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Аннотация. Исследования М. Е. Лобашева и В. Б. Савватеева положили начало изучению взаимосвязи 
между нейропластичностью и развитием реакций на экстремальное воздействие. В настоящее время 
доказано наличие общих механизмов, лежащих в основе формирования адаптивных реакций и обучения. 
Гипоксия — один из наиболее распространенных повреждающих факторов при различных неблагоприятных 
внешних и внутренних воздействиях. Тяжелые формы гипоксии подавляют процессы нейропластичности, 
вызывают нарушения обучения и памяти. При ремоделировании хроматина и экспрессии генов, 
вовлеченных в процессы формирования памяти и обучения, возможно, необходимы двухцепочечные 
разрывы ДНК, поскольку они сопутствуют интенсивным матричным процессам при нейрогенезе  
и являются показателем физиологической активности нейронов. Стимуляция регуляторных каскадов, 
участвующих в обучении, влияет на формирование адаптивного ответа. Так, метаболиты кинуренинового 
пути обмена триптофана влияют на процессы синаптической пластичности, регулирующие формирование 
памяти и обучение. В настоящей работе изучено влияние гипоксии на состояние хромосомного аппарата 
у мутанта сd (накопление 3-гидроксикинуренина) дрозофилы. Выявлены межлинейные различия частоты 
двухцепочечных разрывов ДНК после воздействия гипоксии у мутанта сd и линии дикого типа CS. 
Данные обсуждаются в свете взаимосвязи процессов нейропластичности, регуляции циркадного ритма 
и механизмов адаптации к экстремальным воздействиям.
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Abstract. M. E. Lobashev and V. B. Savvateev’s research laid the foundation for studying the relationship 
between neuroplasticity and reaction to extreme conditions. Common mechanisms underlying adaptive 
reactions and learning have been proven to exist. Hypoxia is one of the most common damaging factors  
in various adverse external and internal effects. Severe forms of hypoxia suppress neuroplasticity and cause 
learning and memory disorders. Chromatin remodelling and expression of genes involved in memory formation 
and learning may require double-stranded DNA breaks because they accompany intense matrix processes  
in neurogenesis and serve as indicators of physiological neuronal activity. Stimulation of regulatory cascades 
involved in learning has an impact on adaptive response formation. For instance, metabolites of the kynurenine 
pathway of tryptophan metabolism affect the synaptic plasticity processes that regulate memory formation 
and learning. This article studies the effect of hypoxia on the state of chromosomal apparatus in Drosophila 
cd mutant (accumulation of 3-hydroxykynurenine). We discover interlinear differences in the frequency  
of double-stranded DNA breaks following exposure to hypoxia in mutant cd and wild-type CS strain. Obtained 
data are discussed in terms of the relationship between neuroplasticity processes, circadian rhythm regulation, 
and mechanisms for adapting to extreme conditions.

Keywords: Drosophila, hypoxia, double-stranded breaks, 3-hydroxykynurenine, oxidative stress

Введение

Все живые организмы находятся в непре-
рывном взаимодействии с внешней средой, 
постоянно испытывают воздействие неблаго-
приятных факторов, вызывающих различные 
нарушения. Помимо специфической реакции  
на каждое конкретное воздействие, в клетках 
возникают и неспецифические изменения (Ма-
мон и др. 1999). Изменение тех или иных  
факторов среды может повлечь за собой моди-
фикацию метаболизма и ремоделирование ак-
тивности генома.

Организм может оказаться в состоянии ги-
поксии в результате действия как внешних 
факторов, так и внутренних, например при за-
купорке (ишемии) кровеносных сосудов, при 
анемиях. Для всех форм гипоксии имеется одно 
сходство — дефицит доставки кислорода, при-
водящий к развитию необратимых изменений 
в жизненно важных органах. Наиболее распро-
страненными заболеваниями, связанными  
с гипоксическим состоянием, являются ишеми-
ческая болезнь сердца и инсульт головного 
мозга, являющийся третьей по распространен-
ности причиной смерти после инфаркта мио-
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карда и онкологических заболеваний (Ветровой 
и др. 2017).

