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Проведено исследование распределения белка внутриклеточного транспорта
GABARAP, ассоциированного с GABAА-рецептором, и изоформы белка цитос-
келета β-III-тубулина в слоях соматосенсорной области неокортекса в неонаталь-
ный период у крыс линии Wistar после воздействия гипоксии. В работе использова-
на модель недоношенной беременности человека. Для выявления GABARAP и
β-III-тубулина применяли иммуногистохимические методы исследования. Воз-
действие гипоксии осуществляли на 2-е сутки после рождения в специальной ка-
мере с содержанием кислорода в дыхательной смеси 7.8%. Исследование неокор-
текса проводили на 5- и 10-е сутки. Показано, что у контрольных животных к
концу неонатального периода (П10) содержание GABARAP (по плотности окра-
шивания продукта иммунной реакции) существенно повышается: в верхних сло-
ях II–III в 2, а в глубоких IV–VI в 4 раза по сравнению с более ранним сроком
развития (П5). Cодержание β-III-тубулина в слоях коры распределяется равно-
мерно. У животных, переживших воздействие гипоксии в неонатальный период,
выявлено значительное увеличение содержания GABARAP и β-III-тубулина в
верхних слоях неокортекса. Эти изменения происходят на фоне существенного
снижения содержания подтипа GABAА-рецептора (данные получены ранее).
GABARAP и β-III-тубулин, а также GABAА-рецептор, входят в состав комплекса
элементов, опосредующих в неокортексе трансмиссию GABA. Гипоксия вызы-
вает изменение содержания этих белков в коре головного мозга, которое может
приводить к нарушению тормозных эффектов GABA.
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ВВЕДЕНИЕ

GABARAP (GABAA receptor-associated protein), белок ассоциированный с GABAA-ре-
цептором, принадлежит к семейству белков, обеспечивающих процессы белкового
внутриклеточного транспорта, играет важную роль в транспорте GABAA-рецепто-
ров и участвует в формировании пула рецепторов к GABA (>-аминомасляная кис-
лота) [1, 2]. В головном мозге млекопитающих и человека GABAA является основ-
ным рецептором к GABA при тормозной синаптической нейропередаче [3]. Он
имеет пентамерную структуру, образованную комбинацией субъединиц 2α1, 2β2 и
1γ2 [4], при этом установлено, что GABARAP взаимодействует только с субъедини-
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цей γ2 [1, 5]. Во время транспорта GABAA-рецепторов ассоциированный с ним бе-
лок GABARAP обеспечивает связь между GABAA-рецепторами и цитоскелетом.
С одной стороны, GABARAP, связываясь с внутриклеточным доменом субъедини-
цы γ2, соединяется с GABAA-рецепторами [1, 2], а с другой, связываясь с β-III-ту-
булином, взаимодействует с микротрубочками цитоскелета нейронов [1, 6, 7].
Установлено, что внутриклеточный транспорт GABAA-рецепторов является клю-
чевым компонентом процесса, регулирующего пластичность тормозных синапсов
и, как результат, трансмиссию GABA [8]. Есть известные основания считать, что
для эффективной тормозной нейропередачи и коммуникации нейронов между со-
бой критически необходимым является формирование кластеров рецепторов к
GABA на постсинаптической мембране [9]. Образование кластеров рецепторов
осуществляется как при участии GABARAP, так и других адаптерных белков, на-
пример, гефирина, который является важным элементом, закрепляющим GABAA-ре-
цепторы на плазматической мембране нейронов, связываясь при этом и с GABARAP, и
микротрубочками [5]. В результате ряда проведенных исследований для GABARAP
была определена ведущая роль в доставке GABAA-рецепторов к поверхности клет-
ки и обратно в цитоплазму, организации рецепторов в кластеры и регулировании
плотности расположения рецепторов на поверхности нейрона [8, 9]. При всей важ-
ности роли, которую выполняет белок GABARAP в процессах внутриклеточного
транспорта, особенно в регуляции функции тормозных синапсов, в настоящее время
почти ничего не известно о его содержании в неокортексе в неонатальный период
(особый период в развитии млекопитающих и человека, когда происходит созрева-
ние ЦНС и становление межнейронных связей).

Внутриклеточный транспорт рецепторов и формирование кластеров на постси-
наптической мембране являются весьма сложными процессами, требующими коор-
динации взаимодействия множества белков, в том числе белков самого цитоскелета,
среди которых одним из основных является тубулин. Гетеродимеры тубулина, орга-
низованные в линейные протофиламенты, связываясь латерально, образуют полые
цилиндрические полимеры (микротрубочки) шириной ~25 нм. [10]. Белки микро-
трубочек образуют динамический компонент цитоскелета и играют ключевую роль в
процессах внутриклеточного везикулярного транспорта белков, подвижности кле-
ток, миграции, митоза [10]. Наблюдения показали, что при ряде нейральных патоло-
гий, онкологических заболеваний экспрессия белков микротрубочек существенно
нарушается. Поэтому до настоящего времени остается большой интерес к изучению
синтеза белков цитоскелета и состояния микротрубочек, являющихся одной из важ-
ных мишеней при фармакологической терапии [11]. Вместе с тем в существующей
литературе крайне мало сведений о содержании как GABARAP, так и β-III-тубули-
на, белков, входящих в комплекс элементов, опосредующих функцию торможения в
ЦНС, в неокортексе в условиях гипоксии в неонатальный период. То обстоятель-
ство, что клиническая статистикa ежегодно регистрирует значительное число случа-
ев перинатальной гипоксии у новорожденных во время родов, является причиной
всестороннего исследования ее последствий.

