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Паттерн нейрональной экспрессии транскрипционных 
факторов NF-kb при предъявлении различных  
режимов гипобарической гипоксии

Транскрипционный фактор NF-kB играет важную роль в механизмах выживания/гибели нейронов 
мозга в экстремальных условиях, к которым в первую очередь относятся различные формы ги-
поксии. В настоящей работе с использованием количественного иммуноцитохимического метода 
проведен анализ экспрессии различных субъединиц NF-kB (р65 и c-Rel) в неокортексе крыс в ответ 
на тяжелую повреждающую гипобарическую гипоксию (ГГ), а также при действии сеансов умерен-
ной протектирующей ГГ различной кратности. Показано, что тяжелая ГГ, приводящая к гибели 
нейронов мозга, не изменяет уровень экспрессии р65 и подавляет экспрессию c-Rel. Вместе с тем 
многократные, но не однократные, сеансы прекондиционирования умеренной ГГ, редуцирующие 
нейрональные повреждения, способствуют индукции экспрессии р65 и предотвращают подавление 
экспрессии c-Rel вследствие тяжелой ГГ. Умеренная ГГ в режиме прекондиционирования вызывает 
экспрессию обеих субъединиц NF-kB только при ее трехкратном применении, а одно- и шести-
кратные сеансы не оказывают такого эффекта. Выявленные особенности экспрессии субъединиц 
NF-kB (р65 и c-Rel) свидетельствуют об их вовлечении в механизмы формирования толерантности 
нейронов мозга к тяжелой ГГ.
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ВВЕДЕНИЕ

Известно, что гипобарическая гипоксия (ГГ) 
может вызывать как структурно-функцио-
нальное повреждение мозга, так и нейро-
протективное действие при предъявлении 
тяжелой и умеренной гипоксии соответст-
венно [1, 2]. Важное место в формировании 
адаптивных и патологических нейрональных 
механизмов, индуцируемых ГГ различной 
степени выраженности, принадлежит инду-
цибельным (c-Fos, NGFI-A, Hif-1α) и актива-
ционным транскрипционным факторам (ТФ), 
к которым относится семейство NF-kB [1, 
2]. Оно состоит из 5 основных субъединиц 
р50, р65 (RelA), c-Rel, RelB и p52, которые, 
взаимодействуя друг с другом, образуют ак-
тивные димеры. В нервной системе наиболее 
распространенными и хорошо изученными 
являются мономеры р50, р65, c-Rel [11, 23]. 

Наличие большого количества генов-мише-
ней определяет широкий круг биологических 
процессов, в которых участвует NF-kB: от 
нейрогенеза, дифференциации нейронов до 
синаптической пластичности и механизмов 
гибели/выживания нейронов мозга [16, 22, 
23, 24]. Существуют противоречивые мнения 
относительно участия различных членов 
семейства NF-kB в механизмах протекции и 
повреждения нервных клеток [12, 15, 22, 26]. 
В ряде работ показано, что активация NF-kB 
способствует выживанию нейронов при ок-
сидативном стрессе и ишемии [5, 9, 16, 20, 
23, 37], предотвращению развития апотоза 
[10]. В то же время имеются данные об их 
участии в нейродегенеративных процессах: 
NF-kB может стимулировать воспалительные 
реакции и способствовать гибели нейронов 
мозга при ишемии, эксайтотоксичности и 
других воздействиях [8, 12, 14, 26, 34]. Таким 
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образом, эффекты активации NF-kB неод-
нозначны и, очевидно, зависят от характера 
экспериментального воздействия. Удобной 
экспериментальной моделью, используемой 
в качестве экстремального повреждающего 
или умеренного протективного воздействия, 
является ГГ. Нами было показано, что тяже-
лые формы гипоксии вызывают структурные 
повреждения нейронов гиппокампа и нео-
кортекса, а умеренные прекондиционирую-
щие воздействия, напротив, способствуют 
повышению устойчивости нейронов мозга 
к последующему тяжелому воздействию 
[1, 29, 30]. При этом эффекты умеренной 
ГГ зависят от параметров ее применения, 
в частности, от кратности и продолжитель-
ности воздействия. Однократные, в отличие 
от многократных, прекондиционирующие 
воздействия не оказывают корректирующего 
эффекта на структурные повреждения нейро-
нов, индуцируемые ТГ [4]. Наиболее дейст-
венным режимом по нашим данным является 
трехкратное прекондиционирование (ПК): 
оно восстанавливает структурно-функцио-
нальные нарушения, вызываемые тяжелой ГГ, 
а также приводит к выраженной экспрессии 
ТФ NGFI-A, c-Fos, CREB и проадаптивных 
белков, в частности факторов семейства BcL-
2, антиоксидантов [1–3, 29–31]. Известно, что 
гены ряда проадаптивных белков являются 
мишенями NF-kB [22, 23]. Однако характер 
экспрессии различных субъединиц семейст-
ва ТФ NF-kB, в частности р65 и с-Rel, при 
предъявлении как повреждающей, так и 
различных режимов протективной гипоксии 
практически не изучен. Настоящая работа 
посвящена выяснению этого вопроса.

