверхностью излуче-
ния. При проведении опытов экспериментатор 
наблюдал за поведением животных на экране 
компьютера. Экспериментатор и оборудование, 
использовавшееся для регистрации поведения, 
были изолированы от экспериментальной зоны 
с помощью перегородки.

Для определения стресс-реактивности 
гипофизарно-адренокортикальной системы 
(ГАС) на иммобилизационный стресс с по-
мощью радиоиммунологического метода с 
использованием собственных антисывороток 
определяли содержание в крови основного 
глюкокортикоидного гормона крыс корти-
костерона [10].

Для оценки экспрессии белков корти-
костероидных рецепторов в гиппокампе 
крыс использовали иммуноцитохимический 
метод с компьютерным анализом микроизо-
бражений. Крыс декапитировали и извлека-
ли головной мозг, который фиксировали в 
4%-м параформальдегиде, приготовленном 
на 0,1М фосфатном буфере (рН 7,4) в те-
чение 24 ч, и подвергали гистологической 
обработке по стандартному протоколу. Из-
готавливали серии чередующихся парафи-
новых фронтальных срезов мозга толщиной 
7 мкм на уровне -2,8 мм от брегмы [27] и 
монтировали их на предметные стекла. Для 
этого после стандартных процедур депара-
финизации, регидратации и демаскировки 
антигена, срезы в течение ночи при +4°C 
инкубировали с первичными моноклональ-
ными мышиными антителами к крысиным 
GR («Calbiochem”, США, разв. 1:100), а 
далее использовали авидин-биотиновую 
систему детекции («Vector Labs”, СШA). 
Для визуализации реакции использовали 
диаминобензидин. После обезвоживания 
и заключения срезов в желатин проводили 
количественный анализ иммунореактивно-
сти нейронов с использованием системы, 
состоящей из светового микроскопа Jenaval 
(«Carl Zeiss», Германия), цифровой камеры 
Baumer CX05c («Baumer Optronic», Герма-
ния) и компьютера IBM PC с программным 
обеспечением Videotest Master Morphology. 
На основании оценки оптической плотно-
сти иммунопозитивные клетки разделяли 
на 2 класса: слабо- и интенсивно меченые. 
Анализировали общее число иммуноре-
активных клеток и их распределение по 
классам интенсивности. Результаты стати-
стически обрабатывали с помощью пакетов 
анализа данных Statistica 7.0 Stat Soft, Inc 
и Microsoft Excel’2003, использовали одно-
факторный дисперсионный анализ ANOVA 
(Р<0,05). Все результаты представлены в 
виде среднего арифметического ± SEM (от 
англ. standard error of the mean). 

Влияние пренатальной гипоксии на функцию гипофизарно-адренокортикальной системы
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние пренатальной гипоксии на обуче-
ние в водном лабиринте Морриса. В водном 
лабиринте Морриса тестирование животных 
осуществлялось согласно протоколу, разра-
ботанному для выявления специфических 
нарушений рабочей памяти. Тест в водном 
лабиринте Морриса основан на поиске оп-
тимальной стратегии для избегания воды с 
минимумом усилий, а именно поиске крат-
чайшей дистанции до спрятанной под водой 
платформы на основании предыдущей памя-
ти об ее местонахождении. 

Полученные результаты свидетельствуют 
о дефиците рабочей памяти только у сам-
цов, перенесших воздействие гипоксии на 
14–16-е сутки пренального онтогенеза (рис. 
1). У самок, матери которых подвергались 
воздействию гипоксии при беременности, 
достоверных отличий от контрольной груп-
пы при тестировании их в водном лабиринте 
Морриса выявлено не было.

