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Стресс во время беременности может быть причиной структурных и функциональных изменений
головного мозга плода, которые в дальнейшем приводят к формированию различных нервно-пси-
хических заболеваний, включая синдром дефицита внимания и гиперактивности, депрессию, ши-
зофрению, аутизм и др. Среди стрессовых факторов, способных привести к нарушениям развития
плода, особое место занимает пренатальный гипоксический стресс. Эпигенетические механизмы
могут играть ключевую роль в развитии нарушений функциональной активности мозга, вызывае-
мых стрессовыми воздействиями различной природы. Целью настоящей работы было изучение
возрастных особенностей метилирования ДНК (meDNA) и гистона Н3 по лизинам 4 (meН3К4) и
9 (meН3К9) в клетках гиппокампа и неокортекса крыс – наиболее чувствительных к гипоксии
структур мозга, вследствие воздействия тяжелой гипобарической гипоксии (180 мм рт. ст., 3 ч) или
введения синтетического глюкокортикоида дексаметазона (0.8 мг/кг), моделирующего стрессор-
ный ответ материнского организма, на 14–16-е сут пренатального онтогенеза. С использованием
иммуногистохимического метода были обнаружены возрастные модификации степени meDNA и
meН3К9 (но не meН3К4) у контрольных животных, а именно снижение уровня meDNA и meH3K9
у старых 18-месячных крыс по сравнению с 3-месячными. Предъявление тяжелой гипобарической
гипоксии, так же, как и введение дексаметазона, на 14–16-е сут пренатального онтогенеза приводят
к длительному (до 18 мес.) увеличению уровня meDNA во всех исследованных структурах мозга.
При этом наблюдается прогрессирующее с возрастом снижение уровня meН3К4 – активационной
модификации хроматина, в гиппокампе и неокортексе крыс. В то же время уровень meH3K9 – тор-
мозной модификации хроматина, у животных, переживших неблагоприятные воздействия в прена-
тальном периоде, с возрастом снижается в меньшей степени, чем у контрольных крыс. Эти данные
косвенно указывают на снижение транскрипционной активности генома пренатально стрессиро-
ванных животных, что может лежать в основе длительных изменений их поведения и способности
к обучению.
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ВВЕДЕНИЕ
Эпидемиологические и клинические данные

свидетельствуют о том, что стресс во время бере-
менности может быть причиной структурных и
функциональных изменений головного мозга
плода, которые в дальнейшем приводят к форми-
рованию различных нервно-психических заболе-

ваний, включая синдром дефицита внимания и
гиперактивности, депрессию, шизофрению,
аутизм и др. [1–7]. Многочисленные клинико-
доклинические исследования позволили сформу-
лировать теорию “эмбрионального происхожде-
ния болезни взрослых” [8–10], показав суще-
ственную корреляцию между неблагоприятными
воздействиями на организм матери и развитием
различных заболеваний в дальнейшей жизни,
включая сердечно-сосудистые заболевания, диа-
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бет и неврологические заболевания [11–14]. Сре-
ди стрессовых факторов, способных привести к
нарушениям развития плода, особое место зани-
мает пренатальный гипоксический стресс [15, 16].

Механизмы влияния стрессовых воздействий
на развитие мозга плода до конца не изучены, од-
нако считается, что ключевым негативным фак-
тором риска формирования патологии является
избыточный уровень глюкокортикоидов (ГК) в
организме беременной женщины. При тяжелом
хроническом стрессе и длительном повышении
уровня ГК в крови матери, несмотря на высокоэф-
фективную конверсию ГК в кортизон с помощью
11-бета-гидроксистероид-дегидрогеназы 1 типа в
плаценте, значительное количество глюкокорти-
коидов попадают в кровоток плода и напрямую
воздействуют на его мозг [17–19]. Воздействие ГК
на плод также может быть индуцировано во время
терапевтического введения синтетических ГК
для ускорения созревания легких плода. Приме-
нение ГК в акушерской практике продолжается,
хотя многие клинические исследования показы-
вают, что введение ГК в пренатальный период
оказывает неблагоприятное влияние на познава-
тельные способности и вызывает долгосрочные
изменения в поведении детей [20–22]. В настоя-
щее время, в связи с накоплением данных о дол-
госрочном влиянии введения глюкокортикоидов
при беременности, в особенности на нервную си-
стему, оправданность их применения в этот пери-
од вызывает сомнения [23, 24]. Недостаток глю-
кокортикоидов, также как и их избыток, может
играть фатальную роль в развитии организма. Та-
ким образом, необходимо проведение дальней-
ших исследований в этой области [25].

