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Цель исследования: установить значение уровня экспрессии белка GDNF в развитии процесса гибели клеток Пурки�
нье мозжечка после ишемии�реперфузии. Материалы и методы. У крыс разного пола вызывали 10�минутную оста�
новку системного кровообращения, вызванную пережатием сосудистого пучка сердца. На разных сроках постреани�
мационного периода исследовали состояние высокочувствительной к гипоксии нейрональной популяции клеток
Пуркинье мозжечка. При гистологическом анализе на препаратах, окрашенных крезиловым фиолетовым по Нисслю,
определяли общее число клеток Пуркинье на 1 мм длины их слоя. При иммуноцитохимическом анализе определяли
число GDNF�позитивных (слабо� и сильноокрашенных) и GDNF�негативных нейронов на 1 мм длины их слоя, а также
общую плотность популяции. Результаты. С помощью гистологических и иммуноцитохимических исследований у ре�
анимированных самцов и самок крыс определена динамика развития процесса гибели нейронов в популяции клеток
Пуркинье мозжечка и выявлены постреанимационные изменения уровня экспрессии белка GDNF. Установлено, что у
животных разного пола в популяции клеток Пуркинье развиваются однотипные и однонаправленные постреанимаци�
онные изменения. Первоначальный подъем уровня экспрессии белка GDNF в нейрональной популяции позволяет пре�
дупредить развитие процесса гибели нервных клеток. Последующее уменьшение уровня экспрессии GDNF сопровож�
дается выпадением (гибелью) нейронов. При этом гибели подвергаются GDNF�отрицательные клетки. Обнаружены
особенности, связанные с половой принадлежностью организма: у самцов сдвиги уровня экспрессии GDNF в популя�
ции клеток Пуркинье, а также процессы гибели нейронов развиваются раньше, чем у самок. Заключение. Выявлена
взаимосвязь между изменениями уровня экспрессии белка GDNF и развитием процесса гибели нейронов в постреани�
мационном периоде. Показано, что уровень экспрессии белка GDNF является важным фактором, влияющим на устой�
чивость нейронов к гибели в постреанимационном периоде. Это обуславливает перспективность применения GDNF для
разработки подходов к защите мозга при ишемии�реперфузии. Ключевые слова: белок GDNF, постреанимационный
период, гибель нейронов, клетки Пуркинье мозжечка, иммуногистохимия, морфометрический анализ 

Objective: to determine the significance of the expression of GDNF protein for developing a cerebellar Purkinje cell death
process after ischemia�reperfusion. Materials and methods. Rats of both sexes were subjected to 10 minutes of systemic cir�
culatory arrest caused by cardiac vascular fascicle ligation. The status of a highly hypoxia�sensitive neuronal population of
cerebellar Purkinje cells was investigated in different postresuscitation periods. The total number of Purkinje cells per mm
of their layer length was estimated by a histological analysis of the specimens stained with cresyl violet after the Nissl pro�
cedure. An immunocytochemical analysis was made to determine the number of GDNF�positive (weakly and strongly
stained) and GDNF�negative neurons per mm of their layer length and the total population density. Results. The histological
and immunocytochemical studies of resuscitated male and female rats have determined a trend in the development of a neu�
ron death process in the population of cerebellar Purkinje cells and revealed postresuscitation changes in the level of GDNF
protein expression. Homogeneous and unidirectional postresuscitation changes have been ascertained to develop in the
Purkinje cell population of the animals of both sexes. The initial rise in the expression of GDNF protein in the neuronal pop�
ulation can prevent the development of a nerve cell death process. The subsequent decrease in GDNF expression is accom�
panied by neuronal fallout (death). At the same time, GDNF�negative cells may undergo death. There are gender� specific
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Введение

Исследование механизмов и закономерностей из�
менений, развивающихся на уровне нейрональных по�
пуляций, имеет существенное значение для изучения
патогенеза постгипоксических энцефалопатий и разра�
ботки подходов к защите мозга. Это обусловлено нали�
чием тесной взаимосвязи между восстановлением
функции мозга в постреанимационном периоде и выра�
женностью изменений, развивающихся на уровне ней�
рональных популяций [1, 2]. Одной из наиболее акту�
альных задач реаниматологии является поиск
эффективных методов защиты мозга [3—5].

Ранее нами были выявлены факторы, влияю�
щие на устойчивость нейронов к постреанимацион�
ным изменениям: белки семейства HSP70 (HSP72 и
HSP73) [1, 6, 7], а также белок GRP78 [8]. Важную
роль в процессах роста и выживания нейронов отво�
дят нейротрофическим факторам. Среди них боль�
шое значение имеет глиальный нейротрофический
фактор (GDNF). Показаны его нейропротективные
свойства для дофаминергических нейронов при бо�
лезни Паркинсона [9—11]. Выявлена его способность
к защите нейронов при болезни Альцгеймера [12], ди�
абете [13], повреждении спинного мозга и перифери�
ческих нервов [14], а также при психических заболе�
ваниях [15]. Показано увеличение экспрессии мРНК
GDNF и продукции белка в некоторых отделах мозга
после очаговой ишемии у взрослых и новорожденных
крыс [16, 17]. Однако данные об изменениях уровня
экспрессии этого белка противоречивы, а его роль и
механизмы действия до настоящего времени не выяс�
нены [15]. При этом вопрос о взаимосвязи уровня
экспрессии белка GDNF с процессом гибели нейро�
нов остается открытым. 

