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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

ВДА - вертикальная двигательная активность 

ГДА - горизонтальная двигательная активность 
Кз - коэффициент защиты
КК - каиновая кислота

ОГБГ – острая гипобарическая гипоксия

ПЭИ – полиэтиленимин
Тж - время жизни на «смертельной площадке»

Тпп - время потери позы

Твп - время восстановления позы
ЦНС – центральная нервная система

ЭКС - эндоканнабиноидная система 

Akt (protein kinase B -РКВ) - протеинкиназа В
AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) - α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изоксазолпропионовая кислота

AMPAR (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor) – рецептор α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изоксазолпропионовой кислоты
Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) – «ген выживаемости» проапоптотический ген
Bcl-XL (B-cell lymphoma-extra large) – «ген выживаемости»

BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) - нейротрофический фактор головного мозга
CaMK2 (Calcium/calmodulin-dependent protein kinase 2) - кальций/кальмодулин зависимая протеинкиназа 2
СВ1 (cannabinoid receptor 1) - эндоканнабиноидный рецептор 1 типа 

с-fos – ген раннего ответа

с-jun – ген раннего ответа 

CREB (cAMP response element-binding protein) - цАМФ-зависимый транскрипционный фактор
DAG (Diacylglycerol) – диацилглицерол
DIV (Day in vitro) – день развития in vitro
ERK (Signal-regulated kinase) - сигнал-регулирующая киназа
FTF (Forkhead transcription factors) – транскрипционные факторы, влияющие на экспрессию «генов смерти»

GABA (γ-aminobutyric acid) - γ-аминомасляная кислота
GABARa (γ-aminobutyric acid type A receptor) –рецептор гамма-аминомаслянной кислоты a типа
ICER (Inducible cAMP early repressor) - индуцибельный ранний репрессор цАМФ

IP3 (Inositol 1,4,5-trisphosphate ) – инозитолтрифосфат
LNGFR (low-affinity nerve growth factor receptor) или p75 – низкоафинный рецептор к NGF
LTP (Long-term potentiation) - долговременная потенциация

LTD (Long-term depression) - долговременная депрессия

MAPK (Mitogen-activated protein kinase) - митоген-активированная протеинкиназа

MАР2K (Mitogen-activated protein kinase-kinase) - митоген-активированная протеинкиназа киназа

MEA (Multielectrode array) - мультиэлектродная система регистрации внеклеточных потенциалов действия 

Nav1.9 – Na-специфический ионный канал

NGF (Nerve growth factor) - фактор роста нервов 

NMDAR (N-methyl-D-aspartate receptor) - N-метил-D-аспартат-рецептор 
NF-kB (Nuclear factor-κB) - транскрипционный ядерный фактор каппа-В

NT-3 (Neurotrophin-3 ) - нейротрофин-3 

NT4/5 (Neurotrophin-4/5) - нейротрофин-4/5 

p75 или LNGFR (low-affinity nerve growth factor receptor) – низкоафинный рецептор к NGF
PBS (Phosphate buffered saline) - фосфатно-солевой буферный раствор
PI3K (Phosphatidylinositol-3-kinase) – фосфоинозитол-3-киназа

PKC (Protein kinase C) – протеинкиназа С

PLC (Phospholipase C) – фосфолипаза С

proBDNF – пронейротрофин - белок-предшественник зрелой молекулы BDNF

Raf-1 – серин-треонинкиназа

Ras - малый ГТФ-связывающий белок 

RCI (Respiratory control index) - респираторный контрольный индекс 

SRF (Serum response factor) – сывороточный фактор
TNFα (Tumor necrosis factor) - фактора некроза опухоли α 

TNFR (Tumor necrosis factor receptor) - рецептор фактора некроза опухоли
TrkA (Tropomyosin-related kinase A) - тирозинкиназный рецептор А
TrkB (Tropomyosin-related kinase B) - тирозинкиназный рецептор В 

TrkB full-length (TrkB-FL) – полноцепочечная последовательность тирозинкиназного рецептора В

TrkB-T1, Т2 (TrkB truncated-1,2) – укороченные формы тирозинкиназного рецептора В

TrkC (Tropomyosin-related kinase C) - тирозинкиназный рецептор С

VGCC (Voltage-gated calcium channels) – потенциал зависимые кальциевые каналы

ВВЕДЕНИЕ
Актуальность проблемы

Изучение механизмов регуляции биологических процессов, как в норме, так и при воздействии стресс факторов (гипоксия, ишемия, токсины и др.) является одной из значимых современных задач как биологии, так и медицины. В связи с чем остается актуальным вопрос о поиске веществ цитопротекторного действия, способных защитить клетки головного мозга от повреждающего действия стрессогенных факторов, в том числе гипоксии. Среди химических веществ, способных контролировать уровень метаболизма клетки в условиях сниженного уровня содержания кислорода, выделяют нейротрофический фактор головного мозга (англ. - Brain-derived neurotrophic factor или BDNF) (Larsen E.C. et al., 2007, Dirnagl U. et al., 2009), относящийся к семейству нейротрофинов. Нейротрофины - одни из важнейших регуляторных белков, обеспечивающих основные процессы жизнедеятельности человека и животных (Гомазков О.А., 2006, 2011), функции которых в основном связаны с работой центральной нервной системы (ЦНС). BDNF обеспечивает рост и развитие головного мозга в эмбриогенезе, а также образование и функционирование нейронных сетей в раннем постнатальном периоде (Martin J.L. et al., 2011). Недавними исследованиями показана возможность модулирования нейротрофическим фактором синаптической передачи в гиппокампе и некоторых отделах коры зрелого головного мозга (Rose C.R. et al., 2004, Edelman et al., 2014). В результате взаимодействия BDNF с тирозинкиназным рецептором В (англ. - TrkB) происходит активация нескольких сигнальных каскадов, обеспечивающих модулирующее действие нейротрофического фактора на синаптическую передачу сигнала в клетке, в частности при обучении (Aptowicz C.O. et al., 2004, Сunha C. et al., 2010, Leal G. et al., 2014).  
Как в норме, так и в условиях ишемии/гипоксии действие BDNF опосредованно запуском основных сигнальных метаболических путей: митоген-активированного протеинкиназного пути (англ. - MAPK) и фосфоинозитол-3-киназного пути (англ. - PI-3) (Sun X. et al., 2008, Maddahi A. et al., 2010). Важным компонентом данных сигнальных механизмов является цАМФ-зависимый транскрипционный фактор (англ. - CREB), который способствует BDNF-опосредованному выживанию нейронов в центральной нервной системе, активируя антиапоптотическую экспрессию генов на ранних стадиях постнатального развития (Choi J.S. et al., 2003, Arthur J.S.C. et al., 2004). Однако экспериментальные данные по объяснению механизмов разностороннего действия BNDF противоречивы (Markham A. et al., 2012) и являются предметом дискуссии в научном мире. Так, например, выявлено, что в раннем онтогенезе BDNF играет важную роль не только в нейропротекции, но и в патогенезе нейродегенеративных заболеваний (Mizoguchi Y. et al., 2009, Grande I. et al., 2010, Jiang Y. et al., 2010, Chen A. et al., 2013).
Кроме того, не менее важным аспектом при изучения антигипоксических свойств цитопротекторов является разработка адекватных и легко воспроизводимых моделей гипоксии и методов оценки протекторного действия. Особый интерес представляет исследование действия гипоксии на сетевом уровне организации нейронов, возможный на современном уровне развития электрофизиологической техники при помощи мультиэлектродной системы регистрации внеклеточных потенциалов действия (англ. - Мultielectrode Аrrays). Длительное культивирование клеток различных структур головного мозга на мультиэлектродных матрицах in vitro дает уникальную возможность не только исследовать при одновременой оптической визуализации изменения морфофункциональных свойств нейронов в хроническом эксперименте, но и моделировать различные патологические состояния ЦНС (Potter S.M., DeMarse T.B., 2001, Madhavan R. et al., 2006, Stegenga J. et. al., 2008, Pan L. et. al., 2009, Pimashkin A.S. et al., 2011).

По мере изучения механизмов действия BDNF на нейросетевом уровне появится возможность разработки новых лекарственных средств и соответствующих способов коррекции ишемических процессов в нервной ткани при нейродеструктивных заболеваниях.
Таким образом, целью исследования явилось изучение нейротропного действия нейротрофического фактора головного мозга на спонтанную биоэлектрическую активность нейронных сетей гиппокампа в зависимости от стадии их развития in vitro, а также исследование антигипоксических свойств BDNF при моделировании гипоксической гипоксии in vitro и in vivo.
Задачи исследования: 
1. Изучить нейротропное действие BDNF на спонтанную биоэлектрическую активность нейронных сетей в культуре диссоциированных клеток гиппокампа на 7, 14 и 21 день их развития in vitro (DIV);

2. Исследовать ранние и отдаленные эффекты антигипоксического действия BDNF на активность нейронной сети первичных культур клеток гиппокампа при моделировании острой нормобарической гипоксии in vitro; 

3. Изучить эффект BDNF на выживаемость, двигательную и ориентировочно-исследовательскую активность, сохранение и воспроизведение следов долговременной памяти у экспериментальных животных в раннем и отдаленном периодах после воздействия острой гипобарической гипоксии in vivo.

Научная новизна

В диссертации впервые проведено комплексное исследование влияния нейротрофического фактора BDNF на спонтанную биоэлектрическую активность нейронных сетей культур диссоциированных клеток гиппокампа на разных этапах развития in vitro. Выявлен дозо-зависимый нейротропный эффект BDNF на биоэлектрические показатели функционального состояния нейронных сетей первичной культуры гиппокампа в зависимости от стадии их развития in vitro, заключающийся в увеличении длительности сетевой пачечной активности при отсутствии изменений в количестве спайков и повышении синхранизации активности нейронов в составе сети при формировании спонтанной сетевой пачки. Нейротропный эффект имел транзиторный характер, наступал с задержкой в 10-15 мин и длился не менее 2-х часов.
На модели острой гипоксии in vitro впервые выявлено антигипоксическое действие BDNF, наиболее выраженное при аппликация нейротрофического фактора в концентрации 1 нг/мл за 20 мин до острой нормобарической гипоксии. Установлено, что превентивное применение BDNF препятствует повреждениям и гибели нейронов в культурах диссоциированных клеток гиппокампа в отдаленном постгипоксическом периоде, что способствует нормализации спонтанной биоэлектрической активности нейронов в составе сети после гипоксии/реоксигенации. Антигипоксическое действие BDNF реализуется через взаимодействие белка с тирозинкиназным рецептором В (TrkB).

Антигипоксическое действие BDNF, выявленное на клеточном уровне in vitro, подтверждено при моделировании острой гипобарической гипоксии in vivo. Впервые показано, что превентивное интраназальное введение BDNF, 4 мкг/кг и 40 мкг/кг способствует выживаемости животных на «смертельной площадке», увеличению устойчивости животных к гипоксии, а также сохранению следов долговременной пространственной памяти, двигательной и исследовательской активности в постгипоксическом периоде.
Практическая и теоретическая значимость работы

Полученные в работе данные о действии нейротрофического фактора BDNF на структурно-функциональное состояние нейронных сетей гиппокампа в процессе синаптогенеза расширяют теоретические представления о роли BDNF в функционировании мозга в постнатальном периоде. Выявлены антигипоксические свойства нейротрофического фактора в условиях острой гипоксии как in vitrо, так и in vivo. Раскрытие механизмов нейропротекторного действия BDNF может способствовать разработке новых терапевтических подходов к коррекции ишемических процессов в нервной ткани при нейрососудистых заболеваниях.

Положения, выносимые на защиту

1. Нейротрофический фактор головного мозга дозозависимо модулирует спонтанную биоэлектрическую активность нейронных сетей диссоциированных культур клеток гиппокампа в зависимости от стадии их развития in vitro. 

2. Нейротрофический фактор головного мозга является компонентом эндогенной антигипоксической системы защиты клеток мозга в постнатальном периоде, способствует повышению выживаемости нейронов и сохранению функциональности нейронных сетей как в условиях гипоксии/реоксигенации, так и в отдаленном постгипоксическом периоде через взаимодействие с тирозинкиназным рецептором В (TrkB).
3. Превентивное интраназальное введение нейротрофического фактора головного мозга увеличивает устойчивость животных к условиям острой гипобарической гипоксии, а также способствует сохранению долговременной пространственной памяти после гипоксии/реоксигенации.
Апробация работы 

Основные положения диссертации доложены и обсуждены на X сессии молодых ученых и студентов «Современные решения актуальных научных проблем в медицине» (Н.Новгород, 2011), Седьмом международном междисциплинарном конгрессе «Нейронаука для медицины и психологии» (Судак, 2011), Всероссийской молодежной конференции - школы «Нейробиология интегративных функций мозга» (Санкт-Петербург, 2011), Восьмом международном форуме по нейронауке FENS 2012 (Испания, Барселона, 2012), IV Съезде биофизиков России (Н.Новгород, 2012), IV Международном симпозиуме Topical Problems of Biophotonics - 2013 (Н.Новгород, 2013), XXII Съезде физиологического общества им. И.П. Павлова (Волгоград, 2013), Восьмом международном симпозиуме по нейропротекции и нейровосстановлению (Германия, Магдебург, 2014), Международной научной школе «Горизонты современной нейронауки» (Н.Новгород, 2014), Международном конгрессе по нейронаукам (Красноярск, 2014), Девятом международном форуме по нейронауке FENS 2014 (Италия, Милан, 2014), Десятом международном междисциплинарном конгрессе «Нейронаука для медицины и психологии» (Судак, 2014), Симпозиуме «Новейшие методы клеточных технологий в медицине» (Новосибирск, 2014).
1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1 Строение, регуляция экспрессии гена и белка нейротрофического фактора головного мозга
В 1982 году в институте психиатрии и нейрохимии им. Макса Планка в Германии тремя учеными из мозга свиньи был выделен второй представитель семейства нейротрофинов после фактора роста нервов (NGF) – нейротрофический фактор головного мозга (англ. - Brain-derived neurotrophic factor, BDNF) (Barde Y.A. et al., 1982). Определение белка к данному семейству основывалось на его способности поддерживать выживаемость и рост культуры эмбриональных сенсорных нейронов цыпленка. В ходе последующих поисков экспрессию BDNF и его рецепторов открыли и в центральной нервной системе человека (Leibrock J. et al., 1989). На сегодняшний день молекулярное строение BDNF изучено достаточно хорошо. Известно, что это высококонсервативная молекула, первичная структура которой сходна у всех изученных млекопитающих и по аминокислотному составу на 50% идентична другим представителям семейства нейротрофинов (англ. - NGF, нейротрофин-3 (NT-3), нейротрофин-4/5 (англ. - NT4/5)). У человека зрелая молекула BDNF представляет собой димер (молекулярная масса 27кДа, 119 негликозилированных аминокислотных остатков), состоящий из двух нековалентно связанных между собой субъединиц (13,5кДа). В растворе нейротрофический фактор головного мозга представлен гомодимерной структурой. Показано, что белок в виде димера способен связываться со своими рецепторами на плазматической мембране клетки, в то время как мономерная форма полноценной связи с ними не образует (Rosental A. et al., 1991). Доказано, что человеческий ген BDNF локализован в 11 хромосоме и состоит из четырех коротких 5’-некодирующих экзонов, связанных с разными промоторами, и одного 3’-экзона, кодирующего данный белок (Jones K.R., Reichardt L.F., 1990, Maisonpierre P.C. et al., 1991). Также известно, что BDNF имеет 5 изоформ, которые образуются в результате альтернативного сплайсинга (Bath K.G., Lee F.S., 2006). Подобно образованию других нейротрофинов, первоначально синтезируется пронейротрофин (англ. - proBDNF) – белок-предшественник, отличающийся от зрелой молекулы BDNF своими связывающими характеристиками и биологической активностью (Lee F.S. et al., 2001, Lee R. et al., 2001). После секреции молекула proBDNF расщепляется под действием мембраносвязанных или внеклеточных Са-зависимых протеиназ и превращается в активную форму молекулы (Chao M.V., Bothwell M., 2002).

Результаты целого ряда исследований показывают, что BDNF экспрессируется многими типами клеток: нейронами различного фенотипа и локализации, астроцитами, фибробластами, шванновскими клетками, мегакариоцитами/тромбоцитами, клетками гладкой мускулатуры (Kim et al., 2004). Особенно высокий уровень экспрессии BDNF был обнаружен в области гиппокампа и коры головного мозга, что предполагает наиболее полное выполнение белком своих основных функций в данных отделах ЦНС. Установлено, что в плазме концентрация BDNF не превышает нескольких пикограмм на миллилитр. В сыворотке за счет дегрануляции тромбоцитов содержание BDNF увеличивается в тысячу раз (Гомазков О.А., 2006, 2011).

За последние несколько лет многими исследователями было показано, что уровень экспрессии гена BDNF может меняться как в норме, так и при патологии. В экспериментах in vivo установлено, что экспрессия мРНК BDNF повышалась в результате осмотической стимуляции в гипоталамусе (Castren E. et al., 1995, Dias B.G. et al., 2003), стимуляции вибрисс в соматосенсорной области коры головного мозга (Rocamora N. Et al., 1996). В ряде работ говорится о том, что электрическая стимуляция, вызывающая долговременную потенциацию (англ. - long-term potentiation, LTP) в гиппокампе, повышает уровень экспрессии не только BDNF, но и фактора роста нервов (англ. – Nerve growth factor, NGF) (Patterson S.L. et al., 1992, Castren E. et al., 1992, Bramham C.R. et al., 1996). Существуют данные, которые свидетельствуют об увеличении экспрессии BDNF в гиппокампе при физических нагрузках (Neeper S.A. et al., 1995). В недавних экспериментах in vivo было показано, что при хроническом (долговременном) и остром (кратковременном) стрессе экспрессия мРНК BDNF и мРНК тирозинкиназного рецептора В (англ. - TrkB) подвержена изменениям. При моделировании состояния острого стресса в разных возрастных группах у крыс происходило значительное повышение уровня экспрессии мРНК и самого белка BDNF, наиболее выраженное у молодых животных. В условиях хронического стресса независимо от возраста уровни мРНК и белка BNDF снижались, но повышался уровень мРНК TrkB (Shi S.S. et al., 2010). В свою очередь при нейродегенеративных заболеваниях экспрессия BDNF снижалась (Murer M.G. et al., 2001). Доказано, что у пациентов с болезнью Альцгеймера наблюдалось снижение уровня экспрессии мРНК BDNF в гиппокампе (Phillips H.S. et al., 1991, Ferrer I. et al., 1999), при болезни Паркинсона снижался уровень белка BDNF в черной субстанции (Howells D.W. et al., 2000). Повышение уровня транскрипции BDNF в норме также зависит от белка хантингтина, функции которого в организме до настоящего момента четко не установлены. Однако в ходе развития болезни Хантингтона хантингтин подвергается мутации, в результате которой уровень хантингтин-зависимой транскрипции BDNF снижается. Впоследствии происходит потеря трофической поддержки поврежденным нейронам, состояние которых ухудшается в ходе развития заболевания (Zuccato C. et al., 2001).
1.2 Рецепторы нейротрофического фактора головного мозга
На сегодняшний день известно, что BDNF связывается с двумя типами мембранных рецепторов: низкоафинным рецептором к NGF или p75, и высокоафинным тирозинкиназным рецептором В – TrkB (Patapoutian A., Reichardt L.F., 2001).

Установлено, что взаимодействие с рецептором р75 (75 кДа) характерно не только для BDNF, но и для всех представителей семейства нейротрофинов. По своей структуре р75 относится к суперсемейству рецепторов фактора некроза опухоли (англ. - tumor necrosis factor receptor, TNFR) и состоит из гликозилированного внеклеточного домена, обеспечивающего связь с лигандом, трансмембранного региона и короткого цитоплазматического хвоста. При связывании нейротрофина с низкоафинным рецептором р75 запускаются внутриклеточные сигнальные механизмы, активирующие транскрипционный ядерный фактор каппа-В (англ. - nuclear factor-κB = NF-κB), стресс-активируемые протеинкиназы (Jun-киназы) и реакцию сфингомиелинового гидролиза. В свою очередь NF-kB участвует в регуляции экспрессии генов клеточного цикла, иммунного ответа, программируемой клеточной гибели (апоптоза), а реакции сфингомиелинового гидролиза и Jun-киназы активируют транскрипцию генов раннего ответа с-fos и с-jun, задействованные в инициации апоптоза (Casaccia-Bonnefil P. et al., 1996, Frade J.M. et al., 1996, Roux P.P. et al., 1999, Esposito D. et al., 2001, Lee F.S. et al., 2001, Lee R. et al., 2001, Zaccaro M.C. et al., 2001, Dechant G., Barde Y.A., 2002) (рис. 1).
Доказано, что рецептор TrkB (145 кДа) помимо взаимодействия с BDNF способен связываться с меньшей степенью афинности с NT-4/5. Другие представители семейства нейротрофинов, такие как NGF и NT-3, способны активировать тирозинкиназные рецепторы А (TrkA) и С (TrkC), соответственно (Barbacid M., 1994). Установлено, что TrkB может экспрессироваться в нескольких вариантах. Первый – TrkB-FL (TrkB full-length), представлен наиболее полной последовательностью, содержащей в своей структуре внутриклеточный тирозинкиназный домен. Второй вариант экспрессии характеризуется двумя укороченными формами рецептора TrkB, не обладающими тирозинкиназной активностью - TrkB-T1 (TrkB truncated-1) и TrkB-T2 (TrkB truncated-2). 
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Рисунок 1. Схема сигнальных путей, активируемых BDNF через рецептор p75 (Сахарнова Т.А. и др., 2012); с-fos, с-jun – гены раннего ответа; Jun-киназы – стресс-активируемые протеинкиназы; NF-kB - транскрипционный ядерный фактор каппа-В; p75 – низкоафинный рецептор к NGF

В ряде исследований было показано, что TrkB-T1 и TrkB-T2 принимают участие в передаче сигнала, росте и развитии нервных клеток (Eide F.F. et al., 1996, Fryer R.H. et al., 1997, Yacoubian T.A., Lo D.C., 2000, Luikart B.W. et al., 2003), понижают экспрессию и функционирование TrkB (Eide F.F. et al., 1996, Haapasalo A. et al., 2001, Haapasalo A. et al., 2002) и способны повышать высвобождение кислых метаболитов (Rose C.R. et al., 2004). Также известно, что в результате травмы мозга экспрессия укороченных форм TrkB на астроцитах увеличивается (Frisen J. et al., 1993). Повышенная экспрессия TrkB-T1 и TrkB-T2 приводит к накоплению BDNF в астроцитах, тем самым в течение длительного времени регулируется концентрация белка (Biffo S. et al., 1995, Roback J.D. et al., 1995, Alderson R.F. et al., 2000). Следует отметить, что в глиальных клетках через укороченные формы рецептора осуществляется быстрая активация фосфолипазы С (англ. - PLC) и инозитол-3-фосфат(IP3)-зависимого выброса Са2+ из внутриклеточных хранилищ (Climent E. et al., 2000, Rose C.R. et al., 2004). 