Влияние пренатальной гипоксии на функ-
ции ГАС. Данная серия опытов была проведе-

на с применением теста на быструю стресс-
реактивность ГАС. Результаты тестирования 
самок крыс, подвергавшихся пренатальной 
гипоксии, представлены на рис. 2,а. Пока-
зано, что пренатальная гипоксия модифици-
ровала реактивность ГАС на иммобилизаци-
онный стресс у самок, но не у самцов. Так, у 
самок, потомков крыс, испытавших действие 
пренатальной гипоксии на 14–16-е сутки 
гестации, иммобилизационный стресс вы-
зывал постепенное повышение содержания 
кортикостерона в крови, который достигал 
максимальных значений на 60-й минуте после 
начала иммобилизации. Сходные изменения 
содержания кортикостерона в первые 60 мин 
действия иммобилизационного стресса были 
выявлены и в контрольной группе. Однако в 
контрольной группе его концентрация сни-

Рис.1 Сокращение времени поиска платформы в водном 
лабиринте Морриса между первой и второй пробами у 
контрольных животных (1) и крыс-самцов, подвергавших-
ся воздействию гипоксии на 14-16-е (2) или 17-19-е (3) 
сутки пренатального онтогенеза. *P<0,05 по сравнению 
с контролем; n=6 для каждой точки
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Рис. 2. Динамика стресс-реактивности гипофизарно-
адренокортикальной системы (по уровню содержания 
кортикостерона в плазме крови взрослых крыс-самок (а) 
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по сравнению с контролем; n=6 для каждой точки
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жались к 24-часовому сроку. У крыс, пере-
несших гипоксию на 14–16-е сутки, через 24 
ч после начала иммобилизации содержание 
кортикостерона оставалось повышенным 
по сравнению с контролем. В группе самок, 
подвергавшихся пренатальному воздействию 
гипоксии на 17–19-е сутки гестации, при им-
мобилизации наблюдалось резкая активация 
ГАС со значительным подъемом концентра-
ции кортикостерона уже к 20-й минуте. В 
дальнейшем в этой и контрольной группах, 
содержание кортикостерона снижалось. 

У взрослых самцов крыс, подвергавшихся 
воздействию тяжелой гипоксии на 14–16-е и 
17–19-е сутки пренатального онтогенеза не 
обнаружено выраженных изменений кривой 
стресс-реактивности по сравнению с контр-
ольной группой (см. рис. 2,б)

Влияние пренатальной гипоксии на экс-
прессию глюкокортикоидных рецепторов в 
нейронах гиппокампа и теменной области 
коры. Методом количественной иммуноцито-
химии исследовали модификации экспрессии 
GR в поле СА1 гиппокампа( CA1), зубчастой из-
вилине гиппокампа (DG) и слое II неокортекса. 

У контрольных самок и самцов выявлен 
достаточно высокий уровень иммунореактив-
ности к GR во всех исследованных областях 
мозга. Воздействие гипоксии в пренатальном 
периоде на 14–16-е сутки приводило к досто-
верному повышению GR-иммунореактивно-
сти в неокортексе взрослых самцов (рис. 3). 
Так, общее число иммунореактивных клеток 
в слое II неокортекса у животных этой группы 
увеличилось в среднем на 45 % (Р<0,05). Уро-
вень GR-иммунореактивности в неокортексе 
взрослых самцов, подвергшихся водействию 
гипоксии в пренатальном периоде на 17–19-
е сутки, не отличался от контроля. Не было 
обнаружено также значительного изменения 
иммунореактивности GR в областях CA1 и 
DG гиппокампа самцов крыс, подвергшихся 
воздействию пренатальной гипоксии как на 
14-16-е сутки, так и на 17–19-е сутки. 

Достоверного изменения GR-иммуно-
реактивности в неокортексе, CA1 и DG 

гиппокампа взрослых самок, подвергшихся 
воздействию пренатальной гипоксии на 14-
16-е или 17-19-е сутки, выявлено не было.

ОБСУЖДЕНИЕ

Таким образом, показано, что при обучении 
крыс в водном лабиринте Морриса долгосроч-
ные последствия пренатальной гипоксии обна-
руживаются лишь у самцов. Выявляемые нару-
шения рабочей памяти наиболее выражены у 
животных, испытавших воздействие гипоксии 
на 14–16-е сутки периода пренатального раз-
вития. Представляет интерес сопоставление 
результатов, полученных в настоящей работе, 
с данными более ранних наших исследований, 
показавших, что 14–16-е сутки периода прена-
тального развития являются критическими для 
формирования определенных адаптивных ре-
акций в более поздние сроки онтогенеза. Ранее 
нами было показано, что гипоксия в указанные 
сроки впоследствии вызывает разнонаправлен-
ные изменения в поведении самок и самцов в 
«открытом поле» [2] и приподнятом кресто-
образном лабиринте. Кроме того, показано, 
что пренатальная гипоксия на 14–16-е сутки 
приводит к улучшению показателей выработ-
ки и воспроизведения условного рефлекса 