Кислород является терминальным фактором 
окислительного фосфорилирования, в резуль-
тате которого синтезируется макроэргические 
молекулы АТФ. Значительный недостаток кис-
лорода выступает в роли повреждающего фак-
тора, особенно для таких энергозатратных ор-
ганов, как мозг и сердце. Однако умеренный 
недостаток кислорода, напротив, может оказы-
вать благотворный кардио- и нейропротектив-
ный эффект. Различают физиологическую  
и патологическую гипоксию. Недостаток кис-
лорода сопровождает усиленную работу органов 
и тканей, например мышечное и умственное 
напряжение (Зарубина 2011). Мобилизация за-
щитных метаболических путей организма  
в ответ на экстремальную ситуацию приводит 
к расширению адаптивных реакций. О связи 
нейропластичности и развития реакций на экс-
тремальное воздействие свидетельствуют ис-
следования М. Е. Лобашева и В. Б. Савватеева 
(Лобашев, Савватеев 1959), выявлению соот-
ветствующих общих механизмов посвящены 
современные исследования ряда авторов 
(Zatsepina et al. 2021). Известно, что в том числе 
умеренная гипоксия оказывает протекторный 
эффект на функционирование мозга, и это по-
зволяет использовать данное воздействие для 
метаболической адаптации мозга к недостатку 
кислорода (Ветровой и др. 2017). В отличие  
от физиологической гипоксии, патологические 
нарушения доступа кислорода, обусловленные 
внешними или внутренними причинами, носят 
необратимый характер. В первую очередь это 
выражается в нарушении аэробного окисления 
в митохондриях, что приводит к дефициту ма-
кроэргических соединений. Отсутствие терми-
нального окислителя останавливает электронно-
транспортную цепь и приводит к накоплению 
в митохондриях NADH, что, в свою очередь, 
ведет к приостановке цитратного цикла и пере-
ключению альфа-кетоглутарата на синтез  
глутамата. Дефицит АТФ отражается на функ-
ционировании Na+/K+-АТФ-азы, что ведет  
к нарушению градиента Na+ и K+ и, соответ-
ственно, к деполяризации мембран и входу Са2+ 

в клетку. Избыток Са2+ способствует выбросу 
глутамата в синаптическую щель и развитию 
глутаматной эксайтотоксичности. Вместе с тем 
возбуждение глутаматных рецепторов вкупе  
с деполяризацией мембран приводит к высво-
бождению Са2+ из внутриклеточных депо (Ве-
тровой и др. 2017). При этом запускаются про-
цессы активации Са-зависимых ферментов 
(протеиназ, фосфолипаз, NO-синтаз), а также 

происходит увеличение уровня активных форм 
кислорода (Voccoli et al. 2014). Свободно- 
радикальное повреждение клетки носит необ-
ратимый характер и особенно острые деструк-
тивные изменения происходят в головном 
мозге. Таким образом, гипоксическое повреж-
дение вызывает гибель нервных клеток, пода-
вление пластичности нервной системы, что 
сказывается на способности к обучению и па-
мяти.

