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Трёхкратная подготовка (прекондиционирова-
ние) сеансами умеренной гипобарической гипок-
сии повышает выживаемость животных в ходе 
последующей тяжёлой гипоксии с 50 до 85% 
[12, 16]. При этом у выживших животных суще-
ственно снижается уровень вызываемых тяжёлой 
гипоксией структурных [12–14] и функциональ-
ных [1–3, 13, 14, 16] нарушений нервной систе-
мы. Эта нейропротекция связана, по-видимому, с 
повышением экспрессии эндогенных антиоксидан-
тов — супероксиддисмутаз и тиоредоксинов — в 
ранние сроки после тяжёлого воздействия у пре-
кондиционированных животных по сравнению с 
непрекондиционированными [5–7, 17–19].

В частности, прекондиционирование усили-
вало индукцию митохондриальной Mn-зависимой 
супероксиддисмутазы (Mn-СОД) в областях гип-
покампа CA2 и CA3 (но не в CA1 и зубчатой 
извилине) к 3 ч вслед за последующей острой 
тяжёлой гипобарической гипоксией по сравнению 
с таковой у непрекондиционированных животных 
[6]. В то же время через 24 ч после трёхкратного 
прекондиционирования (т.е. к моменту, который 
соответствует началу тяжёлого гипоксического 
воздействия) экспрессия Mn-СОД, напротив, уси-
ливалась в CA1 и зубчатой извилине, но не в CA2 
и CA3 [9].

Таким образом, проведённые ранее иссле-
дования показали, что повышение содержания 
Mn-СОД у прекондиционированных животных 
после тяжёлой гипоксии в областях CA2 и CA3 
связано не с её накоплением в ходе прекондицио-

нирующих воздействий, а с модификацией ответа 
на саму тяжёлую гипоксию. Более того, нако-
пление Mn-СОД в ходе прекондиционирования в 
CA1 и зубчатой извилине, по-видимому, напротив, 
предотвращает развитие положительного влия-
ния прекондиционирования на экспрессию этого 
белка вслед за тяжёлой гипоксией.

Оставалась, однако, неясной динамика экс-
прессии Mn-СОД в ходе прекондиционирования. 
Цель настоящей работы — исследовать экспрес-
сию Mn-СОД через 3 и 24 ч после одно- и трёх-
кратной умеренной гипоксии.

М а т е р и а л  и  м е т о д ы .  Исследования проводили 
на трёх группах (по 6 животных в каждой) взрослых крыс-
самцов линии Вистар массой 200–250 г. Животных 1-й и 2-й 
групп подвергали соответственно одно- и трёхкратному (1 раз 
в сутки) воздействию умеренной гипобарической гипоксии 
по 2 ч в барокамере проточного типа при давлении 360 мм рт. 
ст. 3-ю группу составляли контрольные животные, которых 
также помещали в барокамеру трёхкратно, по 2 ч в сутки, 
но при нормальном давлении. Уровень экспрессии Mn-СОД 
определяли иммуноцитохимическим методом в структурах 
гиппокампа через 3 и 24 ч после окончания гипоксических 
воздействий. Все процедуры работы с животными, включая 
эвтаназию, были утверждены Комиссией по контролю за 
содержанием и использованием позвоночных лабораторных 
животных при Институте физиологии им. И.П. Павлова и 
соответствуют «Правилам проведения работ с использовани-
ем экспериментальных животных». Для проведения иммуно-
цитохимического анализа анестезированных животных пер-
фузировали транскардиально сначала 100 мл изотонического 
раствора хлорида натрия, затем в течение 4–5 мин — 4% 
раствором параформальдегида в 0,1 M фосфатно-солевом 
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буфере (PBS; pH 7,3). После окончания перфузии животных 
декапитировали, мозг извлекали и в течение 60 мин фиксиро-
вали тем же фиксатором. До начала анализа образцы мозга 
хранили в 15% растворе сахарозы в PBS при температуре 
4° С. Методика проведения иммуноцитохимического анализа 
и последующей обработки изображений подробно описана 
ранее [6, 9]. Полученные с помощью криоката замороженные 
срезы мозга преинкубировали в 1% растворе бычьего сыво-
роточного альбумина (BSA, Boehringer Mannheim GmbH, 
Германия). Затем в течение 19 ч инкубировали с первичны-
ми поликлональными аффинно-очищенными кроличьими 
антителами к Mn-СОД человека (StressGen Biotechnologies 
Corp, США) и, после трёхкратной промывки в PBS — с био-
тинилированными козьими вторичными антителами (Vector 
Labs, США). После повторной трёхкратной промывки в PBS, 
срезы в течение 30 мин инкубировали с авидин-биотиновым 
комплексом (Vectastain ABC kit, Vector Labs, США). Для 
визуализации иммунной реакции использовали диаминобен-
зидин (DAB Substrate kit, Vector Labs, США).
Количественный анализ иммунореактивности нейронов 