Для анализа закономерностей и механизмов постре�
анимационных изменений нервных клеток представляет�
ся существенным исследовать взаимосвязь уровня экс�
прессии белка GDNF в высокочувствительной к гипоксии
нейрональной популяции клеток Пуркинье мозжечка с
развитием процесса гибели нейронов в постреанимацион�
ном периоде. Учитывая, что половая принадлежность ор�
ганизма является одним из важных факторов, влияющих
на течение и исход критических состояний [18—21], пред�
ставляет интерес также оценить, как в постреанимацион�
ном периоде реализуются нейропротективные свойства
белка GDNF у животных разного пола. 

Материал и методы
У самцов и самок белых нелинейных крыс массой

190—250 г под эфирным наркозом вызывали остановку

Introduction 

There is a close relationship between the restoration
of brain functions in the postoperative period and the
severity of the changes at the neuronal populations level
[1, 2]. Investigation of the mechanisms and regularities of
changes developing within neuronal populations is essen�
tial for studies of pathogenesis of posthypoxic
encephalopathies. One of the most important problems of
resuscitation is a searching for effective methods of cere�
bral protection [3—5].

In previous studies, we have identified molecules
HSP72, HSP73 and GRP78 as factors affecting the stabil�
ity of neurons to postresuscitation changes [1, 6—8]. Glial�
derived neurotrophic factor (GDNF) seems to be of a great
significance for survival of neurons in different patholo�
gies. GDNF possessed neuroprotective properties for
dopaminergic neurons in Parkinson's disease [9—11], pro�
tected neurons in Alzheimer's disease [12], diabetes [13],
spinal cord injury and peripheral nerve [14], psychiatric
disorders [15]. Both GDNF mRNA expression and protein
production were increased in the brain after focal ischemia
in neonatal and adult rats [16, 17]. However, data on
changes in the expression level of this protein are contro�
versial, and the role and mechanism of GDNF actions has
not been yet elucidated [15]. Thus the question about the
relationship of a level of GDNF protein expression and a
process of neuronal death is still unclarified.

For analysis the regularities and mechanisms of post�
resuscitation nerve cell changes it is necessary to investi�
gate the expression of GDNF protein in hypoxia�sensitive
neuronal populations and determine its relationship with
the neuronal death induction. Since the gender is one of
the important factors that influence the course and out�
come of critical states [18—21] it was important to assess
neuroprotective properties of GDNF protein in animals of
both sexes post�resuscitation.

Materials and Methods
Male and female albino rats (190—250 g body mass) were

anesthetized with an ether and cardiac arrest was evoked for 10
min by intrathoracic clamping of the supracardiac bundle of ves�
sels with a special hook [22]. Animals were resuscitated with the
aid of chest compressions in conjunction with mechanical air ven�
tilation during hyperventilation by «Animal Respirator» (SMT
Geratehandel) accompanied by intratracheal administration solu�
tion of adrenaline at a dose of 0.1 mg/kg. Animals were sacrificed
by decapitation under ether anesthesia at 1, 4, 7, 14 days after
resuscitation (5—7 males or females per each time). Sham�operat�
ed animals served as controls (7 males and 7 females).
Experiments were performed according to the recommendations
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features; the male rats show changes in GDNF expression in the Purkinje cell population and develop neuronal death
processes earlier than the female rats. Conclusion. There was an association between the changes in GDNF protein expres�
sion and the development of a neuronal death process in the postresuscitation period. The GDNF protein expression was
shown to be an important factor influencing the resistance of neurons to death in the postresuscitation period. This deter�
mines prospects for using GDNF to elaborate approaches to protecting the brain in ischemia�reperfusion. Key words: GDNF
protein, postresuscitation period, neuronal death, cerebellar Purkinje cells, immunohistochemistry, morphometric analysis.
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сердца на 10 мин путем внутриторакального пережатия со�
судистого пучка сердца [22]. Оживление проводили непря�
мым массажем сердца в сочетании с искусственной венти�
ляцией легких воздухом в режиме гипервентиляции
аппаратом «Animal Respirator» фирмы «SMT Geratehandel»
с внутритрахеальным введением раствора адреналина в до�
зе 0,1 мг/кг. Через 1, 4, 7, 14 дн после реанимации животных
выводили из эксперимента декапитацией под эфирным
наркозом (по 5—7 самцов и самок на каждый срок постреа�
нимационного периода). Контролем служили ложноопери�
рованные животные (7 самцов и 7 самок). Эксперименты
проводились согласно рекомендациям Этического комите�
та ФГБУ НИИ общей реаниматологии им. В. А. Неговско�
го в соответствии с «Правилами проведения работ с ис�
пользованием экспериментальных животных» (Приказ
Минздрава СССР №755 от 12.08.1977).

