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Модель с пренатальным введением вальпроевой кислоты является наиболее распространенной для изуче-
ния механизмов развития аутизма на экспериментальных животных. Мы показали, что введение беремен-
ным самкам мышей вальпроевой кислоты повышает уровень экспрессии генов, кодирующих нейротро-
фические факторы BDNF, GDNF и их рецепторы, в эмбриональном мозге. В то же время, взрослые мыши
с пренатальным введением вальпроевой кислоты характеризуются усилением выраженности стереотип-
ного поведения, что является одним из признаков аутистически-подобного поведения. Мы предполагаем,
что гиперэкспрессия нейротрофических факторов во время эмбрионального периода может стимулиро-
вать развитие аномального мозга, приводящее к изменениям в поведенческих характеристиках.
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В последнее время все большее распространение
в мире приобретают расстройства аутистического
спектра (РАС). Аутизм представляет собой совокуп-
ность разнородных состояний развития централь-
ной нервной системы, характеризующихся ранними
трудностями в социальном общении и наличием
стереотипных ограниченных форм поведения. При-
чины развития аутизма остаются неизученными, од-
нако известно, что данное заболевание связано с на-
рушением развития мозга, в том числе процессов
нормального нейрогенеза, дифференциации, ми-
грации нервных клеток и удаления избыточных свя-
зей и нейронов (Chomiak, Hu, 2012; Chen et al., 2020).

Развитие мозга невозможно без влияния нейро-
трофических факторов – белковых молекул, выде-
ляющихся в эмбриональном и постнатальном мозге
в больших количествах и регулирующих рост и раз-
витие нейронов, синаптогенез и направленную ми-
грацию. Было показано, что уровень мРНК и белка
нейротрофического фактора мозга BDNF в эмбрио-
нальном мозге увеличивался через 1, 2, 3 и 6 ч после
введения вальпроевой кислоты беременным самкам
мышей и возвращался к норме через 12 ч (Almeida et al.,

2014; Hara et al., 2017). В то же время другой белок –
глиальный нейротрофический фактор GDNF – не
был исследован в этом отношении, однако было по-
казано увеличение его уровня в гиппокампе крыс,
получавших вальпроат (Varela et al., 2015). Модель с
пренатальным введением вальпроевой кислоты гры-
зунам и приматам является общепринятой для изу-
чения патогенеза аутизма и методов его коррекции
(Семёнова и др., 2020; Yamaguchi et al., 2017; Zhao et al.,
2019). Логично предполагать, что в модели вальпро-
ат-индуцированного аутизма у грызунов введение
вальпроевой кислоты беременным самкам приводит
к значительному повышению уровня нейротрофи-
ческих факторов в эмбриональном мозге, что вызы-
вает нарушения развития мозга и индуцирует аути-
стически-подобное поведение у мышей. Вместе с
тем, нельзя не рассматривать другие молекулярные
механизмы действия вальпроата, например, ингиби-
рование гистоновых деацетилаз, дисбаланс возбуж-
дения и торможения, нейровоспаление и окисли-
тельный стресс (Fujiki et al., 2013; Hamed et al., 2018).

Гиперактивность сигнальной трансдукции, опо-
средованной влиянием нейротрофических факто-
ров, во время эмбрионального развития может стать
причиной аномального увеличения массы мозга, по-
явления очагов судорожной активности и развития
аберрантного поведения, характерного для РАС
(Tsai, 2005). В то же время, вальпроевая кислота по-

Принятые сокращения: ОТ-ПЦР – полимеразная цепная реак-
ция с обратной транскрипцией; РАС – расстройства аутисти-
ческого спектра; BDNF – нейротрофический фактор мозга;
GDNF – глиальный нейротрофический фактор.
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прежнему широко применяется для лечения эпи-
лепсии у людей (Tomson et al., 2015; Шнайдер, Дмит-
ренко, 2016; Yang et al., 2020), причем использование
данного препарата во время беременности связано с
повышенным риском врожденных пороков разви-
тия, включая дефекты нервной трубки, когнитив-
ный дефицит, проявления РАС (Moore et al., 2000).
Мы предполагаем, что патологически измененная
экспрессия нейротрофических факторов может вно-
сить вклад в терапевтические эффекты вальпроевой
кислоты во взрослом мозге, однако приводит к нару-
шениям развития эмбрионального мозга.