В лаборатории нейрогенетики Института 
физиологии им. И. П. Павлова РАН в целях вы-
явления внутриклеточных мишеней действия 
гипобарической гипоксии были проведены ис-
следования на хорошо изученном модельном 
объекте генетики — нейрологических мутантах 
дрозофилы. Использование дрозофилы в опы-
тах по влиянию недостатка кислорода на фор-
мирование мутаций для обоснования физио-
логической природы мутационного процесса 
было впервые осуществлено М. Е. Лобашевым 
(Лобашев 1967). Согласно нашим предыдущим 
исследованиям, для дрозофилы 3% уровень 
кислорода в барокамере по физиологическим 
показателям соответствует умеренной гипоксии 
у млекопитающих. В условиях гипоксии наблю-
дается усиление способности к обучению,  
но не памяти, в парадигме условно-рефлектор-
ного подавления ухаживания (Медведева и др. 
2020). Поскольку основной мишенью активных 
форм кислорода являются двухцепочечные раз-
рывы ДНК (ДЦР) (Srinivas et al. 2019), была 
предпринята попытка изучения характера пере-
строек хромосом в нервных ганглиях личинок, 
вызванных экстремальным воздействием — 
гипоксией. Оказалось, что у дрозофилы увели-
чивается уровень мостов и анафаз с множе-
ственными перестройками, содержащими 
отстающие хромосомы. Мосты являются след-
ствием негомологичной репарации ДЦР и изо-
хроматидных разрывов при асимметричных 
хроматидных транслокациях. Отставание хро-
мосом происходит не только при нарушении 
аппарата клеточного деления, но и при симме-
тричном межхроматидном обмене (Лобашев 
1967). Таким образом, у дрозофилы мишенью 
действия гипоксии является ДНК, что выража-
ется в увеличении частоты ДЦР. 

ДЦР неразрывно связаны с когнитивными 
функциями (Suberbielle et al. 2013). Известно, 
что для нервных клеток характерен высокий 
уровень повреждения ДНК из-за интенсивных 
свободнорадикальных процессов в мозге. Од-
нако недавние исследования выявили высокие 
уровни «запрограммированных» разрывов ДНК 
в нейронах, которые, вероятно, возникают  

https://www.doi.org/10.33910/2687-1270-2022-3-1-80-88


Интегративная физиология, 2022, т. 3, № 1 83

А. В. Медведева, Д. Д. Сафарова, Б. Ф. Щеголев, Е. А. Никитина, Е. В. Савватеева-Попова

во время физиологических метаболических 
процессов, присущих развитию, дифференци-
ровке, поддержанию нейронов и, что важно, 
эпигенетической регуляции (Caldecott et al. 2022). 
Введение амифостина (редукция ДЦР) и этопо-
зида (увеличение частоты ДЦР) до и после 
тренировки формирования условного рефлекса 
выявило роль ДЦР в экспрессии ранних генов 
(cFos и FosB), обучении и долгосрочной памяти 
(Boutros et al. 2022). Кроме того, нарушения 
митоза в результате ДЦР создают основу со-
матического мозаицизма нейронов, по-видимому 
имеющего важное функциональное значение 
(Verheijen et al. 2018).

В связи с этим большой интерес представ-
ляет изучение уровня ДЦР у нейрологического 
мутанта кинуренинового пути обмена трипто-
фана (КПОТ) cardinal (cd), характеризующегося 
накоплением 3-гидроксикинуренина (3НОК),  
в норме и при экстремальном воздействии ги-
поксии, учитывая про- и антиоксидантные 
свойства 3-гидроксикинуренина. 3НОК инги-
бирует перекисное окисление липидов,  
но в высокой концентрации вследствие окис-
лительной аутодимеризации вызывает гипер-
продукцию пероксида водорода, что приводит 
к гибели нервных клеток. 3НОК является гене-
ратором оксидативного стресса, наблюдаемого 
при болезнях старения и острых стрессорных 
ситуациях (Kincses et al. 2010; Lewitt et al. 2013; 
Okuda et al. 1996). Накопление 3НОК у мутанта сd 
влечет за собой нарушение брачной песни сам-
ца, возраст-зависимое развитие синаптической 
патологии и нарушение памяти. Это позволяет 
рассматривать сd как модель сенильной демен-
ции у человека (Журавлев и др. 2020).

Материал и методы

Объектами исследования служили линия 
дикого типа дрозофилы CS и линия, несущая 
мутацию сd (3–75,7; ярко-красный цвет глаз), 
нарушающую синтез фермента феноксазинон-
синтетазы, что приводит к накоплению 3НОК 
(ЦКП «Биоколлекция ИФ РАН для исследования 
интегративных механизмов деятельности нерв-
ной и висцеральных систем»).