Исследовались постреанимационные изменения состоя�
ния высокочувствительной к гипоксии популяции клеток
Пуркинье коры мозжечка. Гистологический анализ проводили
на парафиновых срезах толщиной 5—6 мкм, окрашенных кре�
зиловым фиолетовым по Нисслю. Определяли общую плот�
ность нейрональной популяции (число клеток Пуркинье на 1
мм длины их слоя). Иммуноцитохимические исследования
проводили непрямым пероксидазно�антипероксидазным ме�
тодом с использованием поликлональных антител к GDNF
(разведение 1:100) (Santa Crus, USA) и визуализирующей си�
стемы EnVisionTM+Kit (DAKO, Glostrup, Denmark). Иммуно�
цитохимическая реакция контролировалась инкубацией сре�
зов со всеми реагентами кроме первичных антител. При
иммуногистохимическом исследовании выделяли GDNF�не�
гативные (GDNF�) и GDNF�позитивные нейроны с различ�
ным уровнем экспрессии GDNF (слабым — GDNF+ и интен�
сивным — GDNF++) (рис. 1). 

Определяли число нейронов с разным уровнем экспрес�
сии GDNF на 1 мм длины их слоя, а также общую плотность
популяции (для сопоставления с данными гистологического
анализа). 

В исследованиях использовали систему анализа изоб�
ражений (компьютер Intel, микроскоп Olympus BX�500,
программы Image Scope М, Excel 2007). Статистическую об�
работку данных проводили в программе Statistica 7.0 с ис�
пользованием t�критерия Стьюдента.

of the Ethics Committee of V. A. Negovsky Institute for General
Reanimatology in accordance to the «Rules of the work using
experimental animals» (Order № 755 of the Ministry of Public
Health (USSR), 12.08.1977).

We investigated post�resuscitation changes of population of
Purkinje cells of the cerebellar cortex highly sensitive to hypoxia.
Paraffin�embedded brain tissue sections, 5—6 μm thick, were
stained with cresyl violet by the Nissl procedure. The total densi�
ty of neuronal population (number of Purkinje cells per 1 mm of
the layer length) was assessed. 

The GDNF immunoreactivity was determined by indirect
peroxidase�antiperoxidase method using polyclonal antibodies
against GDNF (dilution 1:100) (Santa Crus, USA) and visualiza�
tion system EnVisionTM+Kit (DAKO, Glostrup, Denmark).
Immunocytochemical control reaction was monitored by incubat�
ing sections with all reagents except the primary antibody. 

The number of neurons with different levels of GDNF (nega�
tive — GDNF�, weak — GDNF+ and intense — GDNF++) (Fig. 1)
per 1 mm of the layer length, as well as the total population densi�
ty was determined. 

Images were analysed with the use of light microscope
Olympus BX�500 (Japan), program ImageScopeM (Russia) and
Excel software. Statistical processing of the data was performed
using the Student's t�test.

Results and Discussion

According to histological data, the Purkinje cell death
of male rats occured on 4th postoperative day and not fur�
ther enhanced. At 1st day after resuscitation the total densi�
ty of neuronal population was similar to the control, but at a
4th day decreased by 16.6% (Table 1). At later stages of
post�resuscitation (7th and 14th day), further reduction of
total population density did not occur (Table 1).

Immunohistochemical study demonstrated that in
males the total population density was not changed at the
1st post�resuscitation day compared to the control (Fig. 2)
that coincides with the results of histological analysis.
Thus the number of GDNF++�neurons was increased by

Рис. 1. Клетки Пуркинье с разным уровнем экспрессии глиального нейротрофического фактора (GDNF).
Fig. 1. Purkinje cells with different levels of GDNF expression. 
Note (примечание). Here and in Fig. 2 (здесь и на рис. 2): GDNF — glial cell derived neurotrophic factor (глиальный
нейротрофический фактор); GDNF��neurons — white arrows (GDNF��нейроны — белые стрелки); GDNF+�neurons — yellow
arrows (GDNF+�нейроны — желтые стрелки); GDNF++�neurons — black arrows (GDNF++�нейроны — черные стрелки). �400.



Результаты и обсуждение

Согласно результатам гистологического исследо�
вания, у реанимированных самцов процесс гибели кле�
ток Пуркинье развивался к 4�м суткам постреанимаци�
онного периода и в дальнейшем не усиливался. Так,
через 1 сут. после оживления общая плотность нейро�
нальной популяции соответствовала контрольному
уровню, но к 4�м сут. уменьшалась на 16,6% (табл. 1).
На более поздних этапах постреанимационного перио�
да (7� и 14�е сут.) дальнейшего снижения общей плот�
ности популяции не происходило (табл. 1). 

