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Хорошо известно, что физическая активность благотворно влияет на функции всего организма, 
в то время как малоподвижный образ жизни способствует развитию метаболических и других 
заболеваний и может привести к снижению когнитивных способностей и повышению риска 
развития деменции. Когнитивные способности в основном контролируются гиппокампом, 
а нейродегенерация гиппокампа напрямую коррелирует с прогрессированием деменции. Дви-
гательная разгрузка задних конечностей, или антиортостатическое вывешивание, является ши-
роко используемым методом имитации воздействия микрогравитации у грызунов и может быть 
использована в качестве модели ограничения подвижности, поскольку одним из основных фак-
торов вывешивания является истощение мышц. Кроме того, у грызунов наблюдается ухудшение 
обучения и памяти после длительного пребывания в условиях вывешивания. В данной работе 
мы исследовали, влияет ли вывешивание на выживание или гибель клеток гиппокампа. Наши 
данные показали, что после 3-дневного вывешивания в гиппокампе активируются как аутофа-
гия, так и апоптоз, о чем свидетельствуют увеличение количества клеток, ко-экспрессирующих 
катепсин D и LC3b, и активация каспаз 3 и 9 соответственно. Наши данные свидетельствуют 
о том, что вывешивание не оказывает воздействия, приводящего к нейродегенерации, в течение 
14 дней. Более того, наши результаты также показали, что активация аутофагии при кратковре-
менном воздействии вывешивания имеет защитный эффект, поскольку мы не наблюдали потери 
или повреждения клеток.
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ВВЕДЕНИЕ
Физическая активность – хорошо известный 

фактор, оказывающий благотворное влияние на 
функции всего организма, включая кости, мышцы, 
сердечно-сосудистую систему и т.д. Физические 
упражнения повышают экспрессию нейротрофи-
нов в ЦНС и, таким образом, улучшают функции 
коры головного мозга и уровень нейрогенеза [1–3]. 
С другой стороны, нейротрофины/миокины вы-
рабатываются мышцами, и  их экспрессия резко 
повышается во время мышечной нагрузки [4, 5]. 

# �Равный вклад авторов в работу.

Согласно гипотезе о  положительном влиянии 
упражнений на работу мозга, выделяемые мыш-
цами соединения попадают в мозг и впоследствии 
активируют пути передачи сигнала, запускающие 
пластичность [6]. Действительно, один из основ-
ных нейротрофинов – нейротрофический фак-
тор мозга (BDNF) – способен преодолевать ге-
матоэнцефалический барьер [7], а концентрация 
BDNF в циркулирующей крови прямо коррелирует 
с уровнем BDNF в мозге [8].

Напротив, малоподвижный образ жизни спо-
собствует развитию таких заболеваний, как осте-
опороз, диабет 2-го типа, сердечно-сосудистые 
и другие заболевания [9], а также может привести 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
РАБОТЫ
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к снижению когнитивных способностей и повы-
шению риска развития деменции [10, 11]. Еще од-
ним фактором, связанным со снижением когни-
тивных способностей, является госпитализация, 
которая даже в  некритических случаях сочетает 
в себе такие стрессовые воздействия, как изоляция 
и снижение физической активности наряду с са-
мой болезнью [12]. Длительная гиподинамия у ле-
жачих больных и у пожилых людей также приводит 
к снижению когнитивных способностей [13]. Кос-
мический полет представляет собой уникальный 
тип стрессового фактора, который сочетает в себе 
психологический стресс от изоляции в небольшом 
пространстве и эффекты микрогравитации, радиа-
ции, изменения циркадных ритмов и многого дру-
гого [14]. Существует множество документально 
подтвержденных когнитивных симптомов, связан-
ных с космическими полетами, среди которых про-
блемы с памятью, обучением, принятием решений 
и вниманием [14, 15]. Данные наземных экспери-
ментов с разгрузкой задних конечностей (антиор-
тостатическим вывешиванием), которая широко 
используется для имитации воздействия микро-
гравитации у грызунов, также продемонстрировали 
снижение способности к обучению и памяти [16]. 
Экспериментальная модель вывешивания сочетает 
в  себе различные факторы, такие как изоляция 
и атрофия мышц, а также смещение спинномозго-
вой жидкости к голове [17, 18]. Первые несколько 
дней вывешивания также сопровождаются повы-
шением уровня кортикостерона, что указывает на 
острый стресс [17, 19]. С другой стороны, метод 
вывешивания может быть использован в качестве 
модели ограничения подвижности, поскольку од-
ним из основных факторов является значительное 
снижение мышечной нагрузки задних конечностей 
и снижение двигательной активности.