В связи с этим целью данной работы было изучить содержание и распределение
белка GABARAP, ассоциированного с GABAA-рецептором, и изоформы β-III-ту-
булина, основного белка цитоскелета, в слоях неокортекса крыс, переживших воз-
действие гипоксии в неонатальный период.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа выполнена на лабораторных крысах линии Wistar, полученных из ЦКП
“Биоколлекция Института физиологии им. И.П. Павлова РАН” (Санкт-Петер-
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бург). Беременные самки крыс содержались на базе вивария Института при темпе-
ратуре 22–24°С, цикле освещения 12 ч день/ночь и свободном доступе к воде и еде.
После рождения потомства исследование проводилось на новорожденных крысах
в неонатальный период развития (в возрасте с 2-х по 10-е постнатальные сутки).
В работе была использована модель недоношенной беременности человека, вклю-
чающая общую гипоксию новорожденных крыс. Считается, что развитие мозга
крыс на 1–2-е постнатальные сутки соответствует степени развития мозга прежде-
временно родившихся детей у человека (примерно 29–30-я неделя беременности)
[12]. Условия этой модели позволяют получить повреждения мозга, наблюдаемые у
недоношенных новорожденных детей при преждевременных родах, как правило,
имеющих недоразвитие респираторной системы и отсюда респираторную дис-
функцию. Модель, с одной стороны, исключает смертность животных, а с другой,
воспроизводит широкий спектр нарушений развития разных отделов головного
мозга, возникающих при асфиксии у недоношенных детей человека [12]. В работе
исследовали соматосенсорную область неокортекса.

Воздействие гипоксии осуществляли на 2-е неонатальные сутки. Новорожденных
крыс помещали на 1 ч в камеру с проточной газовой смесью, содержащей 7.8% кис-
лорода, 0.4% углекислого газа и 91.8% азота, при температуре 21.5—23.0°С и нор-
мальном давлении (760 мм рт. ст.). Исследование неокортекса проводили в неона-
тальный период (период новорожденности) на 5-е (П5) и 10-е (П10) постнатальные
сутки. Использовали 2 группы животных: 1) экспериментальную группу, включаю-
щую крыс на П5 и П10 (n = 8 в каждом случае), подвергавшихся воздействию гипо-
ксии и 2) контрольную группу, включающую интактных крыс того же возраста на
П5 и П10 (n = 8 в каждом случае).

Иммуногистохимические методы. У новорожденных крыс мозг извлекали и обра-
батывали по общепринятой методике: фиксировали в цинк-этанолформальдегиде
на фосфатно-солевом буфере (рН 7.4), обезвоживали, заливали в парафин и гото-
вили фронтальные серийные срезы толщиной 5–6 мкм на уровне брегмы –0.60–
0.40 мм (по стереотаксическому атласу координатных таблиц мозга крыс в возрасте
П5–П10 [13]. Срезы помещали на предметные стекла Super frost plus gold (Menzel-
Glasser, Германия). Иммуногистохимическое выявление белка GABARAP прово-
дили с использованием первичных кроличьих моноклональных антител (recombi-
nant anti-GABARAP antibody клон [EPR4805], ab109299; Abcam, Великобритания) в
разведении 1:100. После проведения процедуры демаскирования белков в цитрат-
ном буфере (рН 6.1) (Dako, Дания) в течение 25 мин срезы инкубировали в первич-
ных антителах при температуре 4°С в течение 16 ч. В качестве вторичных антител
использовали Goat anti-rabbit IgG H&L (HRP, ab6721; Abcam, Великобритания).
Срезы помещали во вторичные антитела на 30 мин при комнатной температуре.
Для визуализации продукта реакции использовали хромоген DAB+ (Dako, Дания).
Специфичность иммунной реакции проверяли при помощи негативного контроля
(без первичных антител). Иммуногистохимическое выявление β-III-тубулина
проводили с использованием первичных кроличьих моноклональных антител к
β-III-тубулину (аnti-beta-III-Tubulin antibody клон [EP1569Y], ab52623; Abcam, Ве-
ликобритания) в разведении 1 : 50. После проведения процедуры демаскирования
белков в цитратном буфере (рН 6.1) (Dako, Дания) в течение 30 мин, срезы инкуби-
ровали в первичных антителах при температуре 4°С в течение 18 ч. В качестве вто-
ричных антител использовали Goat anti-rabbit IgG H&L (HRP, ab6721; Abcam, Ве-
ликобритания). Срезы помещали во вторичные антитела на 40 мин при комнатной
температуре. Для визуализации продукта реакции использовали хромоген DAB+
(Dako, Дания). Специфичность иммунной реакции проверяли при помощи нега-
тивного контроля (без первичных антител). Общий морфологический анализ про-
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водили на срезах мозга, окрашенных по Нисслю по общепринятой методике. Сре-
зы заключали в синтетическую среду Permaunt (Thermo Scientific, США).