МЕТОДИКА

Работа выполнена на взрослых самцах крыс 
линии Вистар массой 200–250 г, содержав-
шихся в стандартных условиях вивария 
при свободном доступе к воде и пище. При 
проведении экспериментов соблюдались тре-
бования, сформулированные в Директивах 

Совета Европейского сообщества (86/609/
ЕЕС) об использовании животных для экс-
периментальных исследований. Протоколы 
опытов были утверждены Комиссией по гу-
манному обращению с животными Института 
физиологии им. И. П. Павлова РАН. Тяжелую 
ГГ создавали в барокамере проточного типа 
при атмосферном давлении 180 мм рт. ст. в 
течение 3 ч. В режиме ПК крысам предъяв-
ляли умеренную ГГ (давление в барокамере 
составляло 360 мм рт.ст.; 2 ч). Эти два режима 
использовали в различных комбинациях для 
воздействия на животных следующих экс-
периментальных групп (по 6 крыс в каждой 
группе): 1-я – крысы, подвергнутые действию 
тяжелой ГГ; 2, 3, 4-я – крысы, подвергнутые 
одному, трем или шести сеансам гипоксиче-
ского ПК (в случае трех- и шестикратного 
ПК интервал между сеансами 24 ч) и спустя 
24 ч – тяжелой ГГ; 5, 6 и 7-я –  крысы, под-
вергнутые только одному, трем или шести 
сеансам гипоксического ПК;   8-я – контроль-
ная группа животных. Через 3 и 24 ч после 
тяжелой ГГ или через 24 ч после последнего 
сеанса ПК крыс декапитировали и извлекали 
головной мозг, который фиксировали в 4%-м 
параформальдегиде, приготовленном на 0,1М 
фосфатном буфере (рН 7,4), в течение 24 ч, 
и подвергали гистологической обработке по 
стандартному протоколу. Изготавливали се-
рии чередующихся парафиновых фронталь-
ных срезов мозга толщиной 7 мкм на уровне 
-2,8 мм от брегмы [25] и монтировали их на 
предметные стекла. Для оценки экспрессии 
субъединиц NF-kB (p65 и c-Rel) в V слое 
неокортекса крыс использовали иммуноци-
тохимический метод с компьютерным ана-
лизом микроизображений. Для этого после 
стандартных процедур депарафинизации, 
регидратации и демаскировки антигена, сре-
зы в течение ночи при +4°C инкубировали с 
первичными поликлональными антителами 
к р65 («Santa Cruz Biotechnology», INC, 
СШA, разведение 1:100) и c-Rel («Santa Cruz 
Biotechnology», INC, СШA, разведение 1:100) 
и далее использовали авидин-биотиновую си-
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стему детекции («Vector Labs”, СШA), а для 
визуализации реакции – диаминобензидин. 
После обезвоживания и заключения срезов в 
желатин проводили количественный анализ 
иммунореактивности нейронов с исполь-
зованием системы, состоящей из светового 
микроскопа Jenaval («Carl Zeiss», Германия), 
цифровой камеры Baumer CX05c («Baumer 
Optronic» Германия) и компьютера IBM PC с 
программным обеспечением Videotest Master 
Morphology. На основании оценки оптиче-
ской плотности иммунопозитивные клетки 
разделяли на 2 класса: слабо- и интенсивно 
меченые (иммунопозитивные). Анализирова-
ли общее число иммунореактивных клеток, и 
их распределение по классам интенсивности. 
Результаты статистически обрабатывали с 
помощью пакетов анализа данных Statistica 
7.0 Stat Soft, Inc и Microsoft Excel’2003, ис-
пользовали однофакторный дисперсионный 
анализ ANOVA (Р<0,05). Все результаты 
представлены в виде среднего арифмети-
ческого ± стандартная ошибка среднего и 
выражены в процентах от контроля (100 %).