Хорошо известно, что когнитивная деятельность 
в  основном контролируется гиппокампом  [20], 
а нейродегенерация гиппокампа напрямую кор-
релирует с прогрессированием деменции [21]. Со-
ответственно, изменения в  работе гиппокампа, 
вызванные реальной или моделируемой микро-
гравитацией, могут повлиять на когнитивные спо-
собности. Несмотря на то, что эта область в основ-
ном не изучена, некоторые опубликованные дан-
ные продемонстрировали различные изменения 
в основных нейротрансмиттерных системах гиппо-
кампа, глутамате и ГАМК, увеличение окислитель-
ного стресса и снижение нейрогенеза [16, 22–26]. 
Нарушение работы клеток гиппокампа может вы-
зывать эксайтотоксичность и последующую гибель 
нейронов путем апоптоза или, напротив, негатив-
ные факторы могут активировать защитные меха-
низмы, такие как аутофагия.

Гибель нейронов может происходить различ-
ными путями, среди которых наиболее распростра-
ненным является апоптоз. Напротив, аутофагия 

играет важную роль в клеточном гомеостазе, очи-
щая и перерабатывая неиспользованные или раз-
рушенные белки и органеллы. Однако аутофагия, 
несмотря на свою защитную роль, может также 
вызывать гибель клеток [27]. Гибель нейронов 
в результате апоптоза или аутофагии, а также сама 
аутофагия, как нейропротекторный фактор, свя-
заны со стрессом, травмами, старением, невро-
логическими и нейродегенеративными заболева-
ниями [28–30]. Кроме того, апоптоз и аутофагия 
тесно связаны между собой. Ингибирование ауто-
фагии усиливает апоптоз, и, в свою очередь, акти-
вация апоптоза может активировать аутофагию для 
защиты клеток [27].

В настоящей работе мы исследовали, влияет 
ли вывешивание на выживание или гибель кле-
ток гиппокампа. Ранее мы продемонстрировали 
активацию Akt-пути в гиппокампе после 3-днев-
ного вывешивания, что означает активацию меха-
низмов выживания клеток [26] и свидетельствует 
о том, что первые дни вывешивания являются сво-
его рода повреждающим фактором, который может 
активировать нейропротекцию или вызвать гибель 
клеток. В данном исследовании мы проанализиро-
вали динамические изменения апоптоза и аутофа-
гии в гиппокампе крыс в разные сроки вывешива-
ния, начиная с первого дня и до двух недель. Наши 
данные продемонстрировали, что кратковременное 
воздействие приводило к  активации аутофагии, 
в то время как более длительное воздействие не 
стимулировало ни апоптоз, ни аутофагию.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Животные. В  эксперименте использовали 

40 взрослых крыс-самцов линии Вистар (130–160 г), 
рандомизация не проводилась. Крысы были полу-
чены из сертифицированного питомника лабо-
раторных животных Института биоорганической 
химии РАН (г. Пущино, Московская область) 
и  содержались в  индивидуальных клетках при 
свето-темновом цикле 12/12 со свободным до-
ступом к воде и пище. Все процедуры с исполь-
зованием животных проводились в соответствии 
с рекомендациями Федерации ассоциаций по из-
учению лабораторных животных и были одобрены 
Комитетом по биомедицинской этике Института 
медико-биологических проблем РАН.