Многие исследователи утверждают, что основные функции, выполняемые BDNF, осуществляются при связывании белка с рецептором TrkB-FL. В результате взаимодействия BDNF с TrkB-FL происходит активация трех внутриклеточных сигнальных каскадов через: PLC-сигнальный механизм, малый ГТФ-связывающий белок Ras/митоген-активированную протеинкиназу (Ras/MAРK), фосфоинозитол-3-киназу/Akt киназу (или protein kinase B, РКВ) (PI3/Akt) (Patapoutian A., 2001). Взаимодействие BDNF/TrkB-FL активирует фосфорилирование нескольких остатков тирозина в цитоплазматическом домене рецептора (Barbacid M., 1994). Последующее автофосфорилирование TrkB-FL запускает PLCγ-сигнальный путь. В результате активации фосфолипазы Сγ образуются вторичные переносчики - диацилглицерол (англ. - DAG) и инозитолтрифосфат (англ. - IP3). IP3 стимулирует высвобождение из внутриклеточных депо Са2+, который в свою очередь активирует кальций/кальмодулин зависимую протеинкиназу 2 (англ. - CаMK2). CаMK2 завершает процесс фосфорилирования цАМФ-зависимого транскрипционного фактора (CREB) (Rose C.R. et al., 2004). Доказано, что CREB регулирует транкрипцию гена BDNF и многих других нейропептидов, участвует в формировании долговременной потенциации, нейрональной пластичности (Grande I. et al., 2010).
Также при фосфорилировании TrkB-FL запускается PI-3/Akt сигнальный механизм, в ходе которого Akt-киназа транслоцируется в ядро клетки, где подвергает фосфорилированию центральные транскрипционные факторы, регулирующие экспрессию генов, которые отвечают за выживаемость клеток. 

В результате активации Ras/МАРК сигнального пути происходит фосфорилирование цАМФ-зависимого транскрипционного фактора (рис. 2).
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Рисунок 2. Схема сигнальных путей, активируемых BDNF через TrkB-FL рецептор (Сахарнова Т.А. с соавт., 2012). Akt - протеинкиназа В; AMPAR – АМПА-рецептор; BDNF – нейротрофический фактор головного мозга; Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) - проапоптотический ген; Bcl-XL (B-cell lymphoma-extra large) -«ген выживаемоти»; CaMK2 - кальций/кальмодулин зависимая протеинкиназа 2; CREB - цАМФ-зависимый транскрипционный фактор; DAG – диацилглицерол; FTF (Forkhead transcription factors) - транскрипционные факторы, влияющие на экспрессию «генов смерти»; GABAa – ГАМКа-рецептор; ICER - индуцибельный ранний репрессор цАМФ; IP3 – инозитолтрифосфат; LTP (long-term potentiation) - долговременная потенциация; MAPK - митоген-активирующаяся протеинкиназа; MАР2K - митоген-активирующаяся протеинкиназа киназа; NF-kB - транскрипционный ядерный фактор каппа-В; Nav1.9 – Na-специфический ионный канал; NMDAR – НМДА-рецептор; PI3K – фосфоинозитол-3-киназа; PKC – протеинкиназа С; PLC – фосфолипаза С; Raf-1 – серин-треонинкиназа; Ras - малый ГТФ-связывающий белок Ras; SRF - serum response factor; TrkB – тирозинкиназный рецептор В; VGCC (Voltage-gated calcium channel) - потенциал зависимый кальциевый канал
Показано, что Ras/MAРK сигнальный механизм участвует в поддержании выживания нейронов и росте аксонов (Segal R.A., 2003, Rose C.R. et al., 2004, Martin J.L., Finsterwald C., 2011), а при совместном действии с PI-3 сигнальным механизмом изменяет актиновую и микротубулиновую динамику, снижает активность ветвления дендритов (Grande I. et al., 2010).

Таким образом, более медленный эффект BDNF зависит от активации трех сигнальных путей, начинающихся с фосфолипазы C, PI3 киназы/Act и Ras/MAP киназы. В результате запускаются механизмы, приводящие к росту аксонов и дендритов, повышению выживаемости клеток, пластичности нейронов, транскрипции самого фактора BDNF. В тоже время, BDNF-зависимая активация CREB может привести к потенцированию эпилептогенеза (Scharfman H.E. 1997, Scharfman H.E. et al., 1999, Croll S.D. et al., 1999, Scharfman H.E. et al. 2002, Zhu X. et al., 2012). Наиболее быстрый ответ вызван активацией потенциалзависимых каналов Nav1.9, а также модуляцией работы ГАМКа рецепторов, что деполяризует мембрану и, как следствие, открывает потенциалзависимые кальциевые каналы (VGCCs), активирует NMDA рецепторы, опосредуя вход кальция в клетку и запуск процессов синаптической пластичности, в частности, формирование долговременной потенциации (LTP) (Rose C.R. et al., 2004).
1.3 Влияние BDNF на синаптическую передачу сигнала в нейронной сети

В соответствии с локализацией TrkB-рецептора в аксональных терминалях и дендритных шипиках, BDNF влияет на пресинаптическую и постсинаптическую передачу сигнала в коре головного мозга и гиппокампе (Lu B., 2003). Установлено, что BDNF участвует в процессах формирования синаптической пластичности, влияя на некоторые формы долговременной потенциации (long-term potentiation, LTP) (Figurov A. et al., 1996, Patterson S.L. et al., 1996) и долговременной депрессии (long-term depression, LTD) (Huber K.M. et al., 1998), лежащие в основе процессов обучения и памяти (Yamada K., Nabeshima T., 2003, Bekinschtein P. et al., 2008, Chunha C. et al., 2010, Edelman E.et al., 2014 ). Накопленные знания позволяют утверждать, что центральную роль в процессах обучения и памяти, процессах консолидации (перехода кратковременной памяти в долговременную) играет отдел лимбической системы головного мозга - гиппокамп. Показано, что во время непосредственного обучения в гиппокампе происходит быстрое и селективное повышение уровня экспрессии BDNF (Hall J. et al., 2000). Интересно отметить, что у обезьян в процессе формирования инструментального рефлекса наблюдается повышенный уровень BDNF в области париетальной коры (Ishibashi H. et al., 2002). В исследованиях in vivo установлено, что у мышей с повышенной экспрессией укороченных форм рецептора TrkB, с нокаутом гена BDNF ослабляется пространственное обучение. Такой же эффект наблюдался в экспериментах с применением антител, блокирующих функции BDNF (Saarelainen T. et al., 2000а, Saarelainen T. et al., 2000б, Alonso M. et al., 2002). Отмечено, что у людей единичный нуклеотидный полиморфизм гена BNDF Val66Met, при котором происходит замена в 66-ом кодоне аминокислоты валина на метионин, так же влияет на процессы памяти. Показано, что у людей с преобладанием аллели метионина страдает кратковременная память (Egan M.F. et al., 2003).

Недавние исследования показали, что сигнальная система BDNF/TrkB влияет как на потенциал зависимые натриевые и калиевые каналы, так и на глутаматные и рецепторы к GABA (γ-аминомасляная кислота) (Madara J.C., Levine E.S., 2008). Выявлено, что BDNF вызывает быстрое (в течение 10 мс) открытие специфических Na+-ионных каналов (Nav1.9) (рис. 2). Данный эффект блокируется ингибитором тирозинкиназного рецептора TrkВ - k252а, что говорит об участии TrkB-FL рецепторов в данном процессе. Вероятно, быстродействие эффекта обусловлено связыванием BDNF/TrkBFL с Nav1.9 каналами прямо или косвенно, при помощи адаптерной молекулы, не используя дополнительные сигнальные пути. Повышение тока натрия в клетку вызывает деполяризацию мембраны и открытие потенциал зависимых кальциевых каналов (англ. - voltage-gated calcium channels, VGCCs). Стремительный кальциевый сигнал приводит к активации кальций/кальмодулин киназных путей передачи, активируя CREB (Rose C.R. et al., 2004).

Установлено, что BDNF повышает активность фосфорилирования NR1- и NR2B-субъединиц NMDA-рецепторов (N-метил-D-аспартат, NMDA) в гиппокампе и нейронах коры (Sheng M. et al., 1994, Lin S.Y. et al., 1998) и увеличивает количество открытых NMDA-рецепторами каналов (рис. 2). Интересно отметить, что фосфорилирование NR2B-субъединицы при участии BNDF связано с LTP в CA1 области гиппокампа. Показано, что в культуре коры головного мозга BDNF повышает трансляцию мРНК субъединицы NR1 (Schratt G.M. et al., 2004), а в гиппокампе регулирует количество NMDA-рецепторов. Предполагается, что регуляция BDNF глутаматергической активности связана с доставкой NMDA-рецепторов в плазматическую мембрану клетки (Nong Y. et al., 2004). Есть данные о том, что в культурах гиппокампа в ответ на повышение внутриклеточного кальция BNDF активирует транскрипцию NR1, NR2A, NR2B-субъединиц NMDA-рецепторов и способствует доставке к плазматической мембране те рецепторы, которые содержат в своем составе NR2B-субъединицу (Caldeira M.V. et al., 2007, Georgiev D.D. et al., 2008). Таким образом, предполагается возможность участия BDNF в синаптической пластичности за счет влияния на сборку NMDA-рецепторов на постсинаптической мембране клетки.

Спорным вопросом остается действие BDNF на ионотропные трансмембранные рецепторы глутамата, активация которых опосредует быструю синаптическую передачу в ЦНС - AMPA-рецепторы (рецептор α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изоксазолпропионовой кислоты, AMPA). В ряде работ с культурами нейронов гиппокампа было показано, что применение BDNF приводит к подавлению пропускной способности AMPA -рецепторов, зависящей от тирозин-киназной активности, что связано с активацией BDNF/TrkB-FL сигнальных механизмов (Song D.K. et al., 1998, Balkowiec A., 2000) (рис. 2). С другой стороны, существуют данные о повышении уровня поверхностной экспрессии AMPA-рецепторов, опосредованной действием BDNF (Narisawa-Saito M. et al., 2002). Таким образом, влияние BNDF на AMPA-рецепторы остается до конца неизученным и предполагает дальнейшие исследования в данном направлении.

Известно, что влияние BDNF на GABAегическую передачу меняется в период постнатального развития, что может быть связано с изменениями во внутриклеточных сигнальных путях TrkB-рецепторов (Mizoguchi Y. et al., 2003). Установлено, что в период до 6 дня постнатального развития ГАМК служит возбуждающим сигналом для нейронов через GABAa-рецепторы, являющиеся представителями семейства GABA-зависимых CL-/HCO3- ионных каналов (Farrant M., Kaila K., 2007). Возбуждающая активность GABAа-рецепторов в раннем постнатальном периоде  регулирует нейрональную пролиферацию, миграцию, дифференцировку и формирование нейронной сети (Behar T.N. et al., 1996, Belhage B. et al., 1998, Davies P. et al., 1998, Haydar T.F. et al., 2000, Hensch T.K., Stryker M.P., 2004). Показано, что при деполяризации, вызываемой ГАМК, активируются потенциал-зависимые Са2+ каналы, снимается магниевая блокада на NMDA-рецепторах, что приводит к генерации постсинаптического потенциала (Leinekugel X. et al., 1995, Khazipov R. et al., 1997, Ganguly K. et al., 2001, Hensch T.K., Stryker M.P., 2004). Недавние исследования показали, что существует положительная обратная связь между возбуждающим GABAа-сигнальным путем и системой BDNF/TrkB-FL. Вход Са2+ в клетку стимулирует высвобождение BDNF и его связывание с TrkB-рецептором, запускающее PI-3 и РКС (протеинкиназа-С) сигнальные пути, в результате которых уровень экспрессии GABAа-рецепторов заметно повышается. При запуске сигнальных каскадов BDNF снижает эндоцитоз GABAа-рецепторов, тем самым повышается их количество на поверхности клетки, что приводит к увеличению чувствительности развивающихся нейронов к GABA (Tanaka T. et al., 1997). После 14 дня постнатального развития GABAa-рецепторы связаны с процессами синаптического торможения. Активируя те же пути, BDNF понижает эффективность тормозящей передачи в GABAергических синапсах посредством регуляции фосфорилирования (Tanaka T. et al., 1997, Brunig I. et al., 2001, Cheng Q., Yeh H.H., 2003, Porcher C. et al., 2011) (рис. 2).

Таким образом, во многих исследованиях было показано, что BDNF влияет на пресинаптическую и постсинаптическую передачу сигнала в клетке, принимает участие в формировании синаптической пластичности и является важным звеном для процессов обучения и памяти. В результате связывания с рецептором TrkB происходит активация потенциал зависимых натриевых и калиевых каналов, повышается количество открытых NMDA-рецепторами каналов и уровень экспресии GABAа-рецепторов через PI-3 и РКС сигнальные пути. Однако роль и механизмы действия BDNF на уровне организации нейронных сетей в процессе их развития, участие в образовании синаптических контактов и влияние данного нейротрофического фактора на спонтанную биоэлектрическую активность практически не изучены и требуют дальнейших исследований. 

1.4 Нейропротекторные свойства BDNF
Как показано во многих работах, нейропротекторные свойства BDNF проявляются на различных уровнях организации клетки. Широко распространенным способом моделирования цитотоксического действия возбуждающих аминокислот является воспроизведение in vivo и in vitro эпилептиформного эффекта каиновой кислотой, которая вызывает усиленную активацию возбуждающих путей, часто сопровождающуюся деструкцией нейронов (Bidaut-Russell M. et al., 1990). В результате ряда исследований была установлена связь между BDNF и эндоканнабиноидной системой (ЭКС) и их совместное участие в оказании нейропротекторного эффекта против каиновой кислоты (КК). Показано, что фармакологическая блокада эндоканнабиноидного рецептора 1 типа (КР1) антагонистом SR141716A в эксплантатах, полученных от нормальных мышей, усиливала нейродеструктивное действие КК (Khaspekov L.G. et al., 2004). Кроме того, под действием каиновой кислоты повышалась экспрессия BDNF, устранявшаяся SR141716A. С другой стороны, добавление экзогенного BDNF ослабляло цитотоксический эффект каиновой кислоты, обусловленный блокадой каннабиноидного рецептора 1-го типа. Эти данные свидетельствуют о том, что эндоканнабиноидная система способна активировать синтез BDNF, который оказывает защитное действие при цитотоксическом действии возбуждающих аминокислот (Aguado T. et al., 2007). 

В нейронах гиппокампа в результате активации Ras/MAPK, PLC и PI-3-сигнальных путей установлен положительный эффект BDNF, направленный против глутаматной токсичности (Hashimoto R. et al., 2002, Wu X. et al., 2004, Almeida R.D., 2005) (рис. 2). Многие исследователи предполагают, что особую роль в процессах клеточной выживаемости играет PI-3/Akt сигнальный механизм. В результате активации Akt-киназы происходит подавление ряда транскрипционных факторов (Forkhead transcription factors) и снижается их способность экспрессировать «гены смерти». Кроме того, Akt-киназа, активируя CREB и ядерный фактор – NF-κB, способствует повышению экспрессии «генов выживаемости», таких как Bcl-2 (англ. - B-cell lymphoma 2), Bcl-XL (англ. - B-cell lymphoma-extra large) (Schabitz W.R. et al., 2000, Downward J., 2004, Shishkina G.T. et al., 2010). Установлено, что в результате запуска Ras/MAPK и PI-3 сигнальных механизмов стимулировался синтез сывороточного фактора SRF (англ. - serum response factor), который принимает участие в реакциях, поддерживающих выживаемость нейронов (Chang S.H. et al., 2004). В недавнем исследовании на гиппокампальных прогениторных клетках линии H19-7 был изучен защитный эффект BDNF и NGF против апоптотической гибели клеток, вызванной стауроспорином. В результате связывания с рецептором TrkВ-FL, его последующим фосфорилированием и запуском PI-3/Akt сигнального механизма BDNF и NGF контролируют активацию каспазы-3, которая принимает непосредственное участие в каскаде реакций, приводящие к апоптозу клетки (Nguyen T.L. et al., 2010). В одной из работ in vivo было показано, что интраназальное введение BDNF перед окклюзией средней мозговой артерии защищает клетки головного мозга от ишемического повреждения путем регуляции уровня цитокинов, транскрипционных факторов и активации локального воспаления (Jiang Y. et al., 2010). Обнаружено, что во время ишемии при введении экзогенного BDNF снижается уровень экспрессии одного из провоспалительных цитокинов – фактора некроза опухоли α (tumor necrosis factor, TNFα), играющий важную роль в развитии повреждений (Maddahi A., Edvinsson L., 2010). При этом BDNF-зависимый уровень экспрессии NF-κB увеличивался (Jiang Y. et al., 2010). Также BDNF способен активировать транскрипцию и локально повышать концентрацию противовоспалительного цитокина интерлейкина 10 (IL10) (Jiang Y. et al., 2011).

Совсем недавно было обнаружено, что существует положительная обратная связь между уровнем BDNF и функцией микроглии (Ferrini F., De Koninck Y., 2013). Во время ишемии мозга BDNF активирует микроглию, которая защищает нейроны от последствий развития глутаматной эксайтотоксичности. В свою очередь, активированная микроглия может выделять в межклеточное пространство новые порции BDNF, активирующие другие клетки микроглии (Elkabes S. et al., 1996, Zhang J. et al., 2003, Jiang Y. et al., 2010). Недавние исследования Mizoguchi и соавторов (2009) показали, что превентивное введение BDNF в мозг животных при моделировании ишемии in vivo путем окклюзии сонной артерии повышало количество фагоцитирующей глии, которая, в свою очередь, способна поглощать поврежденные клетки, усугубляющие данный патологический процесс (Mizoguchi Y. et al., 2009). Посредством активации фагоцитирующей функции микроглии BDNF способен уменьшать последствия локальной ишемии. 

Таким образом, на моделях in vivo и in vitro было показано, что BDNF может выступать в качестве нейропротектора в результате активации Ras/MAPK, PLC и PI-3-сигнальных путей, при этом в качестве основного механизма действия BDNF в процессах выживаемости клеток ученые выделяют PI-3/Akt сигнальный путь. Однако данные об участии BDNF в защитных и патологических реакциях достаточно противоречивы, что обуславливает необходимость дальнейшего изучения механизмов действия данного нейротрофического фактора. В настоящее время особое внимание уделяется экспериментальным исследованиям по изучению эффектов и механизмов действия BDNF при гипоксическом повреждении.

1.5 Моделирование гипоксии in vitro и in vivo и роль нейротрофического фактора головного мозга в коррекции ишемических состояний мозга

Понимание того, что дефицит кислорода в окружающей среде оказывает огромное влияние на жизнедеятельность организма и требует специального изучения, пришло лишь в конце XIX века. Толчком для развития направления явилась гибель первых аэронавтов, поднявшихся на воздушных шарах в разреженные слои атмосферы, после чего проблемой гипоксии стали заниматься во всем мире. В 1961г. Чарным А.М. было сформулировано наиболее полное определение гипоксии, используемое до настоящего времени: «Гипоксия - патологическое состояние, наступающее в организме при неадекватном снабжении тканей и органов кислородом или при нарушении утилизации в них кислорода» (Лукьянова Л.Д., 2004). Кислородная недостаточность служит основой разнообразных патологических процессов, часто наблюдается в клинике и является одной из центральных проблем медицины. В настоящее время накоплен значительный фактический материал о механизмах действия гипоксии, что позволило установить последовательность развития нарушений, создать различные классификации гипоксических состояний и выработать ее прогностические критерии (Колчинская А.З., 1997, Чеснокова Н.П. с соавт., 2006). Однако базовым, молекулярным механизмом любой формы гипоксии, приводящим к подавлению аэробного синтеза энергии, энергозависимых функций и, в связи с этим, характерным для нее функционально-метаболическим нарушениям, является дисфункция митохондриального аппарата, выражающаяся в фазных изменениях активности митохондриальных ферментативных комплексов (Лукьянова Л.Д., 2004, Лукьянова Л.Д. с соавт., 2007).
В зависимости от причин и механизма развития различают следующие основные типы гипоксий:

1. Экзогенная гипоксия - возникает при воздействии на систему обеспечения кислородом внешних факторов, таких как изменения содержания кислорода во вдыхаемом воздухе, изменения общего барометрического давления. Экзогенные гипоксии в свою очередь подразделяются на:

а) гипоксический тип (гипо- и нормобарический);

б) гипероксический тип (гипер- и нормобарический);

2) Респираторная (дыхательная) гипоксия;

3) Циркуляторная (сердечно-сосудистая) гипоксия – к ней относится ишемия; 

4) Гемическая гипоксия - возникает при анемии и вследствие инактивации гемоглобина;

5) Цитологическая гипоксия – возникает при нарушении способности тканей поглощать кислород или при разобщении окисления и фосфорилирования (гипоксия разобщения);

6) Субстратная (развивается на фоне дефицита энергетических субстратов);

7) Перегрузочная («гипоксия нагрузки») - при увеличении нагрузки на систему обеспечения кислородом; 

8) Смешанная. 