проводили с использованием системы, состоящей из микро-
скопа (Nikon Microphot-FXA, Япония), камеры (Sensi Cam, 
PCO CCD Imaging, Германия) и компьютера с программами 
Image-Pro Plus (Media Cybernetics, США) и Morphix [10].
Уровень экспрессии Mn-СОД определяли в нейронах аммо-

нова рога (области СА1, СА2 и СА3) и зубчатой извилины 
гиппокампа. Анализ изображений проводили на участке дли-
ной 500 мкм. Уровень иммунореактивности нейронов иссле-
дуемых образований оценивали на 6 срезах каждого мозга. 
Интенсивность окрашивания на цифровых изображениях 
выражали в условных единицах (усл. ед.) оптической плот-
ности от 0 (абсолютно белого) до 100 (абсолютно черного). 
Иммунореактивные клетки подразделяли на 2 условных клас-
са: слабо окрашенные (окраска на 1–10 усл. ед. интенсивнее 
фона) и интенсивно окрашенные (более чем на 10 усл. ед. 
интенсивнее фона). Уровень иммунореактивности оценивали 
по двум критериям: 1) отношению общего числа иммуноре-
активных клеток у подопытных животных к общему числу 
иммунореактивных клеток в контроле, выраженному в про-
центах (N+), и 2) отношению числа интенсивно окрашенных 
клеток у подопытных животных к таковому в контроле, 
также выраженному в процентах (Ni). Статистическую обра-
ботку данных проводили посредством однофакторного дис-
персионного анализа (ANOVA). Статистически значимыми 
считали различия при P<0,05.

Р е з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я .  Иммуно-
цитохимический анализ показал, что одно- и трёх-
кратная умеренная гипобарическая гипоксия в 
различных областях гиппокампа у крыс может 
оказывать как сходное, так и различное действие 
на экспрессию Mn-СОД.

В области CA1 к 3 ч после воздействия общее 
число экспрессирующих Mn-СОД клеток значимо 
повышалось как после первого (однократного), так 
и после трёхкратного воздействия (рисунок, а). 
Различий между N+ после одно- и трёхкратного 
воздействия не отмечено. При этом отличия числа 
интенсивно экспрессирующих Mn-СОД клеток 
(Ni) после обоих воздействий как от контроля, так 
и друг от друга, были статистически незначимы, 
несмотря на противоположную направленность 
изменений (после однократного — тенденция к 
повышению, после трёхкратного — к снижению 
(см. рисунок, д).

К 24 ч N+ в СА1 несколько снижалось по 
сравнению с таковым через 3 ч после воздействия 
(после однократного — статистически незначимо, 
после трёхкратного — значимо), но в обоих слу-
чаях по-прежнему оставалось значимо выше кон-
трольного уровня (см. рисунок, а). Статистически 
заметных различий между ними не отмечалось. 
После однократного воздействия повышение Ni, 
как по сравнению с таковым через 3 ч после 
окончания гипоксии, так и по сравнению с кон-
тролем было статистически незначимым, а после 
трёхкратного — значимым, однако между самими 
этими двумя значениями статистически значимых 
различий выявлено не было (см. рисунок, д).