Результаты и ИХ обсуждение

В неокортексе контрольной группы животных 
наблюдался низкий уровень иммунореак-
тивности к р65. Умеренная ГГ во всех трех 
используемых режимах приводила к увели-
чению общего числа иммунореактивных к 
р65 нервных клеток. Усиление интенсивно-
сти нейрональной экспрессии наблюдалось 
только в ответ на трехкратное ПК (число 
интенсивно иммунопозитивных клеток 
возрастало на 480 %; рис. 1). Тяжелая ГГ и 
однократно прекондиционированная тяжелая 
ГГ не вызывали изменений экспрессии р65. 
Изменения иммунореактивности к р65 после 
тяжелой ГГ наблюдались при предъявлении 
многократных сеансов ПК. При этом проис-
ходило увеличение как общего числа имму-
нореактивных клеток, так и интенсивности 
экспрессии. В ответ на трехкратное ПК отме-
чалось выраженное (500 %) увеличение числа 

интенсивно экспрессирующих р65 клеток к 
24 ч после тяжелой ГГ. В случае шестикрат-
ного ПК наблюдалось умеренное (300–350 %) 
увеличение интенсивности экспрессии р65 к 
3 и 24 ч (рис. 2).

В контрольной группе животных выявля-
лись единичные иммунореактивные к с-Rel 
нервные клетки. В ответ на умеренную ГГ 
изменения экспрессии наблюдались лишь 
при трехкратном ее предъявлении. При этом 
количество с-Rel-интенсивно позитивных 
клеток увеличивалось на 900 % (рис. 3). 
Тяжелая ГГ приводила к снижению уровня 
экспрессии с-Rel к 3 ч после воздействия. 

Рис. 1. Характер экспрессии субъединицы р65 в нео-
кортексе крыс через 24 ч после одного, трех и шести 
сеансов прекондиционирования: а – общее количество 
иммунореактивных клеток, б – распределение иммуноре-
активных клеток по классам интенсивности, выраженное 
в процентах от контроля: класс 1 – интенсивно меченые 
клетки, класс 2 – слабо меченые клетки. 1 – контроль, 2, 
3, 4 – один, три и шесть сеансов прекондиционирования 
соответствено.* P<0,05
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Это выражалось в уменьшении общего чи-
сла иммунопозитивных клеток (на 30 %) и 
снижении интенсивности экспрессии (на  
40 %). У крыс с однократным прекондицио-
нированием вслед за тяжелой ГГ отмечалось 
снижение количества с-Rel-иммунопозитив-

ных клеток (на 40 %) к 24 ч. Трехкратное 
ПК не изменяло уровня экспрессии с-Rel, а 
шестикратное приводило к ее увеличению к 
3–24 ч после тяжелой ГГ за счет увеличения 
доли с-Rel-интенсивно иммунопозитивных 
клеток (рис. 4).

Рис. 2. Изменения экспрессии субъединицы р65 в неокортексе «непрекондиционированных» и «прекондиционирован-
ных» крыс через 3–24 ч после тяжелой гипоксии: 1 – контроль, 2 – тяжелая гипоксия, 3, 4, 5 – один, три и шесть сеансов 
прекондиционирования соответственно; I – тяжелая гипоксия, II, III и IV – тяжелая гипоксия и один, три, шесть сеансов 
прекондиционирования соответствено
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Таким образом, полученные результаты 
свидетельствуют о наличии специфических 
изменений экспрессии ТФ NF-kB (р65 и c-
Rel) в неокортексе крыс при предъявлении 
различных режимов ГГ. В ответ на поврежда-
ющую тяжелую ГГ в течение 3–24 ч после 
воздействия экспрессия р65 не изменяется, 
но происходит снижение количества и доли 
c-Rel-интенсивно-позитивных нервных кле-
ток. Однократно прекондиционированная 
ТГ также индуцирует снижение количества 
c-Rel-позитивных клеток. В отличие от этого, 
у крыс с трех- и шестикратным преконди-