Недостаточное понимание механизмов влия-
ния стрессовых воздействий на развивающийся
организм требует изучения в экспериментальных
моделях на животных. Результаты модельных
экспериментов подтверждают клинические на-
блюдения, касающиеся влияния стрессовых фак-
торов на формирование мозга и поведения. Так, в
наших предыдущих исследованиях были выявле-
ны нарушения формирования оборонительного
поведения у крыс, подвергшихся воздействию
дексаметазона или гипоксии в пренатальный пе-
риод. Было установлено, что характер нарушений
зависит от сроков гестации, на которые приходи-
лось воздействие стресса, и вида стресса [26].

Одним из общих механизмов, с помощью ко-
торого материнский стресс может быть связан с
фенотипическими изменениями в дальнейшей
жизни, является эпигенетическое программиро-
вание генов, которое играет центральную роль в
определении функционального выхода информа-
ции, хранящейся в геноме. Патологические воз-
действия во время беременности влияют как на
развитие матери, так и плода посредством изме-

нения генетических признаков индивида, приоб-
ретенных в течение нескольких поколений есте-
ственным отбором, и изменения экспрессии генов
путем эпигенетических модификаций. Эпигене-
тические модификации регулируют экспрессию
генов без изменений последовательности ДНК в
основном путем метилирования собственно ДНК
и ковалентными посттрансляционными модифи-
кациями гистонов, такими как ацетилирование,
фосфорилирование, метилирование, убиквитини-
лирование, сумоилирование. Метилирование/де-
метилирование ДНК является основным механиз-
мом в регуляции изменения экспрессии генов [27].
Модификация гистонов изменяет структуру хро-
матина, которая определяет доступность регуля-
торных факторов к основной ДНК [28].

Эпигенетические модификации играют зна-
чительную роль в пре- и постнатальные периоды
развития, внося вклад в пластичность организма
к изменяющимся условиям среды обитания, ре-
гулируя процессы пролиферации и дифференци-
ации клеток путем активации/репрессии тран-
скрипционных факторов и изменения экспрес-
сии генов.

Достаточно доказательств участия эпигенети-
ческой регуляции в реакции плода на внутри-
утробный стресс, приводящий к долгосрочным
изменениям профилей экспрессии генов, которые
потенциально приводят к заболеваниям в более
позднем возрасте [13, 29, 30]. Важно отметить, что
как эндогенные, так и синтетические глюкокорти-
коиды могут вызывать эпигенетические измене-
ния, которые оказывают влияние на развитие пло-
да [31]. Кроме того, глюкокортикоиды могут ока-
зывать быстрые негеномные эффекты, влияющие,
например, на возбудимость нейронов или вызыва-
ющие ингибирование пролиферации нейронов,
сопровождающееся неврологическими дефекта-
ми, наблюдаемыми у младенцев после хрониче-
ского стресса у матерей или после лечения синте-
тическими глюкокортикоидами [32].

Молекулярные механизмы влияния гипоксии
или других стрессорных воздействий при про-
граммировании нарушений головного мозга в те-
чение длительного постнатального периода разви-
тия остаются в значительной степени малоизучен-
ными.

В последние годы интенсивно развивающейся
областью исследований механизмов развития
мозга стало изучение роли метилирования ДНК в
периоде нейрогенеза. Показано, что патологиче-
ские изменения внешних условий во время эм-
брионального развития приводят к значительным
модификациям уровня метилирования ДНК [33].
Основная функция метилирования ДНК заключа-
ется в том, чтобы транскрипционно ингибировать
экспрессию генов [34, 35]. Как известно, посттран-
сяционные модификации гистонов также вовлече-
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ны в регуляцию экспрессии генов. Так метилирова-
ние гистона Н3 по лизину 4 (meH3K4), также как
ацетилирование, стимулируют транскрипцию, а
метилирование по лизину 9 (meH3K9) – тормо-
зит [36].