Известно, что кроме дефицита социального пове-
дения пациенты с аутизмом часто характеризуются
проявлением стереотипного поведения – склонно-
стью к осуществлению однообразных повторяю-
щихся действий и ритуалов (Лущекина, Стрелец,
2014). Исходя из вышесказанного, целью нашей ра-
боты являлось исследование влияния вальпроевой
кислоты на уровень мРНК нейротрофических фак-
торов BDNF, GDNF и экспрессию их рецепторов в
эмбриональном мозге мышей, а также оценка сте-
реотипного поведения взрослых мышей, подверг-
шихся пренатальному воздействию вальпроата.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Воспроизведение вальпроатной модели аутизма.
Эксперименты были проведены на мышах инбред-
ной линии C57BL/6. Внутрибрюшинное введение
вальпроевой кислоты (Sigma-Aldrich, США) в дозе
500 мг/кг проводили беременным самкам на 13 день
гестации (время закрытия нервной трубки и формиро-
вания ствола мозга). Беременным самкам контроль-
ной группы вводили соответствующий объем PBS.

ПЦР в реальном времени. Образцы эмбриональ-
ного мозга были взяты через 3 и 6 ч после введения
вальпроевой кислоты. Выделение тотальной РНК из
образцов осуществляли с помощью набора реаген-
тов “РНК-Экстран” (Синтол, Россия) по стандарт-
ному протоколу фирмы-изготовителя. Обратную
транскрипцию проводили с помощью набора реа-
гентов “MMLV RT kit” (Евроген, Россия) при 40°С в
течение 1 ч. Полученную кДНК использовали для
проведения ОТ-ПЦР в режиме реального времени с
помощью набора qPCRmix-HS (Евроген, Россия).
Также использовали наборы праймеров и флуорес-
центно-меченных ДНК-зондов для определения ко-
личества фрагментов кДНК генов, кодирующих
нейротрофические факторы BDNF, GDNF и их ре-
цепторы TrkB, p75, GFR-α1, а также референсных
генов GAPDH и ACTB (ДНК-Синтез, Россия). Для
проведения ПЦР использовали амплификатор
LightCycler 96 (Roche, США), относительный коли-
чественный анализ экспрессии генов проводили с
помощью программного обеспечения LightCycler 96
Software.

Поведенческое тестирование. У другой части
потомства с пренатальным введением вальпроевой
кислоты исследовали поведение в возрасте 3 меся-
цев в тесте “аутогрумминг”. Мыши естественно по-
глаживают, почесывают и облизывают свою голову и
тело с помощью передних лап (аутогрумминг), одна-
ко гипертрофированный аутогрумминг можно рас-
сматривать как стереотипное поведение (Maraz et al.,
2017). Мышь помещали в пустую чистую клетку без
подстила, после 10 мин привыкания фиксировали
общее время аутогрумминга в течение 10 мин.

Статистическую обработку результатов проводили
с использованием непарного t-критерия Стьюдента
для нормально распределенных выборок и методов не-
параметрической статистики (критерий Манна–Уит-
ни) для выборок с ненормальным распределением. Ре-
зультаты представлены в виде M ± SD (σ), где М –
среднее значение, σ – стандартное отклонение. Стати-
стически значимыми считали различия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Введение вальпроевой кислоты беременным сам-

кам (13 день гестации) стимулировало повышение
экспрессии мРНК, кодирующих нейротрофический
фактор BDNF и его рецепторы p75 и TrkB, в мозге
эмбрионов как через 3 ч (рис. 1а), так и через 6 ч
(рис. 1б). Повышение экспрессии мРНК глиального
нейротрофического фактора GDNF и его рецептора
GFR-α1 также повышалось через 3 (рис. 1в) и 6 ч
(рис. 1г) в экспериментальной группе по сравнению
с контрольной группой.