ционированием крыс вслед за ТГ отмеча-
ется выраженное нейрональное повышение 
экспрессии р65, а также предотвращение 
снижения или усиление экспрессии c-Rel. 
Следует отметить, что использование трех 
сеансов умеренной ГГ в режиме ПК приводит 
к выраженному повышению нейрональной 
экспрессии как р65, так и c-Rel. Ранее нами 
было обнаружено, что трехкратное ПК уме-
ренной ГГ также вызывает в нейронах нео-
кортекса оверэкспрессию другой субъедини-
цы семейства NF-kB – белка р50 [31]. Причем 
схожим образом тяжелая ГГ подавляла его 
экспрессию, а у крыс с трехкратным прекон-
диционированием выявлялось ее повышение. 
Следовательно, три субъединицы семейства 
NF-kB (р65, р50, c-Rel) вовлекаются в реак-
ции нейронов неокортекса на ГГ различной 
степени выраженности. Полученные нами 
результаты совпадают с данными ряда ис-
следователей. В частности, выявлено, что 
тяжелая ишемия редуцирует уровень NF-kB 
в уязвимых образованиях мозга [6].

В то же время установлено, что в меха-
низмы нейропротекции к повреждающим 
воздействиям (ишемии, различным оксида-
тивным стрессам, эксайтотоксичности) во-
влекаются субъединицы семейства NF-kB [9, 
10, 21, 22, 28]. Показано, что гипоксическое/
ишемическое, оксидативное ПК индуцирует 
экспрессию NF-kB в нейронах мозга [5, 28, 
31]. При этом следует учесть, что этот фактор 
активирует гены ряда проадаптивных и анти-
апоптотических белков, таких как пептидный 
антиоксидант MnSOD, факторы Bcl-2, Bcl-хL 
и других [7, 23, 35, 36], участвующих в меха-
низмах нейропротекции.

Вместе с тем, по мнению ряда авторов, 
субъединицы ТФ NF-kB могут вовлекаться 
в механизмы гибели нейронов при действии 
ишемии [8, 12, 14, 34]. Полагают, что актива-
ция субъединицы c-Rel оказывает нейропро-
тективное, а субъединицы р65 и р50 – ней-
родегенеративное действие [27, 32]. Однако, 
очевидно, процессы регуляции активности 
NF-kB гораздо сложнее. В последнее время 

Рис. 3. Характер экспрессии субъединицы с-Rel в не-
окортексе крыс через 24 ч после одного, трех и шести 
сеансов прекондиционирования: а – общее количество 
иммунореактивных клеток, б – распределение иммуноре-
активных клеток по классам интенсивности, выраженное 
в процентах от контроля: класс 1 – интенсивно меченые 
клетки, класс 2 – слабо меченые клетки; 1 – контроль, 2, 
3, 4 – один, три и шесть сеансов прекондиционирования 
соответствено.* P<0,05
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предполагается, что помимо классического 
пути активации NF-kB и отделения за счет 
фосфорилирования ингибирующей субъе-
диницы IкB [17], существует ряд эпигене-
тических механизмов регуляции активности 
NF-kB [33]. Этот фактор может подвергаться 
пострансляционным модификациям: метили-

рованию, ацетилированию и фосфорилирова-
нию [13]. В зависимости от сайта, в котором 
произошла модификация, NF-kB может яв-
ляться как активатором, так и ингибитором 
транскрипции гена-мишени, что, очевидно, 
во многом определяет конечный ответ клетки 
на внешний стимул. В частности, при кисло-