Статистическая оценка результатов. При проведении иммуногистохимической
реакции все процедуры были стандартизированы и осуществлялись одновременно
для гистологических срезов мозга, полученных от контрольных и подопытных жи-
вотных обеих возрастных групп. Материал анализировали на цифровых изображе-
ниях фронтальных серийных срезов, полученных при помощи светового микро-
скопа Leica DME и цифровой камеры Leica EC3 (Leica, Германия). Оценку плот-
ности окрашивания продукта иммунной реакции осуществляли при помощи
системы анализа изображений, включающей световой микроскоп Olympus CX31
(Япония), цветную цифровую камеру Video/Zavr Standart VZ-C31Sr и программное
обеспечение (для денситометрии) Видеозавр Мультиметр 2.3 (ООО АТМ-практика,
Санкт-Петербург). Анализ плотности окрашивания продукта иммунной реакции
проводили при увеличении объектива микроскопа ×60. Цифровые изображения
срезов мозга контрольных и экспериментальных животных были получены при
одинаковых параметрах освещения, насыщенности цвета и контраста. Для оценки
плотности окрашивания продукта иммунной реакции выделяли участки окрашен-
ной цитоплазмы клеток, участки окрашенных проксимальных отделов отростков,
крупных гранул в нейропиле, которые считаются терминальными синаптическими
структурами [14]. Количественный анализ данных осуществляли на цифровых
изображениях, полученных с 15 гистологических срезов мозга животных каждой
исследуемой группы, при этом на каждом срезе изучали по 7–10 участков в каждом
из слоев II–VI неокортекса. Обработанные данные, выраженные в усл. ед. D (плот-
ность окраски продукта иммунной реакции), представлены как средние значения
и стандартная ошибка среднего (M ± SEM). Для сравнения полученных результа-
тов между разными группами животных использовали t-критерий Стьюдента и
oneway ANOVA (Statistica 8.0, Statsoft Inc. США), различия считали статистически
достоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Распределение белка GABARAP в неокортексе крыс на 5-е неонатальные сутки
в контроле и после воздействия гипоксии

У контрольных животных на П5 в неокортексе в верхних слоях II–III нейроны
небольшого размера, образующие эти слои, в своем большинстве имеют либо пол-
ностью гомогенно иммуноокрашенную цитоплазму, либо ее часть. Кроме того,
присутствуют иммунопозитивные гранулы, расположенные вокруг ядра, в пери-
нуклеарном пространстве и на периферии клетки ближе к поверхности клетки
(рис. 1a, b).

Плотность окрашивания продукта реакции на GABARAP в цитоплазме равна
0.160 ± 0.06 (табл. 1). В нейропиле присутствует сеть тонких терминалей и крупных
отростков, имеющих варикозные расширения. Продукт иммунной реакции выяв-
ляется в проксимальных отделах отростков, плотность его окрашивания значи-
тельно превышает значение в цитоплазме нейронов (табл. 1). В глубоких слоях IV–
VI в цитоплазме нейронов присутствуют иммуноокрашенные гранулы, располо-
женные или в перинуклеарном пространстве, или на периферии цитоплазмы клетки.
Плотность окрашивания продукта иммунной реакции на GABARAP здесь ниже,
чем в цитоплазме нейронов верхних слоев (табл. 1).

В нейропиле видна тонкая сеть терминальных отростков и крупные отростки, в
которых также присутствует окрашенный продукт иммунной реакции. На поверх-
ности отростков определяются иммуноположительные гранулы. Плотность про-
дукта иммунной реакции на GABARAP в отростках нейронов глубоких слоев по-
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Рис. 1. Соматосенсорная область неокортекса крысы (верхние слои II–III) на П5 (а) и П10 (c, f); увели-
ченные фрагменты отдельных нейронов и отростков (b, d, e, g). Иммуногистохимическая реакция на
выявление GABARAP. (a), (c) – повышение плотности окрашивания продукта иммунной реакции в не-
окортексе у контрольных животных во время неонатального периода (от П5 до П10) в цитоплазме ней-
ронов (длинные стрелки) и отростках (короткие стрелки); (f) – значительное повышение плотности
окрашивания продукта иммунной реакции в нейронах (длинные стрелки) на П10 после воздействия пе-
ринатальной гипоксии. Увел. ок. ×100.