Иммунореактивность к Mn-СОД в CA2 в 
оба срока значимо не отличалась от контроля 
как в отношении N+, так и в отношении Ni (см. 
рисунок, б, е). Общее число иммунопозитивных 
клеток повышалось незначимо в оба срока после 
однократного воздействия и к 3 ч — после трёх-
кратного и также незначимо снижалось к 24 ч 
после трёхкратного воздействия. При этом раз-
личия показателей N+ при одно- и трёхкратном 
воздействии и при 3- и 24-часовом сроках после 
гипоксии были также незначимы, как и по срав-
нению с контролем (см. рисунок, б). В отноше-
нии числа интенсивно экспрессирующих Mn-СОД 
клеток в СА2 отмечалась тенденция (0,05<P<0,1) 
к снижению Ni к 3 ч и его восстановление до кон-
трольного уровня и даже некоторое повышение к 
24 ч (см. рисунок, е) как после однократного, так 
и после трёхкратного воздействия. По отношению 
к контролю эти колебания были незначимы, но 
повышение экспрессии через 24 ч после гипок-

Общее число Mn-СОД-иммунореактивных (N+) (а–г) и интенсивно экспрессирующих Mn-СОД (Ni) (д–з) клеток по отно-
шению к контролю принятому за 100 в различных образованиях гиппокампа крыс через 3 и 24 ч после одно- и трёхкратной 
умеренной гипобарической гипоксии.

а, д — СА1; б, е — СА2; в, ж — СА3; г, з — зубчатая извилина. По осям абсцисс — К — контроль; время после окончания гипок-
сического воздействия (ч); 1Кр — однократное воздействие; 3Кр — трёхкратное воздействие; по осям ординат — исследованный 
показатель (%). Различия значимы при P<0,05: * — по сравнению с контролем; # — через 24 ч по сравнению с 3-часовым сроком 
после воздействия; § — после трёхкратной гипоксии по сравнению с однократной того же срока. Вертикальные отрезки — значения 
стандартной ошибки.
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сии было статистически значимо по сравнению с 
таковым через 3 ч после окончания воздействия. 
Различий в отношении Ni между одно- и трёх-
кратным воздействием в области СА2 выявлено 
не было (см. рисунок, е).

В CA3 общее число экспрессирующих 
Mn-СОД клеток значимо повышалось по срав-
нению с контролем к 3 ч после однократного 
воздействия, но к 24 ч почти возвращалось к 
контрольному уровню, а в ответ на трёхкратное 
воздействие не повышалось ни к 3, ни к 24 ч (см. 
рисунок, в). При этом статистически значимых 
отличий N+ между одно- и трёхкратным воздей-
ствием и между 3- и 24-часовым сроками после 
воздействия выявлено не было. Изменения числа 
интенсивно экспрессирующих Mn-СОД клеток 
имели сходную тенденцию, но не были стати-
стически значимы ни по сравнению с контро-
лем, ни в различные сроки после воздействия, 
ни после одно- и трёхкратного воздействия (см. 
рисунок, ж).

В зубчатой извилине гиппокампа к 24 ч обна-
руживалось значимое повышение числа интен-
сивно экспрессирующих Mn-СОД клеток после 
трёхкратного и его значимое снижение — после 
однократного воздействия по сравнению с таковы-
ми в контроле и через 3 ч после гипоксии. Через 
3 ч Ni значимо не отличалось от контрольного 
уровня, а также не различалось при одно- и трёх-
кратном воздействиях (см. рисунок, з). Изменения 
общего числа экспрессирующих Mn-СОД клеток 
(N+) по отношению к контролю были незначимы 
в оба срока как после одно-, так и после трёх-
кратного воздействия, однако через 24 ч N+ после 
трёхкратной гипоксии было значимо выше, чем 
после однократной (см. рисунок, г).

Таким образом, статистически значимые раз-
личия в экспрессии Mn-СОД (как Ni, так и N+) 
между одно- и трёхкратным умеренным гипокси-
ческим воздействием были выявлены в зубчатой 
извилине через 24 ч после окончания воздействия. 
Кроме того, в области СА3 через 3 ч однократное 
прекондиционирование приводило к значимому 
повышению N+ по сравнению с контролем, а трёх-
кратное — нет. В остальных случаях различий 
между влиянием однократного и трёхкратного 
умеренного гипоксического воздействия на экс-
прессию Mn-СОД выявлено не было.