Ранее нами были показаны изменения уровня
ацетилирования гистона Н3 по лизину 24 в гип-
покампе и неокортексе взрослых крыс после
предъявления им на 14-16-е сут пренатального
развития тяжелой гипобарической гипоксии [37]
или введения дексаметазона [38]. Представляет
большой интерес проведение исследований по
изучению эпигенетического статуса мозга крыс,
подвергавшихся воздействиям повреждающих
факторов в период пренатального онтогенеза, на
разных этапах дальнейшего постнатального раз-
вития – от раннего постнатального онтогенеза до
старости.

Целью настоящей работы было изучение осо-
бенностей метилирования ДНК и гистона Н3 в
гиппокампе и сенсомоторной коре мозга 2-не-
дельных, 3- и 18-месячных крыс, переживших
воздействие тяжелой гипоксии или введение син-
тетического гормона дексаметазона в течение
третьей недели пренатального онтогенеза – пери-
ода формирования исследуемых структур мозга.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа с животными. Использовали крыс ли-
нии Вистар из “Коллекции лабораторных млеко-
питающих разной таксономической принадлеж-
ности” Института физиологии им. И.П. Павлова
РАН, поддержанной программой биоресурсных
коллекций ФАНО России. При проведении экспе-
риментов соблюдали требования, сформулирован-
ные в Директивах Совета Европейского сообщества
(86/609/ЕЕС) об использовании животных для экс-
периментальных исследований. Протоколы экс-
периментов были утверждены Комиссией по гу-
манному обращению с животными Института
Физиологии им. И.П. Павлова РАН.

Животные были рождены интактными самка-
ми и самками, которых на 14–16-е сут беременно-
сти подвергали действию тяжелой гипобарической
гипоксии или введению синтетического гормона
дексаметазона. Для создания тяжелой гипоксии
беременных самок помещали в барокамеру про-
точного типа при температуре от 20 до 25°С и сту-
пенчато понижали давление до 180 мм рт. ст. (про-
должительность воздействия – по 3 ч в течение 3-х
сут с интервалом 24 ч между сеансами). Смерт-
ность животных в барокамере составляла 15%
[39]. Синтетический гормон дексаметазон вводи-
ли внутрибрюшинно трехкратно с интервалом в
сутки в течение 14–16-х сут беременности в дозе
0.8 мг/кг. При выборе дозы дексаметазона мы

учитывали данные других авторов и наши более
ранние исследования [40, 41].

Крысят отлучали от кормившей их матери в
возрасте 30 суток. После отлучения крысы нахо-
дились в клетках размером 60 × 30 × 20 см по
6 животных в каждой. В течение всего периода
проведения экспериментов крысы содержались
при режиме свет : темнота 12 : 12 ч, температуре
20–23°С и при постоянном доступе к воде и пи-
ще. В настоящей работе эксперименты были по-
ставлены на 2-недельных ювенильных животных,
3-месячных молодых половозрелых самцах с ак-
тивным сперматогенезом, и 18-месячных старею-
щих крысах. Для каждой временной точки были
использованы животные из одного помета. Вос-
производимость результатов была оценена в двух
независимых экспериментах.

Иммуногистохимические исследования прове-
дены на животных всех возрастных групп. Дека-
питацию крыс каждой из экспериментальных
групп (по 6 крыс) для взятия головного мозга осу-
ществляли гильотиной. После декапитации
вскрывали череп, извлекали мозг, отрезали моз-
жечок и помещали мозг в фиксатор. Далее образ-
цы ткани мозга обрабатывали согласно стандарт-
ному гистологическому протоколу: фиксировали
в молекулярном фиксаторе FineFix (разведение:
28 мл фиксатора + 72 мл 96% этанола; Milestone, Ita-
ly) в течение 24 ч при температуре 4°C. Затем об-
разцы промывали в проточной воде в течение 2 ч
и обезвоживали, проводя через этанол возрастаю-
щих концентраций (50 → 70 → 80 → 96 → 96% по
1 ч в каждом). На ночь оставляли в бутаноле. За-
тем материал проводили через 2 порции ксилола
(по 30–40 мин), помещали в парафин (2 смены
парафина, по 1 ч в каждой) в термостате при тем-
пературе 56°C и изготавливали парафиновые бло-
ки. На ротационном микротоме (Reichert, Austria)
изготавливали серийные срезы мозга во фрон-
тальной плоскости толщиной 7 мкм на уровне
2.8–3.6 мм от брегмы. Полученные срезы монти-
ровали на предметные стекла, обработанные по-
лилизином.