Рис. 4. Изменения экспрессии субъединицы с-Rel в неокортексе непрекондиционированных и прекондиционированных 
крыс через 3–24 ч после тяжелой гипоксии: класс 1 – интенсивно меченые клетки, класс 2 – слабо меченые клетки; 1 – 
контроль, 2, 3, 4 – один, три и шесть сеансов прекондиционирования соответствено.* P<0,05
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родно-глюкозной депривации, приводящей 
к гибели нейронов in vitro, в клетках наблю-
дался низкий уровень ацетилирования р65 
(RelA) по лизину. Ацетилирование р65 пре-
дотвращало гибель нейронов [19]. Высокий 
уровень ацетилирования этой субъединицы 
NF-kB также наблюдался в ответ на уме-
ренную (прекондиционирующую) ишемию 
[18]. С учетом этих сведений необходимо 
проведение дополнительных исследований, 
направленных на раскрытие эффектов дей-
ствия различных субъединиц NF-kB. Но на 
этом этапе исследований можно заключить, 
что согласно полученным нами результатам 
с использованием модели различных режи-
мов ГГ, субъединицы р65 (RelA), р50, c-Rel 
вовлекаются в механизмы нейропротекции, 
индуцируемой многократными (особенно 
трехкратными), но не однократными прекон-
диционирующими воздействиями. Очевидно, 
индуцируемая трехкратным гипоксическим 
ПК выраженная кооперативная активация 
индуцибельных и активационных ТФ в уязви-
мых образованиях мозга способствует эффек-
тивной экспрессии проадаптивных белков и 
предотвращает структурно-функциональные 
повреждения, вызываемые тяжелыми форма-
ми гипоксии [1].

Работа поддержана грантом РФФИ № 
11-04-00677.

М.О. Самойлов, Г.В. Чурилова, Т.С. Глущенко, 
К.О. Баранова

Патерн нейрональноЇ ЕКСПРЕСІЇ 
транскрипцІЙнИх факторІв NF-kB  
при ЗАСТОСУВАННІ РІЗНИХ РЕЖИМІВ 
ГІПОБАРИЧНОЇ ГІПОКСІЇ

Транскрипційний фактор NF-kB відіграє важливу роль у 
механізмах виживання/загибелі нейронів мозку при дії 
екстремальних впливів, до яких у першу чергу відносяться 
різні форми гіпоксії. У представленій роботі з вико-
ристанням кількісного імуноцитохімічного методу 
проведено аналіз експресії різних субодиниць NF-kB 
(р65 і c-Rel) у неокортексі щурів у відповідь на тяжку 
гіпобаричну гіпоксію (ГГ), а також при дії сеансів 
помірної протективної ГГ різної кратності. Показа-
но, що тяжка ГГ, яка приходить до загибелі нейронів 

мозку, не змінює рівень експресії р65 і пригнічує 
експресію c-Rel. Разом з тим багаторазові, але не 
одноразові, сеанси прекондиціювання помірною ГГ, 
які редукують нейрональні пошкодження, сприяють 
індукції експресії р65 і попереджують пригнічення 
експресії c-Rel внаслідок тяжкої ГГ. Помірна ГГ у 
режимі прекондиціювання індукує експресію обох 
субодиниць NF-kB тільки при її триразовому застосу-
ванні, а одно- і шестиразові сеанси не спричинюють 
такого ефекту. Виявлені особливості експресії субо-
диниць NF-kB (р65 і c-Rel) свідчать про їх залучення 
в механізми формування толерантності нейронів 
мозку до тяжкої ГГ.
Ключові слова: NF-kB, гіпобарична гіпоксія, гі-
поксичне прекондиціювання.

M.O. Samoilov, A.V. Churilova, T.S.Gluschenko, 
K.A.Baranova

PATTERN OF NEURONAL EXPRESSION OF 
TRANSCRIPTION FACTORS NF-kB UNDER 
DIFFERENT MODES OF HYPOBARIC 
HYPOXIA

Transcription factor NF-kB plays a pivotal role in mechanisms 
of brain neuron survival and degeneration under injurious 
stimuli, first of all different types of hypoxia. In the present 
work, using quantitative immunohystochemistry, we provide 
analysis of expression of different subunits of NF-kB (р65 
and c-Rel) in the rat neocortex in response to severe injurious 
hypobaric hypoxia (HH) or after a single or multiple sessions 
of mild protective HH. Severe hypoxia (SH), resulting in loss 
of brain neurons, has no effect on the level of expression of 
p65 but suppresses expression of c-Rel. Multiple (but not 
single one) trials of preconditioning using mild HH which 
reduce neuronal damage promote p65 expression and prevent 
suppression of c-Rel level after SH. Triple session of mild HH 
itself when applied as a preconditioning stimulus upregulate 
expression of both subunits, while single administration or 
sixfold trials has no effect on the level of immunoreactivity of 
both subunits. The revealed peculiarities of the expression of 
р65 and c-Rel implies that these subunits of NF-kB appear to 
contribute to the mechanisms of brain tolerance to SH
Key words: NF-kB, hypobaric hypoxia, hypoxic precondi-
tioning.
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