Иммуногистохимическое исследование показало,
что у самцов через 1 сут. после реанимации в сравнении
с контролем общая плотность популяции не изменяет�
ся (рис. 2), что совпадает с результатами гистологичес�
кого анализа. При этом число GDNF++ �нейронов уве�
личивается на 70,0%, число GDNF��нейронов
уменьшается на 35,4%, а число GDNF+�нейронов соот�
ветствует контрольному уровню (рис. 2). Полученные
данные свидетельствуют о том, что на данном этапе по�
стреанимационного процесса уровень экспрессии
GDNF в исследуемой нейрональной популяции возра�
стает за счет увеличения числа клеток, активно экс�
прессирующих этот белок. При этом гибели нейронов
не происходит.

К 4�м суткам постреанимационного периода чис�
ло GDNF++�нейронов снижается, опускаясь до кон�
трольных значений (рис. 2), т. е. уровень экспрессии
белка GDNF в нейрональной популяции уменьшается.
При этом число GDNF+�клеток соответствует контро�
лю, а число GDNF��нейронов снижено в сравнении с
контролем на 32,3% (рис. 2). Установлено, что на этом
этапе постреанимационного процесса снижается и об�
щая плотность популяции (на 15,8% в сравнении с кон�
тролем), что совпадает с результатами гистологическо�
го анализа. При этом гибели подвергаются, очевидно,
GDNF�неэкспрессирующие нейроны, поскольку в
сравнении с контролем уменьшено только число
GDNF��клеток (рис. 2).

На 7�е сутки постреанимационного периода даль�
нейших изменений общей плотности популяции не вы�
явлено (снижение в сравнении с контролем на 14,7%)
(рис. 2). При этом число GDNF�позитивных нейронов
(как GDNF+, так и GDNF++) соответствует контроль�
ному уровню, в то время как число GDNF��нейронов
резко снижено (на 50,8%) (рис. 2). К 14�м суткам после

70.0%, the number of GDNF��neurons was reduced by
35.4%, while the number of GDNF+�neurons correspond�
ed to the control (Fig. 2). The obtained data indicate that
at this stage of post�resuscitation process the level of
GDNF expression in neuronal population raises by
increasing the number of cells actively expressing this pro�
tein with no neuronal death.

By the 4th postoperative day the number of GDNF ++�
neurons was reduced to control (Fig. 2), i.e. GDNF expres�
sion level in neuronal population decreased. Whereas the
numbers of GDNF+�cells in experimental and control groups
were sumilar, the numbers of GDNF��neurons were reduced
by 32.3% (Fig. 2). At this stage of the post�resuscitation
process the total density of the population also reduced by
15.8% vs. control that coincides with the results of histologi�
cal analysis. Interestingly, only GDNF��cell numbers were
significantly reduced demonstrating the selective death of
neurons not expressing GDNF (Fig. 2).

On the 7th postoperative day further changes of the
total density were not found (reduction by 14.7% of the
control value) (Fig. 2). The number of GDNF�positive
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Gender Control Total number of Purkinje cells in post�resuscitation, days 
1st 4th 7th 14th

Males 17,5±0,6 17,1±0,5 14,6±0,5* 14,1±0,6** 13,9±0,6**
Females 17,7±0,8 16,7±0,6 16,2±0,7 13,6±0,5** 12,9±0,5**

Таблица 1. Oбщее число клеток Пуркинье у крыс разного пола в постреанимационном периоде (M±m) 
Table 1. Total number of Purkinje cells in rats of different gender in control and post�resuscitation period (M±m)

Note (примечание). * — P<0,01; ** — P<0,005 in comparison with control (в сравнении с контролем). Gender – пол; Control – кон�
троль; Males – самцы; Females – самки, Days post�resuscitation: 1st, 4th, 7th, 14th – дни после реанимации: 1�е, 4�е, 7�е, 14�е сутки;
Total number of Purkinje cells in post�resuscitation, days — общее число клеток Пуркинье в постреанимационном периоде, дни.

Рис. 2 Динамика изменения числа нейронов с разным уров�
нем экспрессии GDNF у самцов.
Fig. 2. Changes in numbers of neurons with different levels of
GDNF expression in males.
Note (примечание). Here and in Fig. 3 (здесь и на рис. 3):
Control – контроль; days – дни; Time after resuscitation — время
после реанимации; Number of neurons per 1 mm of the length —
число нейронов на 1 мм длины; Total — всего; GDNF — glial cell
derived neurotrophic factor (глиальный нейротрофический фак�
тор). *** — p<0,005; ** — p<0,025; * — p<0,05 in comparison with
control (в сравнении с контролем).  
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оживления дальнейших изменений общей плотности
популяции клеток Пуркинье, а также числа GDNF�по�
зитивных и GDNF�негативных нейронов не обнаруже�
но (рис. 2). 

Итак, у самцов уровень экспрессии белка GDNF в
популяции клеток Пуркинье возрастает уже в раннем
постреанимационном периоде (через 1 сутки после
оживления). При этом гибели нейронов не происходит.
К 4�м суткам после реанимации уровень экспрессии
белка GDNF в популяции снижается, что сопровожда�
ется развитием процесса выпадения нейронов. При
этом уменьшено только число GDNF�негативных, т. е.
неэкспрессирующих этот белок, нейронов. 