Далее срезы депарафинизировали в ксилоле
(2 смены по 5 мин) и подвергали регидратации в
спиртах (96 → 96 → 96 → 70% по 5 мин в каждом).
Для оценки степени ацетилирования гистона Н3
по лизину 24 использовали иммуногистохимиче-
ский метод. Основные этапы метода: 1) инкубация
с поликлональными кроличьими антителами к ги-
стону Н3, метилированному по Lys4 (meН3К4, ак-
тивационная модификация хроматина, антитела
ab8580, 1 : 500) и Lys9 (meН3К9, тормозная моди-
фикация хроматина, антитела ab8898, 1 : 500), а
также с моноклональными мышиными антитела-
ми к метилированному цитидину ДНК (meDNA,
антитела sc-56615, 1 : 200) 2) инкубация с вторич-
ными биотинилированными противокроличьими
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либо противомышиными антителами (Vectastein
ABC kit, Vector Laboratories, Inc., США, 1 : 200);
3) инкубация с комплексом авидина и биотини-
лированной пероксидазы (ABC, Vector Laborato-
ries, Inc., США, разведение реагентов А и В 1 : 100);
4) визуализация реакции с помощью диамино-
бензидинового набора (DAB substrate kit for perox-
idase, Vector Laboratories, Inc., США).

Анализ препаратов проводили с помощью
морфометрической установки, состоящей из све-
тового микроскопа Jenaval (Carl Zeiss, Германия),
цифровой камеры Baumer CX05c (Baumer Optron-
ic, Германия) и компьютера IBM PC с программ-
ным обеспечением ВидеоТест Мастер Морфоло-
гия (разработка ООО Видео Тест, Санкт-Петер-
бург). Клетки подсчитывали в поле зрения
площадью 460 × 340 мкм при увеличении объектива
40×). Определяли величину средней оптической
плотности каждой клетки в усл. ед. уровня серого,
обратно пропорциональных единицам яркости.
Для анализа проводили иммуногистохимическую
реакцию на 4-х гистологических препаратах от каж-
дого животного, усредняя значения для каждой об-
ласти мозга c одного поля зрения конкретной об-
ласти мозга на срезе. Результаты обрабатывали с
помощью пакетов анализа данных STATISTICA
7.0 Stat Soft, Inc и Microsoft Excel’2003, использо-
вали непараметрический критерий Манн–Уитни
(Mann–Whitney U-test). Изменения считали до-
стоверными при P ≤ 0.05. Все результаты пред-
ставлены в виде среднего арифметического и его
ошибки. Результаты выражены в процентах от
контроля, принятого за 100%.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Метилирование ДНК (meDNA). На рис. 1 пред-

ставлены репрезентативные микрофотографии
иммунопозитивных к метилированной ДНК кле-
ток в поле СА1 гиппокампа и неокортексе (II и V
слои) контрольных крыс и крыс, подвергавшихся
воздействию тяжелой гипобарической гипоксии
или введению дексаметазона на 14–16-е сут пре-
натального онтогенеза. На графиках представле-
ны изменения содержания meDNA в клетках СА1
области гиппокампа и во II и V слоях неокортекса
14-суточных, 3-месячных и 18-месячных крыс
после воздействия тяжелой гипобарической ги-
поксии или введения дексаметазона на 14–16-е
сут пренатального онтогенеза по отношению к
контролю (за 100% приняли оптическую плот-
ность клеток, иммунопозитивных к meDNA в
срезах мозга 3-месячных контрольных живот-
ных). У 18-месячных контрольных животных
снижается степень метилирования ДНК в обла-
сти СА1 гиппокампа и во II слое неокортекса по
сравнению с 3-месячными (на 17 и 42% соответ-
ственно). Увеличение уровня метилирования
ДНК при предъявлении гипобарической гипо-

ксии или введении дексаметазона на 14–16-е сут
пренатального онтогенеза наблюдаются во всех
исследованных структурах мозга крыс вне зави-
симости от их возраста.