Помимо данной классификации по продолжительности действия выделяют: а) молниеносную гипоксию, продолжительностью действия несколько десятков секунд; б) острую – продолжительностью несколько минут; в) подострую – часы, десятки часов; г) хроническую, длящуюся неделями, месяцами, годами. По степени тяжести также выделяют: а) легкую; б) умеренную; в) тяжелую; г) критическую (смертельную) гипоксии. Нередко одновременно встречается несколько типов гипоксии, что сопровождается наиболее глубокими нарушениями метаболизма (например, сочетание гипоксической гипоксии с относительной ишемией). Независимо от этиологии гипоксических состояний в развитии и исходе основного патологического процесса решающая роль принадлежит степени насыщения тканей кислородом и его участию в метаболических процессах (Лукьянова Л.Д., 2004, Чеснокова Н.П. с соавт., 2006, Новиков В.В., Павленко А.Ю., 2009).

Приспособительные и компенсаторные реакции организма в ответ на кислородную недостаточность связаны с включением реакций, направленных на сохранение гомеостаза. Они условно разделяются на реакции, осуществляемые на уровне целого организма или его отдельных систем, и реакции на клеточном уровне. Однако, в силу определенных пределов функциональных резервов, организменные и системные компенсаторные реакции могут сменяться стадией истощения и декомпенсации, приводящей к выраженным функциональным нарушениям. Работами Araki R. и соавторов (Araki R., Nashito I., 1989) и Fukuda H. и соавторов (Fukuda H. et al., 1989) показано, что при снижении содержания кислорода в тканях выраженные метаболические изменения наступают до уменьшения потребления кислорода клетками. Рассматривая реакции клеток на гипоксию, Шахламов В.А. и Сороковой В.И. (Шахламов В.А., Сороковой В.И., 1983) выделили компенсаторную стадию полной обратимости метаболических изменений, которая в последующем сменяется стадиями частично обратимых и необратимых изменений.

В начале 90-х годов 20 века был обнаружен феномен «ишемической толерантности мозга». Суть этого феномена заключается в том, что после предъявления кратковременных не повреждающих ишемических воздействий существенно возрастает структурная резистентность нейронов уязвимых отделов мозга (в частности области СА1 гиппокампа) к последующей отсроченной тяжелой ишемии, приводящей к их гибели (Шляхто Е.В. с соавт., 2012а,б). Такие кратковременные (умеренные) воздействия, обусловливающие развитие толерантности мозга, получили название ишемического/гипоксического прекондиционирования, которое рассматривается в качестве одной из форм приспособления клеток мозга к гипоксии (Самойлов М.О., 2004). В последние годы эффекты прекондиционирования интенсивно исследуются, однако молекулярные механизмы протективного действия данного эффекта остаются до конца не изучены и являются актуальным предметом для исследований (Лукьянова Л.Д. с соавт., 2008, Lukyanova L.D. et al., 2008).

Нарушения кровообращения, сопровождающиеся гипоксией (циркуляторная гипоксия), особенно опасны для головного мозга. Частота ишемических нарушений мозгового кровообращения составляет около 70 % сосудистых заболеваний мозга, при этом в половине случаев основным патогенетическим фактором является окклюзионное поражение экстракраниальных артерий. Стенозирующие поражения сосудов, кровоснабжающих головной мозг, становятся одной из причин возникновения мозговых инсультов ишемического типа (Дривотинов Б.В. с соавт. 1997; Гусев Е.И. с соавт., 2007). 

Изучение механизмов действия повреждающих факторов ишемии является важной проблемой современной неврологии и нейробиологии в целом. Вследствие ишемии возникает временная дисфункция или стойкое повреждение тканей мозга, наблюдается глубокая инвалидизация больных. В связи с этим ведётся поиск способов защиты мозга от последствий этого патологического состояния (Chen A. et al., 2013). В настоящее время многие учёные исследуют влияние ишемии на клетки, рассматривая при этом в совокупности и субстратное, и кислородное голодание (Kraig R.P. et al., 1986, Larsen E.C. et al, 2007). Использование адекватных и легко воспроизводимых моделей ишемических расстройств важно для поиска путей их фармакологической коррекции.

В большинстве экспериментальных моделей ишемии in vivo используют окклюзию сосудов. Принципиально все модели можно разделить на две группы: глобальной и фокальной ишемии (Smith M.L. et al., 1984). Однако учитывая, что в клинике нередко встречаются формы патологии, основой которых являются острые нарушения мозгового кровообращения на фоне кислородной недостаточности, в исследованиях часто используется модель острой гипобарической гипоксии, сочетающейся с ишемией головного мозга. Эта модель является промежуточной между моделями фокальной и глобальной ишемии. Впервые она предложена С. Левиным в 1960-х гг. (Levine S., 1960). Неполную ишемию мозга моделировали окклюзией общих сонных артерий под кратковременным эфирным наркозом, после чего животных «поднимали» в барокамере (скорость 50м/с, высота 8000 м) с экспозицией на высоте 90 минут. Такое сочетание гипоксии с ишемией мозга позволяет оценить защитный эффект препаратов в особенно жестких условиях (Султанов В.С. с соавт., 2010).

Наиболее подходящим условием для изучения молекулярных процессов, механизмов, действующих на клеточном уровне, служит моделирование нормобарической гипоксии in vitro. Как правило, для осуществления методики используются специальные инкубаторы, в которых можно вытеснять кислород при помощи вакуумного насоса. 

В настоящее время в современной нейробиологии и медицине стоит актуальный вопрос о поиске веществ, способных защитить клетки головного мозга от повреждающего действия гипоксии. Среди химических веществ, способных контролировать уровень метаболизма клетки в условиях сниженного содержания кислорода, учёные выделяют белки семейства нейротрофинов (Dirnagl U. et al., 2009, Ferenz K.B. et al., 2012, Wang Y. et al., 2013). Особому вниманию в данном вопросе уделяется нейротрофическому фактору головного мозга BDNF (Chen A. et al., 2013).

С момента открытия способности BDNF повышать выживаемость нейронов был поставлен вопрос о его возможном использовании в лечении заболеваний центральной и периферической нервных систем. В экспериментах по моделированию гипоксии-ишемии in vivo и in vitro было показано, что BDNF способствует защите нейронов от повреждений, вызванных гипогликемией, ишемией, гипоксией и нейротоксичностью вследствие хронической этанольной интоксикации (Walton M. et al., 1999, Han B.N., Holtzman D.M., 2000, Miyata K. et al., 2001, Barnabe-Heider F., Miller F.D., 2003, Chen A. et al., 2013). В результате связывания BDNF c TrkB-рецептором возможна активация трех сигнальных каскадов: PLC-сигнального механизма, фосфоинозитол-3-киназного пути (PI-3), митогенактивированного протеинкиназного пути (MAPK) (Hetman M. et al., 1999, Han B.N., Holtzman D.M., 2000, Barnabe-Heider F., Miller F.D., 2003, Mao M. et al., 2005). Однако вопрос о конкретном сигнальном механизме, который запускается против гипоксического повреждения, остается до конца не изученным и является причиной жарких споров в научном мире. В ряде публикаций показано, что поддержание выживаемости нейронов посредством BDNF осуществляется через активацию внеклеточной сигнал-регулирующей киназы (англ. - ERK) или MAPK пути (Han B.N., Holtzman D.M., 2000, Hetman M., Gozdz A., 2004), в то время как другие исследователи представляют доказательства того, что в данном процессе участвует PI-3-киназный сигнальный механизм (Hetman M. et al., 1999, Satoh T. et al., 2000, Mograbi B. et al., 2001, Namura S. et al., 2001, Nakazawa T. et al., 2002, Veit C. et al., 2004). Также, существуют данные о том, что p38 МАРК (один из сигнальных путей активации митогенактивированных протеинкиназ) играет роль в нейропротекции (Irving E.A., Bamford M., 2002, Park J.Y. et al., 2004). Таким образом, защита нейронов, опосредованная BDNF осуществляется через различные пути в зависимости от таких факторов, как типы клеток, условия окружающей среды и стимуляция клеток.

цАМФ-зависимый транскрипционный фактор (CREB) является одним из известных молекул-мишеней МАРК и PI-3-киназы. Это важный компонент данных сигнальных путей, ведущий к изменениям в экспрессии генов. Предполагается, что CREB способствует BDNF-опосредованному выживанию нейронов в центральной нервной системе, активируя антиапоптотическую экспрессию генов (Jain V. et al., 2013). Фосфорилирование участка CREB Ser133 нейротрофинами необходимо для активации CREB-активированных транскрипционных факторов (Bonni A. et al., 1999, Inglefield J.R. et al., 2002, Choi J.S. et al., 2003; Arthur J.S.C. et al., 2004).

В недавнем исследовании in vitro нейронов коры головного мозга в условиях циркуляторной гипоксии (гипоксии/ишемии) было показано, что энкзогенное применение BDNF способствует повышению количества выживших кортикальных нейронов после повреждающего воздействия через активацию и MAPK и PI3-киназного сигнальных путей, в то время как p38 MAP механизм в данных процессах не участвует. Также было установлено, что культуры нейронов коры головного мозга способны к активации CREB вне зависимости от добавления нейротрофического фактора в среду культивирования. Однако при аппликации BDNF эффект активации фосфорилирования СREB пролонгируется до 6 часов. В большей части данный процесс связан с внеклеточной сигнал-регулирующей киназой ERK (Sun X. et al., 2008).

В 2012 году в экспериментах in vitro было исследовано действие BDNF на метаболизм кислорода в митохондриях мозга мышей (Markham A. et al., 2012). В случае инкубации с синаптосомами, содержащими пути сигнальной трансдукции, эффект BDNF выражался в концентрационно-зависимом повышении респираторного контрольного индекса (англ. -  Respiratory control index, RCI, показатель эффективности дыхательной цепи, синтеза АТФ и целостности органелл). При этом в экспериментах на выделенных митохондриях BDNF не демонстрировал подобного эффекта и усиливал окисление только в случае использования субстратов ферментативного комплекса I. Добавление в эксперимент ингибиторов BDNF, позволило сделать вывод, что митохондриальный эффект BDNF контролируется MAPK сигнальным путем, а ингибитор митохондриального ферментативного комплекса I, ротенон (компонент, вовлеченный в этиологию заболевания Паркинсона), способен in vitro и in vivo ингибировать как митохондриальный, так нейропротективный эффект BDNF. Способность нейротрофина BDNF положительно влиять на метаболические процессы мозга и эффективность утилизации кислорода через MAPK сигнальный механизм с последующей активацией проапоптотического гена Bcl-2 демонстрируют исключительную его важность как компонента нейропротекторного действия (Markham et al., 2004, Wiedemann et al., 2006, Chen A. et al., 2013).

Таким образом, на сегодняшний день существует множество экспериментальных моделей in vivo и in vitro, раскрывающие основные типы и механизмы развития гипоксии, а также пути адаптации клеток и организма в целом к повреждающему действию гипоксии. Интересен тот факт, что в результате связывания с рецептором TrkB и последующей активацией MAPK и PI3-киназного сигнальных путей, нейротрофический фактор BDNF способен повышать выживаемость нейронов в условиях моделирования ишемического состояния. Однако механизмы действия BDNF в условиях гипобарической и нормобарической гипоксии in vivo и in vitro малоизученны. Особый интерес представляет изучение сетевой активности нейронов при действии гипоксии. 
1.6 Нейросетевой подход в изучении активности мозга 
Нейронная сеть мозга рассматривается многими исследователями, как  структурно-функциональная единица, отвечающая за процессы обработки, хранения и воспроизведения информации. Одним из маркеров функционирования нейронной сети является ее спонтанная биоэлектрическая активность, имеющая свои закономерности развития в онтогенезе и при воздействии факторов среды (Gross G.W., Kovalski J.M., 1999, Ham M.I. et al., 2008).
В настоящее время наиболее оптимальной методикой изучения нейрональной активности на сетевом уровне является мультиэлектродная система регистрации внеклеточных потенциалов действия (multielectrode arrays). Применение мультиэлектродной регистрации потенциалов в нейронных сетях имеет почти 30-летнюю историю. В 1972 году Thomas с соавторами опубликовали первую статью об использовании мультиэлектродной матрицы, содержащей 15 электродов, расположенных на расстоянии 100 мкм друг от друга, каждый их которых имел площадь 7 мкм2, для регистрации электрической активности нейронов в культуре клеток заднего рога спинного мозга крысы (Thomas C.A. et al., 1972). Позднее Pine (1980г.) удалось зарегистрировать потенциалы амплитудой около 50 мкВ у единичных нейронов в одно- и трехнедельной культуре, а также стимулировать их импульсами с амплитудой 0,5 V и длительностью 1 мс (Pine J., 1980). В 1986 году Wheeler и Novak использовали 32-электродную матрицу для регистрации электрической активности в срезе гиппокампа (Wheeler B.C., Novak J.L., 1986). Использование этими авторами метода обработки данных «The current source density analysis» показало распространение эпилептиформной активности вдоль среза гиппокампа со скоростью 250 мкм/мс. В 1989 году Gilbert и Pine создали 61-электродную матрицу, основа которой состояла из тонкого стекла и поэтому позволяла изучать структуру нейронных сетей и тканей в инвертированном микроскопе (Regehr W.G. et al., 1989). В 1991 году Chien и Pine использовали мультиэлектродную матрицу Pine lab MEA для регистрации постсинаптических потенциалов при одновременном оптическом имиджинге (voltage-sensitive dye recording) (Chien C.B, Pine J., 1991). В конце 1990-х годов группа японских ученых под руководством Kawana и Taketani создали 64-электродную матрицу для экспериментаов с диссоциированными культурами нейронов и срезами гиппокампа (Kamioka H. et. al., 1997). В настоящее время существует множество разновидностей мультиэлектродных матриц, которые могут быть использованы в различных экспериментах как in vitro, так и in vivo. 

Однако изучение пространственно-временных паттернов и динамики спонтанной электрической активности центральной нервной системы в условиях in vivo является сложной задачей. Поэтому для изучения неросетевой активности особую значимость представляет использование мультиэлектродных матриц как субстрата для культивирования диссоциированных культур клеток.

В последние десятилетия изучение диссоциированных клеток нервной системы заняло ведущее место в нейробиологических исследованиях, потеснив работы, проводимые на переживающих срезах, поскольку изолированные и развивающиеся in vitro нервные и глиальные клетки можно считать почти идеальной экспериментальной моделью для решения проблем и приложения различных методов в хроническом эксперименте (Анохин К.В., 2002, Лебедев Р.Д., Бурцев М.С., 2010). Исследование динамики развития спонтанной электрической активности в культуре диссоциированных клеток является одним из ключевых вопросов для понимания формирования нейронных сетей и их значения в пластичности и адаптации (Madhavan R. et al., 2006, Stegenga J. et. al., 2008, Pan L. et. al., 2009). Спонтанная биоэлектрическая активность диссоциированных культур с высокой плотностью клеток отличается склонностью к синхронизации. Гиппокампальные нейроны после нескольких дней культивирования на мультиэлектродной матрице образуют между собой синаптические контакты, о чем свидетельствует генерирование клетками случайных спайков (внеклеточных потенциалов действия) и типичных паттернов электрической активности в виде спайков (Gross G.W., Kowalski J.M., 1999). В зависимости от возраста культуры, условий культивирования, фармакологических воздействий происходит изменение рисунка пачки (Boehler M. et al., 2007, Xiang G. et al., 2007), механизмы которого остаются до их пор не выясненными.

С точки зрения исследователей, использующих данную методику, под сетевой пачечной активностью (англ. - network burst) подразумеваются короткие периоды, в течение которых частота спайковой активности многих клеток, регистрируемая на нескольких электродах, превышает базовый уровень.

Таким образом, сетевая пачечная активность – моментальная пространственно-временная последовательность внеклеточных потенциалов действия (спайков) одного или нескольких нейронов, детектируемая на внеклеточных электродах с короткими межспайковыми интервалами.

Сетевая пачка - пачка внеклеточно регистрируемых спайков характеризуется следующими признаками:

1. Количество спайков в пачке не менее 4;

2. Межспайковый интервал не более 100 мс;

3. Наличие пространственной и временной синхронизации пачечной активности в нейронной сети.
По классификации S. Potter в зависимости от количества внеклеточных электродов, регистрирующих сетевую пачечную активность, различают следующие виды пачек импульсов:

1. Мини-пачка (англ. - Burstlet), регистрируется на одном электроде;
2. Комплексная пачка (англ. - network burst), регистрируется одновременно на нескольких электродах (не менее 4). Комплексные пачки подразделяются на несколько подклассов, среди которых в нашей работе были идентифицированы малые пачки (англ. - small burst) и суперпачки (англ. - superburst). Средняя продолжительность малой пачки 300-600 мс.  Суперпачки состоят из малых пачек, межпачечный интервал вне последовательностей в 10 раз больше, чем внутри них (Wagenaar D.A. et al., 2006).

В настоящее время мультиэлектродные системы используются в электрофизиологических исследованиях нейронных сетей в наиболее передовых нейробиологических лабораториях мира. В отличие от традиционных электрофизиологических методов применение данной методики имеет ряд преимуществ: 

1. Клеточная неинвазивность, отсутствие необходимости помещать электроды вручную;

2. Возможность одновременной регистрации сигналов и стимуляции клеток; 

3. Возможность проведения хронических экспериментов (месяцы);

4. Возможность фармакологических манипуляций, в том числе, лекарственный скрининг; 

5. Возможность совмещения электрофизиологических методов с методами прижизненной оптической визуализации (в частности, конфокальной лазерной микроскопии).

Совмещение культуры клеток с мультиэлектродной системой регистрации активности нейронов позволяет моделировать в динамике различные стадии развития нейронных сетей, а также может быть использовано для изучения на клеточном и сетевом уровне таких свойств нервной системы, как научение и память (Demarse T.B. et al., 2001, Li Y. et al., 2007). 

Экспериментальные данные могут стать основой для проверки существующих теоретических гипотез и математических моделей работы нейронных сетей, что расширяет представления о пластичности ткани мозга и формировании функциональных систем, направленных на достижение адаптивного результата. Кроме того, культивирование клеток различных структур головного мозга на мультиэлектродной матрице дает уникальную возможность исследования изменений морфофункциональных свойств живых нейронов в хроническом эксперименте и поиска соединений, оказывающих нейропротекторный эффект при моделировании различных патологических состояний ЦНС.

Таким образом, с момента открытия нейротрофического фактора головного мозга опубликовано множество работ, однако актуальность изучения данного белка сохранилась и по сей день. Показано, что основные функции, выполняемые BDNF, связаны с взаимодействием этого белка с рецептором TrkB, при котором запускаются сигнальные механизмы, задействованные в различных процессах, происходящих в клетке. BDNF участвует в стимуляции нейрогенеза, повышает выживаемость и стимулирует рост нейронов различного фенотипа и локализации. По некоторым данным BDNF оказывает влияние на синаптическую передачу сигнала и формирование долговременной потенциации, обеспечивая пластичность нервной ткани. Наиболее интересен тот факт, что во взрослом мозге нейротрофический фактор головного мозга принимает участие в защитных механизмах при ишемическом повреждении нервной ткани. Однако данные клинических наблюдений и экспериментальных работ по данному направлению противоречивы, поэтому необходимы дальнейшие исследования in vitro и in vivo с целью более полного раскрытия механизмов нейропротекторных эффектов BDNF, по мере изучения, которых, будет появляться возможность разработки новых лекарственных средств. Кроме того, не менее интересным и неизученным является вопрос о роли BDNF как нейромодулятора или нейротрансмиттера в синаптической передаче импульсов. Раскрытие механизмов участия BDNF в информационных процессах позволит прояснить его роль в таких высших функциях ЦНС, как научение и память.
2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
2.1 Объект исследования

Материалом для исследований in vitro служили культуры диссоциированных клеток гиппокампа, полученных от 18 дневных мышиных эмбрионов линии C57BL/6. С целью регистрации основных электрофизиологических показателей активности нейронных сетей культивирование клеток проводилось на мультиэлектроных матрицах MED64 (Alfa Med Science, Япония) и MEA60 (Multichannel Systems, Германия). Для оценки жизнеспособности после моделирования нормобарической гипоксии культивирование диссоциированных клеток проводилось на покровных стеклах размером 18x18 мм. 

В опытах in vivo использовались половозрелые самцы мышей линии C57BL/6 в количестве 58 особей, массой 16-18 грамм.

Основные правила содержания и ухода за экспериментальными животными соответствовали нормативам, данным в Приказе Минздрава России № 708н от 23.08.10 «Об утверждении Правил лабораторной практики» и были согласованы с Этическим комитетом при ГБОУ ВПО НижГМА Минздрава России.