У реанимированных самок в популяции клеток
Пуркинье происходят аналогичные постреанимацион�
ные изменения, но они развиваются позднее, чем у сам�
цов. Согласно данным гистологического исследования,
в раннем постреанимационном периоде (1, 4 сутки) об�
щая плотность нейрональной популяции соответствует
контрольному уровню (табл. 1). Снижение общей
плотности популяции (на 23,2% в сравнении с контро�
лем) происходит только к 7 суткам после реанимации
(табл.1), что свидетельствует о развитии процесса вы�
падения (гибели) нейронов. Позднее (14�е сутки) об�
щая плотность популяции не изменяется, оставаясь су�
щественно сниженной в сравнении с контролем (на
27,1%) (табл. 1). 

При иммуногистохимических исследованиях вы�
явлено, что у реанимированных самок через 1 сут. по�
сле оживления число GDNF�позитивных клеток Пур�
кинье (как GDNF++, так и GDNF+), а также число
GDNF�негативных нейронов соответствует контролю
(рис. 3). При этом не изменяется и общая плотность по�
пуляции, что совпадает с результатами гистологическо�
го исследования. К 4�м суткам постреанимационного
периода при сохранении общей плотности популяции
на контрольном уровне происходит увеличение числа
GDNF++�нейронов на 29,2%, а число GDNF��клеток
уменьшается на 55,5% (рис. 3). При этом число
GDNF+�нейронов не изменяется. Полученные данные
свидетельствуют о том, что на данном этапе постреани�
мационного процесса в популяции увеличивается чис�
ло клеток, экспрессирующих GDNF, и уровень экспрес�
сии GDNF в нейрональной популяции возрастает.

Через 7 суток после реанимации число GDNF++�
нейронов снижается, опускаясь до контрольных значе�
ний (рис. 3). При этом число GDNF+�нейронов не из�
меняется, а число GDNF��нейронов резко уменьшается
(снижение в сравнении с контролем на 50,8%). Именно
на этом этапе происходит уменьшение общей плотнос�
ти популяции (на 15,4% в сравнении с контролем). По�
лученные данные согласуются с результатами гистоло�
гического исследования и свидетельствуют о
выпадении (гибели) нейронов. При этом, как было от�
мечено выше, уменьшено только число GDNF�отрица�
тельных, т. е. неэкспрессирующих этот белок клеток
(рис. 3). К 14�м суткам постреанимационного периода
дальнейших изменений общей плотности популяции, а

neurons (both GDNF+ and GDNF++ cells) did not differ
from the values of the control, while the numbers of
GDNF��neurons were dramatically reduced (by 50.8%)
(Fig. 2). On the 14th day no further changes in total den�
sity of Purkinje cells and numbers of GDNF�positive and
GDNF�negative neurons were revealed (Fig. 2).

Therefore, in males GDNF protein expression within
the population of Purkinje cells increases early in a post�
operative period (1 day after resuscitation), and neuronal
death did not occur. By the 4th day after resuscitation the
level of GDNF protein expression in the population was
reduced that was accompanied by a neuronal loss. At the
same time only the numbers of GDNF�negative neurons
were decreased.

The same post�resuscitation changes occured in the
population of Purkinje cells of resuscitated female rats, but
they developed later than in males. According to data from
the histological study, in early postoperative period (1 and
4 days) the total density of neuronal population corre�
sponded to the control (Table 1). It decreased only at 7th
day after resuscitation (by 23.2%) (Table 1), indicating the
neuronal loss. Later (on 14th day), the density of the pop�
ulation was without further change, remaining reduced
compared to the control (by 27.1%) (Table 1).

Immunohistochemical study revealed that in females
on the 1st day post�resuscitation the numbers of GDNF�
positive Purkinje cells (both GDNF++ and GDNF+), as
well as GDNF�negative neurons correspond to the control
(Fig. 3). The total density of Purkinje cells population was
not changed that coincides with the histological findings. 

By the 4th day the overall population density was as
in control while the number GDNF++neurons increased
by 29.2% and the number of GDNF��cells was reduced by

Рис. 3 Динамика изменения числа нейронов с разным уров�
нем экспрессии GDNF у самок.
Fig. 3. Changes in numbers of neurons with different levels of
GDNF expression in females.
Note (примечание). ** — p<0,01; * — p<0,05 in comparison with
control (в сравнении с контролем). 



также числа GDNF�позитивных и GDNF�негативных
нейронов не обнаружено. Общая плотность популяции
уменьшена на 16,8%, число GDNF�позитивных нейро�
нов (как GDNF+, так и GDNF++) соответствует кон�
тролю, а число GDNF�отрицательных нейронов резко
снижено (на 44,5%) (рис. 3).

Итак, у самок в популяции клеток Пуркинье уро�
вень экспрессии белка GDNF возрастает уже в раннем
постреанимационном периоде (через 4 суток после
оживления), но это происходит позднее, чем у самцов.
На этом этапе гибели нейронов не происходит. К 7�м
суткам после реанимации уровень экспрессии белка
GDNF в нейрональной популяции снижается до кон�
трольных значений, что сопровождается развитием
процесса выпадения клеток. При этом уменьшено толь�
ко число GDNF�отрицательных нейронов. 