(а)

(b)

(c)

(d)

(e)

(g)

(f)

50 �m 50 �m

50 �m

Таблица 1. Показатели оптической плотности (D) продукта иммунной реакции при выявле-
нии белка GABARAP в слоях соматосенсорной области неокортекса крыс на 5-е и 10-е нео-
натальные сутки в контроле и после воздействия гипоксии (в у. е.)

* – различия значений по сравнению с контрольной группой достоверны при р < 0.05.

Cлои D ( у. е.)

отростки П5
(контроль)

П10
(контроль)

П5
(гипоксия)

П10
(гипоксия)

II–III 0.160 ± 0.06 0.307 ± 0.07 0.177 ± 0.05 0.886 ± 0.06 *

Отростки (II–III) 0.271 ± 0.04 0.361 ± 0.05 0.252 ± 0.06 0.259 ± 0.07*

IV–VI 0.125 ± 0.09 0.492 ± 0.06 0.431 ± 0.08* 0.458 ± 0.04

Отростки(IV–VI) 0.289 ± 0.07 0.388 ± 0.05 0.346 ± 0.06* 0.473 ± 0.08*
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чти соответствует таковой в отростках верхних слоев, при этом оказывается значи-

тельно выше, чем в цитоплазме нейронов (табл. 1). После воздействия гипоксии в

верхних слоях II–III цитоплазма нейронов имеет меньший объем, чем в контроле,

и представляет собой ободок, окружающий ядро, в котором видны иммунопози-

тивные гранулы, располагающиеся вокруг ядра. Плотность иммунного окрашива-

ния продукта реакции на GABARAP почти не изменяется по сравнению с контро-

лем (табл. 1). В нейропиле, как и у контрольных животных, присутствуют отростки

и сеть тонких терминалей. В отростках выявляется продукт иммунной реакции с

плотностью окрашивания, соответствующей контрольному значению (табл. 1).

Иммунопозитивные гранулы на отростках присутствуют, но их меньше, чем в кон-

троле. В глубоких слоях IV–VI цитоплазма нейронов также представлена небольшим

объемом и также содержит гранулы, локализующиеся вокруг ядра. В цитоплазме

нейронов плотность иммунного окрашивания продукта реакции на GABARAP зна-

чительно превышает таковую в контроле (табл. 1). В нейропиле крупные отростки

имеют варикозные расширения, иммунопозитивных гранул на поверхности от-

ростков меньше, чем в контроле. При этом плотность иммунного окрашивания

продукта реакции на GABARAP в отростках нейронов глубоких слоев существенно

превышает контрольное значение (табл. 1). Таким образом, у контрольных живот-

ных на П5 в верхних слоях II–III содержание GABARAP (по плотности окрашива-

ния продукта реакции) выше, чем в глубоких слоях IV–VI. В отростках всех слоев

неокортекса содержание GABARAP почти в 2 раза выше, чем в цитоплазме нейро-

нов. У животных, переживших перинатальную гипоксию, в верхних слоях II–III

содержание GABARAP почти не изменяется по сравнению с контролем, однако в

глубоких слоях оно значительно повышается: в цитоплазме нейронов в 3.4 раза, а в

отростках в 1.2 раза.

Распределение белка GABARAP в неокортексе крыс на 10-е неонатальные сутки
в контроле и после воздействия гипоксии

У контрольных животных на П10 в неокортексе в верхних слоях II–III в цито-

плазме нейронов иммуноположительные гранулы локализуются в перинуклеарном

пространстве, вокруг ядра, либо по всей цитоплазме. Плотность окрашивания про-

дукта реакции была значительно выше, чем на П5 (табл. 1). В нейропиле видна сеть

тонких терминалей и крупные отростки с гранулами на поверхности (рис. 1с, d, e).

Плотность окрашивания продукта реакции на GABARAP в отростках также выше,

чем на П5 (табл. 1). В цитоплазме нейронов глубоких слоев IV–VI локализация им-

муноположительных структур такая же. Плотность окрашивания продукта реак-

ции на GABARAP значительно повышается (почти в 4 раза) (табл. 1). В нейропиле

проксимальные части крупных отростков и гранулы также иммуноположительны,

плотность окрашивания продукта реакции также выше, чем на П5 (табл. 1). После

воздействия гипоксии к концу неонатального периода (П10) в верхних слоях II–III

цитоплазма нейронов содержит иммуноположительные гранулы, локализующиеся

в перинуклеарном пространстве и на периферии клеток. Здесь плотность окраши-

вания продукта реакции на GABARAP по сравнению с контролем повышается зна-

чительно (табл. 1) (рис. 1f, g). В нейропиле плотность окрашивания продукта реак-

ции в крупных отростках по сравнению с контролем снижается (табл. 1). В глубо-

ких слоях IV–VI в цитоплазме нейронов локализация продукта иммунной реакции

на GABARAP аналогичная, однако плотность его окрашивания несколько снижа-

ется (табл. 1). В нейропиле в крупных отростках и иммунопозитивных гранулах

плотность окрашивания продукта иммунной реакции на GABARAP выше, чем в

контроле (табл. 1). Таким образом, к концу неонатального периода у контрольных

животных как в верхних, так и в глубоких слоях в цитоплазме нейронов и в отрост-
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Таблица 2. Показатели оптической плотности (D) продукта иммунной реакции при выявле-
нии белка β-III-тубулина в слоях соматосенсорной области неокортекса крыс на 5-е и 10-е
неонатальные сутки в контроле и после воздействия гипоксии (в у. е.)