2.2 Схема экспериментов

2.2.1 Схема экспериментов in vitro
В первой серии экспериментов in vitro исследовалось влияние различных концентраций BDNF на спонтанную биоэлектрическую активность диссоциированных культур клеток гиппокампа при добавлении нейротрофина в среду культивирования. Посадку диссоциированных культур осуществляли на 64-электродных матрицах. Регистрацию внеклеточных потенциалов действия проводили с помощью установки MED64 (Alpha Med Science, Япония) при стандартных условиях культивирования в инкубаторе. BDNF апплицировали на 7-й, 14-й и 21-й день развития in vitro (DIV). В первой группе культур BDNF добавляли в культуральную среду в концентрации 0,1 нг/мл, во второй группе - 1 нг/мл, третьей группе – 10 нг/мл. В качестве контроля использовали соответствующие концентрации раствора альбумина в фосфатно-солевом буфере - Phosphate Buffered Saline (PBS). Повторная 10-минутная регистрация спонтанной биоэлектрической активности осуществлялась через 24 часа после добавления исследуемых веществ (табл. 1).
Таблица 1

Распределение экспериментальных групп по сериям in vitro 
	Серия
	Название группы
	Период исследования
	Количество диссоциированных культур

	Влияние BDNF на спонтанную биоэлектрическую активность диссоциированных культур гиппокампа
	Контроль

(Аlb+РBS)
	7, 14, 21 DIV
	27

	
	BDNF, 
0,1 нг/мл
	
	27

	
	BDNF, 
1 нг/мл
	
	27

	
	BDNF,

10 нг/мл
	
	12

	Антигипоксические свойства BDNF при моделировании острой нормобарической гипоксии
	Нормоксия
	33 - 40 DIV


	28

	
	Гипоксия контроль
(без BDNF)
	
	28

	
	Гипоксия + BDNF, 1 нг/мл
	
	28


Вторая серия экспериментов проводилась на зрелых диссоциированных культурах клеток гиппокампа (33 DIV) и заключалась в изучении антигипоксического и нейропротекторного действия BDNF при моделировании нормобарической гипоксии in vitro (табл. 1). Регистрация спонтанной биоэлектрической активности проводилась с помощью 60-электродных матриц и соответствующей установки MЕА60 (Multichannel Systems, Германия) в условиях нормоксии, в период 10 минутного острого эпизода гипоксии, через 120 минут после реоксигенации, а также в течение последующих 7 суток постгипоксического периода. Опытной группе за 20 мин до воздействия проводили аппликацию BDNF в концентрации 1 нг/мл. Оценка жизнеспособности 48 культур осуществлялась до моделирования нормобарической гипоксии, на 3 и 7 сутки постгипоксического периода.

2.2.2 Схема экспериментов in vivo

До моделирования осрой гипобарической гипоксии проводилась оценка параметров двигательной активности и ориентировочно-исследовательской рефлекторной деятельности животных в тесте «открытое поле». На следующий день после тестирования начинались сеансы навигационного научения и формирования долговременной пространственной памяти, с перерывом в 48 часов. Через 24 часа после окончания пятого сеанса обучения в «водном лабиринте Морриса» животные подвергались влиянию острой гипобарической гипоксии (ОГБГ). Предварительно за 40 мин до подъема «на смертельную площадку» животным проводили интраназальное введение BDNF в дозе 4 мкг/кг и 40 мкг/кг. Контрольной группе интраназально вводили физиологический раствор, группе сравнения - внутрибрюшинно известный препарат антигипоксического действия Реамберин (150 мг/кг) в качестве препарата сравнения. 
Через 24 часа после ОГБГ выжившим животным в тесте «лабиринт Морриса» определяли отсроченный коэффициент сохранения долговременной памяти, в тесте «открытое поле» оценивали двигательную активность и ориентировочно-исследовательскую рефлекторную деятельность с повтором на 7 и 14 сутки после ОГБГ. 
В интактной группе проводили тестирование двигательной и ориентировочно-исследовательской активности в тесте «открытое поле» и навигационного научения в «лабиринте Морриса» без подъема «на смертельную площадку» в теже периоды времени (табл. 2).

Таблица 2

Распределение экспериментальных групп в исследованиях in vivo 

	Серия
	Название группы
	Тест «Открытое поле»
	Тест «Водный лабиринт Морриса»
	ОГБГ
	Количество животных

	Антигипоксические свойства BDNF при моделировании острой гипобарической

 гипоксии (ОГБГ)
	Интактные
	+
	-
	-
	14

	
	Контроль

(NaCl 0,9%

раствор)
	+
	+
	+
	14

	
	Группа сравнения (Реамберин, 150 мг/кг)
	+
	+
	+
	10

	
	BDNF, 4 мкг/кг
	+
	+
	+
	10

	
	BDNF, 40 мкг/кг
	+
	+
	+
	10


2.3 Методы культивирования диссоциированных клеток гиппокампа

2.3.1 Подготовка мультиэлектродных матриц и покровных стекол

Перед посадкой первичных культур матрицы с электродами промывались в дистиллированной воде в течение 2 минут, а затем 2 часа выдерживались в 0,25% растворе трипсина (Gibco 25200-056) для очистки от адгезированных на них нейрональных клеток после предыдущей посадки клеток. После этого мультиэлектродные матрицы стерилизовались в течение получаса под ультрафиолетом. Стерилизация покровных стекол проводилась в сухожаровом шкафу при температуре 140оС в течение 90 минут. Затем матрицы с электродами и стекла покрывались положительно заряженным гидрофильным веществом – полиэтиленимином (ПЭИ) (Sigma Р3143) для повышения адгезии клеток на их поверхность, после чего несколько раз промывались стерильной деионизированной водой.

2.3.2 Культивирование диссоциированных клеток гиппокампа

Эвтаназия беременной мыши на 18 день гестации (Е18) проводилась путем дислокации шейных позвонков. Матка с эмбрионами извлекалась из брюшной полости и помещалась в стерильную чашку Петри с раствором Хэнкса (Биолот X-12-05). Далее все процедуры выполнялись в стерильных условиях. 

После промывания матки в растворе Хэнкса, производили извлечение эмбрионов. В результате хирургических манипуляций под бинокуляром извлекали головной мозг с последующим отделением гиппокампа из полушарий каждого из эмбрионов.

Выделенные гиппокампы подвергались механическому измельчению, затем суспензию помещали в 0,25% раствор трипсина на 20 минут с целью разрушения связей между клетками. Затем ткань несколько раз промывалась фосфатно-солевым буфером PBS (Gibco 70011-051), суспензировалась в питательной среде, состоящая из 92,5% нейробазальной среды (NeurobasalTM (Invitrogen 21103-049)), 5% эмбриональной телячьей сыворотки (FCS (ПанЭко К055)), 2% биоактивной добавки B27 (Invitrogen 17504-044), 0,5% глутамина (L-glutamin (Invitrogen 25030-024)) и центрифугировалась в течение 1-2 мин при  1500 об/мин. Надосадочная жидкость удалялась, осадок подвергался ресуспензированию, после чего диссоциированные культуры были готовы к посадке. Суспензию клеток раскапывали по 30 мкл в центр матрицы или стекла, инкубировали в течение 2 часов для лучшего прикрепления клеток к субстрату, после чего в каждую культуру добавляли 1,5 мл питательной среды. Исходная плотность клеток составляла 9000 кл/мм2 согласно разработанному протоколу (Мухина И.В. и cоавт., 2009, Vedunova M.V. et al., 2013).

2.3.3 Поддержание жизнеспособности первичных культур гиппокампа
Жизнеспособность диссоциированных культур гиппокампа поддерживали в условиях СО2-инкубатора (MCO-18AIC, Sanyo) при температуре 35,5оС и газовой смеси, содержащей 5% СО2. На следующий день после посадки 30% культуральной среды заменялась на среду с меньшим содержанием сыворотки (94,5% Neurobasal, 4% B27, 1% L-glutamin, 0,5% FCS). В дальнейшем замена питательной среды проводилась по мере ее закисления в культуре (в среднем раз в 3 дня).

2.4 Мультиэлектродные методы исследования спонтанной биоэлектрической активности нейронной сети гиппокампа in vitro
2.4.1 Мультиэлектродная матрица MED64 системы (Alfa MED Science, Япония)

Мультиэлектродная матрица MED64 основана на технологии плоских микроэлектродов, позволяет стимулировать и делать долговременную запись внеклеточных потенциалов нейронов первичной культуры гиппокампа. Благодаря небольшому импедансу микроэлектродов регистрация биоэлектрической активности осуществляется с низким уровнем шума (3-5 мкВ). Массив микроэлектродов содержит многослойные нанопластины, через которые передаются сигналы нейронов к усилителю (рис. 3).
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Рисунок 3. Общий вид зонда с электродами, расположение электродов на мультиэлектродной матрице MED64 (Alfa Med Science, Япония) и их структура
Система MED64 состоит из четырех компонентов: усилитель, зонд с матрицей электродов, коннектор, и набор программного обеспечения Conductor™ для регистрации и анализа данных. Стеклянное основание зонда (50x50x0,7мм) содержит цилиндрическую камеру диаметром 22 мм и высотой 5 мм, в центре которой на площади 1 мм2 расположена 64-электродная матрица для регистрации спонтанной активности и электрической стимуляции нейронов. Квадратные микроэлектроды состоят из прозрачного оксида индия и олова (Indium Tin Oxide, ITO), покрытого черной платиной. Размер электродов – 50х50 мкм, межэлектродное расстояние – 150 мкм. Изолирующее покрытие – полиакриламид.
2.4.2 Мультиэлектродная матрица MEA60 системы (Multichannel Systems, Германия)
Аналогом системы MED64 является мультиэлектродная матрица MEA60 (Multichannel Systems, Германия) (рис. 4), состоящая из 60 планарных круглых электродов, каждый диаметром 30 мкм, с межэлектродным расстоянием 200 мкм.
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Рисунок 4. Общий вид установки MEA60 (Multichannel Systems, Германия). 1 – общий вид матрицы MEA60; 2 – расположение электродов на матрице MEA60; 3 – усилитель MEA1060-Inv-BC; 4 – термоконтроллер; 5 – USB MEA-128; 6 – персональный компьютер

Электроды сделаны из нитрида титана и изолированы нитридом кремния, что позволяет MEA60 подвергать стерилизации при высоких температурах (125оC) перед посадкой культур и использовать их длительное время.

В возбужденном состоянии нейроны создают потоки ионов через мембраны, изменяя напряжение внутри и снаружи клетки. При регистрации электрической активности нейронов, электроды на матрицах преобразовывают изменение напряжения окружающей среды (ионные потоки), в потоки, переносимые электронами (электрический ток). При регистрации электрической активности, амплитуда потенциала на электроде обратно зависит от расстояния электрода до продуцирующей потенциал клетки.
2.4.3 Регистрация и анализ спонтанной биоэлектрической активности

Регистрация спонтанной биоэлектрической активности проводилась с использованием мультиэлектродной системы MED64 и MEA60 при стандартных условиях окружающей среды: температуре 35,5оС, газовой смеси, содержащей 5% СО2, 100% влажности. Для получения и первичного анализа данных использовался набор программного обеспечения Conductor™ (Alpha Med Science, Япония) и MC RackTM (Multichannel Systems, Германия). 

Анализ сетевой активности нейронов проводился с использованием разработанного в программной среде MATLAB оригинального пакета алгоритмов MEAMAN (свидетельство о государственной регистрации программы для ЭВМ № 2012611190). 
Детектирование спайков (внеклеточных потенциалов действия) осуществляли по следующему алгоритму: выбиралась граница, равная 8σ, где σ – среднеквадратичное число. При условии превышения амплитудой спонтанной активности данного порога, событие считалось спайком, если не превышало, активность распознавалась как шум и не учитывалась при анализе данных. 
Исследовались основные характеристики спонтанной биоэлектрической активности нейронной сети: количество малых сетевых пачек в записи; количество спайков в пачке; длительность малой пачки импульсов, с. Критерием малой сетевой пачки являлось наличие спайков минимум на 4-х различных электродах матрицы с межспайковым интервалом не более 100 мс (Pimashkin et al., 2011).

Дополнительно для характеристики функциональной структуры сетевой активности был проведен анализ последовательности спайков внутри вызванной пачки, обусловленых сложной сетевой динамикой, способной варьироваться в разных пачках. Времена возникновения спайков в сетевой пачке обладают меньшей вариабельностью от стимула к стимулу, чем последующая активность в пачке. Исходя из этого, были изучены паттерны активации – времена возникновения первых спайков после стимула. Для анализа функциональных характеристик всех регистрируемых клеток был проведён следующий анализ паттернов активации.  Для каждой пачки был определён 64-х мерный паттерн активации – время первого спайка на каждом электроде после временной точки 
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Рисунок 5. Схематическое изображение паттерна активации (Pimashkin et al., 2011). A - Штрихами обозначены времена спайков на различных электродах, красным отмечены первые спайки в пачке, формирующие паттерн активации; Б – пример паттернов активации малых сетевых пачек в составе суперпачки
2.5 Экспериментальное моделирование гипоксии in vitro
2.5.1 Моделирование нормобарической гипоксии in vitro
Моделирование нормобарической гипоксии проводилось на 33 день развития культуры in vitro (DIV) путем замены нормоксической культуральной среды на среду с низким содержанием кислорода в течение 10 минут. В опытных группах за 20 минут до гипоксии в культуральную среду добавляли BDNF в конечной концентрации 1 нг/мл. В контрольную группу вошли культуры, которым гипоксия проводилась без превентивного добавления нейротрофического фактора. 
Для получения культуральной среды с обедненным содержанием кислорода использовался герметичный сосуд, в котором воздух был замещен на инертный газ - аргон. Аргон способен вытеснять кислород из жидкостей, так как имеет большую растворимость, чем кислород. По своим химическим свойствам аргон не способен вступать в химические реакции, что обеспечивает идеальные условия для проведения эксперимента.

Для приготовления среды с низким содержанием кислорода использовалась установка, представленная на рисунке 6.
Из баллона с инертным газом по газоотводной трубке, на конце которой находилась игла, под давлением 1-1,5 МПа аргон проходил через культуральную среду в герметичном сосуде. Для того, чтобы в сосуде не накапливалось избыточное давление, выше уровня жидкости находился конец второй газоотводной иглы, которая была соединена с выходящей газоотводной трубкой (Ведунова М.В. c cоавт., 2012, Ведунова М.В. c cоавт., 2013).

Для оценки эффективности вытеснения кислорода из культуральной среды определяли концентрацию растворенного кислорода методом йодометрического титрования (Лурье Ю.Ю., 1973).
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Рисунок 6. Установка для приготовления культуральной среды с низким содержанием кислорода. 1- баллон с газом (аргоном), 2 – кран газового баллона, 3- редуктор, 4,9 – газовые шланги, 5 – игла для приведения газа, 6 – сосуд для обработки среды, 7- культуральная среда, 8 – газоотводная игла

Метод Винклера основан на способности гидроксида марганца (II) окисляться в щелочной среде до гидроксида марганца (IV), количественно связывая при этом кислород. В кислой среде гидроксид марганца (IV) снова переходит в двухвалентное состояние, окисляя при этом эквивалентное связанному кислороду количество йода. Выделившийся йод оттитровывают раствором тиосульфата натрия в присутствии крахмала в качестве индикатора. 


MnCl2 + 2 NaOH = Mn(OH)2 + NaCl,


2 Mn(OH)2 + O2 + 2 H2O = 2 Mn(OH)4,


Mn(OH)4 + 2 H2SO4 + 2KI = I2 + 4H2O + MnSO4 + K2SO4,


I2 + 2Na2S2O3 = 2 NaI + Na2S4O6

Точность метода составляет ±0,1 мг/л (Лурье Ю.Ю., 1973).

Поскольку в среде содержится ph-зависимый краситель, конечную точку титрования определяли с помощью спектрофотометра Synergy MX (BioTek).

Исходное содержание растворенного кислорода в культуральной среде, определяемое по методу Винклера, составило 4,66 мг/л (3,26 мл/л). После 10-минутной обработки аргоном при помощи предложенной установки содержание кислорода снижалось до 0,53 мг/л (0,37 мл/л), что составляет 10% от исходного значения (Ведунова М.В. c cоавт., 2012, Ведунова М.В. c cоавт., 2013).

2.5.2 Оценка выживаемости нейронов после воздействия нормобарической гипоксии in vitro
Оценка жизнеспособности клеток проводилась в период нормоксии (33 DIV), на 3-и (36 DIV) и 7-е (40 DIV) сутки постгипоксического периода. 

Для изучения жизнеспособности при моделировании кратковременной нормобарической гипоксии проводили окраску клеточных культур пропидий иодидом (Sigma 81845-25MG) и бис-бензимидом (Sigma 14530-100MG) с целью обнаружения погибших клеточных ядер и общего количества клеток в диссоциированной культуре соответственно. При возбуждении длиной волны 488 нм пропидий иодид флуоресцирует в красном диапазоне видимого спектра, максимум эмиссии составляет 562-588 нм. Максимум поглощения бис-бензимида составляет 350 нм, а эмиссии в диапазоне 510-540 нм.

Визуализация окрашенных клеток проводилась с помощью инвертированного флуоресцентного микроскопа DMIL HC (Leica, Германия) с подсчетом числа клеточных ядер, окрашенных пропидий иодидом и ядер, окрашенных бис-бензимидом. Количество живых клеток рассчитывалось как процентное соотношение между бис-бензимид позитивными и пропидий иодид позитивными клетками (Ведунова М.В. c cоавт., 2012, Ведунова М.В. c cоавт., 2013). 

2.6 Экспериментальное моделирование гипоксии in vivo
2.6.1 Моделирование острой гипобарической гипоксии in vivo
Для моделирования острой гипобарической гипоксии использовалась вакуумная проточная барокамера. Внешняя температура воздуха составляла 20—22оС. За 40 мин до подъема на высоту проводилось интраназальное введение BDNF в дозе 4 мкг/кг и 40 мкг/кг. Контрольной группе интраназально вводили физиологический раствор, группе сравнения - внутрибрюшинно Реамберин (150 мг/кг). 
Затем мыши помещались в герметичную камеру, в которой подвергались условиям, соответствующие подъему на высоту «смертельной площадки» 10000—10500 м (170-185 мм рт. ст.) со скоростью 183 м/c (Методические рекомендации по экспериментальному изучению препаратов, предлагаемых для клинического изучения в качестве антигипоксических средств, 1990). Особи находились на «смертельной площадке» в течение 10 минут либо до появления второго агонального вдоха, после чего животных подвергали немедленному «спуску» с моделируемой высоты.
2.6.2 Методы оценки антигипоксического действия BDNF при моделировании острой гипобарической гипоксии in vivo
2.6.2.1 Оценка выживаемости животных в условиях острой гипобарической гипоксии

При моделировании острой гипобарической гипоксии in vivo проводилась регистрация следующих параметров:

1. Время жизни (Тж, мин) на «смертельной площадке» - отсчитывается от момента подъема на площадку до наступления летального исхода, либо появления второго агонального вдоха;

2. Время потери позы (Тпп, мин) – период от начала подъема в барокамере до момента, когда животное принимает боковое положение и утрачивает способность поддерживать позу;

3. Время восстановления позы (Твп, мин) – период времени от остановки дыхания до момента, когда животное при немедленном «спуске» на землю снова приобретает способность стоять на конечностях.
4. При моделировании ОГБГ в популяции животных отмечались особи низкоустойчивые к гипоксии (НУ) с Тж менее 3 мин, среднеустойчивые (СУ) с Тж от 3 до 9 мин и высокоустойчивые (ВУ), которые выживают на «смертельной площадке» более 9 мин без видимых проявлений гипоксического повреждения. 
5. Эффективность антигипоксических свойств (коэффициент защиты, Кз) нейротрофического фактора BDNF оценивали по изменению времени жизни опытных животных на «смертельной площадке» относительно времени жизни контрольных животных (Методические рекомендации по экспериментальному изучению препаратов, предлагаемых для клинического изучения в качестве антигипоксических средств, 1990).
Оценка Кз проводилась по формуле:

Кз=(а/б+1)/(в/д+1), где:

«а» и «б» - число выживших животных в опыте и контроле;

«в» и «д» - общее число животных в группах.

2.6.2.2 Поведенческие тесты

Тест «Открытое поле». Установка для теста «Открытое поле» представляет собой круглую камеру диаметром 90 см с пластиковыми стенками высотой 28 см. Пол изготовлен из белого пластика, на нем черной краской нанесена решетка, делящая его на 25 равных квадратов со стороной 15 см. Лампы накаливания (4 лампы по 75 Вт) располагаются по кругу диаметром 60 см на высоте 80 см от поверхности поля. Освещенность площадки во время опыта 200 Лк. Животное помещалось в центральный квадрат и над ним велось автоматическое наблюдение с помощью видеокамеры. Визуально подсчитывалось количество отдельных поведенческих актов.

С целью определения ориентировочно-исследовательской активности животных в «открытом поле» регистрировались следующие показатели поведенческой активности мышей: горизонтальная двигательная активность (ГДА) – число пересеченных квадратов в «открытом поле»; вертикальная двигательная активность (ВДА) – число стоек – подъемов на задние лапы. Также отмечались реакции принюхивания, замирания, верчения, пячения, акты груминга и дефекации (Буреш Я. с соавт., 1991).

Метод исследования навигационного научения и долговременной памяти в тесте «Водный лабиринт Морриса». Лабиринт представляет собой циркулярный бассейн (диаметром 90 см), заполненный непрозрачной водой, в которую погружена небольшая платформа (диаметром 10 см), не видимая животному. 