Мыши, родившиеся после пренатального воздей-
ствия вальпроевой кислоты, демонстрировали более
продолжительный аутогрумминг, чем мыши кон-
трольной группы. В экспериментальной группе
среднее значение времени аутогрумминга составило
28.6 ± 8.2 с, тогда как в контрольной группе – 41.7 ±
± 16.8 с (p < 0.05) (рис. 2). Таким образом, получен-
ные данные позволяют говорить об увеличении вы-
раженности стереотипного поведения у мышей с
фетальным вальпроатным синдромом.

ОБСУЖДЕНИЕ
В наших экспериментах мы показали, что введе-

ние вальпроевой кислоты беременной самки мыши
вызывает значительное (в 2–3 раза) повышение экс-
прессии генов, кодирующих нейротрофические
факторы BDNF, GDNF и их рецепторы, в мозге эм-
брионов через 3 и 6 ч. В то же время, у взрослых мы-
шей, подвергшихся пренатальному воздействию
вальпроевой кислоты, наблюдается усиление выра-
женности стереотипного поведения, что является
одним из признаков РАС.

С одной стороны, повышение уровня нейротро-
фических факторов в пренатальный период может
стимулировать эктопический нейрогенез и нейрито-
генез, приводя к увеличению размеров мозга и раз-
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витию аберрантного поведения у потомства, с дру-
гой стороны, повреждающее действие вальпроевой
кислоты может опосредоваться другими механизма-
ми, а возрастание уровня нейротрофических факто-
ров можно рассматривать как маркер нарушений
развития эмбрионального мозга мышей. Другими
словами, уровень нейротрофических факторов ком-
пенсаторно повышается в ответ на какие-либо повре-
ждающие влияния вальпроевой кислоты. Точный ме-
ханизм действия вальпроатов на мозг эмбрионов, при-
водящий к развитию аутизма, не определен, однако, к
таким эффектам можно отнести эпигенетические из-
менения (Fujiki et al., 2013), окислительный стресс и
нейровоспаление (Defoort et al., 2006; Tung, Winn,
2011), дисбаланс нейромедиаторов и эксайтотоксич-
ность глутамата (Hamed et al., 2018).

Один из наиболее вероятных эпигенетических
механизмов, посредством которого вальпроевая
кислота может проявлять свою тератогенную актив-
ность – это неселективное ингибирование гистоно-
вых деацетилаз (Menegola et al., 2005; Fujiki et al.,

2013). В регуляции экспрессии генов играют роль
модификации гистонов, такие как метилирование,
фосфорилирование и ацетилирование. Последний
процесс регулируется двумя классами ферментов:
гистонацилтрансферазами, которые катализируют
реакции присоединения ацетильных групп к остат-
кам лизина у гистонов, и гистоновыми деацетилаза-
ми, которые впоследствии удаляют эти группы. Так
как в результате ацетилирования положительный за-
ряд гистонов снижается, а ДНК заряжена отрица-
тельно, то хроматин становится менее компактным.
Это приводит к повышению уровня транскрипции
генов. Гистоновые деацетилазы удаляют ацетиль-
ную группу с молекул гистонов, что приводит к бо-
лее компактному накручиванию ДНК на гистоны, в
результате чего активность транскрипции подавля-
ется. Вальпроевая кислота, являясь ингибитором ги-
стоновых деацетилаз, повышает степень ацетилиро-
вания гистонов и, следовательно, может одновре-
менно усиливать экспрессию различных генов.
Ранее было показано, что пренатальное введение