* – различия по отношению к контрольной группе достоверны при р < 0.05.

Cлои

D ( у. е.)

П5
(контроль)

П10
(контроль)

П5
(гипоксия)

П10
(гипоксия)

II–III 0.156 ± 0.08 0.148 ± 0.07 0.198 ± 0.04* 0.179 ± 0.05*

IV–VI 0.332 ± 0.04 0.150 ± 0.05 0.162 ± 0.06 0.137 ± 0.08
ках содержание GABARAP (по плотности окрашивания продукта реакции) возрас-

тает (почти в 2 и 4; 1.3 и 1.3 раза соответственно) по сравнению с таковым на более

раннем сроке (П5). После воздействия гипоксии к концу неонатального периода в

цитоплазме нейронов верхних слоев содержание GABARAP значительно увеличи-

вается (в 3 раза) по сравнению с контролем. При этом в глубоких слоях в цитоплаз-

ме нейронов оно почти не изменяется.

Распределение β-III-тубулина в неокортексе крыс на 5-е неонатальные сутки
в контроле и после воздействия гипоксии

У контрольных животных на П5 во всех слоях неокортекса цитоплазма нейро-

нов иммуноположительна на β-III-тубулин. Она имеет практически равномерное

окрашивание, однако на периферии часто встречаются более интенсивно иммуно-

окрашенные гранулы. При этом плотность окрашивания продукта иммунной ре-

акции на β-III-тубулин в слоях II–III ниже, чем в IV–VI (табл. 2). После воздей-

ствия гипоксии в верхних слоях II–I II цитоплазма нейронов гомогенна, а плот-

ность окрашивания продукта иммунной реакции на β-III-тубулин существенно

повышается по сравнению с контролем (в 1.3 раза) (рис. 2a, b).

В глубоких слоях IV–VI цитоплазма нейронов может быть окрашена неодинако-

во: только ее часть, или окрашена полностью, но в ней присутствуют мелкие тем-

ные гранулы. Плотность окрашивания продукта иммунной реакции на β-III-тубу-

лин здесь ниже (в 2 раза), чем в контроле (табл. 2).

Распределение β-III-тубулина в неокортексе крыс на 10-е неонатальные сутки 
в контроле и после воздействия гипоксии

У контрольных животных на П10 в неокортексе в верхних слоях II–III цитоплаз-

ма нейронов практически полностью иммуноокрашена, окраску имеют и отрост-

ки, на которых локализуются иммуноположительные гранулы. Плотность окраши-

вания продукта иммунной реакции на β-III-тубулин соответствует таковой на П5,

а в глубоких слоях IV–VI она в 2 раза ниже, чем на П5 (табл. 2). После воздействия

гипоксии в верхних слоях II–III цитоплазма нейронов и отростков иммуноокра-

шена равномерно. Плотность окрашивания продукта иммунной реакции на β-III-

тубулин в верхних слоях существенно выше, чем в контроле (табл. 2) (рис. 2c, d).

В глубоких слоях IV–VI плотность окрашивания продукта иммунной реакции не

изменяется и примерно соответствует контрольному значению (табл. 2). Таким об-

разом, у контрольных животных на П5 в цитоплазме нейронов верхних слоев со-

держание β-III-тубулина (по плотности окрашивания продукта иммунной реак-

ции) в 2 раза меньше, чем в глубоких. К концу неонатального периода (П10) в глу-

боких слоях содержание β-III-тубулина снижается в 2 раза и, таким образом,

становится одинаковым во всех слоях неокортекса. После воздействия гипоксии в
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Рис. 2. Соматосенсорная область неокортекса крысы (верхние слои II–III) на П5 (a), (b) и П10 (c), (d).

Иммуногистохимическая реакция на выявление β-III-тубулина. (а), (с) – контроль; (b), (d) – повыше-

ние плотности окрашивания продукта иммунной реакции на β-III-тубулин в цитоплазме нейронов

(стрелки) после воздействия перинатальной гипоксии. Увел. ок. ×100.