Метилирование Н3 по лизину 4 (meH3K4). На
рис. 2 представлены репрезентативные микрофо-
тографии иммунопозитивных к метилированно-
му гистону Н3 по лизина 4 клеток в поле СА1 гип-
покампа и неокортексе (II и V слои) контрольных
крыс и крыс, подвергавшихся воздействию тяже-
лой гипобарической гипоксии или введению
дексаметазона на 14–16-е сут пренатального он-
тогенеза. На графиках представлены изменения
содержания meН3К4 в клетках СА1 области гип-
покампа и во II и V слоях неокортекса 14-суточ-
ных, 3-месячных и 18-месячных крыс после воз-
действия тяжелой гипобарической гипоксии или
введения дексаметазона на 14–16-е сут прена-
тального онтогенеза по отношению к контролю
(за 100% приняли оптическую плотность клеток,
иммунопозитивных к meH3K4 в срезах мозга
3-месячных контрольных животных).

Уровень метилирования гистона Н3 по лизину
4 не зависел от возраста контрольных животных.
Пренатальная гипоксия, так же, как и введение
дексаметазона, приводила к снижению средней
оптической плотности иммунопозитивных к
meH3K4 клеток в области СА1 гиппокампа 14-су-
точных (до 83 и 85% соответственно, по отношению
к своему контролю) и 18-месячных (до 72 и 64% со-
ответственно) крыс. У взрослых 3-месячных экспе-
риментальных крыс количество meH3K4 не отли-
чалось от контроля.

В неокортексе наибольшие изменения уровня
meH3K4 вследствие пренатальной гипоксии на-
блюдались у старых полуторогодовалых живот-
ных (снижение до 31 и 34% по сравнению с кон-
тролем в V и II слоях соответственно). Введение
дексаметазона не приводило к снижению уровня
meH3K4 в неокортексе крыс ювенильных и ста-
рых экспериментальных крыс. Однако, наблюда-
лось достоверное снижение средней оптической
плотности иммунопозитивных к meH3K4 клеток
в V слое неокортекса после введения дексамета-
зона на 14–16-е сут пренатального онтогенеза.

Метилирование Н3 по лизину 9 (meН3К9). На
рис. 3 представлены репрезентативные микрофо-
тографии иммунопозитивных к метилированно-
му гистону Н3 по лизина 9 клеток в поле СА1 гип-
покампа и неокортексе (II и V слои) контрольных
крыс и крыс, подвергавшихся воздействию тяже-
лой гипобарической гипоксии или введению
дексаметазона на 14–16-е сут пренатального он-
тогенеза. На графиках представлены изменения
содержания meН3К9 в клетках СА1 области гип-
покампа и во II и V слоях неокортекса 14-суточ-
ных, 3-месячных и 18-месячных крыс после воз-
действия тяжелой гипобарической гипоксии или
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Рис. 1. Микрофотографии (40×) (а, в, д) СА1 поля гиппокампа (а), 5-го слоя неокортекса (НЕОV) (в) и 2-го слоя не-
окортекса (НЕОII) (д) 2-недельных, 3-месячных и 18-месячных контрольных крыс (Контроль) и крыс, переживших
тяжелую гипобарическую гипоксию (пренатальная гипоксия, ПГ) либо инъекции дексаметазона (Декс) на 14–16-е сут
пренатального развития. Иммуногистохимическая реакция на метилирование ДНК (meDNA). Маркер, 100 мкм.
Средняя оптическая плотность иммунопозитивных к meDNA клеток (б, г, е) СА1 поля гиппокампа (б), 5го слоя не-
окортекса (НЕОV) (г) и 2го слоя неокортекса (НЕОII) (е) 2-недельных, 3-месячных и 18-месячных контрольных крыс
(Контроль) и крыс, переживших тяжелую гипобарическую гипоксию (пренатальная гипоксия, ПГ) либо инъекции
дексаметазона (Декс) на 14–16-е сут пренатального развития. По оси абсцисс – наименование экспериментальных
групп; по оси ординат – средняя оптическая плотность иммунопозитивных клеток и временные точки, выраженная в
% от 3-месячного контроля. * – различия с контролем статистически достоверны, р ≤ 0.05.
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Рис. 2. Микрофотографии (40×) (а, в, д) СА1 поля гиппокампа (а), 5-го слоя неокортекса (НЕОV) (в) и 2-го слоя не-
окортекса (НЕОII) (д) 2-недельных, 3-месячных и 18-месячных контрольных крыс (Контроль) и крыс, переживших
тяжелую гипобарическую гипоксию (пренатальная гипоксия, ПГ) либо инъекции дексаметазона (Декс) на 14–16-е сут
пренатального развития. Иммуногистохимическая реакция на гистон Н3, метилированного по Lys4 (meН3К4). Мар-
кер, 100 мкм. Средняя оптическая плотность иммунопозитивных к meН3К4 клеток (б, г, е) СА1 поля гиппокампа (б),
5-го слоя неокортекса (НЕОV) (г) и 2го слоя неокортекса (НЕОII) (е) 2-недельных, 3-месячных и 18-месячных кон-
трольных крыс (Контроль) и крыс, переживших тяжелую гипобарическую гипоксию (пренатальная гипоксия, ПГ) ли-
бо инъекции дексаметазона (Декс) на 14–16-е сут пренатального развития. По оси абсцисс – наименование экспери-
ментальных групп и временные точки; по оси ординат – средняя оптическая плотность иммунопозитивных клеток,
выраженная в % от 3-месячного контроля. * – различия с контролем статистически достоверны, р ≤ 0.05.
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введения дексаметазона на 14–16-е сут прена-
тального онтогенеза по отношению к контролю
(за 100% приняли оптическую плотность клеток,
иммунопозитивных к meH3K9 в срезах мозга
3-месячных контрольных животных).