Крысы были разделены на 5 групп: 1) группа С 
(n  = 8) – контроль вивария; 2) группа 1HU 
(n = 8) – 1-дневная разгрузка задней конечности; 
3) группа 3HU (n = 8) – 3-дневная разгрузка зад-
ней конечности; 4) группа 7HU (n = 8) – 7-днев-
ная разгрузка задней конечности; 5) группа 14HU 
(n = 8) – 14-дневная разгрузка задней конечности.

За всеми экспериментальными крысами на-
блюдали три раза в  день, следя, чтобы они не 
чувствовали боли или страдания. По окончании 
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эксперимента крыс анестезировали внутрибрю-
шинной инъекцией водного раствора трибромэ-
танола (240 мг/кг; # T48402, Sigma-Aldrich) и де-
капитировали. Мозг 4 крыс из каждой группы 
фиксировали в  4% параформальдегиде для им-
муногистохимического исследования. Гиппо-
кампы остальных крыс гомогенизированы для ве-
стерн-блот анализа (n = 4 для каждой группы).

Вестерн-блот анализ. Каждый выделенный гип-
покамп взвешивали и гомогенизировали отдельно 
в 1.5 мл пробирке с помощью ручного гомогениза-
тора (# BT704, BT Lab Systems). Ткани были гомо-
генизированы в 10-кратном объеме лизисного бу-
фера (20mM Tris, pH 7.5; 1mM EDTA; 1mM EGTA; 
150 mM NaCl; 1% Triton X-100) с  добавлением 
протеазных ингибиторов (#4693116001, Sigma-
Aldrich) и фосфатазных ингибиторов (#4906837001, 
Sigma-Aldrich). Общее количество белка опре-
деляли с помощью набора Bio-Rad (bovine serum 
albumin standard, #5000002, Bio-Rad Laboratories 
Inc., Hercules, CA, USA). Равные количества белка 
(15 mg на линию) смешивали в  равном объеме 
3-кратного буфера для образцов Laemmli (4% SDS, 
10% b-меркапто, 20% глицерина, 0.125 М Трис, 
0.004% бромефенолового синего; pH 6.8), денату-
рировали при 95°C в течение 5 мин и разделяли 
на 10% или 12% акриламидных гелях с помощью 
Mini-PROTEAN tetra Handcast System (Bio-Rad). 
Белки из геля переносили на нитроцеллюлозную 
мембрану (размер пор – 0.22 µm; #sc-3718, Santa 
Cruz). Мембраны инкубировали в 3% обезжирен-
ном коровьем молоке в Трис-буфере (0.1% Tween 
20, 0. 2 мМ Трис, 137 мМ NaCl) в течение 30 ми-
нут, а затем инкубировали в течение ночи с пер-
вичными антителами против расщеплённых кас-
паз 3 (1 : 1000; #9661, Cell Signaling) и 9 (1 : 1000; 
#GTX86912, GeneTex), Bcl-2 (1 : 500; sc-7382, 
Santa Cruze), беклина-1 (1 : 500; #PD017, MBL), 
p62 (1  : 4000; #NBP1-48320, Novus), p53 (1:1000; 
#sc-98, Santa Cruz) или актина (1 : 1000; #ab3280, 
Abcam). Затем мембраны инкубировали со вторич-
ными антителами против иммуноглобулинов кро-
лика (1 : 80000; #A0545, Sigma-Aldrich) или мыши 
(1 : 80000; #A9044, Sigma-Aldrich), после чего про-
водили хемилюминесцентную детекцию с помо-
щью субстрата SuperSignal@West Dura Extended 
Duration Substrate (#34075, ThermoFisher Scientific). 
Сигналы фиксировали с помощью ChemiDoc MP 
Imaging System (#12003154, Bio-Rad) и анализиро-
вали оптическую плотность специфических бэндов 
с помощью программы ImageJ. Сигнал каждого из 
белков интереса нормировали на сигнал актина. 