(а)
50 �m

(b)
50 �m

(c)
50 �m

(d)
50 �m
верхних слоях неокортекса содержание β-III-тубулина к П5 повышается в 1.3 раза

по сравнению с контролем и остается повышенным до конца неонатального пери-

ода. При этом в глубоких слоях содержание β-III-тубулина не изменяется и соот-

ветствует контрольному значению.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты проведенного исследования показали, что в неонатальный период у

контрольных животных в слоях неокортекса GABARAP белок, ассоциированный с

GABAА-рецептором, имеет особенности в распределении. На П5 в верхних слоях

II–III содержание GABARAP (по плотности окрашивания продукта иммунной ре-

акции) было выше, чем в глубоких IV–VI. Следует отметить, что формирование

верхних и глубоких слоев в неокортексе происходит неодновременно. У грызунов

после рождения миграция молодых нейронов в верхние слои неокортекса продол-



1891РАСПРЕДЕЛЕНИЕ БЕЛКОВ GABARAP
жается и заканчивается только к П7. Нейроны глубоких слоев к этому времени до-

стигают более высокой степени дифференцировки [15]. Можно предположить, что

на этом сроке неонатального периода разное содержание белка GABARAP в верх-

них слоях (образующихся позже) и глубоких слоях (образующихся раньше) имеет

место из-за различной степени развития нейронов и протекания в них внутрикле-

точных процессов, связанных с созреванием нейронов, развитием эндоплазмати-

ческого ретикулума, ростом отростков и формированием нейропиля [15–17].

В недавней нашей работе, проведенной в аналогичных экспериментальных

условиях, при исследовании распределения подтипа GABAАα1-рецептора, в ком-

плекс субъединиц которого входит как α1, так и γ2, было показано, что в верхних

слоях содержание этого подтипа GABAАα1-рецептора также было выше, чем в глу-

боких [18], что согласуется с выше высказанным предположением.

Выявлено, что у контрольных животных к концу неонатального периода (П10)

содержание белка GABARAP (по плотности окрашивания продукта иммунной ре-

акции) во всех слоях неокортекса, как в цитоплазме нейронов, так и в отростках

значительно увеличивается: в цитоплазме нейронов верхних слоев II–III почти в

2 раза, в глубоких – в 4 раза, а в отростках – в 1.3. Имеющиеся факты свидетельству-

ют о том, что к концу неонатального периода (П10) в глубоких слоях неокортекса со-

держание подтипа GABAАα1-рецептора также существенно увеличивается [18].

Повышение содержания белка GABARAP и подтипа GABAАα1-рецептора [18] в

слоях на П10 совпадает с началом активного синаптогенеза и развития нейропиля

[15–17]. Таким образом, в продолжении неонатального периода у контрольных

крыс содержание внутриклеточного транспортного белка GABARAP увеличивает-

ся одновременно с повышением содержания этого подтипа GABAА--рецептора,

этот факт косвенно согласуется с утверждением, что в нейронах неокортекса со-

держание GABARAP коррелирует с содержанием подтипа GABAА-рецептора. Анало-

гичные данные были получены при исследовании нейронов гиппокампа. Повышение

уровня экспрессии GABARAP приводило в увеличению количества GABAA-рецепто-

ров, обнаруживаемых на плазматической мембране нейронов [7].

Результаты показали, что воздействие перинатальной гипоксии вызывает суще-

ственное повышение содержания белка GABARAP в глубоких слоях (на П5): в ци-

топлазме нейронов – в 3.4 раза, а в отростках – в 1.2 раза. К концу неонатального

периода (П10) воздействие гипоксии приводило к значительному увеличению со-

держания GABARAP в верхних слоях: в цитоплазме нейронов – в 3 раза, а в отрост-

ках – в 1.4 по сравнению с контролем. Что касается содержания подтипа GABAАα1-

рецептора, то после воздействия гипоксии на исследованных постнатальных сро-

ках (П5 и П10) во всех слоях неокортекса оно постепенно снижается (в 2.4 раза) [18].

Существенное повышение содержания белка GABARAP в неокортексе и снижение

содержания GABAАα1-рецептора после воздействия гипоксии [18] дает основание

предполагать, что в неонатальный период GABARAP может выполнять и другие

функции.

Известно, что GABARAP принадлежит к семейству белков, которые участвуют в

различных процессах внутриклеточного белкового транспорта, в том числе в про-

цессах аутофагии, характеризующейся деградацией и утилизацией собственного

материала клетки при помощи лизосомного аппарата. Это сложный процесс,

включающий деятельность большого количества адаптерных белков, в результате

которого происходит формирование аутофагосомы, необходимой для утилизации

и рециркуляции агрегированных белков и поврежденных органелл, образующихся

при воздействии гипоксии, белковом голодании, эндоплазматическом стрессе [19, 20].