У контрольных животных обнаружено досто-
верное снижение средней оптической плотности
иммунопозитивных к meH3K9 клеток в области
СА1 гиппокампа (до 75%) и пятом слое неокор-
текса (до 85%) стареющих (18-месячных) крыс по
сравнению с взрослыми (3-месячными).

У ювенильных 2-недельных и взрослых 3-ме-
сячных животных экспериментальной группы
средняя оптическая плотность клеток, иммуно-
позитивных к meH3K9, не отличался от контро-
ля. То есть, пренатальное воздействие гипобари-
ческой гипоксии или введение дексаметазона в
большей степени затрагивает активационные
сайты гистонов Н3. Уровень meH3K9 в области
СА1 гиппокампа старых экспериментальных жи-
вотных снижался в меньшей степени, чем у кон-
трольных.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Основной целью проведенных исследований

было изучения характера вовлечения эпигенети-
ческих механизмов в формирование показанных
нами ранее [42, 43] нарушений функциональной
активности мозга на молекулярно-клеточном и
поведенческом уровнях вследствие воздействия
гипоксии или введения дексаметазона в течение
третьей недели пренатального онтогенеза крыс.
Особое внимание в настоящей работе уделяется
сопоставлению результатов, полученных на жи-
вотных разных возрастных групп, включая пери-
од геронтогенеза (период старения).

В нашей работе в период постнатального онто-
генеза у контрольных животных были обнаруже-
ны возрастные модификации степени метилиро-
вания ДНК и гистона Н3 по лизину 9 (но не по ли-
зину 4), а именно снижение уровня meDNA и
meH3K9 у старых 18-месячных крыс по сравнению
с 3-месячными. Возрастные изменения уровня
meDNA и meH3K9, модификаций, способствую-
щих торможению экспрессии генов, могут вовле-
каться в обнаруженные нами нарушения способ-
ности к обучению крыс в лабиринте Морриса в
процессе естественного старения [44].

Воздействие стресса в пренатальный период
является примером “программирования разви-
тия мозга на ранней стадии” – явления, которое
обусловлено действием стрессовых фактор в кри-
тические периоды развития, вызывающих стой-
кие изменения в физиологических функциях и
поведении в последующей жизни [45, 46]. Пере-
программирование эпигенома в течение раннего
развития организма является очень сложным и

хорошо организованный процессом, включаю-
щим взаимодействие молекулярных изменений
ДНК и гистоновых белков [47, 48], определяю-
щим баланс экспрессии генов, участвующих в
поддержании пластичности клеток при адаптации
к изменяющимся условиям среды. Кроме того, из-
менение баланса метилирования/деметилирова-
ния ДНК, модификации гистонов в период эм-
брионального развития играет существенную роль
в регуляции дифференцировки клеток-предше-
ственников между нейрогенезом и астроглиоге-
незом [49, 50].