Рис. 3. Изменения экспрессии глюкокортикоидных рецеп-
торов в области СА1 (І), зубчатой извилине гиппокампа (ІІ) 
и неокортексе (ІІІ) взрослых крыс-самцов, подвергавшихся 
гипобарической гипоксии на 14–16-е (2) и 17–19-е сутки 
гестации (3) по сравнению с контрольными животными 
(1). По оси ординат – количество иммунопозитивных  
клеток. *Р<0,05 по сравнению с контролем
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пассивного избегания (УРПИ) у самок [3, 4]. 
У самцов после экспозиции к гипоксии на 
14–16-е сутки пренатального периода каких 
либо изменений в характере обучения УРПИ 
не обнаруживается. 

Известно, что механизмы, контролирующие 
обучение в лабиринте Морриса и УРПИ, различ-
ны, вместе с тем обе эти формы обучения осу-
ществляются при непосредственном участии 
гиппокампа [20]. Интересные попытки анализа 
гиппокампальных механизмов, опосредующих 
процессы обучения, содержатся в работах, вы-
полненных с использованием мышей разных 
инбредных линий [5, 25, 28, 29]. Особое вни-
мание исследователей привлекло взаимодей-
ствие аксонов гранулярных нейронов зубчатой 
фасции (так называемых мшистых волокон) с 
пирамидными клетками поля СА3 гиппокампа. 
Описаны два проекционных поля аксонов гра-
нулярных клеток зубчатой фасции – изменчивая 
по размеру зона интра- и инфрапирамидных 
окончаний и большая и более стабильная по 
размеру зона супрапирамидных окончаний. 
Показано, что способности к пространственной 
ориентации в тесте водного лабиринта Морриса 
и успешность обучения активному избеганию 
в челночной камере корреляционно связаны 
с размером зоны интра- и инфрапирамидных 
проекций от гранулярных клеток. В опытах 
с обучением в лабиринте Морриса выявлена 
положительная, а при обучении активному 
избеганию – отрицательная корреляция между 
показателями обучения и размером этой зоны. 
Имеются также данные, что между размером 
гиппокампа и способностью к обучению УРПИ 
обнаруживается высокая отрицательная корре-
ляция [29]. 

По-видимому, гипоксия у самок и самцов 
приводит к неодинаковым изменениям функ-
ции гиппокампа, а также других структур, 
причастных к обучению. Какова природа 
этих изменений, в настоящее время еще до 
конца не ясно. Гистологические исследования 
свидетельствуют о значительных поражениях 
нервных клеток различных структур голов-
ного мозга крыс, возникающих вследствие 

действия гипоксии в пренатальном периоде. 
Соответствующие поражения выявляются 
пренатально или непосредственно сразу по-
сле рождения [8, 24]. Когда мозг достигает 
определенного уровня зрелости, поражения 
нервных клеток не проявляются [17]. Резуль-
таты этих исследований свидетельствуют о 
том, что отклонения в поведении взрослых 
животных, подвергавшихся действию гипок-
сии в пренатальном периоде, очевидно, не 
обусловлены грубыми структурными повре-
ждениями головного мозга. Они скорее свя-
заны с разнообразными нейрохимическими 
нарушениями. В пользу этого предположения 
свидетельствуют результаты наших предыду-
щих работ [12–15], в которых показаны нару-
шения метаболизма полифосфоинозитидной 
системы, Са2+-опосредованной сигнальной 
трансдукции метаботропных глутаматных 
рецепторов I группы, соотношения про- и 
антиоксидантных систем мозга крыс, пере-
несших пренатальную гипоксию на 14–16-е 
сутки гестации. В настоящем исследовании 
показано достоверное повышение GR-им
мунореактивности в неокортексе взрослых 
самцов, испытавших воздействие гипоксии 
в пренатальном периоде на 14–16-е сутки. 