Иммуногистохимия и морфологический анализ. 
Гистологические срезы (10 mm) гиппокампа тща-
тельно промывали в PBS и после инкубации в 5% 
нормальной козьей сыворотке инкубировали в те-
чение ночи при комнатной температуре с первич-
ными антителами к катепсину D (1 : 500; #PB9048, 

Boster Biological Technology) и LC3b (1 : 400; #83506, 
Cell Signaling). Затем срезы промывали, инкубиро-
вали с вторичными антителами против иммуногло-
булинов кролика (1 : 1000; AlexaFluor488 #A-11008, 
Invitrogen) или мыши (1  :  1000; AlexaFluor568; 
#A-11011, Invitrogen) с  DAPI (1 : 2000; #D9542, 
Sigma-Aldrich) и заключали в мовиол. Дополни-
тельно проводили реакции без первичных антител, 
чтобы убедиться в специфичности наблюдаемого 
окрашивания. 

Для определения количества клеток в  СА3с 
и гранулярном слое зубчатой извилины (DG) гип-
покамп окрашивали метиленовым синим.

Анализ срезов. Анализ срезов проводили с помо-
щью флуоресцентного микроскопа Leica DMI 6000B 
(Leica Microsystems GmbH) и  микроскопа Zeiss 
Axio Imager A1 (Carl Zeiss Microscopy GmbH). Для 
анализа отбирали каждый 15-й срез, таким обра-
зом, для каждого животного анализировали пять 
срезов исследуемой зоны на каждое окрашивание. 
Обработка срезов в каждом эксперименте прово-
дилась в стандартных условиях, т.е. контрольные 
и опытные группы в каждом эксперименте обраба-
тывались одновременно. Для проверки специфич-
ности иммуномечения повторяли тот же протокол, 
но без добавления первичных антител, что не при-
вело к появлению окрашивания. Анализ изобра-
жений проводился с использованием программы 
ImageJ (версия 6.0.). Подсчитывали общее количе-
ство окрашенных метиленовым синим и иммуно-
позитивных по катепсину D+LC3b клеток в пира-
мидальных клетках зоны СА3с гиппокампа, в слое 
гранулярных клеток DG и в хилусе на 10000 mm2. 

Статистический анализ. Расчет размера выборки 
не проводился, но для иммуногистохимического 
и вестерн-блот анализа было взято по 4 крысы на 
группу для достижения статистической значимости 
с помощью непараметрического теста Крускала–
Уоллиса. 

Статистический анализ проводился с помощью 
непараметрического теста Крускала–Уоллиса с ис-
пользованием GraphPad Prism 8.2.1. Значения счи-
тались статистически значимыми при p<0.05. На 
всех графиках значения выражены как медиана 
с интерквартильным интервалом для гистологи-
ческого и иммунофлуоресцентного окрашивания, 
а также вестерн-блот анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Первоначально мы проанализировали, были ли 

повреждены клетки гиппокампа во время вывеши-
вания. Гистохимическое окрашивание метилено-
вым синим не выявило никаких изменений в мор-
фологии клеток, таких как появление пикнотиче-
ских клеток (рис. 1в, г). Более того, подсчет клеток 
в  гиппокампальной области CA3c и в грануляр-
ном слое DG не выявил изменений в количестве 
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клеток (рис. 1а, б). Эти данные указывают на то, 
что вывешивание в течение 14 дней не оказывает 
повреждающего воздействия, приводящего к ней-
родегенерации.

Согласно нашим предыдущим данным [26], 
в гиппокампе крыс на 3-й день вывешивания про-
исходит активация Akt-зависимого пути выжива-
ния, что может свидетельствовать о наличии стрес-
совых стимулов для клеток. Соответственно, мы 
проанализировали экспрессию белков, связанных 
с апоптозом. Полученные нами данные продемон-
стрировали повышение уровня расщеплённых (ак-
тивных) каспаз 3 и 9 после 3-дневного вывешива-
ния (рис. 2а, б, г), что свидетельствовало об актива-
ции апоптоза и сопровождалось снижением уровня 
антиапоптотического белка Bcl-2 (рис.  2в,  г), 

однако эти изменения нормализовались при более 
длительном воздействии (рис. 2). В то же время 
экспрессия проапоптотического белка р53 не из-
менялась (данные не показаны).