Пренатальная гипоксия на 14–16-е сут прена-
тального онтогенеза приводит к увеличению
уровня meDNA во всех исследованных структу-
рах мозга вне зависимости от возраста крыс. Вве-
дение в те же сроки беременности дексаметазона
так же повышает степень метилирования ДНК,
причем в наибольшей степени это проявляется у
ювенильных животных. Метилирование ДНК –
фундаментальный эпигенетический механизм
контроля экспрессии генов у млекопитающих,
связанный, в основном, с репрессией транскрип-
ции, который заключается в присоединении ме-
тильной группы к углероду в 5-м положении мо-
лекулы цитозина с образованием 5-метилцитози-
на. Усиление метилирования ДНК подавляет
экспрессию гипоксия-индуцибельного фактора
HIF-1α [51, 52], который является основным ме-
диатором транскрипционных ответов на гипо-
ксию, способствующим формированию гипокси-
чески-индуцируемого фенотипа [53]. В то же вре-
мя показана обратная зависимость между базовым
уровнем HIF-1α в нейронах неокортекса и гене-
тически запрограммированной толерантностью
организма к гипоксии [54]. Увеличение степени
метилирования ДНК согласуются со снижением
базовой экспрессии HIF-1α в неокортексе этих
животных [44].

При анализе результатов по модификации ме-
тилирования гистона Н3 по лизину 4 и 9 оказа-
лось, что основные изменения проявляются, в ос-
новном, в отдаленные сроки после воздействия, а
именно в структурах мозга 18-месячных старых
крыс. При этом увеличивается уровень meH3K4,
способствующего активации транскрипции, и
снижается meH3K9, связанный, как и meDNA, с
репрессией генов.

Обнаруженное уменьшение степени метили-
рования гистона Н3 по лизину 4 в исследованных
структурах мозга старых крыс, подвергавшихся
действию тяжелой гипобарической гипоксии на
14–16-е сут пренатального онтогенеза, согласу-
ются с показанными нами ранее [37] модифика-
циями ацетилирования гистона Н3 по лизину 24 в
гиппокампе и неокортексе взрослых крыс после
таких же воздействий, acH3K24 также способ-
ствует активации генов и коррелирует с показан-
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Рис. 3. Микрофотографии (40×) (а, в, д) СА1 поля гиппокампа (а), 5-го слоя неокортекса (НЕОV) (в) и 2-го слоя не-
окортекса (НЕОII) (д) 2-недельных, 3-месячных и 18-месячных контрольных крыс (Контроль) и крыс, переживших
тяжелую гипобарическую гипоксию (пренатальная гипоксия, ПГ) либо инъекции дексаметазона (Декс) на 14–16-е сут
пренатального развития. Иммуногистохимическая реакция на гистон Н3, метилированный по Lys9 (meН3К9). Мар-
кер, 100 мкм. Средняя оптическая плотность иммунопозитивных к meН3К9 клеток (б, г, е) СА1 поля гиппокампа (б),
5-го слоя неокортекса (НЕОV) (г) и 2-го слоя неокортекса (НЕОII) (е) 2-недельных, 3-месячных и 18-месячных кон-
трольных крыс (Контроль) и крыс, переживших тяжелую гипобарическую гипоксию (пренатальная гипоксия, ПГ) ли-
бо инъекции дексаметазона (Декс) на 14–16-е сут пренатального развития. По оси абсцисс – наименование экспери-
ментальных групп и временные точки; по оси ординат – средняя оптическая плотность иммунопозитивных клеток,
выраженная в % от 3-месячного контроля. * – различия с контролем статистически достоверны, р ≤ 0.05. # – различия
с 3-месячным контролем статистически достоверны, р ≤ 0.05.
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ными нами ранее нарушениями экспрессии глю-
ко- и минералокортикоидных рецепторов, регу-
лирующих экспрессию генов-мишеней, в том
числе транскрипционных факторов HIF-1α, ней-
рогормонов кортиколиберина и вазопрессина,
антиоксидантов [55]. Отсроченные изменения
степени метилирования гистона Н3 могут обу-
славливать усиливающиеся с возрастом наруше-
ния функциональной активности мозга, приво-
дящие к ослаблению памяти и способности к обу-
чению животных, подвергавшихся действию
тяжелой гипобарической гипоксии.