Считают, что аутофагия играет важную роль в метаболизме клеток млекопитаю-

щих и человека и необходима для нормальной физиологии нейронов и их выжива-
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ния. Так, показано, что присутствие в цитоплазме поврежденных органелл и бел-

ков снижает функциональную активность нейронов. Например, локальный биоге-

нез аутофагосом происходит вблизи синапсов как у поверхности клеточной

мембраны нейронов, так и в отростках, при этом выявлено, что биогенез аутофаго-

сом связан с состоянием нейронов [21–26]. Нарушение процессов аутофагии вбли-

зи синапсов приводит к накоплению поврежденных белков и органелл и, как ре-

зультат, к дисфункции синапсов, а впоследствии и к нейродегенеративным заболе-

ваниям, включая болезнь Паркинсона [25, 27–29]. С другой стороны, аутофагия

может действовать как адаптивный механизм, обеспечивающий выживание и про-

дление жизни клеток в условиях гипоксического или метаболического стресса за

счет использования клеточных материалов в качестве питательных веществ. У мле-

копитающих существует ряд белков, участвующих в формировании, внутриклеточ-

ном транспорте и слиянии аутофагосом и лизосом, среди которых присутствуют

GABARAP, GABARAPL1, GABARAPL2 [30]. В данной работе существенное повы-

шение содержания GABARAP в неокортексе после воздействия перинатальной ги-

поксии может быть вызвано активацией процессов аутофагии в ответ на появление

поврежденных органелл и эндоплазматического ретикулума. Более того, наличие

непосредственной, а также и отсроченной гибели нейронов после воздействия пе-

ринатальной гипоксии свидетельствует о значительных повреждениях клеточных

структур [31, 32].

Что касается внутриклеточной локализация белка GABARAP, то результаты ра-

боты показали, что GABARAP иммуноцитохимически выявляется во внутрикле-

точном перинуклеарном кольце, в цитоплазме и на периферии цитоплазмы у клеточ-

ной мембраны. Эти места локализации совпадают с таковыми, выявленными в иссле-

довании, проведенном с использованием флуоресцентной метки для GABARAP, а

также GABARAP был обнаружен точечно в меченных GAD65 синаптических кон-

тактах на поверхности нейронов [7].

Высокий уровень экспрессии GABARAP был зарегистрирован в нейронах гиппокам-

па [33]. Здесь обнаружена колокализация GABARAP и субъединицы γ2 GABAA-рецеп-

тора, локализующихся преимущественно в перинуклеарной области цитоплазмы и

в проксимальных областях дендритов [7, 33]. Электронно-микроскопическое ис-

следование показало, что GABARAP присутствует на мембранах цистерн аппарата

Гольджи [34], что в общем согласуется с перинуклеарным паттерном его локализа-

ции в цитоплазме нейронов [7]. В проведенном исследовании окрашивание продукта

иммунной реакции на GABARAP также было выявлено в проксимальных отделах

дендритов нейронов и точечное иммунное окрашивание на поверхности отростков.

Эти места локализации GABARAP совпадают с таковыми, обнаруженными други-

ми авторами [7]. В ряде работ исследователями были установлены определенные

функции, выполняемые GABARAP в ЦНС, это – доставка GABAA-рецепторов к

поверхности клетки и обратно, организация их в кластеры на постсинаптической

мембране и, таким образом, регулирование плотности рецепторов на поверхности

нейронов. При этом формирование кластеров GABAA-рецепторов, как полагают,

способствует быстрой синаптической нейропередаче [5, 8]. Однако происходит ли

увеличение синтеза GABARAP при формировании кластеров рецепторов, ровно

как и сами механизмы, опосредующие образование кластеров, в настоящее время

до конца не ясно [6].

Существует утверждение, что GABARAP, β-III-тубулин и GABAA-рецепторы

входят в состав одного функционального комплекса. GABARAP связывается с бел-

ком цитоскелета – β-III-тубулином, образующим микротрубочки, и с актиновыми

микрофиламентами [1], то есть предполагают, что цитоскелет также участвует в пе-
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реносе, закреплении и образовании кластеров GABAA-рецепторов, при этом счи-

тают, что в этих процессах GABARAP выполняет функцию линкерного белка [6].

Результаты проведенного исследования показали, что у контрольных животных

содержание β-III-тубулина в разных слоях неокортекса в течение неонатального

периода изменяется. На П5 в цитоплазме нейронов верхних слоев II–III содержа-

ние β-III-тубулина в 2 раза ниже, чем в глубоких. К концу неонатального периода

(П10) в верхних слоях II - III содержание β-III-тубулина не изменяется, в глубоких

слоях IV–VI снижается в 2 раза и, таким образом, к концу неонатального периода

β-III-тубулин во всех слоях неокортекса распределяется равномерно.

β-III-тубулин, начиная со стадий раннего нейрогенеза, высоко экспрессируется

в развивающейся центральной нервной системе. Было выявлено, что микротру-

бочки, содержащие β-III-тубулин, с которым взаимодействует GABARAP, более

динамичны, чем те, которые образованы другими изоформами β-тубулина, и их

количество изменяется в зависимости от степени дифференцировки или состоя-

ния нейронов [35].

Было показано, что у крыс и мышей экспрессия β-III-тубулина повышается в

периоды созревания нейронов и роста аксонов, а затем, по мере их созревания, по-

степенно снижается [36–38].