Вызванные пренатальной гипоксией нару-
шения в поведении у животных, достигших 
зрелого возраста, могут быть связаны также 
с расстройством регуляции гормональных 
систем. Это предположение не подтвердилось 
при исследовании стресс-реактивности ГАС у 
самок и самцов крыс при воздействии прена-
тальной гипоксии в настоящем исследовании. 
Значительное увеличение стрессового содер-
жания кортикостерона было выявлено лишь у 
самок, подвергшихся воздействию гипоксии 
в пренатальном периоде на 17–19-е сутки. 
Более того, не было выявлено корреляции 
между уровнем экспрессии глюкокортикоид-
ных рецепторов в гиппокампе и неокортек-
се и стрессовым повышением содержания 
кортикостерона в крови самок и самцов, 
подвергшихся воздействию пренатальной 
гипоксии. Стоит отметить, в регуляции ги-
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поталамо-гипофизарно-адренокортикальной 
системы ключевую роль играет гипоталамус. 
Возможно, что функциональные сдвиги 
именно на уровне гипоталамуса обуславли-
вает изменение в содержании стрессовых 
кортикостероидов у животных, испытавших 
воздействие гипоксии в пренатальном он-
тогенезе. Очевидно, что проблема участия 
различных регуляторных звеньев в реализа-
ции эффектов пренатального стресса требует 
дальнейшего исследования.

Работа выполнена при поддержке гранта 
РФФИ № 13-04-00812.

К.Й. Тюлькова, Л.А. Ватаєва, Т.С. Глущенко, 
С.Г. Півіна 

ВПЛИВ ПРЕНАТАЛЬНОЇ ГІПОКСІЇ НА 
ФУНКЦІЮ ГІПОФІЗАРНО-АДРЕНОКОРТИ­
КАЛЬНОЇ СИСТЕМИ І РОБОЧУ ПАМ’ЯТЬ У 
ЩУРІВ

У проведеному дослідженні з використанням кількісного 
імуноцитохімічного методу вперше проведено порівняль-
ний аналіз впливу важкої гіпобаричної гіпоксії в різні 
періоди пренатального розвитку на характер експресії 
глюкокортикоїдних рецепторів GR у дорсальному (СА1) і 
вентральному (зубчаста звивина) гіпокампі та неокортексі 
щурів, їх стрес-реактивність і робочу пам’ять. Згідно з 
отриманими результатами, важка гіпоксія в пренаталь-
ному періоді індукує виражені порушення експресії GR 
в нейронах неокортексу дорослих самців, але не самиць, 
що корелює з дефіцитом робочої пам’яті у самців, які 
перенесли вплив гіпоксії на 14–16-ту добу пренального 
онтогенезу. Збільшення стресового вмісту кортикостерону 
було виявлено лише у самиць, які зазнали впливу гіпоксії в 
пренатальному періоді на 17–19-у добу. Гіпоксія у самиць і 
самців призводить до неоднакових змін функції гіпокампа, 
а також інших структур, причетних до навчання.
Ключові слова: пренатальна гіпоксія, гіпокамп, неокор-
текс, глюкокортикоїдні рецептори, гіпофізарно-адрено-
кортикальна система, робоча пам’ять.

E.I. Tyulkova, L.A. Vataeva, T.S. Gluschenko,  
S.G. Pivina 

EFFECTS OF THE PRENATAL HYPOXIA ON 
HYPOTHALAMIC-PITUITARY-ADRENAL 
AXIS FUNCTIONING AND WORKING 
MEMORY IN RATS

A comparative analysis of the effects of severe hypobaric 
hypoxia in different prenatal periods on expression profiles 

of glucocorticoid receptors (GR) in dorsal (CA1) and ventral 
(dental gyrus) hippocampus and neocortex of rats, their stress 
reactivity and working memory has been performed in the 
present study for the first time. According to the data obtained, 
severe hypoxia in the prenatal period induces remarkable 
disturbances of GR expression in the neurons of neocortex of 
adult males but not females, that correlates to the disruption 
of working memory in adult males exposed to hypoxia on the 
prenatal 14-16th days. Elevation of stress plasma corticosterone 
levels have been observed only in the females subjected to 
hypoxia on the prenatal 17-19th days. Hypoxia in the females 
and males results in the differential changes in functions of hip-
pocampus, as well as of other brain areas involved in learning. 
Key words: prenatal hypoxia, hippocampus, neocortex, glu-
cocorticoid receptors, hypothalamіс pituitary adrenal axis, 
working memory.
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