Комплексный анализ результатов гистологичес�
ких и иммуноцитохимических исследований позволил
выявить взаимосвязь постреанимационных изменений
уровня экспрессии белка GDNF с развитием процесса
гибели нейронов. Установлено, что у животных разного
пола в популяции клеток Пуркинье мозжечка развива�
ются однотипные и однонаправленные постреанимаци�
онные сдвиги. Уровень экспрессии GDNF возрастает
уже в раннем постреанимационном периоде за счет
увеличения в нейрональной популяции числа элемен�
тов, ранее неэкспрессирующих этот белок. Существен�
но, что на этом этапе ни у самцов, ни у самок гибели
нейронов не происходит. На более поздних этапах по�
стреанимационного процесса у животных обоего пола
уровень экспрессии белка GDNF снижается. При этом
уменьшается общая плотность популяции, что свиде�
тельствует о гибели нейронов. Иммуногистохимичес�
кие исследования позволили установить, что гибели
подвергаются GDNF�отрицательные, т.е. неэкспресси�
рующие этот белок клетки. 

Интересно, что выявленная нами в популяции
клеток Пуркинье динамика постреанимационных
сдвигов уровня экспрессии GDNF (первоначальный
подъем и последующее снижение до нормы) совпадает
с изменениями, обнаруженными в другой области моз�
га — гиппокампе при моделировании фокальной ише�
мии [23]. Резкое увеличение экспрессии GDNF показа�
но и при повреждении Шванновских клеток [24].

Установлено, что хотя у самцов и у самок крыс в
популяции клеток Пуркинье возникают аналогичные
постреанимационные изменения, существуют особен�
ности, связанные с половой принадлежностью организ�
ма. Обнаружено, что у самцов сдвиги уровня экспрес�
сии GDNF, а также процессы гибели нейронов
возникают раньше, чем у самок. Это согласуется с раз�
виваемыми нами представлениями о наличии гендер�
ных различий в постреанимационном повреждении
мозга [19, 20, 25, 26]. 

В целом полученные результаты свидетельствуют
о том, что и у самцов, и у самок уровень экспрессии
белка GDNF является важным фактором, влияющим
на устойчивость нейронов к гибели в постреанимаци�

55.5% (Fig. 3). The number of GDNF+�neurons was not
changed. The data indicate that at this stage of postresus�
citation process the number of GDNF expressing cells
increases and the level of GDNF�expression in the neu�
ronal population raises.

By the 7th day after resuscitation the number of
GDNF++neurons falled to control values (Fig. 3). The
number of GDNF+�neurons was not changed, and the num�
ber of GDNF�neurons sharply reduced, specifically, by
50.8% compared to the control. At the same time the total
density of the population decreased by 15.4%. These data
are consistent with the histologic findings and indicate loss
of neurons. Thus as noted above, only GDNF�negative cells
reduced (Fig. 3). By the14th day the density of population
and the number of GDNF�positive and GDNF�negative
neurons didn't changed. The total density reduced by
16.8% of control value, the number of GDNF�positive neu�
rons (both GDNF+ cells and GDNF++cells) corresponded
to the control, and the number of GDNF�negative neurons
dramatically reduced (by 44.5%) (Figure 3).

Therefore, in the population of Purkinje cells of
females the expression level of GDNF protein increases in
the early postoperative period (within 4 days after the
resuscitation), but later than of the males. At this stage
neuron death did not occur. By the 7th day after resuscita�
tion expression level of GDNF protein reduced to control
values that was accompanied by neuronal loss (GDNF�
negative neurons were dyeing). 

Histological and immunocytochemical studies
revealed the relationship of post�resuscitation GDNF pro�
tein expression level changes with the development
process of a neuronal death. We found that in animals of
different sex in a population of cerebellar Purkinje cells the
same type and unidirectional post�resuscitation changes
develop. The levels of GDNF expression increase in the
early postoperative period due to an increase in numbers of
neurons previously non�expressing this protein, and neu�
ronal cell death did not occur in both males and females.
Later GDNF protein expression level was decreasing in
resuscitated animals of both genders. The total density of
the population was also reduced indicating neuronal death.
Immunohistochemical studies confirmed the loss of
GDNF�negative cells.

It is interesting that dynamics of post�resuscitation
changes of GDNF expression in the population of Purkinje
cells (initial rise and subsequent decline to normal) coin�
cides with the changes found in the hippocampus at focal
ischemia [23]. Sharp increase of GDNF expression in dam�
aged Schwann cells has been also demonstrated [24].

It was established that although male and female rats
have similar post�resuscitation changes, there are gender
differences. In males GDNF expression shifts as well as
processes of neuronal death occur earlier than in females.
This is consistent with our ideas about gender differences
in post�resuscitation brain damage [19, 20, 25, 26].