Поскольку были обнаружены некоторые при-
знаки активации апоптоза, мы продолжили изу-
чение механизмов выживания клеток и оценили 
маркеры аутофагии. Вестерн-блот анализ показал 
снижение p62 и беклина-1 на 3 сутки вывешива-
ния (рис. 3а–в), что указывало на активацию ауто-
фагии. Чтобы уточнить, где именно в гиппокампе 
происходит аутофагия, мы провели иммунофлу-
оресцентный анализ и оценили ко-локализацию 
катепсина D, который в основном контролирует 
деградацию белков в аутофагосомах, и LC3b, кото-
рый является маркером аутофагосом. Полученные 

DG 

DG 

hilus hilus

7HUcontrol 200 µm

а б

в г

CA3c

CA3c

DG 

CA3c

с 1HU

150

ce
ll 

nu
m

be
r/

10
00

0 
m

km
2

100

50

0
3HU 7HU 14HU с 1HU

30

ce
ll 

nu
m

be
r/

10
00

0 
m

km
2

20

10

0
3HU 7HU 14HU

200 µm

Рис. 1. Число клеток в зубчатой извилине и CA3c не изменилось в процессе вывешивания. Количество клеток 
подсчитывали в гранулярном слое зубчатой извилины (DG) (а) и в CA3c (б) после 1 (1HU), 3 (3HU), 7 (7HU) и 14 
(14HU) дней вывешивания на 10000 mm2. Данные представлены как медиана ± интерквартильный интервал. в, г - 
репрезентативные изображения гиппокампов контрольных крыс (в) и крыс после 7-дневного вывешивания (7HU), 
окрашенных метиленовым синим (г). DG - гранулярный слой зубчатой извилины; CA3c - клетки поля CA3c.



388	 ОЛЕЙНИК и др.

НЕЙРОХИМИЯ том 41 № 4 2024

данные показали увеличение количества катепсин 
D+LC3b позитивных клеток в хилусе и CA3c по-
сле 1-го и 3-го дней вывешивания (Hilus: c vs 1HU 
p < 0.0001; c vs 3HU p = 0.0006. СА4: c vs 1HU 
p = 0.0286; c vs 3HU p = 0.0044) (рис. 3г, д, ж, з). 
В  гранулярном слое DG количество катепсин  
D/LC3b-позитивных клеток не изменялось на всех 
анализируемых временных точках (рис. 3е, ж, з).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы продемонстрировали зна-
чительную активацию аутофагии после крат-
ковременного вывешивания, что подтверждается 

снижением p62 и  появлением катепсин D/LC3b 
позитивных клеток в DG. p62 – хорошо известный 
важный игрок аутофагии, и, как было показано, 
экспрессия p62 снижается за счёт интенсивного 
лизиса содержимого аутофагосом [31]. LC3b – это 
белок, который необходим для формирования ауто
фагосомной мембраны, захвата мишени для дегра-
дации и  слияния аутофагосом с  лизосомой, по
этому экспрессия LC3b отражает аутофагическую 
активность [32]. КатепсинD является одним из 
основных лизосомальных ферментов [33], и, сле-
довательно, совместная локализация катепсина D 
и LC3b подтверждает слияние аутофагосом с лизо-
сомами и активацию аутофагии в клетках. 
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Снижение уровня беклина-1 на первый взгляд 
может выглядеть противоречиво, поскольку было 
показано, что диссоциация беклина-1 от Bcl-2 
инициирует беклин-зависимую аутофагию [34, 35]. 
Таким образом, с одной стороны, выявленное сни-
жение экспрессии Bcl-2 предположительно может 
сопутствовать снижению экспрессии беклина-1 
и отражать инициацию беклин-независимой ауто-
фагии. С другой стороны, инициация беклин-за-
висимой аутофагии может происходить непосред-
ственно в начале вывешивания, и мы наблюдаем 
его деградацию к 3-му дню. Тем не менее, наши 
результаты показали, что активация аутофагии 
во время краткосрочной двигательной разгрузки 
имела защитный эффект, поскольку мы не наблю-
дали потери или повреждения клеток.