Вероятно, у контрольных животных на П5 повышенное содержание β-III-тубу-

лина в глубоких слоях IV–VI связано с активными процессами роста нейронов,

развития аксонов и нейропиля. В верхних слоях II–III, образовавшихся позже,

процессы созревания нейронов, вероятно, отстают по времени от таковых, проис-

ходящих в глубоких слоях.

Результаты работы показали, что воздействие гипоксии приводит к повышению

содержания β-III-тубулина в верхних слоях II - III неокортекса на П5, которое со-

храняется таковым до конца неонатального периода, при этом в глубоких слоях со-

держание β-III-тубулина не изменяется и соответствует контрольному значению.

В существующей литературе имеются весьма противоречивые данные по поводу

экспрессии β-III-тубулина при воздействии гипоксии и нейральной патологии. В

исследовании, проведенном на грызунах, было показано, что воздействие гипо-

ксии приводило к существенному снижению белков нейрофиламентов, однако ко-

личество β-III-тубулина не изменялось [39]. В другой работе после воздействия

хронической гипоксии в префронтальной коре крыс было выявлено значительное

снижение содержания β-III-тубулина [40].

При исследовании экспрессии β-III-тубулина у крыс в модели хронической

эпилепсии и в образцах височной области коры у пациентов с височной эпилепси-

ей, было обнаружено увеличение экспрессии β-III-тубулина. На модели эпилепти-

ческих приступов, индуцированных киндлингом, наблюдали увеличение экспрес-

сии GABAA-рецепторов и снижение экспрессии β-III-тубулина, а у крыс на модели

спонтанно-рецидивирующих эпилептических приступов, наоборот, было выявлено

повышение экспрессии β-III-тубулина, сопровождающееся снижением экспрессии

GABAA-рецепторов, при этом была выявлена связь между эндогенным β-III-тубули-

ном, белком GABARAP и GABAA-рецепторами в мозге животных с эпилепсией

[35]. Ранее выявленное нами снижение содержания GABAA-рецепторов во всех

слоях неокортекса после воздействия перинатальной гипоксии [18] сочетается с

повышением содержания β-III-тубулина, что согласуется с данными, полученны-

ми в модельных экспериментах спонтанно-рецидивирующей эпилепсии [35].

Вероятно, для прояснения вопроса о реакции процесса синтеза β-III-тубулина в

ответ на воздействие повреждающих факторов необходимы дополнительные ис-

следования. Таким образом, результаты проведенной работы выявили новые фак-

ты распределения белка внутриклеточного транспорта GABARAP, ассоциирован-
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ного с GABAА-рецепторами, и изоформы белка цитоскелета β-III-тубулина в слоях

неокортекса в период раннего онтогенеза. У контрольных животных к концу нео-

натального периода содержание GABARAP в слоях неокортекса существенно по-

вышается и коррелирует с содержанием подтипа GABAА-рецептора [18]- При этом

содержание β-III-тубулина в слоях коры к концу неонатального периода распреде-

ляется равномерно.

Воздействие гипоксии в неонатальный период изменяет содержание элементов

функционального комплекса (GABARAP, β-III-тубулина и подтипа GABAА-ре-

цептора), опосредующих в неокортексе трансмиссию GABA, нарушение которой

может быть причиной энцефалопатий, возникающих у детей, перенесших асфик-

сию во время преждевременных родов.
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Distribution of GABARAP and β-III-tubulin Proteins in the Rats Neocortex
in the Neonatal Period after Exposure to Perinatal Hypoxia
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The content of the intracellular transport protein GABARAP associated with the GABAA-

receptor and the isoform of the cytoskeletal protein β-III-tubulin in the layers of the so-

matosensory area of the neocortex in the neonatal period in Wistar rats after exposure to

hypoxia was studied. The model of human preterm pregnancy was used in the work. Im-

munohistochemical methods were used to detect GABARAP and β-III-tubulin. The ex-

posure of hypoxia was carried out on the 2nd day after birth, in a special chamber with

an oxygen content in the respiratory mixture of 7.8%. The study of the neocortex was
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carried out on days 5 and 10. It was shown that animals in control, by the end of the neo-

natal period (P10), the content of GABARAP (according to the staining density of the

immune reaction product) significantly increased: in the upper layers II-III by 2, and in

the deep layers IV-VI by 4 times compared with the earlier period development (P5).

The content of β-III-tubulin in the layers of the cortex is distributed evenly. Animals

that survived exposure to hypoxia in the neonatal period showed a significant increase in

the content of GABARAP and β-III-tubulin in the upper layers of the neocortex. These

changes occur against the background of a significant decrease in the content of the

GABAA-receptor subtype (data obtained earlier). GABARAP and β-III-tubulin, as well

as the GABAA-receptor, are part of a complex of elements mediating GABA transmis-

sion in the neocortex. Hypoxia causes a change in the content of these proteins in the ce-

rebral cortex, which can lead to disruption of the inhibitory effects of GABA.

Keywords: GABARAP, β-III-tubulin, neocortex, neonatal period, hypoxia
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