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х . 
Из вестно, что устойчивость различных областей 
гиппокампа к гипобарической гипоксии неоди-
накова [21]. Ранее было показано, что прекон-
диционирование усиливает индукцию Mn-СОД в 
областях гиппокампа CA2 и CA3 (но не в CA1 и 
зубчатой извилине) после последующей острой 

тяжёлой гипобарической гипоксии по сравнению 
с таковой у непрекондиционированных живот-
ных [6]. Однако через 24 ч после трёхкратного 
прекондиционирования (т.е. к моменту, который 
соответствует началу тяжёлого гипоксического 
воздействия) экспрессия Mn-СОД, напротив, уси-
ливалась в CA1 и зубчатой извилине, но не в CA2 
и CA3 [9].

При сравнении данных об экспрессии мито-
хондриальной Mn-СОД с ранее полученными све-
дениями о влиянии тех же гипоксических воздей-
ствий на экспрессию цитозольного антиоксидант-
ного белка тиоредоксина-1 (Trx-1), обнаружено, 
что характер изменений экспрессии Trx-1 в ответ 
на прекондиционирующую гипоксию существен-
но отличался. Прекондиционирование значитель-
но повышало его экспрессию вслед за тяжёлой 
гипоксией во всех исследованных областях гиппо-
кампа [19], но к моменту окончания самого пре-
кондиционирования и начала тяжёлой гипоксии 
(24 ч после трёхкратного прекондиционирования) 
уровень его экспрессии был значимо снижен по 
сравнению с таковым у нативных животных во 
всех исследованных областях гиппокампа в отно-
шении как общего числа экспрессирующих его 
клеток, так и числа интенсивно экспрессирующих 
клеток [8].

Несмотря на принципиальные различия в 
характере ответа этих двух антиоксидантов на 
прекондиционирующую гипоксию, результаты 
ранее проведённых исследований приводят к одно-
му и тому же выводу, что повышенная экспрес-
сия антиоксидантных белков у прекондициони-
рованных животных вслед за тяжёлой гипоксией, 
очевидно, связана не с их накоплением в ходе 
прекондиционирования, а с модификацией ответа 
на саму тяжёлую гипоксию. Молекулярный меха-
низм этой модификации неизвестен. Он может 
быть связан как с накоплением мРНК исследуе-
мых антиоксидантов, так и, что более вероятно, 
с регуляцией интенсивности трансляции белка с 
уже имеющейся мРНК. Однако, во всяком случае, 
индуцируемая прекондиционированием гипокси-
ческая толерантность определяется, очевидно, не 
запасанием пула готовых антиоксидантов, а пере-
ходом клеток в состояние функциональной готов-
ности оперативно и в необходимом количестве 
синтезировать их в случае необходимости.

Известно, что свободные радикалы и другие 
активные формы кислорода (АФК) выступают в 
роли не только факторов повреждения, но и важ-
нейших внутриклеточных регуляторов, индуциру-
ющих экспрессию ряда генов, в том числе и гена 
Mn-СОД [20]. Именно поэтому для реализации 
механизмов прекондиционирования, по-видимому, 
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необходимо, чтобы в ходе него повышение уровня 
свободных радикалов не было подавлено анти-
оксидантами, в противном случае эффект инду-
цируемой прекондиционированием гипоксической 
толерантности частично или полностью снима-
ется [11]. Это объясняет, почему в тех областях 
гиппокампа (CA1 и зубчатая извилина), в которых 
прекондиционирующая умеренная гипоксия повы-
шает уровень экспрессии Mn-СОД и, тем самым, 
снижает уровень супероксид-анион-радикала, 
нейропротективный эффект прекондициони-
рования, связанный с повышением экспрессии 
Mn-СОД после тяжёлой гипоксии по сравнению с 
таковым у непрекондиционированных животных, 
не развивается. Напротив, становится понятно, 
почему в тех областях гиппокампа (СА2 и СА3), 
в которых экспрессия Mn-СОД к моменту завер-
шения прекондиционирования не была повышена 
по сравнению с контролем и, соответственно, опо-
средуемый супероксид-анион-радикалом сигнал 
не подавлен, в ответ на последующую тяжёлую 
гипоксию происходила повышенная экспрессия 
Mn-СОД. Очевидно, пониженный (как в случае 
Trx-1 во всех областях гиппокампа) или, по мень-
шей мере, не повышенный (как в случае Mn-СОД 
в СА2 и СА3) уровень антиоксидантов в ходе пре-
кондиционирования является необходимым усло-
вием реализации АФК-опосредуемой регуляции 
генов антиоксидантов.