Протокол теста состоял из пяти сеансов обучения, по пять попыток в каждом. Сеансы проводились в одно и то же время через 48 часов. Помещение животных с края бассейна в течение всего эксперимента производилось в одном и том же секторе лабиринта, выбранного случайным образом. Максимальная длительность первого сеанса составляла 90с. В том случае, если животное не могло самостоятельно найти платформу, экспериментатор помогал ему. После обнаружения платформы, животное находилось на ней 30с. Последующие 4 сеанса по продолжительности составляли 60с. В случае не обнаружения платформы, животное вынималось из бассейна и находилась за границами лабиринта в течение 30с. Расположение платформы за все время проведения теста не менялось и находилось в противоположном от запуска животного секторе на границе зоны тигмотаксиса. 

После окончания обучения животные подвергались условиям острой гипобарической гипоксии. Повторное тестирование на сохранение следов долговременной памяти проводили через 24 часа после острой гипоксии. Тест состоял из одной пробы длительностью 60 с. При этом платформа в лабиринте отсутствовала. Траектория движения животного фиксировалась с помощью установки для видеорегистрации объектов. Анализ данных выполнялся с помощью разработанного в программной среде Matlab оригинального пакета алгоритмов MouseTrack и Traceman. При оценке результатов значимыми считались следующие показатели: время достижения платформы, траектория свободного плавания при поиске платформы.

Кроме того, для каждой группы животных рассчитывался отсроченный коэффициент сохранения долговременной памяти (оКс). оКс – доля времени пребывания мыши в квадранте, где находилась платформа, по отношению в общему времени пребывания особи в «водном лабиринте Морриса». При этом считается нормой, если животное провело в квадранте, где находилась платформа, около 23-27% общего времени пребывания в лабиринте (D’Hooge R. and De Deyn P.P., 2001).
2.7 Методы статистической обработки результатов
Результаты, полученные in vivo и in vitro, обрабатывались статистически с помощью пакета прикладных программ Microsoft Exel и SigmaPlot 11.0. Данные представлены в форме «среднее значение ± стандартная ошибка среднего». Проверка гипотезы о нормальном распределении проводилась с применением критерия Пирсона, который не зависит ни от вида распределения случайной величины, ни от ее размерности. Достоверность статистических различий выборок, имеющих нормальное распределение, проверялась с помощью t-теста Стьюдента. Различия между выборками, имеющим распределение, отличающееся от нормального, оценивались с использованием непараметрического критерия Манна-Уитни в программе SigmaPlot 11.0, ANOVA. Различия считались статистически значимыми при p < 0,05 (Гланц С., 1999). 
3 РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
3.1 Влияние нейротрофического фактора головного мозга на спонтанную биоэлектрическую активность нейронных сетей диссоциированных культур клеток гиппокампа на разных этапах развития in vitro
3.1.1 Влияние BDNF на спонтанную биоэлектрическую активность диссоциированных культур гиппокампа на 7 день развития in vitro
На 3-4 день развития in vitro спонтанная биоэлектрическая активность представляла собой последовательность спонтанных внеклеточных потенциалов действия (спайков) длительностью 1,5 мс и амплитудой 25±2,4 мкВ, регистрируемых на 64 электродах мультиэлектродной матрицы MED64 (Alfa MED Science, Япония) (рис. 7). 
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Рисунок 7. Пример записи спонтанной биоэлектрической активности, регистрируемой с 1 электрода мультиэлектродной матрицы MED64 (Alfa MED Science, Япония): А - запись на 4 день развития культуры in vitro; Б - запись на 5 день развития культуры in vitro; В -  запись мини-пачек на 7 день развития культуры in vitro; Г - запись сетевых пачек с 4-x электродов на 7 день развития культуры in vitro
На 7-й день развития диссоциированных культур клеток гиппокампа in vitro происходило формирование сетевой пачечной активности, представленной в виде последовательности спайков, возникающих на разных электродах матрицы с коротким интервалом следования (1-50 мс) (рис. 7 В). Промежуток времени между окончанием одной сетевой пачки и возникновением другой варьировал от 5 до 20 сек. 

На 7-й DIV в среду культивирования добавляли нейротрофический фактор BDNF в конечной концентрации 0,1 нг/мл и 1 нг/мл. Контрольной группе культур осуществлялась аппликация раствора альбумина в PBS. Регистрацию спонтанной биоэлектрической активности проводили в исходном состоянии, в течение 30 минут после добавления веществ и через 24 часа. 

В результате проведенного исследования было показано, что в ответ на аппликацию BDNF спонтанная биоэлектрическая активность не изменялась как в течение 30 минут поле воздействия, 2 часов, так и через 24 часа. Установлено, что параметры «количество малых сетевых пачек/5 мин», «количество спайков в сетевой пачке», «длительность малой cетевой пачки импульсов» статистически достоверно не отличались от исходного уровня как в контрольной, так и в опытных группах (рис. 8 А, Б, В). 
Однако седует отметить, что при анализе структуры индивидуальной сетевой активности, определяемой по паттерну активации нейронов в сети, было обнаружено увеличение доли нейронов, активирующихся при распространении возбуждения в сети с временем активации не более 100 мс. В результате паттерн активации сетевой активности после добавления в среду BDNF отличался от контрольных значений (рис. 9) даже через сутки после воздействия.
Таким образом, аппликация нейротрофического фактора BDNF (0,1 нг/мл, 1 нг/мл) в раннем периоде развития нейронных сетей на 7 DIV не вызывала активацию спонтанной биоэлектрической активности диссоциированных культур клеток гиппокампа, но влияла на перераспределение активации нейронов в составе нейронных сетей культуры диссоциированных клеток гиппокампа. Эффект длился не менее 1 суток.
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Рисунок 8. Влияние нейротрофического фактора BDNF на (А) количество малых сетевых пачек/5 мин; (Б) количество спайков в сетевой пачке; (В) длительность малой cетевой пачки импульсов на 7 день развития культуры in vitro. * - статистически значимые различия с исходным уровнем активности, p < 0,05 (критерий Манна-Уитни)
Ранее в лаборатории клеточных технологий ЦНИЛ НижГМА было показано, что на 7 DIV в нейронной сети первичнй кулльтуры гиппокампа среди межклеточных контактов преобладают электрические синапсы, химические синаптические контакты единичны (Широкова с соавт., 2013). Поскольку предполагается, что действие нейротрофического фактора на спонтанную биоэлектрическую активность опосредовано влиянием сигнальной системы BDNF/TrkB не только на специфические Na+-ионные каналы (Nav1.9) (Rose C.R. et al., 2004), но и на постсинаптические NMDA- и GABA-рецепторы, экспрессирующиеся в химических синапсах, нейротропный эффект BDNF на биоэлектрическую активность нейронов не может реализоваться на раннем этапе развития нейронной сети по причине отсутствия полноценных химических синапсов.
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Рисунок 9. Паттерн активации спонтанной биоэлектрической активности диссоциированных культур гиппокампа в сетевой пачке (DIV 7). Слева – активность культур до аппликации, справа – через 24 часа после аппликации. А – контрольная культура (раствор альбумина в PBS); Б – BDNF, 0,1 нг/мл; В – BDNF, 1нг/мл. Цветовая диаграмма – время появления спайков в сетевой малой пачке, регистрируемых с различных электродов, мс
3.1.2 Влияние BDNF на спонтанную биоэлектрическую активность диссоциированных культур клеток гиппокампа на 14 день развития in vitro
На 14 день развития in vitro в среду культивирования в опытных группах добавляли нейротрофический фактор BDNF в конечной концентрации 0,1 нг/мл, 1 нг/мл и 10 нг/мл, а в контрольной группе - раствора альбумина в PBS. Регистрацию спонтанной биоэлектрической активности осуществляли до аппликации веществ, в течение 20 минут после добавления, через 2 и 24 часа.

В результате проведенного исследования было показано, что при добавлении в среду культивирования нейротрофического фактора BDNF происходят изменения спонтанной биоэлектрической активности диссоциированных культур. Наиболее значимые изменения были выявлены при анализе длительности малой сетевой пачки импульсов (рис. 10). Так, обнаружено, что на временном промежутке 15-20 минут после добавления в среду культивирования BDNF, 0,1 нг/мл данный показатель достоверно (p<0,05) увеличился по сравнению с исходным уровнем в среднем на 70% (от 0,65±0,16 с до 1,11±0,19 с). Кроме того, длительность малой сетевой пачки достоверно (p<0,05) возросла относительно активности контрольных культур. Однако нейротропный эффект носил транзиторный характер (не менее 20 минут), и через 2 часа после аппликации BDNF спонтанная биоэлектрическая активность возвращалась к исходным значениям и не отличалась от активности контрольных культур, получавших раствор альбумина.
Схожая динамика изменений спонтанной биоэлектрической активности наблюдалась в группе первичных культур гиппокампа с применением BDNF в концентрации 1 нг/мл (рис. 10).
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Риунок 10. Влияние нейротрофического фактора BDNF на (А) количество малых сетевых пачек/5 мин; (Б) количество спайков в сетевой пачке; (В) длительность малой cетевой пачки импульсов на 14 день развития in vitro. * - достоверность различий с исходным уровнем; # - достоверность различий с контрольной группой, p < 0,05 (критерий Манна-Уитни)
Однако эффект действия нейротрофического фактора в данной концентрации был более выражен и проявлялся в более ранний период по сравнению с культурами, получавшими BDNF, 0,1 нг/мл. Через 10-15 минут длительность малой сетевой пачки была достоверно больше (p<0,05) как относительно исходной активности, так и от активности контрольных культур и культур с аппликацией BDNF, 0,1 нг/мл. На 20 минуте регистрации спонтанной биоэлектрической активности длительность пачки в среднем достоверно (p<0,05) превысила исходные значения на 83% (с 0,698±0,09 с до 1,286±0,21 с), но уже не отличалась от значений, полученных в группе с меньшей концентрацией BDNF. Через 2 и 24 часа после добавления нейротрофина спонтанная биоэлектрическая активность группы культур BDNF, 1 нг/мл статистически не отличалась от первоначальных и контрольных значений. 
При оценке длительности малой сетевой пачки в группе с добавлением в среду культивирования BDNF, 10 нг/мл показано, что к 10-15 минуте (рис. 9) наблюдения обнаружено статистически достоверное (p<0,05) увеличение длительности малой сетевой пачки как относительно исходных, контрольных значений, так и значений, полученых при аппликации BDNF, 0,1 нг/мл, но не относительно значений, регистрируемых при аппликации BDNF, 1 нг/мл. Таким образом, повышение концентрации BDNF в 10 раз не вызвало дальнейшего увеличения длительности малой пачки. Таким образом, нейротропное действие BDNF в концентрации 1 нг/мл и 10 нг/мл было одинаковым и превышающим эффект от влияния BDNF, 0,1 нг/мл. 
Нейротропный эффект BDNF длился кратковременно и через 2 часа после добавления нейротрофического фактора в различных концентрациях активность нейронных сетей возвращалась к исходному уровню, статистически достоверных различий относительно исходной активности и активности контрольных культур не было обнаружено. 

Кроме этого, аппликация различных концентраций нейротрофического фактора приводила к изменениям функциональных характеристик сетевой пачки импульсов, отражающих индивидуальную структуру нейронной сети диссоциированных культур клеток гиппокампа. В отличие от контрольной группы культур, в которой добавление альбумина на 14 DIV не вызывало изменения интегративного показателя автивности функциональной сети – «паттерна активации», в опытных группах аппликация BDNF (0,1 нг/мл, 1 нг/мл, 10 нг/мл) вызывала изменение внутренней структуры функциональной нейронной сети. Добавление в среду культивирования нейротрофического фактора повышало, вероятно, эффективность синаптической передачи, что приводило к увеличению количества нейронов, время активации которых было не более 50 мс. Подобная синхронизация нейронов в сети наблюдалась через 24 часов после аппликации (рис. 11). 
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Рисунок 11. Паттерн спонтанной биоэлектрической активности диссоциированных культур гиппокампа (DIV 14). Слева – активность культур до аппликации, справа – через 24 часа после аппликации. А – контрольная культура; Б – BDNF, 0,1 нг/мл; В – BDNF, 1 нг/мл; Г - BDNF, 10 нг/мл. Цветовая диаграмма – время появления спайков в сетевой малой пачке, регистрируемых с электродов, мс
Следует отметить, что степень синхронизации спайков зависела от концентрации добавляемого нейротрофического фактора. Наибольший эффект был отмечен при применении BDNF (10 нг/мл), на большинстве электродов время появления спайков в сетевой пачке было не более 15 мс.
Таким образом, в результате аппликации нейротрофического фактора BDNF на 14 DIV происходило изменение спонтанной биоэлектрической активности диссоциированных культур клеток гиппокампа, регистрируемое по увеличению длительности малой сетевой пачки импульсов при отсутствии изменения в количестве спайков в пачке. В зависимости от концентрации добавляемого в среду культивирования нейротрофина, увеличение длительности малой сетевой пачки развивалось в течение 15 минут в случае применения BDNF в концентрации 1 нг/мл и 10 нг/мл и 20 минут в случае применения BDNF в концентрации 0,1 нг/мл. Кроме того, изменения происходили в структуре и функциональных характеристиках самой сетевой пачки импульсов. Аппликация различных концентраций BDNF дозо-зависимо приводила к общей синхронизации работы нейронных сетей, за счет снижения времени активации нейронов при развитии сетевой пачки.
Ранее (Агрба, Мухина, 2013, Широкова с соавт., 2013) было показано, что 14 день развития диссоциированных культур клеток гиппокампа in vitro  высокой плотности характеризовался началом развития зрелых популяций синапсов с преобладанием аксошипиковых и аксодендритных асимметричных контактов между близлежащими нейронами и формированием сетевой пачечной активности с варьируемой частотой следования сетевых пачек импульсов. Поскольку изменение спонтанной биоэлектрической активности в ответ на добавление нейротрофического фактора развивалось только на 14 DIV при появлении зрелых химических синапсов и не в течение секунд, а в течение 10-15 минут и длительностью не менее 10 минут, следует предположить, что полученный положительный нейротропный эффект является медленным TrkB-зависимым и обусловлен, вероятно, непрямой активацией постсинаптических AMPA-, NMDA- и GABAа-рецепторов (Caldeira M.V. et al., 2007, Porcher C. et al., 2011), а также, возможно, специфических Na+-ионных каналов (Nav1.9) (Rose C.R. et al., 2004). 
3.1.3 Влияние BDNF на спонтанную биоэлектрическую активность диссоциированных культур гиппокампа на 21 день развития in vitro
21 день развития in vitro является заключительным этапом формирования синаптичских контактов и нейронной сети в первичной культуре гиппокампа при плотности клеток не менее 1500 – 2000 кл/мм2. Спонтанная биоэлектрическая активность диссоциированных культур клеток гиппокампа на данном сроке развития становится стабильной и представлена в виде регулярных сетевых пачек импульсов длительностью 0,15-0,35 с и межпачечным интервалом 5-7 с. В последующие дни культивирования (до 40 дня) активность сети сохранялась стабильной, позволяющей рассматривать данный период культивирования как период работы зрелой нейронной сети первичной культуры гиппокмпа. 
Поскольку в предыдущих экспериментах по исследованию дозо-зависимости не было выявлено различий в эффекте действия BDNF в концентрации 1 нг/мл и 10 нг/мл, в последующих сериях мы использовали BDNF только в концентрациях 0,1 нг/мл и 1 нг/мл.
Добавление на 21 DIV в среду культивирования нейротрофического фактора BDNF в концентрации 0,1 нг/мл и 1 нг/мл приводило к активации спонтанной биоэлектрической активности культур диссоциированных клеток гиппокампа только при аппликации BDNF в концентрации 1 нг/мл. При этом время начала увеличения длительности пачки сдвинулось с 10 мин до 20 мин (рис. 12). 
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Риснок 12. Влияние нейротрофического фактора BDNF на: (А) количество малых сетевых пачек/5 мин; (Б) количество спайков в сетевой пачке; (В) длительность малой cетевой пачки импульсов на 14 день развития in vitro. * - достоверность различий с исходным уровнем; # - достоверность различий с контрольной группой, p < 0,05 (критерий Манна-Уитни)
Начиная с 20 минуты после воздействия BDNF в концентрации 1 нг/мл наблюдалось достоверное (p<0,05) увеличение длительности пачки импульсов относительно исходной активности и активности контрольных культур, длящееся в течение последующих 2 часов и превышающим в среднем на 62% контрольные значения. Однако эффек был транзиторный и через 24 часа после добавления в среду культивирования нейротрофического фактора длительность пачки не отличалась от первоначальных и контрольных показателей.

Проведение анализа функциональных характеристик сетевой пачки импульсов, отражающих индивидуальную структуру нейронной сети, установило, что добавление в среду культивирования контрольного раствора, не повлияло на «паттерн» сетевой пачки диссоциированных культур на 21 DIV (рис. 13 А). 
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Рисунок 13. Паттерн спонтанной биоэлектрической активности диссоциированных культур клеток гиппокампа (DIV 21). Слева – активность культур до аппликации, справа – через 24 часа после аппликации (DIV 22). А – контрольная культура; Б – BDNF, 0,1 нг/мл; В – BDNF, 1 нг/мл. Цветовая диаграмма – время появления спайков в сетевой малой пачке, регистрируемых с электродов, мс
В отличие от контрольной группы добавление в культуральную среду BDNF, в концентрации 0,1 и 1 нг/мл привело сокращению времени появления спайка в сетевой пачке, что повысило синхронизацию работы нейронов, сохраняющуюся в течение 24 часов после аппликации нейротрофина, также, как и на 14 DIV.
Таким образом, при добавлении в среду культивирования нейротрофического фактора BDNF на 21 DIV наблюдалсь тот же нейротропный эффект, что и на 14 DIV, выражающийся в увеличении длительности малой сетевой пачки импульсов, усилении синхронизации нейронов. 

3.2 Антигипоксическое действие нейротрофического фактора головного мозга в условиях нормобарической гипоксии in vitro
Моделирование нормобарической гипоксии проводилось в период стабильной работы зрелых сетей первичных культур гиппокампа, на 33 день развития культур in vitro путем замены нормоксической культуральной среды на среду с низким содержанием кислорода в течение 10 минут. Предварительно за 20 минут до начала эксперимента в опытной группе в среду культивирования добавляли BDNF в концентрации 1 нг/мл. Контрольным культурам моделирование гипоксии проводилось без аппликации нейротрофического фактора. Интактная группа воздействию нормобарической гипоксии не подвергалась. 
В результате проведенного исследования было показано, что воздействие острой нормобарической гипоксии негативно влияет на спонтанную биоэлектрическую активность первичных гиппокампальных культур. Так, со второй минуты пребывания первичных культур контрольной группы в гипоксической среде зарегистрировано существенное снижение количества малых сетевых пачек (рис. 14A). На временном промежутке 3-10 минут сетевая активность по данному показателю статистически достоверно отличалась как от исходной активности культур, так и от активности интактной группы. Схожая динамика наблюдалась и по частоте внеклеточных потенциалов действия (рис. 14Б).
По сравнению с культурами, которые не подвергались гипоксическому воздействию, со второй минуты регистрации в контрольной группе происходил резкий спад активности и, начиная с третьей минуты и до окончания моделирования нормобарической гипоксии, мультиэлектродной матрицей регистрировались единичные внеклеточные потенциалы действия. 

На данном интервале времени частота спайков контрольной группы была достоверно ниже исходного уровня активности. Также для культур, которые находились в гипоксической среде, выявлены достоверные различия по количеству внеклеточных потенциалов действия от интактной группы.

Аналогично в группе с превентивным добавлением BDNF, 1 нг/мл наблюдалось снижение спонтанной биоэлектрической активности в течение 10-минутного эпизода нормобарической гипоксии (рис. 14).
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Риунок 14. Динамика спонтанной биоэлектрической активности диссоциированных культур клеток гиппокампа в течение 10-минутной нормобарической гипоксии. А - количество малых сетевых пачек; Б - количество спайков в секунду. * - достоверность различий с исходным уровнем активности, # - достоверность различий с группой "Нормоксия", а - достоверность различий с группой "Гипоксия", p < 0,05 (критерий Манна-Уитни)
Однако данное снижение развивалось медленнее, чем в контрольной группе. Достоверное снижение числа малых сетевых пачек относительно интактных культур произошло на 5 минуте действия гипоксии и на 6 минуте по сравнению с исходным уровнем активности. Количество малых сетевых пачек и частота внеклеточных потенциалов действия опытных культур были достоверно выше показателей контрольной группы. 

Таким образом, применение нейротрофического фактора способствовало поддержанию сетевой пачечной активности культур во время действия нормобарической гипоксии. Тем не менее, на фоне гипоксического воздействия происходило изменение структуры сетевой пачки импульсов. Показано, что на временном промежутке 3-10 минут частота внеклеточных потенциалов действия статистически достоверно снижалась относительно исходного уровня активности, и отличалась от значения интактной группы в интервале 5-7 минут.

Реоксигенация вызывала усиление сетевой активности нейронов относительно исходного уровня в контрольной группе. Паттерн спонтанной биоэлектрической активности изменялся за счет увеличения количества малых сетевых пачек (количество пачек за 10 минут до гипоксии составлял 38,2±7,83, после реоксигенации 101,7±23,67) и незначительном увеличении среднего числа спайков в пачке (до гипоксии 251,8±102,1, после реоксигенации 432,7±141,3). Однако через 2 часа после моделирования гипоксии происходило необратимое снижение спонтанной биоэлектрической активности (количество пачек за 10 минут 3±5,67, среднее число спайков в пачке 508±232,98).