In general, the results indicate that in both males and
females expression level of GDNF protein is an important
factor for resistance of neurons to death. Initial rise of
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онном периоде. Первоначальный подъем уровня экс�
прессии белка GDNF в популяции клеток Пуркинье
позволяет предупредить гибель нейронов. Последую�
щее уменьшение уровня экспрессии GDNF сопровож�
дается выпадением (гибелью) нейронов. При этом ги�
бели подвергаются GDNF�отрицательные (т. е. не
экспрессирующие этот белок) клетки. Следовательно,
GDNF в постреанимационном периоде характеризует�
ся нейропротективными свойствами. 

Нейропротективное действие GDNF показано
также in vitro на модели болезни Паркинсона (повреж�
дающее действие 6�гидроксидофамина на дофаминер�
гические нейроны клеток линии MN9D) [10]. Авторы
полагают, что защитное действие GDNF связано с его
способностью увеличивать экспрессию генов, ингиби�
рующих апоптоз, и снижать экспрессию проапоптичес�
ких генов. Действительно, при исследовании на анало�
гичной модели было показано, что введение GDNF
приводит к увеличению экспрессии антиапоптических
белков Bcl�2 и Bcl�w и уменьшает экспрессию проапоп�
тических белков Bax и Bad [9]. Установлено также [13],
что введение GDNF в стекловидное тело крыс с инду�
цированным диабетом уменьшает выраженность про�
цесса нейродегенерации в сетчатке, что объясняют вли�
янием GDNF на дисфункцию транспорта глутамата. С
увеличением синтеза GDNF связывают и положитель�
ное действие флавонидов на культивируемые астроци�
ты [14]. Нейропротективный эффект препарата
ladostigil, применяемого при болезни Паркинсона и при
болезни Альцгеймера, связывают с его способностью к
активации индуцируемого гипоксией фактора (HIF),
который, в свою очередь, усиливает экспрессию ряда
нейротрофических факторов, в том числе и GDNF [12].
Показано также, что при моделировании гипоксии —
реперфузии in vitro применение экстракта кофеиновой
кислоты, а также растения Erigeron breviscapus приво�
дит к увеличению экспрессии GDNF в астроцитах и
усилению выделения этого белка в культуральную сре�
ду, что способствует выживаемости нейронов [27]. 

Ранее нами было установлено [28], что активация
поведения реанимированных животных позволяет пре�
дотвратить постреанимационную гибель нейронов в
высокочувствительных к гипоксии отделах мозга (ко�
ра, гиппокамп и мозжечок) даже после длительной ос�
тановки сердца. Полученные недавно данные о том, что
краткосрочные упражнения приводят к увеличению
уровня белка GDNF в нейронах спинного мозга крыс
[29], позволяют предположить, что одним из механиз�
мов сохранения нейронов при активации поведения
может быть увеличение уровня экспрессии GDNF. По�
лученные в настоящей работе данные также свидетель�
ствуют в пользу этого предположения.

В последнее время появилось много эксперимен�
тальных исследований, связанных с разработкой раз�
личных способов введения в мозг экзогенного GDNF.
Так, на модели повреждения спинного мозга у крыс
разработана конструкция, обеспечивающая рост аксо�
нов [30]. Показано, что увеличение экспрессии GDNF в

GDNF protein expression contributes to neuronal death
prevention. The subsequent decrease in the GDNF expres�
sion was accompanied by a neuronal loss. Thus GDNF�
negative cells (i.e. cells with no expression of the protein)
are dying. Therefore GDNF is characterized by neuropro�
tective properties in the post�resuscitation period.

The neuroprotective action of GDNF was also
shown in vitro in a Parkinson's disease model [10]. The
authors suggested that the protective effect of GDNF was
due to its ability to increase the expression of genes that
inhibit apoptosis, and reduce the expression of proapoptot�
ic genes. Indeed, when tested in the same model, it was
shown that GDNF increased expression of anti�apoptotic
proteins Bcl�2 and Bcl�w and reduced expression of
proapoptotic proteins Bax and Bad [9]. It was also estab�
lished that the introduction of GDNF into the vitreous of
rats with induced diabetes reduced the severity of the
process of neurodegeneration in the retina that is
explained by the influence of GDNF on the dysfunction of
glutamate transport [13]. Positive effects of flavonoids on
cultured astrocytes were associated with the increase in
the synthesis of GDNF [14]. Neuroprotective effect of the
drug ladostigil, used in Parkinson's disease and
Alzheimer's disease, is associated with its ability to acti�
vate hypoxia inducible factor (HIF), which in turn
increases the expression of several neurotrophic factors
including GDNF [12]. It was also shown in in vitro model
of hypoxia�reperfusion that the use of an extract of caffeic
acid and Erigeron breviscapus plants led to increased
expression of GDNF in astrocytes and enhanced excretion
of the protein into the culture medium that promoted sur�
vival of neurons [27].