Можно предположить, что модификации эпи-
генетического статуса лежат в основе ранее пока-
занных нами длительных изменений поведения и
способности к обучению, обусловленных измене-
ниями активности основных внутриклеточных ре-
гуляторных систем (кальциевой и фосфоинозитид-
ной), нарушений глутаматергической сигнальной
трансдукции, соотношения про- и антиоксидант-
ных систем в мозге крыс, подвергавшихся тяжелой
гипобарической гипоксии в период пренатального
развития [26, 42, 43]. Профиль модификаций ме-
тилирования гистонов и ДНК, вызванных прена-
тальным введением повышенных доз глюкокор-
тикоидных гормонов (дексаметазона) отличается
по степени выраженности от действия пренаталь-
ной гипоксии, что может лежать в основе неодно-
значных проявлений этих воздействий на моле-
кулярно-клеточном и поведенческом уровне, по-
казанными нами ранее [26, 43].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные данные могут иметь важное зна-
чение для клинической практики, способствуя
раскрытию механизмов нарушений функцио-
нальной активности мозга, связанных с гипокси-
ей и другими неблагоприятными воздействиями
в раннем онтогенезе. Следует отметить, что пред-
ставленные сведения о механизмах повреждения
мозга после перенесенных повреждающих воз-
действий в период пренатального онтогенеза со-
здают теоретическую основу для перспективного
поиска медикаментозных и немедикаментозных
способов коррекции возникающих в более позд-
ние периоды жизни неврологических и психиче-
ских болезней. Кроме того, полученные данные
могут иметь важное значение для клинической
практики, способствуя выявлению механизмов
нарушения формирования когнитивных рас-
стройств, связанных с применением глюкокорти-
коидной терапии в период беременности, в част-
ности, как предотвращение ранних родов.
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Peculiarities of DNA and Histone H3 Methylation in the Hippocampus and Neocortex 
of Rats Subjected to Pathological Treatments during the Prenatal Period
E. I. Tyul’kovaa, L. A.Vataevab, V. A. Stratilova, V. S. Baryshevaa, and O. V. Vetrovoya, c

aPavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
bHerzen Russian State Pedagogical University, St. Petersburg, Russia

cDepartment of Biochemistry, Faculty of Biology, St. Petersburg, Russia

Stress during pregnancy may be the cause of structural and functional changes in the fetal brain, which sub-
sequently lead to the formation of various neuropsychic diseases, including attention deficit hyperactivity dis-
order, depression, schizophrenia, autism, and others. Among stress factors that can lead to disorders of fetal
development, a special place is occupied by prenatal hypoxic stress. Epigenetic mechanisms may play a key
role in the development of disorders of the functional activity of the brain, which are caused by stressful effects
of various nature. The aim of this work was to study the age-related characteristics of DNA methylation
(meDNA) and histone H3 at lysines 4 (meН3К4) and 9 (meН3К9) in the cells of the rat hippocampus and
neocortex, the most sensitive to hypoxia brain structures, after severe hypobaric hypoxia (180 mmHg, 3 h) or
the administration of a synthetic glucocorticoid dexamethasone (0.8 mg/kg), which models the stress re-
sponse of the mother’s body, on the 14–16th day of prenatal ontogeny. Using the immunohistochemical
method, we detected age-related modifications of the intensity of meDNA and meH3K9 (but not meH3K4)
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in control animals, namely, a decrease in the level of meDNA and meH3K9 in 18-month-old rats compared
to 3-month-old ones. The severe hypobaric hypoxia, as well as the administration of dexamethasone, on the
14–16th day of prenatal ontogeny led to a prolonged (up to 18 months) increase in the level of meDNA in all
the studied brain structures. In this case, we observed a decrease in the level of meH3K4, an activating mod-
ification of chromatin, in the hippocampus and neocortex of rats, which was progressing with age. However,
the level of meH3K9, an inhibitory modification of chromatin, in animals that were subjected to adverse
treatments during the prenatal period decreased to a lesser extent with age than in the control rats. These data
indirectly reflect a decrease in the transcriptional activity of the genome of prenatally stressed animals, which
may underlie long-term changes in their learning abilities.

Keywords: prenatal hypoxia, prenatal administration of dexamethasone, brain, DNA methylation, histone H3
methylation
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