Проведено исследование спонтанной биоэлектрической активности диссоциированных культур клеток гиппокампа в тдленном постгипоксическом периоде. Как видно из рисунка 15, количество малых сетевых пачек в культурах, которые не подвергались воздействию нормобарической гипоксии, в течение всего времени наблюдения достоверно не изменялось.
 При рассмотрении спонтанной биоэлектрической активности опытных групп было показано, что кратковременная нормобарическая гипоксия вызывает необратимые изменения сетевой активности нейронов в отдаленном постгипоксическом периоде. Так, на первые сутки после воздействия количество малых сетевых пачек в контрольных культурах достоверно снизилось относительно исходной активности в 4,9 раза. Статистически достоверное снижение спонтанной биоэлектрической активности обнаружено и в группе с превентивным введением BDNF, 1 нг/мл. Однако количество малых сетевых пачек было достоверно выше значений контрольной группы, а снижение активности относительно исходного уровня произошло лишь в 1,5 раза. 

На 3 сутки постгипоксического периода количество малых сетевых пачек в опытных группах осталось статистически достоверно ниже относительно исходного уровня активности. Следует отметить, что по отношению к первым суткам постгипоксического периода в группе с аппликацией BDNF, 1 нг/мл данный показатель не изменился. 

На 7 сутки после моделирования нормобарической гипоксии в контрольной группе малые сетевые пачки не зарегистрированы, в то время как у культур с превентивным добавлением BDNF, 1 нг/мл достоверных различий с исходным количеством малых сетевых пачек не обнаружено. 

Таким образом, кратковременная нормобарическая гипоксия приводила к ингибированию сетевой пачечной активности культур в отдаленном постгипоксическом периоде, что, вероятно, обусловлено редукцией синаптических контактов и гибели функционально активных нейронов. Применение нейротрофического фактора нивелировало негативные последствия кислородного голодания, сохраняя сетевую пачечную активность культур клеток гиппокампа на определенном функциональном уровне с дальнейшем восстановлением в постгипоксическом периоде.
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Рисунок 15. Количество малых сетевых пачек диссоциированных культур гиппокампа, регистрируемых за 10 мин записи на 1, 3 и 7 сутки постгипоксического периода. * - достоверность различий с исходным уровнем, # - достоверность различий с группой "Гипоксия", p < 0,05 (критерий Манна-Уитни).

Влияние кратковременной нормобарической гипоксии также негативно сказывалось на структуре сетевых пачек (рис. 16). Уже на первые сутки после острого кислородного голодания в контрольной группе установлено статистически значимое снижение количества спайков в пачке. Данная тенденция сохранялась на протяжении всего периода наблюдения. На 7-е сутки после кратковременной нормобарической гипоксии были зарегистрированы лишь единичные внеклеточные потенциалы действия. 
Эффект BDNF проявлялся в сохранении среднего числа спайков в пачке в отдаленном постгипоксическом периоде. Достоверных различий по сравнению с исходной активностью культур не обнаружено. 
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Рисунок 16. Количество спайков в пачке диссоциированных культур клеток гиппокампа, регистрируемых за 10 мин записи на 1, 3 и 7 сутки постгипоксического периода. * - достоверность различий с исходным уровнем, # - достоверность различий с группой "Гипоксия", p < 0,05 (критерий Манна-Уитни).
Следовательно, можно предположить, что превентивное добавление нейротрофического фактора предотвращало изменения структуры сетевой пачки импульсов, вызванные гипоксическим воздействием. Данное предположение было подтверждено при анализе паттернов активации спонтанной биоэлектрической активности диссоциированных культур клеток гиппокампа (рис. 17).
Также, как и в случае аппликации BDNF в культуры с нормоксическими условиями культивирования, добавление нейротрофического фактора в культуры с острой гипоксией вызывало уменьшение времени активации нейронов в составе сетевой пачки, обуславливая развитие более синхронизированного начала пачечной активности сети в целом.
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Рисунок 17. Паттерн активации спонтанной биоэлектрической активности диссоциированной культуры гиппокампа. А – активность контрольной культуры до гипоксии и через 24 часа после реоксигенации; Б - активность культуры до аппликации BDNF (1нг/мл) и через 24 часа после аппликации и гипоксии. Цветовая диаграмма – время появления спайков в сетевой малой пачке, регистрируемых с электродов, мс
Мы предположили, что снижение спайковой активности нейронов в составе нейронной сети в контрольной группе в течение суток после воздействия нормобарической гипоксии, связано с гибелью нейронов. В группе с предварительным введением нейротрофического фактора, вероятно, наблюдалось сохранение нейронов в отдаленном постгипоксическом периоде. Для подтверждения этого предположения, мы оценили жизнеспособность нейронов в отдаленном постгипоксическом периоде.
Оценка жизнеспособности диссоциированных культур клеток гиппокампа проводилась на 33 DIV до моделирования нормобарической гипоксии и на 3 и 7 сутки постгипоксического периода. Показано, что количество живых клеток в интактных культурах на протяжении всего периода наблюдения не изменялось (и составляло 88-92%). Кратковременная нормобарическая гипоксия приводила к гибели основной части клеток в течение первых трех суток постгипоксического периода.
Уже через 24 часа после острого 10-минутного эпизода гипоксии появляются первые морфологические изменения в контрольной группе культур в виде некротизированых и апоптотических клеточных элементов, число которых увеличивалось в течение 7 последующих дней (рис. 18). 
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Рисунок 18. Процент мертвых (пропидиум иодид положительных клеток) в диссоциированных культурах гиппокампа до гипоксии (33 DIV), на 3 (36 DIV) и 7 (40 DIV) сутки постгипоксического периода (0,37 мл/л О2). * - достоверность различий с исходным уровнем; # - достоверность различий с контрольной группой, p < 0,05 (критерий Стьюдента).

Установлено, что количество мертвых клеток в группе без предварительной аппликацией нейротрофического фактора за первые трое суток статистически достоверно увеличилось в 4 раза по сравнению с нормоксическими условиями и составило 43% от общего числа клеток.

При исследовании морфологической структуры и жизнеспособности за семидневный постгипоксический период группы культур с превентивным добавлением BDNF, 1нг/мл было установлено, что количество мертвых клеток значительно ниже по сравнению с контрольными клеточными культурами. Через 7 суток после гипоксии количество мертвых клеток в среднем составляло всего 20% от общего числа клеток в культуре, что достоверно в 2,35 раза ниже, чем в контрольной серии (р<0,05 критерий Манна-Уитни). 

Таким образом, проведенные эксперименты выявили, что 10-минутная нормобарическая гипоксия вызывает необратимые изменения в спонтанной биоэлектрической активности диссоциированных культур гиппокампа. Наблюдалось снижение количества сетевых пачек импульсов и количества спайков в пачке и их ингибирование через 2-3 минуты после начала воздействия. Кроме того, в первые трое суток после моделирования нормобарической гипоксии в 4,2 раза возрастает количество мертвых клеток в контрольных культурах. Применение BDNF, 1нг/мл за 20 минут до 10-минутного эпизода гипоксии предупреждает все обнаруженные негативные эффекты кислородного голодания. В условиях гипоксии наблюдалось частичное сохранение биоэлектрической активности, после реоксигенации количество мертвых клеток достоверно ниже, чем в культурах без добавления нейротрофического фактора. 

Антигипоксическое защитное действие BDNF в условиях кислородного голодания вероятно обусловлено сохранением окислительного фосфорилирования как основной функции митохондриальной дыхательной системы клеток. Однако вопрос о конкретном сигнальном механизме, который запускается нейротрофинами при гипоксии и приводит к повышению резистентности клеток, остается до конца не изученным. 
Действие BDNF на клетки нервной системы связано с активацией большого числа внутриклеточных метаболических каскадов, опосредованных взаимодействием молекулы нейротрофина с двумя типами мембранных рецепторов (Сахарнова и др., 2012): низкоафинным рецептором к NGF (low-affinity nerve growth factor receptor, LNGFR), или p75, и высокоафинным тирозинкиназным рецептором В – TrkB (Patapoutian A., Reichardt L.F., 2001). Для изучения роли высокоафинного рецептора TrkB использовался селективный антагонист k252а (Sigma, K2015).

Показано, что применение k252а (150 нМ) полностью нивелирует положительные эффекты BDNF (1 нг/мл) при действии гипоксии (рис. 19). 
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Рисунок 19. Влияние нейротрофического фактора BDNF на изменение показателей спонтанной биоэлектрической активности первичной диссоциированной культуры гиппокампа через 7 суток после моделирования острой нормобарической гипоксии. * - достоверность различий с группой «Нормоксия»; ** - достоверность различий с группой «Гипоксия», (ANOVA , р<0,05, n=16)

Анализ спонтанной биоэлектрической активности через 7 дней после воздействия гипоксии показал полное угнетение сетевой пачечной активности при применении антагониста TrkB. При использовании k252а (150 нМ) более чем у 72% культур через 7 суток после гипоксии не выявлено сетевой пачечной активности. Исследование жизнеспособности клеток в первичной диссоциированной культуре гиппокампа также показало, что применение антагониста тирозинкиназного рецептора достоверно (р<0,01) увеличивает количество погибших клеток после воздействия гипоксии (рис. 20).
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Рисунок 20. Количество мертвых (пропидиум иодид положительных) клеток в диссоциированных культурах гиппокампа на 7 сутки постгипоксического периода. Данные нормированы относительно группы "Нормоксия". * - достоверность различий с группой "Нормоксия"; # - достоверность различий с группой "Гипоксия", ANOVA, p < 0,05, n=12
Таким образом, полученные данные свидетельствуют, о том, что все положительные эффекты, оказываемые нейротрофическим фактором головного мозга во время гипоксии, связаны с TrkB-рецептором. Блокада данного рецептора полностью нивелирует антигипоксические и нейропротективные эффекты BDNF (1 нг/мл) при гипоксии.

В ряде публикаций показано, что поддержание выживаемости нейронов посредством BDNF осуществляется через активацию внеклеточной сигнал-регулирующей киназы (ERK) или MAPK пути (Han B.N. et al., 2000, Hetman M. et al., 2004), в то время как другие исследователи представляют доказательства того, что в данном процессе участвует PI-3-киназный сигнальный механизм (Nakazawa T. et al., 2002, Veit C. et al., 2004). Также существуют данные о том, что p38 МАРК (один из сигнальных путей активации митогенактивированных протеинкиназ) играет роль в нейропротекции (Irving E.A., Bamford M., 2002, Park J.Y. et al., 2004). Одним из известных молекул-мишеней МАРК и PI-3-киназы является цАМФ-зависимый транскрипционный фактор (CREB). Это важный компонент данных сигнальных путей, ведущий к изменениям в экспрессии генов. Предполагается, что CREB способствует BDNF-опосредованному выживанию нейронов в центральной нервной системе, активируя антиапоптотическую экспрессию генов. Фосфорилирование участка CREB Ser133 нейротрофинами необходимо для активации CREB-опосредованных транскрипционных факторов (Arthur J.S.C. et al., 2004). В недавнем исследовании in vitro нейронов коры головного мозга в условиях циркуляторной гипоксии (гипоксии/ишемии) было показано, что экзогенное применение BDNF способствует повышению количества выживших кортикальных нейронов после повреждающего воздействия через активацию и MAPK, и PI3-киназного сигнальных путей, приводящих к активации фосфорилирования СREB. В большей части данный процесс связан с внеклеточной сигнал-регулирующей киназой ERK (Sun X. et al., 2008). 

В 2012 году в экспериментах in vitro было исследовано действие BDNF на метаболизм кислорода в митохондриях мозга мышей (Markham A. et al., 2004, 2012). В случае инкубации с синаптосомами эффект BDNF выражался в концентрационно-зависимом повышении респираторного контрольного индекса (Respiratory control index, RCI, показатель эффективности дыхательной цепи, синтеза АТФ и целостности органелл).  При этом в экспериментах на выделенных митохондриях BDNF не демонстрировал подобного эффекта и усиливал окисление только в случае использования субстратов митохондриального ферментативного комплекса I. Митохондриальный эффект BDNF контролировался MAPK сигнальным путем, а ингибитор митохондриального ферментативного комплекса I, ротенон, способен in vitro и in vivo ингибировать как митохондриальный, так нейропротективный эффект BDNF (Markham A. et al., 2004, 2012). 

Таким образом, способность BDNF положительно влиять на метаболические процессы и эффективность утилизации кислорода в мозге демонстрирует исключительную его важность как компонента антигипоксической системы защиты клеток, способного повышать выживаемость нейронов и сохранять функциональность нейронных сетей в условиях гипоксии.

3.3 Антигипоксическое действие нейротрофического фактора головного мозга в условиях гипоксии in vivo
1.3.1 Влияние BDNF на выживаемость животных при моделировании острой гипобарической гипоксии

При моделировании острой гипобарической гипоксии у мышей регистрировались следующие поведенческие и жизненно важные показатели, характеризующие устойчивость особей к острой кислородной недостаточности: время жизни на высоте (Тж, мин), время потери позы (Тпп, мин), время восстановления позы (Твп, мин), рассчитывался коэффициент защиты (Кз). Предварительно за 40 минут до проведения ОГБГ опытным группам интраназально вводили BDNF в дозе 4 мкг/кг и 40 мкг/кг. Контрольной группе животных применялась интраназальная инъекция физиологического раствора, группе сравнения внутрибрюшинно вводили препарат антигипоксического действия – Реамберин в дозе 150 мг/кг.

В результате оценки времени жизни на высоте (Тж, мин), которое отсчитывалось от момента подъема на «смертельную площадку» до появления второго агонального вдоха, либо наступления летального исхода, было установлено, что по сравнению с остальными животными, подвергшимися ОГБГ контрольная группа особей находилась в барокамере наименьший период времени (рис. 21). 
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Рисунок 21. Оценка времени жизни на высоте мышей линии C57BL/6 при моделировании острой гипобарической гипоксии. * - статистически значимые различия по сравнению с контрольной группой, p < 0,05 (критерий Манна-Уитни)

Тж мышей с превентивным введением физиологического раствора в среднем составляло 6,18±0,76 мин. Применение нейротрофического фактора BDNF существенно увеличивало время пребывания животных в барокамере. Установлено, что время нахождения на «смертельной площадке» опытных особей статистически достоверно (p < 0,05) превышало время контрольной группы. Тж мышей с интраназальной инъекцией BDNF (4 мкг/кг) в среднем составило 9,4±0,4 мин. Менее продолжительно в барокамере находились животные с превентивным применением высокой дозы нейротрофического фактора, время жизни «на высоте» которых составило 8,6±0,49 мин. Следует отметить, что Тж опытных групп не отличалось от показателей группы сравнения, которой перед помещением в барокамеру внутрибрюшинно вводили препарат Реамберин. Следовательно, можно предположить, что при моделировании ОГБГ превентивное введение BDNF повышает устойчивость животных к острой кислородной недостаточности, увеличивая период пребывания особей в барокамере. По времени пребывания на «смертельной площадке» все животные были распределены по степени устойчивости к воздействию острой гипобарической гипоксии. Так, в группах встречались особи низкоустойчивые к гипоксии (НУ) с Тж менее 3 мин, среднеустойчивые с Тж от 3 до 9 мин и высокоустойчивые, которые находились в барокамере более 9 мин без видимых проявлений гипоксического повреждения (рис. 22). 
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Рисунок 22. Распределение степени устойчивости в группах мышей линии С57BL/6 при моделировании острой гипобарической гипоксии. Данные представлены в % от общего числа особей в группе.

Было показано, что низкоустойчивые животные встречались только в контрольной группе, которой перед подъемом «на высоту» вводили физиологический раствор. В группе с превентивным применением препарата сравнения и у опытных мышей с интраназальной инъекцией BDNF (40 мкг/кг) обнаружено равное количество среднеустойчивых и высокоустойчивых животных и составляло по 50% от общего числа мышей в группе. Интересно отметить, что у мышей с интраназальным введением низкой дозы нейротрофического фактора количество высокоустойчивых животных оказалось выше, чем в группе, которой перед воздействием ОГБГ внутрибрюшинно вводили препарат сравнения Реамберин, и составляло 70% от общего числа особей, принадлежащих к данной группе. Большой процент высокоустойчивых животных указывает на эффективность применения BDNF (4 мкг/кг) как антигипоксанта в условиях острой гипобарической гипоксии.  

Эффективность антигипоксических свойств (коэффициент защиты, Кз) нейротрофического фактора BDNF оценивали по изменению времени жизни опытных животных на «смертельной площадке» относительно времени жизни контрольных животных и группы сравнения. Показано, что коэффициент защиты опытной группы с превентивным введением BDNF (4 мкг/кг) не отличался от значений группы Реамберина и составлял 1,3. Интересен тот факт, что Кз особей с BDNF (40 мкг/кг) превышал в 1,23 раза показатель группы сравнения и составил 1,6.

При моделировании ОГБГ проводилась оценка времени потери позы (Тпп, мин) (рис. 23). 
Данный показатель рассчитывался как период от начала подъема в барокамере до момента, когда животное принимает боковое положение и утрачивает способность поддерживать позу. В результате оценки Тпп достоверных различий между группами не обнаружено. 
После моделирования острой гипобарической гипоксии у особей исследовался показатель времени восстановления позы (Твп, мин), который рассчитывался как период времени от остановки дыхания или немедленного «спуска с высоты» до момента, когда животное снова приобретает способность уверенно стоять на конечностях (рис. 24). Показано отсутствие достоверных различий между группами по данному показателю.
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Риунок 23. Время потери позы мышей линии C57BL/6 в барокамере при моделировании острой гипобарической гипоксии, p<0,05 (критерий Манна-Уитни)
Твп контрольной группы в среднем составило 4,29±1,17 мин. Установлено, что у 62,5% животных данной группы время, затраченное на попытки уверенно встать на конечности, достоверно отличалось от показателей как группы с инъекцией антигипоксанта (p<0,01), так и контрольной группы (p<0,05). Также следует отметить, что данный процент особей пребывали в условиях острой кислородной недостаточности наиболее продолжительный период времени и являлись высокоустойчивыми животными.
Статистически значимых различий между Твп особей с интраназальным применением BDNF высокой концентрации и животными, получившими инъекции физиологического раствора и Реамберина, не установлено. 

Таким образом, в результате проведенного эксперимента было обнаружено, что острая кислородная недостаточность существенно влияет на поведенческие и жизненно важные показатели животных.
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Рисунок 24. Время восстановления позы мышей линии C57BL/6 после «спуска» со «смертельной площадки» при моделировании острой гипобарической гипоксии, p < 0,05 (критерий Манна-Уитни)
Так, в контрольной группе показана низкая устойчивость особей к воздействию ОГБГ. Также мыши с интраназальной инъекцией физиологического раствора пребывали в барокамере наименьший период времени. 

Превентивное применение нейротрофического фактора BDNF повышало устойчивость мышей к условиям острой гипобарической гипоксии. В опытных группах отмечаются высокие показатели времени жизни на высоте, которые статистически достоверно отличались от контрольных значений. Среди всех животных, подвергшихся ОГБГ, в группе BDNF (4 мкг/кг) установлен наибольшее время жизни «на смертельной площадке». Тж особей с интраназальной инъекцией BDNF (40 мкг/кг) сопоставимо с показателями группы сравнения. У животных с превентивным применением Реамберина и у мышей с инъекцией BDNF (40 мкг/кг) обнаружено равное количество среднеустойчивых и высокоустойчивых животных, а процент высокоустойчивых особей в группе BDNF (4 мкг/кг) на 20% превышал показатели группы сравнения. Следовательно, нейротрофический фактор BDNF обладает выраженными антигипоксическими свойствами. 
Выявленное влияние BDNF на жизненные и поведенческие показатели животных указывает на потенциальную эффективность его применения как антигипоксанта в условиях острой гипобарической гипоксии наравне с применением препарата Реамберина.

3.3.2 Влияние BDNF на показатели двигательной и ориентировочно-исследовательской активности мышей в тесте «Открытое поле»

Согласно классическим представлениям в тесте «Открытое поле» у мышей при попадании на открытое пространство с повышенной освещенностью наблюдаются стрессовые ориентировочно-исследовательская и защитно-оборонительная поведенческие реакции (Буреш Я. с соавт., 1991). Как правило, ориентировочно-исследовательская реакция животного оценивается по горизонтальной и вертикальной двигательной активности, количеству реакций принюхивания. В то время как, эмоциональный статус животного оценивают по времени замирания, количеству реакций дефекации, мочеиспускания, груминга, верчения и пячения (Худякова Н.А., Баженова Т.В., 2012). Показано, что при действии различных повреждающих факторов (таких как гипоксия, травма и т.д.) или введении фармакологических препаратов, данные показатели могут меняться, что изменяет структуру поведения животного, тем самым влияя на гуморальные и метаболические процессы в организме (Новиков В.Е., 2005).

При тестировании животных в «открытом поле» выявлено, что исходный уровень горизонтальной активности статистически не отличался во всех группах животных (рис. 25). 
[image: image39.png]N iy

=

2

KO/THTECTBO NePece1CHRbIX KBAIPATOR
< &

VHTaxTHBIE PeamGeprs NaCl,0,9% BDNF,4 Mkr/kr  BDNF, 40 MKI/KT
Mepwon HabnioaeHNs
OHCXONHELE ypoBers W 1cyTki S 7cyTkin 014 cyTki




Рисунок 25. Влияние ОГБГ на изменение горизонтальной двигательной активности мышей. Полученные данные нормированы относительно исходного уровня; * - статистически значимые различия относительно исходного уровня активности; # - статистически значимые различия по сравнению с интактной группой, p < 0,05 (Критерий Манна-Уитни).