Результаты, представленные в настоящей 
работе, показывают, что влияние одно- и трёх-
кратного умеренного гипоксического воздействия 
на уровень экспрессии Mn-СОД может иметь как 
сходный и однонаправленный, так и различный 
характер в зависимости от конкретной области 
гиппокампа.

В используемой нами экспериментальной 
модели, как было показано ранее [4], трёхкратное 
прекондиционирование умеренной гипобариче-
ской гипоксией in vivo подавляет развитие патоло-
гической «кальциевой перегрузки» в срезах мозга 
в ответ на тестирующую 10-минутную аноксию in 
vitro, в то время как однократное прекондициони-
рование не дает аналогичный нейропротективный 
эффект. Различие трёх- и однократного преконди-
ционирования отмечалось и в отношении способ-
ности повышать выживаемость животных в ходе 
последующей тяжёлой гипобарической гипоксии 
[15]. Результаты настоящей работы показывают, 
однако, что эти различия нейропротективных 
эффектов не имеют корреляции с влиянием на 
формируемый к началу последующей тяжёлой 
гипоксии уровень экспрессии Mn-СОД. Это хоро-
шо согласуется с ранее сделанным выводом о 
том, что протективный эффект трёхкратного пре-

кондиционирования определяется не повышением 
уровня Mn-СОД к началу тяжёлой гипоксии, а 
модификацией реакции на неё [9].

В то же время, сопоставляя уровень экспрес-
сии исследованных антиоксидантов в четырёх 
последовательных временных точках в ходе пре-
кондиционирования (3 и 24 ч после одного, 3 и 
24 ч после трёх сеансов), можно отметить, что 
динамика изменений имеет фазный характер. Она 
выглядит как колебательный процесс, характе-
ризующийся в большинстве случаев чередова-
нием повышения и снижения уровня экспрессии. 
Частота и амплитуда этих волн неодинаковы в 
разных областях гиппокампа. Наиболее регуляр-
ный и наглядный характер эти фазные колебания 
имеют в СА1 в отношении общего числа экс-
прессирующих Mn-СОД клеток (см. рисунок, 
а) и в СА2 в отношении числа интенсивно экс-
прессирующих Mn-СОД клеток (см. рисунок, е). 
В других областях эти колебания имеют менее 
регулярный характер, однако в подавляющем 
большинстве случаев чередование подъёмов и 
спадов экспрессии Mn-СОД имеет место. Можно 
сделать предположение, что в запуске молеку-
лярных механизмов, обеспечивающих развитие 
индуцируемой прекондиционированием гипокси-
ческой толерантности клеток мозга, и, в частно-
сти, в модификации влияния тяжёлой гипоксии на 
экспрессию антиоксидантов, именно эти фазные 
колебания экспрессии Mn-СОД, а также других 
эндогенных антиоксидантов в ходе прекондицио-
нирования играют важную роль.
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CHANGES IN Mn-SUPEROXIDE DISMUTASE 
EXPRESSION IN RAT HIPPOCAMPUS INDUCED 
BY SINGLE AND TRIPLE EXPOSURE 
TO MODERATE HYPOBARIC HYPOXIA

S.A. Stroyev, Ye.I. Tiul’kova, M.O. Samoilov 
and M.T. Pelto-Huikko

The purpose of this work was to study the dynamics of expres-
sion of mitochondrial Mn-dependent superoxide dismutase 
(Mn-SOD) 3 and 24 hours after single and triple exposure to 
mild hypoxia. The investigation was conducted in 18 male 
Wistar rats using immunocytochemical method. It was shown 
that in various hippocampal areas the effects of single and triple 
hypoxia exposure on the Mn-SOD expression could be different 
or largely similar. The expression dynamics at four time points 
studied (3 and 24 hours after the first exposure, 3 and 24 hours 
after the third one) had a wave character which may be important 
for the development of moderate hypoxia-induced tolerance to 
subsequent more severe exposures.

Key words: hippocampus, Mn-superoxide dismutase, immu-
nocytochemistry, moderate hypoxia, preconditioning
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