Гипобарическую гипоксию осуществляли  
в барокамере проточного типа. Воздействию 
подвергали личинок 3-го возраста дрозофилы, 
активно ползающих по стенкам пробирки.  
У каждой линии было проанализировано  
15–20 личинок до и после гипоксического воз-
действия. Экспериментальные условия соот-
ветствовали прежде разработанным (Медведе-
ва и др. 2020), учитывая физиологическое 

состояние особи — остановку движения. Личи-
нок дрозофилы подвергали 30-минутному воз-
действию по следующей схеме:

5 мин — 360 мм рт. ст. (10% O2);
5 мин — 180 мм рт. ст. (5% O2);
10 мин — 140 мм рт. ст. (4% O2);
10 мин — 120 мм рт. ст. (3% O2).
Иммунохимический анализ ДЦР в клетках 

нервных ганглиев личинок дрозофилы. Им-
мунохимическое окрашивание производили 
согласно протоколу, разработанному для нерв-
ных ганглиев личинок дрозофилы (Wu, Luo 2006). 
Использовали маркерные для ДЦР антитела  
к модифицированному гистону Ser137-фосфо-
H2Av (Rabbit anti-Other Histone H2AvD Polyclonal 
Antibody-P08985 (MBS4157014)).

Фокальные срезы анализировали в ЦКП 
«Конфокальная микроскопия» Института фи-
зиологии им. И. П. Павлова РАН на лазерном 
сканирующем микроскопе LSM 710 Carl Zeiss.

Результаты и обсуждение

Данные иммунохимического исследования 
ДЦР в нервных ганглиях личинок дрозофилы  
с помощью антител к маркерному модифици-
рованному гистону Ser137-фосфо-H2Av пред-
ставлены на рисунке 1. У линии дикого типа CS  
в ответ на гипоксическое воздействие наблю-
дали увеличение свечения, что соответствует 
высокому уровню ДЦР. Таким образом, гипо- 
ксическое воздействие приводит к увеличению 
частоты разрывов ДНК, что может быть связа-
но с высоким уровнем активных форм кисло-
рода (АФК), характерным для данного воздей-
ствия (Hernansanz-Agustín, Enríquez 2021).

Для мутантной линии cd характерен изна-
чально высокий по сравнению с CS уровень 
свечения, который не изменился при действии 
гипоксии. Как известно, повреждения ДНК 
происходят регулярно в процессе клеточного 
метаболизма, во время которого накапливают-
ся АФК, реактивные формы азота, продукты 
перекисного окисления липидов и т. д. (de Bont, 
van Larebeke 2004). В условиях гипоксии вклю-
чается лейкоцитарный механизм активации 
перекисного окисления липидов (Бизенкова  
и др. 2006). 3HOK обладает свойствами анти-
оксиданта, подавляя перекисное окисление 
липидов в липосомах (Zhuravlev et al. 2016). 
Вероятно, с этим связано отсутствие эффекта 
гипоксического воздействия. Вместе с тем окис-
лительная аутодимеризация 3HOK (1–10 мкМ) 
сопровождается генерацией пероксида водорода 
и иных АФК, что может обусловливать  
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изначально высокий уровень повреждений ДНК  
у cd. Полученные нами данные подтверждают 
двойственный эффект 3НОК, обладающего как 
прооксидантной, так и антиоксидантной актив-
ностью (Журавлев и др. 2020; Nikitina et al. 2018). 
В дальнейшем будут проведены эксперименты 
по изучению влияния 3НОК на обучение и па-
мять при гипоксическом воздействии; резуль-
таты интересно сопоставить с высокой частотой 
ДЦР у мутанта cd, учитывая полученные ранее 
данные об усилении способности к обучению 
самцов CS (Медведева и др. 2020).