В интактной группе на втором и третьем этапе наблюдения в тесте «открытое поле» обнаружено достоверное снижение количества пересеченных квадратов относительно исходной активности. На последний момент регистрации уровень горизонтальной двигательной активности оставался низким, однако статистически не отличался от исходных значений. Схожую динамику поведения при сравнении с начальными показателями продемонстрировали опытные группы с интраназальным введением перед проведением ОГБГ низкой дозы BDNF и с внутрибрюшинной инъекцией препарата Реамберина. У данных животных на 14 сутки после ОГБГ количество пересеченных квадратов статистически не отличалось от показателей, которые были зарегистрированы до подъема на «смертельную площадку».

Как видно из рисунка 25, на первые сутки после ОГБГ уровень горизонтальной двигательной активности, как опытных групп, так и интактной группы достоверно снизился относительно исходных значений. Достоверных различий в показателях разных групп не обнаружено.

На 7-е сутки после подъема «на высоту» в контрольной группе было установлено достоверное снижение количества пересеченных квадратов относительно интактных животных. В группах с интраназальным введением BDNF 4 мкг/кг и 40 мкг/кг статистически значимых различий с интактными животными и группой с внутрибрюшинной инъекцией препарата Реамберина не обнаружено.На 14-е сутки после моделирования острой гипобарической гипоксии показатели горизонтальной двигательной активности животных контрольной и опытной группы BDNF (40 мкг/кг) статистически достоверно оставались ниже исходных значений, в отличие от показателей других групп, уровень которых возвращался к исходным значениям. Однако достоверных различий между показателями опытных, интактной и контрольной групп не зафиксировано. 

Таким образом, у всех групп животных наблюдалось достоверное снижение горизонтальной двигательной активности. Данная динамика отражает пассивно-оборонительную тактику поведения мышей в ответ на стрессорное воздействие теста «водного лабиринта». Однако следует отметить, что после окончания обучения в «водном лабиринте» в интактной группе происходит постепенное восстановление горизонтальной двигательной активности. Такая же направленность изменений обнаружена в   группе сравнения и у животных с интраназальной инъекцией BDNF (4 мкг/кг). Следовательно, восстановление горизонтальной двигательной активности в этих группах может свидетельствовать о нейрозащитном действии BDNF в концентрации 4 мкг/кг и препарата сравнения (Реамберина). Особый интерес представляет тот факт, что в группе с превентивным введением BDNF в дозе 40 мкг/кг наблюдалась только тенденция к восстановлению двигательной активности.

При исследовании ориентировочно-исследовательской активности животных проводилась оценка изменения уровня вертикальной двигательной активности (количество вертикальных стоек) и количество реакций принюхивания.

Анализ полученных данных показал, что во всех группах исходное количество вертикальных стоек статистически не отличалось друг от друга.  После обучения в водном лабиринте Морриса в интактной группе наблюдалось резкое достоверное снижение вертикальной двигательной активности относительно исходных значений. Через неделю уровень ориентировочно-исследовательской активности повысился, однако оставался достоверно ниже исходных показателей. На последнем этапе тестирования наблюдалась тенденция к возвращению вертикальной двигательной активности к исходным значениям. Разница между показателями после обучения в «водном лабиринте» и последним тестом статистически значима (p<0,05) (рис. 26). 

Схожая динамика поведения обнаружена в контрольной группе, группе сравнения и у животных с интраназальной инъекцией BDNF (4 мкг/кг). Однако в данных группах повышение количества вертикальных стоек не достигло статистических значений. 

Также следует отметить, что в течение двух недель после «подъема на высоту» уровень вертикальной двигательной активности контрольных и опытных животных не отличался от показателей интактной группы.
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Рисунок 26. Влияние ОГБГ на изменение ориентировочно-исследовательской активности мышей. Полученные данные нормированы относительно исходного уровня; * - статистически значимые различия относительно исходных показателей; # - статистически значимые различия уровня активности в сравнении с первым этапом наблюдения, p < 0,05 (Критерий Манна-Уитни)

Таким образом, обнаружено достоверное снижение ориентировочно-исследовательской активности мышей как интактной, так и опытных групп относительно исходных показателей, что можно обусловить со стрессорным воздействием теста «водного лабиринта». В интактной группе после окончания навигационного научения наблюдалось постепенное восстановление исследовательской активности, в то время как в опытных группах количество вертикальных стоек к исходным показателям не приближалось. Однако следует отметить, что у животных с превентивным введением Реамберина, физиологического раствора и BDNF (40 мкг/кг) через 2 недели после «подъема на высоту» наблюдается тенденция к восстановлению вертикальной активности.

При исследовании ориентировочно-исследовательской активности по количеству реакций принюхивания обнаружено, что у всех групп животных исходные показатели статистически не отличались друг от друга (рис. 27).

Показано, что в интактной группе после обучения в водном лабиринте Морриса происходило достоверное снижение количества актов принюхивания относительно исходного уровня. В течение последующего времени наблюдения уровень активности животных по данному показателю повысился, однако оставался достоверно ниже исходных значений. 

На 1 сутки после ОГБГ в контрольной группе обнаружено заметное снижение количества актов принюхивания. Как видно из рисунка 27 уровень ориентировочно-исследовательской активности ниже остальных групп и статистически значимо отличался от значений препарата сравнения. На последующих этапах тестирования наблюдалась тенденция к возвращению ориентировочно-исследовательской активности к исходным значениям. Разница между показателями первых суток после ОГБГ и последним тестом статистически значима (рис. 27). 

В отличие от других групп у животных с внутрибрюшинной инъекцией Реамберина не отмечалось тенденции к восстановлению ориентировочно-двигательной активности. В течение 2 недель наблюдения количество актов принюхивания существенно не изменялось и оставалось достоверно ниже исходных показателей. Достоверных отличий данной группы относительно активности интактной группы не обнаружено.

Несмотря на отсутствие статистической значимости интересно отметить, что динамика поведения опытной группы с интраназальным введением BDNF (4 мкг/кг) схожа с активностью интактной группы. Через сутки после моделирования ОГБГ количество актов принюхивания достоверно снизилось относительно исходных показателей. В дальнейшем наблюдается тенденция к восстановлению ориентировочно-исследовательской активности, однако количество реакций принюхивания оставалось достоверно ниже исходных значений.

[image: image41.png]&w&\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\&

BDNEF.

4 MKI/KT 40 MKI/KT

BDNE

« 227,

Vsraxraze Peambepus NaCl, 0.9%

sMEERYOEAdN SOLNE 0RLIORHLOY

Mepuon HaGnioaeHms

O Hexozmsiii yposess 1 cymar 87 cymar 814 cymar




Рисунок 27. Влияние ОГБГ на количество актов принюхивания мышей. Полученные данные нормированы относительно исходного уровня; * - статистически значимые различия относительно исходных показателей; ** - статистически значимые различия по сравнению с 1 сутками после ОГБГ; #- статистически значимые различия с группой Реамберина; ## - статистически значимые различия с группой физиологического раствора (NaCl, 0,9%), p < 0,05 (Критерий Манна-Уитни)
Наибольший интерес представляет опытная группа с превентивным введением BDNF (40 мкг/кг). Из рисунка 27 видно, что уровень ориентировочно-исследовательской активности данных животных после «подъема на высоту» выше относительно показателей остальных групп. Установлено, что на первые сутки после ОГБГ количество актов принюхивания группы с высокой дозой BDNF было достоверно (p<0,05) выше значений контрольной группы. На 7 сутки после подъема в барокамере уровень исследовательской активности был значимо (p<0,05) выше показателей группы препарата Реамберина. 

Также было показано, что в группе BDNF (40 мкг/кг) происходило восстановление ориентировочно-исследовательской активности до исходных показателей. Через неделю после ОГБГ количество реакций принюхивания не имело достоверных отличий относительно исходных значений. Исходя из вышесказанного, следует вывод о том, что в данной опытной группе восстановление ориентировочно-исследовательской активности по количеству актов принюхивания происходит быстрее, чем у интакных животных, даже, несмотря на то, что группа с применением BDNF (40 мкг/кг) была подвергнута острой кислородной недостаточности. Данный факт представляет особый интерес, поскольку время пребывания опытных животных «на высоте» было достоверно (p<0,05) выше, чем в контрольной и эталонной группах. Длительное пребывание в барокамере подразумевает более выраженные повреждения головного мозга, что должно было сказаться, в том числе и на показателях ориентировочно-исследовательской активности.

Таким образом, во всех группах количество реакций принюхивания после проведения сеансов водного лабиринта Морриса достоверно снижалось относительно исходного уровня активности. Также следует отметить, что комплексное воздействие навигационного научения и ОГБГ существенно повлияло на ориентировочно-исследовательскую активность животных с превентивным введением физиологического раствора. Количество актов принюхивания контрольной группы на 1-е сутки после воздействия было достоверно ниже группы сравнения и опытной группы BDNF (40 мкг/кг). 

В группе с интраназальной инъекцией BDNF (40 мкг/кг) к 7-ым суткам после «подъема на высоту» количество актов принюхивания возвращалось к исходным показателям. Кроме того, уровень активности группы животных, получавшие высокую дозу BDNF достоверно выше, чем у групп сравнения и контрольной группы. Показатели группы с интраназальным введением BDNF (4 мкг/кг) после «подъема на высоту» свидетельствуют о тенденции к восстановлению ориентировочно-исследовательской активности. Таким образом, можно предположить, что BDNF способствует сохранению ориентировочно-исследовательской деятельности по показателю реакций принюхивания животных после воздействия ОГБГ.

При исследовании эмоционального статуса животных в тесте «открытое поле» проводилась оценка времени замирания, количества реакций дефекации, мочеиспускания, груминга, верчения и пячения. 

В результате проведенного эксперимента было показано, что стрессорное воздействие теста «водного лабиринта» не повлияло на такие показатели как количество реакций дефекации, мочеиспускания, груминга, верчения и пячения. Достоверные различия наблюдались только по времени замирания животных (рис. 28). Исходный уровень показателей у всех групп статистически не отличался друг от друга. 

Как видно из рисунка 28, со второго этапа регистрации в «открытом поле» время замирания животных как интактной, так и опытных групп увеличивается. В интактной группе повышение данного показателя достигает статистической значимости относительно исходного уровня к последнему этапу тестирования. 

Время замирания группы с внутрибрюшинной инъекцией Реамберина становится достоверно выше исходных показателей к 7-ым суткам после воздействия ОГБГ. Статистических различий с интактной группой не обнаружено.

Показано, что эмоциональный статус животных с интраназальным введением физиологического раствора по данному показателю существенно не изменялся. Через неделю после теста «смертельной площадки» время замирания у данной группы возвращалось к исходным значениям, а также не отличалось от показателей интактной группы.

Динамика поведения опытной группы BDNF (40 мкг/кг) имеет определенную схожесть с активностью интактных животных, однако статистических различий между группами не обнаружено. К 14 суткам после ОГБГ время замирания достоверно (p<0,05) повышается по сравнению с исходными показателями, а также со значениями, зарегистрированными на первые сутки после моделирования острой гипоксии.
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Рисунок 28. Влияние ОГБГ на время замирания животных. * - статистически значимые различия по сравнению с исходным уровнем; # - статистически значимые различия по сравнению с 1 сутками после ОГБГ, p<0,05

Изменения в эмоциональном статусе животных опытной группы BDNF (4 мкг/кг) по времени замирания имели неоднозначный характер. На 1 сутки после ОГБГ данный показатель статистически достоверно был выше относительно исходных значений. Через неделю после моделирования ОГБГ уровень активности восстанавливался до исходного. Однако через 2 недели после подъема «на смертельную площадку» время замирания снова статистически значимо повышалось относительно исходных показателей.  

Таким образом, время замирания характеризует оборонительную реакцию животного на потенциальную опасность и адаптивную значимость, так как неподвижность уменьшает возможность акустического или зрительного обнаружения животного хищниками. Показано, что с каждым последующим этапом проведения теста «открытое поле» время замирания как интактной, так и опытных групп увеличивалось относительно исходных значений, что свидетельствует о повышении уровня тревожности животных. Исключение составляет контрольная группа с превентивным введением физиологического раствора, показатели которой через неделю после подъема «на высоту» возвращались к исходному уровню активности. Несмотря на отсутствие статистических различий, следует отметить, что эмоциональные статусы животных с интраназальной инъекцией BDNF (40 мкг/кг) и интактной группы потенциально схожи. В группе с превентивным введением низкой дозы BDNF наблюдалось временное восстановление эмоционального статуса к исходным значениям. Кратковременное повышение пассивно-оборонительной тактики поведения животных в «открытом поле», по всей видимости, связано со стрессорным воздействием «водного лабиринта».

Проведенное тестирование животных по методике «открытое поле» показало, что во всех группах происходило снижение ориентировочно-исследовательской активности и защитно-оборонительных поведенческих реакций. Снижение двигательной активности отражало кратковременное развитие пассивно-оборонительной тактики поведения мышей в ответ на стрессорное воздействие «водного лабиринта». В отдаленном периоде наблюдения в интактной группе происходило постепенное восстановление ориентировочно-исследовательской активности к исходным показателям. Показано, что в группе с превентивным введением BDNF в концентрации 40 мкг/кг наблюдалась выраженная тенденция к восстановлению горизонтальной и вертикальной двигательной активности. Ориентировочно-исследовательская активность по показателю реакций принюхивания восстанавливалась к 7 суткам после воздействия ОГБГ. Применение BDNF (4 мкг/кг) способствовало сохранению горизонтальной активности, наблюдалась выраженная тенденция к восстановлению количества актов принюхивания и вертикальных стоек. Следовательно, можно предположить, что BDNF как в высокой, так и низкой концентрации обладает нейрозащитным действием в ответ на воздействие гипоксии и способствует сохранению ориентировочно-исследовательской активности, активируя сложный набор интегрированных поведенческих реакций, отражающих тревожность и стремление исследовать новую территорию.
3.3.3 Влияние BDNF на показатели навигационного научения и долговременной памяти мышей в тесте «Водного лабиринта Морриса»

На следующий день после оценки двигательных и ориентировочно-исследовательских показателей животные тестировались в водном лабиринте Морриса, с перерывом между сеансами в 48 часов. После проведения пяти сеансов навигационного научения были установлены основные стратегии поиска скрытой под водой платформы. Показано, что при первом помещении в водный лабиринт большинство особей выбирали хаотический поиск цели. Животные плавали вдоль стенок бассейна, что можно объяснить врожденной программой поведения – тигмотаксисом. При анализе последующих попыток у мышей наблюдались процессы формирования пространственной памяти. Было установлено, что время нахождения платформы сокращалось, поиск цели становился направленным, как правило, характеризующимся циркулярными и радиальными движениями (рис. 29). После окончания сеансов обучения животные подвергались воздействию острой гипобарической гипоксии. Через сутки после подъема «на высоту» проводилось отсроченное тестирование в водном лабиринте, включающего в себя одиночную попытку длительностью в 60 секунд при отсутствии в бассейне платформы. Для оценки состояния долговременной памяти после воздействия ОГБГ осуществлялся расчет отсроченного коэффициента сохранения (оКс) как доли времени пребывания особи в секторе бассейна, где ранее располагалась платформа, по отношению к общему времени нахождения в водном лабиринте (табл. 3).
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Рисунок 29. Процесс формирования пространственной памяти у мышей в водном лабиринте Морриса. Показан пример траектории движения особи в бассейне на первом и пятом сеансах обучения
Таблица 3
Значения отсроченного коэффициента сохранения долговременной памяти (оКс) у мышей линии С57BL/6j после воздействия острой гипобарической гипоксии, %

	Группа животных
	оКс, %

	Интактные
	29,8 ± 2,6

	NaCl, 0,9%
	24,5 ± 3,9

	Реамберин, 150 мг/кг
	25,6 ± 3,1

	BDNF, 4 мкг/кг
	30,6±3,9

	BDNF, 40 мкг/кг
	35,5±4,1*#


* – достоверное отличие от группы сравнения, # -  статистически значимые различия по сравнению с контрольной группой, p < 0,05 (критерий Манна-Уитни).

Выявлено, что воздействие острой гипобарической гипоксии приводило к нарушению процессов воспроизведения долговременной памяти у мышей при отсроченном тестировании в водном лабиринте. Так, после моделирования ОГБГ наихудший результат продемонстрировала контрольная группа животных с превентивным введением физиологического раствора. Показатели оКс данных особей оказались ниже значений интактных животных и выходили за границы нормы. Применение антигипоксанта Реамберина перед подъемом «на высоту» также не способствовало сохранению долговременной памяти. Доля пребывания в секторе, где ранее находилась платформа, оказалась на нижней границе установленной нормы посещаемости.

Наибольший интерес представляют опытные группы с интраназальным применением BDNF (4 мкг/кг, 40 мкг/кг). Показатели оКс данных групп не только не отличались от значений интактных животных (как в случае с BDNF 4 мкг/кг), но и превышали их в среднем на 5% (BDNF 40 мкг/кг). Наилучший эффект отмечен у особей с превентивным применением высокой дозы BDNF, процент оКс которой статистически достоверно оказался выше показателей групп с инъекцией препарата сравнения и физиологического раствора. Таким образом, можно предположить, что нейротрофический фактор головного мозга обладает нейропротекторным действием. Превентивное применение BDNF (40 мкг/кг) не только предотвращает возможное ухудшение пространственной памяти после воздействия ОГБГ, но и способствует ее закреплению.

Для исследования процессов воспроизведения долговременной памяти после воздействия острой гипобарической гипоксии проводилась оценка изменения стратегии животного в поиске платформы при отсроченном тестировании в водном лабиринте. С помощью пакета программ, разработанных в среде Matlab бассейн был разделен на секторы, и подсчитывалось число посещений каждого из них до момента, когда особь достигала бы платформы, если бы она присутствовала в лабиринте. 

При построении графиков посещаемости секторов бассейна, было установлено 3 основных стратегии поиска платформы (табл. 4): 

Таблица 4
Основные стратегии поиска цели при отсроченном тестировании в водном лабиринте Морриса

	Прямое достижение цели
	Активный поиск
	Хаотический поиск
	Отрицательный результат
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1) прямое достижение цели – животное непосредственно направлялось к месту бывшего расположения платформы (время трека составляло 3-10сек); 2) активный поиск – с учетом предыдущего опыта время нахождения платформы невелико (10-20сек); 3) хаотический поиск – отсутствие выраженной стратегии достижения цели (более 20 сек). Таккже встречались особи, которые не нашли бы платформу за все время пребывания в водном лабиринте.

В результате оценки графиков посещаемости секторов бассейна, было показано, что в группе, не подвергшейся ОГБГ, не встречалось животных с неудачным поиском цели (рис. 30). Основной процент особей непосредственно двигались к месту, где ранее располагалась платформа (55,55%) или, опираясь на предыдущий опыт обучения, активно искали ее, осуществляя характерные циркуляторные и радиальные движения (27,7%). 16,7% животных выбирали хаотическую тактику достижения цели. 
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Рисунок 29. Распределение стратегий поиска цели в группах животных при отсроченном тестировании в водном лабиринте Морриса после воздействия ОГБГ, %

По сравнению с интактными животными в опытных группах после воздействия острой гипобарической гипоксии стратегия поиска платформы существенно изменилась. Так, наибольшее количество животных с внутрибрюшинной инъекцией антигипоксанта Реамберина не опиралось на предыдущий опыт поиска, и применяло хаотическую тактику достижения цели (37,7%) (рис. 30). В группе обнаружены особи с отрицательной попыткой найти платформу (12,5%). Равная доля животных выбирала прямой и активный поиск цели (25%). В контрольной группе с интраназальным введением физиологического раствора по сравнению с другими группами обнаружено наибольшее количество особей с отрицательным результатом поиска платформы (23,26%). Равное число контрольных животных применяли прямую и хаотическую стратегию поиска цели (23,07%). Доля особей, активно искавших платформу, составило 30,7%.

Таким образом, можно сделать вывод о том, что острая гипобарическая гипоксия вызывает грубые нарушения мнестических функций у мышей, тем самым вызывая смену выбора стратегии нахождения платформы при отсроченном тестировании в водном лабиринте Морриса.
Интраназальное применение нейротрофического фактора BDNF (4 мкг/кг, 40 мкг/кг) перед воздействием ОГБГ способствовало сохранению стратегии поиска платформы в лабиринте. Установлено, что в данных опытных группах направленное перемещение к месту, где ранее располагалась платформа, являлось основной тактикой поведения особей в бассейне. Прямой поиск цели выбрали 55,55% животных с превентивным введением 40 мкг/кг BDNF и 50% особей, получивших 4 мкг/кг BDNF. Доля мышей, использовавших предшествующий опыт обучения в водном лабиринте и избравших тактику активного поиска платформы, оказалась выше значений интактной группы и составила 33,3% (для группы BDNF, 40 мкг/кг) и 37,5% (для группы BDNF, 4 мкг/кг). Небольшой процент особей двигались в бассейне хаотически. Животных с неудачным поиском платформы в обеих группах не обнаружено. Следовательно, превентивное введение нейротрофического фактора снижает негативные последствия острой гипобарической гипоксии и сохраняет мнестические функции у мышей, выбирая при этом оптимальные тактики поиска платформы с наименьшими затратами времени для достижения цели. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Настоящая работа была посвящена изучению нейротропного действия ключевого представителя семейства нейротрофинов - нейротрофического фактора головного мозга (BDNF), на разных этапах развития диссоциированных культур клеток гиппокампа in vitro, а также исследованию антигипоксических свойств BDNF при моделировании гипоксической гипоксии in vitro и in vivo. 