Рис. 1. Экспрессия мРНК генов, кодирующих BDNF и его рецепторы p75 и TrkB (а, б), а так же GDNF и его рецепторы GFR-
α1 (в, г), в эмбриональном мозге мышей спустя 3 ч (а, в) и 6 ч (б, г) после введения беременной самке вальпроевой кислоты
(ВПК) или PBS (контроль). Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение (n = 11–17), ** – различия между
группами достоверны для p < 0.01, *** – для p < 0.001.
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вальпроевой кислоты беременным самкам мышей
приводило к временному (до 24 ч) гиперацетилиро-
ванию гистонов в эмбриональном мозге, что сопро-
вождалось усилением апоптоза в коре мозга эмбри-
онов (Kataoka et al., 2013). В культуре астроцитов
вальпроевая кислота стимулировала повышение
экспрессии генов, кодирующих нейротрофические
факторы BDNF и GDNF (Wu et al., 2009). Обработка
вальпроевой кислотой культур нейронов коры крыс
приводила к увеличению экспрессии мРНК и белка
BDNF, что сопровождалось ростом нейритов (Yasu-
da et al., 2009; Hasan et al., 2013). Подобным образом
обработка вальпроевой кислотой культур клеток глио-
мы приводила к повышению уровня мРНК BDNF и
GDNF (Castro et al., 2005), а также мРНК и белка
BDNF в развивающихся кортикальных нейронах
(Ko et al., 2019). Примечательно, что обработка кле-
ток эпидермального нервного гребня вальпроевой
кислотой усиливала транскрипцию генов, кодирую-
щих BDNF, GDNF и VEGF, не влияя на транскрип-
ты нейротрофинов NGF и NT3 (Pandamooz et al.,
2019); стоит обратить внимание, что повышенная
экспрессия генов наблюдалась даже на 7 сут после
однократной обработки вальпроатом.

Таким образом, гиперэкспрессия нейротрофиче-
ских факторов, вызванная вальпроевой кислотой, в
критический период развития мозга может активи-
ровать процессы, приводящие к формированию
аномального мозга. Одно из таких нарушений – это
стимуляция чрезмерной пролиферации нейронов и
увеличения числа нейритов. Так, было продемон-
стрировано, что однократное воздействие вальпрое-
вой кислоты на 12 день эмбрионального развития
(Е12) приводило к снижению массы эмбрионально-
го мозга до Е18, однако на 2 и 7 день постнатального
развития масса мозга крыс значительно возрастала
(Go et al., 2012). Эта мегацефалия сопровождалась

повышением количества нейритов и усиленной про-
лиферацией нейронов. В культурах кортикальных
нейронов крысы вальпроевая кислота стимулирова-
ла увеличение плотности нейритов, что также со-
провождалось повышением уровня ацетилирования
гистонов Н3 и белка BDNF (Hasan et al., 2013). По-
видимому, стимулируемые вальпроевой кислотой
нейрогенез и нейритогенез вносят вклад в чрезмерный
рост мозга, наблюдаемый при РАС (Courchesne et al.,
2011; Ecker et al., 2012). Конкретные молекулярные
механизмы нарушения нейрогенеза и нейритогенеза
при вальпроат-индуцированном аутизме нуждаются
в дальнейшем изучении, что позволит идентифици-
ровать молекулы-мишени для патогенетически
обоснованной коррекции РАС.
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Valproic Acid Increases the Level of Expression of BDNF, GDNF and Their Receptors 
in the Embryonic Brain of Mice and Inducts the Stereotype Behavior

A. A. Semenovaa, *, E. V. Kharitonovaa, E. D. Khilazhevaa, and A. B. Salminaa, b

aResearch Institute of Molecular Medicine and Pathobiochemistry, Voyno-Yasenetsky Krasnoyarsk State Medical University, 
Krasnoyarsk, 660022 Russia

bBrain Research Department, Research Center of Neurology, Moscow, 125367 Russia
*e-mail: alina_shamsutdin@mail.ru

The model with prenatal administration of valproic acid is the most common for studying the mechanisms of devel-
opment of autism in experimental animals. We have shown that administration of valproic acid to pregnant female
mice causes an increase in the expression of genes encoding the neurotrophic factors BDNF, GDNF, and their re-
ceptors in the embryonic brain. At the same time, adult mice with prenatal administration of valproic acid are char-
acterized by increased severity of stereotyped behavior, which is one of the features of autistic-like behavior. We hy-
pothesize that overexpression of neurotrophic factors during the embryonic period may stimulate abnormal brain
development, leading to changes in behavioral characteristics.

Keywords: valproic acid, autism, mice, neurotrophic factors
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