Активация выживания клеток подразумевает 
наличие некоторых стрессовых стимулов. Дей-
ствительно, ранее мы показали, что в гиппокампе 
и миндалине у крыс после 3-дневного вывешива-
ния, по сравнению с изолированным контролем, 
повышается уровень стресс-ассоциированных мар-
керов, таких как глюкокортикоидные рецепторы, 
индуцибельная NO-синтаза и Fra-1 [19]. В данном 
случае мы обнаружили, что не только активиру-
ются механизмы выживания клеток, но и наблю-
дается кратковременная активация апоптоза, под-
тверждающая индуцированный вывешиванием 
стресс. Действительно, апоптоз и аутофагия тесно 
связаны и частично оперируют одними и теми же 
белками для активации или ингибирования друг 
друга [27]. Например, р53 может инициировать 
как апоптоз, так и аутофагию [27]. Однако мы не 
обнаружили активации р53, в то время как иници-
аторная каспаза 9 и эффекторная каспаза 3 были 
активированы, что указывает на активацию апоп-
тоза. В свою очередь, Bcl-2 ингибирует не только 
апоптоз, но и аутофагию путем физического взаи-
модействия с беклином-1 [27, 34, 35]. Интересно, 
что участие Bcl-2 в апоптозе или аутофагии зависит 
от его клеточной локализации: митохондриальный 
Bcl-2 ингибирует только апоптоз, тогда как в эн-
доплазматическом ретикулуме Bcl-2 подавляет 
аутофагию [27]. Поскольку мы не анализировали 
внутриклеточную локализацию Bcl-2, наблюдаемое 
снижение общего уровня Bcl-2 в гиппокампе после 
3 дней вывешивания предположительно указывало 
на активацию как апоптоза, так и аутофагии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Мы продемонстрировали, что в первые дни вы-
вешивания в гиппокампе активируются как ауто-
фагия, так и апоптоз. Однако это не сопровожда-
лось гибелью клеток, что позволяет предположить, 
что преимущественная активация аутофагии имеет 
защитный эффект. Мы предположили, что перво-
начально апоптоз был индуцирован комплексом 

стрессовых факторов, вызванных вывешиванием, 
таких как ограничение подвижности, смещение це-
реброспинальной жидкости и изоляция, что было 
выявлено нами и  другими исследователями ра-
нее [17–19]. Ранее также было показано, что выве-
шивание приводит к снижению способности к об-
учению и памяти у крыс и мышей [16]. Поскольку 
мы не наблюдали признаков развития нейродеге-
нерации, ослабление когнитивных функций может 
быть связано со снижением нейрогенеза [23, 25].
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restriction since one of the main factors of HU is muscle disuse. Additionally, rodents show impaired 
learning and memory after long-term HU. Here, we explored whether HU would affect the survival 
or death of the hippocampal cells. Our data demonstrated that after 3-day HU, both apoptosis and 
autophagy were activated in the hippocampus, as evidenced by the activation of caspase 3 and 9 and 
an increase in the number of Cathepsin D and LC3b double-positive cells correspondently. Our data 
indicated that HU has no deleterious effects leading to neurodegeneration for up to 14 days. Moreover, 
our results also showed that the activation of autophagy during short-term HU had a protective effect, 
as we did not observe any cell loss or damage.

Keywords: hindlimb unloading, hippocampus, apoptosis, autophagy, cleaved-caspase 3, cleaved-caspase 9, 
Bcl-2, p62, Cathepsin D, LC3b
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