В экспериментах in vitro использовалась современная электрофизиологическая методика с целью изучения нейрональной активности на сетевом уровне. Совмещение первичных диссоциированных культур с мультиэлектродными системами регистрации внеклеточных потенциалов действия предоставила возможность долговременного наблюдения изменений морфофункционального состояния нейронных сетей и регистрации мгновенных ответов на введение биологически активных агентов или при воздействии гипоксии. Кроме того, на основе данного метода нами был предложен инновационный подход к моделированию острой нормобарической гипоксии in vitro при одновременной неинвазивной мультиэлектродной регистрации биоэлектрической активности нейронов, который позволил определить особенности работы нейронных сетей диссоциированных культур, как во время гипоксии, так и в течение отдаленного постгипоксического периода. 

В результате проведенных исследований было показано, что нейротрофический фактор головного мозга BDNF модулирует спонтанную биоэлектрическую активность диссоциированных культур клеток гиппокампа. Изменение спонтанной биоэлектрической активности нейронов на сетевом уровне выражалось в увеличении длительности малой сетевой пачки импульсов, сокращении времени появления первых спайков в пачке, что изменяло структуру как паттера активации, так и всей пачки импульсов, являющейся функциональной характеристикой сети. Проявление наблюдаемых изменений зависело от концентрации добавляемого нейротрофина и от стадии развития диссоциированных культур in vitro. Аппликация нейротрофического фактора BDNF (0,1 нг/мл, 1 нг/мл) на 7 DIV не влияла на спонтанную биоэлектрическую активность диссоциированных культур клеток гиппокампа. В то время как при аппликации BDNF на 14 DIV эффект развивался в течение 10-15 минут в зависимости от концентрации. Показано, что наиболее оптимальной концентрацией нейротрофического фактора явилась 1 нг/мл. По отношению к опытной группе «BDNF, 0,1 нг/мл» нейротропный эффект в группе «BDNF, 1 нг/мл» в ответ на добавление развивался быстрее. Аппликация BDNF, 10 нг/мл не вызывала дальнейшего увеличения длительности сетевой пачки. Важно отметить, что характерным проявлением нейротропного действия BDNF явилось повышение эффективности синапической передачи в зрелой нейронной сети гиппокампа и усиление синхронизации нейронов при их включении в сетевую активность. Доказательством этого предположения послужило изменение паттерна активации сетевой пачки. Время появления спайка в составе сетевой пачки зависело от концентрации добавляемого нейротрофического фактора. Наибольший эффект отмечен в группе культур «BDNF, 10 нг/мл», в которой среднее время появления спайков было минимальным по сравнению с другими опытными группами.

Схожая динамика изменений в ответ на аппликацию BDNF происходила и на 21 DIV. Однако по сравнению с 14 DIV модулирущий эффект развивался несколько медленнее. Увеличение длительности малой сетевой пачки импульсов показано с 20-й минуты после добавления нейротрофического фактора в концентрации 1 нг/мл. Спустя сутки после аппликации нейротрофина спайковая активность культур возвращалась к исходным значениям, однако функциональные характеристики сетевой пачки импульсов модифицировались в сторону уменьшения времени возникновения первых спайков в сетевой пачке импульсов и общей синхронизации работы нейронов. Для культур с добавлением BDNF в концентрации 0,1 нг/мл спонтанная биоэлектрическая активность существенно не изменялась.
Таким образом, можно предположить, что полученный нейротропный эффект в ответ на добавление нейротрофического фактора связан с метаболическими процессами, опосредованными запуском сигнальных каскадов при взаимодействии BDNF с рецептором TrkB (Caldeira M.V. et al., 2007, Porcher C. et al., 2011). Для реализации данных реакций необходимо наличие сформированных зрелых синаптических контактов в нейронной сети. Этим объясняется отсутствие изменений в спонтанной спайковой активности диссоциированных культур при добавлении нейротрофина на 7 DIV, поскольку на данном сроке развития нейронная сеть находится на стадии формирования с преобладанием электрических синапсов и отсутствием полноценных химических синаптических контактов (Широкова и др., 2013). 

21 DIV является заключительным этапом формирования нейронных сетей, в структуре которых начинают преобладать химические синапсы, обеспечивающие пластичность диссоциированных культур (Широкова и др., 2013), и стабильного проявления нейротропного эффекта BDNF, заключающегося в транзиторном увеличении длительности сетевой пачечной активности и повышении синхранизации активности нейронов в составе спонтанной сетевой пачки. 

 Дальнейшие исследования были направлены на изучение антигипоксических и нейропротекторных свойств нейротрофического фактора BDNF. В проведенных экспериментах in vitro было показано, что 10-минутная нормобарическая гипоксия вызывает обратимое ингибирование спонтанной биоэлектрической активности диссоциированных культур гиппокампа. Через 2-3 минуты после начала гипоксии наблюдалось снижение количества сетевых пачек импульсов и количества спайков в пачке практически до полного их отсутствия. Депрессия активности нейронной сети не была вызвана гибелью нейронов, так как количество жизнеспособных нейронов оставалось на догипоксическом уровне. 
Реоксигенация после 10 минутной гипоксии вызывала резкую активация биоэлектрической активности нейронов после 7-минутного периода молчания. Паттерн спонтанной биоэлектрической активности изменялся за счет 2-х кратного увеличения количества малых сетевых пачек и числа спайков в пачке. Однако уже через 2 часа после реоксигенации происходило последующе необратимое снижение спонтанной биоэлектрической активности, сохраняющееся длительное время на протяжении всего наблюдаемого постгипоксического периода. Снижение сетевой пачечной активности диссоциированных культур почти в 5 раз свидетельствовало о редукции синаптических контактов вследстве гибели функционально активных нейронов. Действительно, уже первые трое суток после моделирования нормобарической гипоксии количество мертвых клеток возрастало в 4,2 раза. 
Превентивное применение BDNF в концентрации 1 нг/мл за 20 минут до моделирования нормобарической гипоксии предупреждало резкое снижение активности нейронов при кислородной депривации, сохраняя сетевую пачечную активность культур диссоциированных клеток гиппокампа на минимальном функциональном уровне во время гипоксии с дальнейшим быстрым восстановлением в реперфузионном периоде. Следует отметить, что быстрое восстановление активности нейронов в реперфузионном периоде в группах с превентивным применением BDNF не сопровождалось массивной гибелью нейронов, количество мертвых клеток в диссоциированных культурах с BDNF в постгипоксическим периоде было меньше, чем в контроле в 2 раза. 

Антигипоксическое защитное действие BDNF в условиях острого кислородного голодания, зависело от активности тирозинкиназных рецепторов В и, вероятно, обусловлено сохранением окислительного фосфорилирования как основной функции митохондриальной дыхательной системы клеток. Данное предположение основано на проведенных экспериментах in vitro Маркхама с соавторами, изучающих действие BDNF на метаболизм кислорода в митохондриях мозга мышей. Было показано, что в случае инкубации с синаптосомами эффект BDNF выражался в повышении респираторного контрольного индекса (Respiratory control index, RCI). Данный параметр отражает эффективность митохондриальной дыхательной цепи, синтеза АТФ и целостности органеллы (Markham A. et al., 2004, 2012).

Таким образом, способность BDNF положительно влиять на метаболические процессы и эффективность утилизации кислорода в головном мозге демонстрирует исключительную его важность как компонента антигипоксической системы защиты клеток, способного повышать выживаемость нейронов и сохранять функциональность нейронных сетей в условиях гипоксии при активации тиразинкиназных рецепторов В (TrkB).

На следующем этапе работы изучались антигипоксические свойства нейротрофического фактора BDNF в условиях острой гипобарической гипоксии взрослого животного. В проведенных экспериментах in vivo было установлено, что острая кислородная недостаточность существенно влияет на поведенческие и жизненно важные показатели животных. В контрольной группе особей показана низкая устойчивость особей к воздействию ОГБГ и высокий процент смертности. Мыши находились в барокамере наименьший период времени, а выжившие особи после «спуска» с моделируемой высоты имели наиболее продолжительный период восстановления позы. 

Превентивное применение нейротрофического фактора BDNF в дозах 4 мкг/кг и 40 мкг/кг повышало устойчивость особей к условиям острой гипобарической гипоксии. В опытных группах отмечались высокие показатели времени жизни на высоте, достоверно отличавшиеся от контрольных значений. Среди всех животных, подвергшихся ОГБГ, в группе BDNF (4 мкг/кг) установлен максимальный период жизни на «мертельной площадке». Тж особей с интраназальной инъекцией BDNF (40 мкг/кг) сопоставимо с показателями группы сравнения. У животных с превентивным применением антигипоксанта Реамберина и у мышей с инъекцией BDNF (40 мкг/кг) обнаружено равное количество среднеустойчивых и высокоустойчивых животных, а процент высокоустойчивых особей в группе BDNF (4 мкг/кг) на 20% превышал показатели группы сравнения. В группе особей BDNF (40 мкг/кг), наблюдалась тенденция к сохранению позы на «смертельной площадке» более длительный период времени по сравнению с другими опытными группами. У 62,5% особей с инъекцией BDNF (4 мкг/кг) время, затраченное на восстановление позы после спуска с моделируемой высоты, достоверно отличалось от показателей как группы с инъекцией антигипоксанта, так и контрольной группы.

Следовательно, проведенные эксперименты in vivo подтверждают полученные результаты in vitro, доказывая факт, что нейротрофический фактор BDNF обладает выраженными антигипоксическими свойствами. Выявленное влияние BDNF на выживаемость и поведенческие показатели животных указывает на потенциальную эффективность его применения как антигипоксанта в условиях острой гипобарической гипоксии наравне с применением известного антигипоксанта препарата Реамберин.
Кроме этого, с помощью отсроченного тестирования в «водном лабиринте Морриса» была проведена оценка действия BDNF на сохранение следов долговременной памяти после моделирования острой гипобарической гипоксии. Выявлено, что воздействие ОГБГ приводило к нарушению процессов воспроизведения долговременной памяти у мышей. Применение антигипоксанта Реамберина также не способствовало сохранению следов долговременной памяти. Показатели оКс опытных групп BDNF (4 мкг/кг, 40 мкг/кг) не только не отличались от значений интактных животных (как в случае с BDNF 4 мкг/кг), но и превышали их в среднем на 5% (BDNF 40 мкг/кг). Более того, превентивное применение BDNF (40 мкг/кг) не только предотвращало возможное ухудшение пространственной памяти после воздействия ОГБГ, но и способствовало ее закреплению.
После воздействия ОГБГ происходили существенные изменения в выборе стратегии поиска платформы. У контрольных особей обнаружено наибольшее количество мышей с отрицательным результатом поиска платформы (23,26%). Наибольшее количество животных с внутрибрюшинной инъекцией Реамберина не опиралось на предыдущий опыт, и осуществляли хаотический поиск цели (37,7%). 

Интраназальное применение нейротрофического фактора BDNF (4 мкг/кг, 40 мкг/кг) способствовало сохранению стратегии поиска платформы в лабиринте. В данных опытных группах направленное перемещение к месту, где ранее располагалась платформа, являлось основной тактикой поведения особей в бассейне. Доля мышей, использовавших предшествующий опыт обучения в водном лабиринте и избравших тактику активного поиска платформы, оказалась выше, чем в интактной группе и составила 33,3% (для группы BDNF, 40 мкг/кг) и 37,5% (для группы BDNF, 4 мкг/кг). Животных с неудачным поиском платформы в обеих группах не обнаружено. 

Следовательно, BDNF обладает не только антигипоксическим, но и, возможно, ноотропным эффектом, проявляющимся в эксперименте in vivo в сохранении стратегии поиска платформы, включающей выбор оптимальной тактики поиска платформы с наименьшими затратами времени для достижения цели. Механизм возможного ноотропного действия остается открытым и требует дальнейшего изучения.
Таким образом, изучение нейротрофического фактора головного мозга BDNF является актуальной задачей современной биологии в связи с весомым вкладом данного белка в регуляцию процессов функциональной активности зрелого мозга человека и животных. Всестороннее изучение структуры, функций и механизмов действия BDNF позволит расширить представление о деятельности мозга, а также углубить знания о адаптационно-компенсаторных реакциях, развивающихся при воздействии стресс факторов (гипоксия, ишемия, токсины и др.). Широкая распространенность гипоксических состояний среди заболеваний человека диктует необходимость изучения эндогенных механизмов антигипоксической защиты, включающихся в условиях сниженного содержания кислорода, а также поиска путей их стимуляции при недостаточности путем фармакологического воздействия.
Поскольку BDNF обладает выраженными нейропротекторными и антигипосическими свойствами, и, возможно, ноотропными свойствами вследствие повышения эффективности синаптической передачи импульсов по нейронным сетям, его применение в качестве лекарственного средства вполне может свести к минимуму возможность развития побочных эффектов при действии гипоксии и обеспечить восстановление нейронных сетей в постгипоксическом периоде.

ВЫВОДЫ

1. BDNF (0,1 нг/мл, 1нг/мл и 10 нг/мл) обладает дозозависимым нейротропным действием на спонтанную биоэлектрическую активность только зрелых нейронных сетей культур диссоциированных клеток гиппокампа, начиная с 14 дня развития in vitro;

2. Нейротропное действие BDNF проявляется в увеличении длительности сетевой пачечной активности при отсутствии изменений в количестве спайков и уменьшении времени появления первых спайков нейронов при формировании спонтанной сетевой пачки.  Нейротропный эффект BDNF наступает с задержкой в 10-15 мин, имеет транзиторный характер длительностью не менее 10 мин на 14-й день развития in vitro и не менее 2-х часов на 21-й день развития in vitro;
3. BDNF обладает антигипоксическими свойствами при моделировании острой гипоксии in vitro, наиболее выраженными при аппликации нейротрофического фактора в концентрации 1 нг/мл за 20 мин до острой нормобарической гипоксии, и проявляющимися в сохранении спонтанной сетевой активности нейронов во время острой гипоксии;

4. Превентивное применение BDNF в концентрации 1 нг/мл предупреждает снижение спайковой активности диссоциированных нейронов гиппокампа в составе сети in vitro в отдаленном постгипоксическом периоде за счет уменьшения постгипоксической гибели нейронов, поддерживает синхранизацию активности нейронов в составе сети при формировании спонтанной сетевой пачки;  
5. Антигипоксическое действие BDNF реализуется через тирозинкиназные рецепторы В (TrkB);
6. Антигипоксическое действие BDNF, выявленное на клеточном уровне in vitro, подтверждено при моделировании острой гипобарической гипоксии in vivo. Превентивное интраназальное введение BDNF, 4 мкг/кг и 40 мкг/кг способствует повышению устойчивости животных к гипоксии на 40%, а также сохранению следов долговременной пространственной памяти, двигательной и исследовательской активности в постгипоксическом периоде.
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						0.98				0.27				0.25

										0.7

		4.29				3.6142857143				3.0175				1.5485714286

		1.1797400844				0.9860717088				0.6339354124				0.7718605492

						физ. раствор		реамб		BDNF 8		BDNF0.8

		с физ. раствором						P = 0,628		P = 0,662		P = 0,073

		с реамберином				P = 0,628				P = 0,867		P = 0,165





		Выживаемость

		NaCl, 0.9%				50

		Реамберин				80

		BDNF 8 мкг/мл				90

		BDNF 0,8 мкг/мл				80





		



Выживаемость, %



		



Выживаемость, %



		ОКС

				Прямой поиск		Активный поиск		Хаотический поиск		Отрицательный результат

		Интактные		55.55		27.7		16.75		0

		Реамберин		25		25		37.5		12.5

		NaCl, 0,9%		23.07		30.7		23.07		23.16

		BDNF, 8 мкг/мл		55.55		33.3		11.15		0

		BDNF, 0,8 мкг/мл		50		37.5		12.5		0





		



Интактные



		



Реамберин



		



NaCl, 0,9%



		



BDNF, 0,8 мкг/мл

BDNF, 0.8 мкг/кг



		



BDNF, 8 мкг/мл

BDNF, 8 мкг/кг



		ОКС

				Прямой поиск		Активный поиск		Хаотический поиск		Отрицательный результат																		Прямой поиск		Активный поиск		Хаотический поиск		Отрицательный результат

		Интактные		55.55		27.7		16.75		0																Интактные		55.55		27.7		16.75		0

		Реамберин		25		25		37.5		12.5																Контроль		23.07		30.7		23.07		23.16						23.07		30.7		23.07		23.16

		Контроль		23.07		30.7		23.07		23.16																Реамберин		25		25		37.5		12.5						25		25		37.5		12.5

		BDNF 8 мкг/кг		55.55		33.3		11.15		0																BDNF 0.8 мкг/кг		50		37.5		12.5		0								50		37.5		12.5		0

		BDNF 0.8 мкг/кг		50		37.5		12.5		0																BDNF 8 мкг/кг		55.55		33.3		11.15		0								55.55		33.3		11.15		0

																												Прямой поиск		Активный поиск		Хаотический поиск		Отрицательный результат

																										Интактные		55.55		27.7		16.75		0

																										Контроль		23.07		30.7		23.07		23.16

																										Реамберин		25		25		37.5		12.5

																										BDNF 0.8 мкг/кг		50		37.5		12.5		0

																										BDNF 8 мкг/кг		55.55		33.3		11.15		0





		



Интактные



		



Реамберин



		



Контроль



		



BDNF 0.8 мкг/кг



		



BDNF 8 мкг/кг



		



Прямой поиск

Активный поиск

Хаотический поиск

Отрицательный результат

Распреление стратегии поиска цели, %



		



Прямой поиск

Активный поиск

Хаотический поиск

Отрицательный результат

Распределение стратегии поиска цели, %



		УСТОЙЧИВОСТЬ

						Низкоустойчивые		Среднеустойчивые		Высокоустойчивые

		Контроль (NaCl, 0.9%)				21.5		50		28.5

		Группа сравнения (реамберин)				0		50		50

		BDNF 8 мкг/мл				0		50		50

		BDNF 0,8 мкг/мл				0		30		70

		Физ. Раствор				с		с		с		в		с		с		с		в		с		в		с		в		н		с

		Реамберин				в		в		с		с		с		с		с		с		в		в

		BDNFc				с		с		с		с		в		с		с		в		в		в												4		100

		BDNF				с		в		в		с		с		в		в		в		в		в												1

																																												Смертность

						н.у.		с.у.		в.у.						Смертность				н.у.				с.у.								в.у.												Низкоустойчивые		Среднеустойчивые		Высокоустойчивые

		Физ. Раствор				21.5		50		28.5						Физ. Раствор				0				4		9		44				0		4		0						NaCl, 0,9%		0		44		25

		Реамберин				0		50		50						Реамберин								3		6		50				0		4		0						Реамберин				50		0

		BDNFc				0		50		50						BDNFc								1		6		16				0		4		0						BDNF, 0,8 мкг/кг				33		0

		BDNF				0		30		70						BDNF								1		3		33				0		7		0						BDNF, 8 мкг/кг				16		0

		GDNFc				0		60		40

		GDNF				0		40		60

		BDNF+GDNF				0		100		0

		Коэффициент защиты

						%				сдохли						в.у.		кол-во

		Физ. Раствор				50				4 из 14				14жив		28.5		4				к.з реамб		1.3125				к.з. от реамберина

		Реамберин				80				2 из 10						50		5				кз BDNFh		1.3125				кз BDNFh		1

		BDNFc				90				1 из 10						50		5				кз BDNF l		1.6041666667				кз BDNF l		1.2

		BDNF				80				2 из 10						70		7

		реамб																кол-во				к.з.от физ раствора

																10 животных		3				к.з реамб		1.1666666667

																		4				кз BDNFh		1.1666666667

																		4				кз BDNF l		1.6666666667

		реамберин				1 из 10				9								7

		физ раствор				6 из 10				4





		



Низкоустойчивые

Среднеустойчивые

Высокоустойчивые

Смертность, %



		Моррис стратегия поиска						для ВУ																				Прямой поиск		Активный поиск		Хаотический поиск

																										Интактные		55.55		27.7		16.75

		BDNF 8																								Контроль		23.07		30.7		46.23

						время				время потери позы						время восстановления позы										Реамберин		25		25		50

		5_5		прям		8.4				2.55						4.82										BDNF 0.8 мкг/кг		50		37.5		12.5

		10_1		прям		8.9				3.2						5.1										BDNF 8 мкг/кг		55.55		33.3		11.15

		10_5		прям		5.6				2.18						3.79

		11_1		прям		7.3				2.55						0.27

		12_5		актив		18.8				2.18						0.7

		BDNF 0,8

						время				время потери позы						время восстановления позы

		1_1		прям		9.4		актив		2.2						4.5

		1_2		актив				не обсчит		2.1						4.55

		10_3		прям		2.5				2.8						0.21

		10_6		прям		4.7				3.83						0.28

		11_2		прям		6.8				2.5						0.77

		12_4		актив		20.3				2						0.28

		12_3		хаотич		26.06				3.1						0.25

		Реамберин

						время				время потери позы						время восстановления позы

		3_1		прям		8.05				2.75						4.73

		3_2		прям		13.03				2.86						8.18

		10_4		прям		7.5				1.9						0.25

		12_1		прям		4.9				1.9						0.98

		9_5 умер								2.95

		1_1		актив		11.6										1.1

		Физ. Раствор

										время потери позы						время восстановления позы

		2_2		хаотич		18				4.05						2.67				2.67

		9_2		прям		5.1				1.56						1.16				5.99

		11_7		прям		2.5				2.65						4.78				0.14

		без номера																		1.85

		от митрошиной

		1_3		хаотич		26.9										2.12