Практическую значимость нашим исследо-
ваниям придает изучение фото- и магниторе-
цепции, механизмы которых, как оказалось, 
связаны с механизмами, обеспечивающими 
ответ на гипоксическое воздействие.

Фоторецепторы голубой части спектра сол-
нечного света — криптохромы (CRY) — явля-
ются первичными акцепторами магнитного поля 
(МП) и регулируют транскрипцию генов, кон-

тролирующих циркадные ритмы через гетеро-
димер CLOCK/BMAL1 (Запорожан, Понома-
ренко 2011). Вместе с тем промотор ключевого 
транскрипционного регулятора адаптации  
к кислородному голоданию, HIF1, содержит 
регуляторный мотив для генов контроля суточ-
ного ритма (Bozek et al. 2007). При этом HIF1 
непосредственно связывается с промоторами 
ключевых генов суточного ритма (Peek et al. 
2017). В связи с двунаправленным взаимовли-
янием этих систем генов возможен и общий 
механизм влияния МП и гипоксии на хромо-
сомный аппарат. Гены циркадного ритма — маг-
нитосенсоры cryptochrome (CRY1 и CRY2), эво-
люционным предшественником которых были 
светоактивируемые ферменты репарации ДНК-
фотолиазы, а также period (PER1, PER2, PER3)  
и timeless (TIM) вовлечены в узнавание и репа-
рацию повреждений ДНК (Ishikawa et al. 1999). 
При этом дисфункция системы Tim-Tipin при-
водит к увеличению уровня фосфорилирования 

Рис. 1. Иммунохимический анализ двухцепочечных разрывов в нервных ганглиях личинок дрозофилы  
с помощью антител к маркерному модифицированному гистону Ser137-фосфо-H2Av в нормальных 

условиях и после гипоксического воздействия

Fig. 1. Immunochemical analysis of double-stranded breaks in Drosophila larvae nervous ganglia  
with antibodies to the marker modified histone Ser137-phospho-H2Av under normal conditions  

and after hypoxic exposure
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гистона H2AX и частоты ДЦР (Smith et al. 2009). 
С аналогичных позиций можно рассмотреть  
и результаты поведенческих опытов, при кото-
рых ослабленное геомагнитное поле и гипоксия 
оказывают сходное влияние, восстанавливающее 
когнитивные функции у нейрологических му-
тантов (Vasilieva et al. 2020). В работе Карки  
с соавторами показано, что CRY- зависимые  
от магнитного поля эффекты проявляются  
в спайковой активности нейронов, локомотор-
ной активности и поведении в Т-образных  
лабиринтах (Karki et al. 2021). Этот набор про-
явлений и определяет совокупный результат 
феномена условно-рефлекторного подавления 
ухаживания у дрозофилы. 

Заключение

Настоящее исследование является пилотным 
для дальнейшего изучения мишеней, формиру-
ющих адаптивные реакции на экстремальные 
воздействия, в частности на гипоксию, с целью 
разработки способов терапевтического воз-
действия. Оказалось, что в условиях гиперпро-
дукции АФК 3НОК проявляет свойства анти-
оксиданта. Планируется изучение влияния 3НОК 
на когнитивные характеристики в условиях 
гипоксии в связи c высоким уровнем ДЦР.

Анализ литературы и собственных данных 
показывает, что система CRY/CLOCK/BMAL1 
контролирует циркадные ритмы и способству-
ет адаптации живых организмов к изменяю-
щимся условиям окружающей среды (Kaushik 
et al. 2007), связывая воедино магниторецепцию, 
гипоксию, регуляцию циркадного ритма, ког-
нитивные функции и ДЦР.

В перспективе подобные исследования могут 
лечь в основу методов терапии когнитивных, 
сердечно-сосудистых и других заболеваний  

с использованием света, гипоксического пре-
кондиционирования и ослабленного МП.
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