Earlier we have found that the activation of behavior
of resuscitated animals prevents post�resuscitation neu�
ronal death in highly sensitive to hypoxia areas of the brain
(cortex, hippocampus, and cerebellum), even after pro�
longed cardiac arrest [28]. Recent evidence that short�
term exercise lead to increased levels of GDNF protein in
neurons of the spinal cord in rats [29] suggest that a mech�
anism for preserving of neurons at behavior activation
could be relate to an increase in the level of GDNF expres�
sion. The present data support this assumption.

Lately several experimental studies related to the
development of different modes of administration of exoge�
nous GDNF in the brain were published. It was shown that
the increase the expression of GDNF in the transplanted
Schwann cells promoted axonal regeneration and growth,
formation of synapses and partial functional recovery in a
spinal cord injury model in rats [30]. In in vitro studies the
ability of biodegradable microparticles containing GDNF
to induce differentiation of neural progenitor cells into
mature neurons was demonstrated that considered as very
promising for treatment of Parkinson's disease and other
neurodegenerative diseases [31]. Delivering exogenous
GDNF to the brain is currently under study, specifically,
with the aid of lentivirus�mediated hGDNF gene delivery
system [32], or through the recombinant human GDNF (r�
metHuGDNF) construct [33].



трансплантированных Шванновских клетках способст�
вует регенерации аксонов, формированию синапсов и
частичному функциональному восстановлению. В ис�
следованиях in vitro продемонстрирована способность
биодеградирующих микрочастиц, содержащих GDNF,
вызывать дифференцировку прогениторных нервных
клеток в зрелые нейроны, что считают весьма перспек�
тивным при лечении болезни Паркинсона и других
нейродегенеративных заболеваний [31]. В эксперимен�
те разрабатываются и усовершенствуются новые спо�
собы доставки в мозг экзогенного GDNF — вирусные
векторы (lentivirus�mediated hGDNF gene delivery sys�
tem [32], а также рекомбинантный человеческий GDNF
(r�metHuGDNF) [33]. 

Следует отметить, что хотя GDNF в целом рас�
сматривается как важный нейротрофический фактор,
его чрезмерная экспрессия может приводить к побоч�
ным эффектам [34]. Поэтому одним из существенных
аспектов при разработке подходов к генной терапии,
обеспечивающей защиту мозга, является регуляция
уровня экспрессии генов [32]. В настоящее время на
моделях in vitro уже разрабатываются системы регуля�
ции уровня экспрессии GDNF [34]. Авторы полагают,
что решение этой проблемы будет весьма перспектив�
ным для дальнейшего использования в экспериментах
in vivo, причем не только для защиты нейронов, но и
для нормализации поведения животных.

Итак, полученные нами результаты в целом сви�
детельствуют о том, что уровень экспрессии белка
GDNF является важным фактором, влияющим на ус�
тойчивость нейронов к гибели в постреанимационном
периоде. Полученные результаты представляются су�
щественными для анализа механизмов развития пост�
гипоксических энцефалопатий, а также для разработки
подходов к их профилактике и коррекции. Активные
поиски различных способов введения экзогенного
GDNF обуславливают перспективность применения
этого нейротрофического фактора для защиты мозга
при ишемии — реперфузии.

Заключение

Выявлена взаимосвязь между изменениями уров�
ня экспрессии белка GDNF и развитием процесса гибе�
ли нейронов в постреанимационном периоде. Установ�
лено, что у животных разного пола в популяции клеток
Пуркинье мозжечка развиваются однотипные и одно�
направленные постреанимационные изменения. Пер�
воначальный подъем уровня экспрессии белка GDNF в
нейрональной популяции позволяет предупредить раз�
витие процесса гибели нервных клеток. Последующее
уменьшение уровня экспрессии GDNF сопровождается
выпадением (гибелью) нейронов. При этом гибели под�

It should be noted that although GDNF is generally
regarded as an important neuro� trophic factor, its overex�
pression might lead to side effects [34]. Therefore, one of
the essential aspects of the development of approaches to
gene therapy that protects the brain is the regulation of
gene expression level [22]. Currently, regulatory system
capable to modulate the level of expression of GDNF are
already being developed by in vitro modeling [34]. It is
believed that the solution of problem of GDNF delivery to
the brain will be promising for both neuron protection and
behavior normalization.

Presented results demonstrate that the level of
expression of GDNF protein is an important factor affect�
ing the resistance of neurons to death post�resuscitation.
Active search for optimal administration of exogenous
GDNF in experimental setting would definitely optimize
the future exploration of this neurotrophic factor in pro�
tecting the brain during ischemia�reperfusion in clinics.

Conclusion 

In a subset of cerebellar Purkinje cells in male and
female rats the same type and unidirectional post�resusci�
tation changes occur. Initial rise of GDNF protein expres�
sion within the neuronal population allows to prevent neu�
ronal death. Subsequent decrease in the level of GDNF
expression is accompanied by a neuronal loss. GDNF�neg�
ative (i. e. cells that do not express the protein) cells dies.
Specific features associated with a gender: changes in a
GDNF expression and neuronal cell death processes with�
in the population of Purkinje cells are developed earlier in
males than in females.

In general, the results indicate that the level of
expression of GDNF protein is an important factor affect�
ing the tolerance of the neurons to death during post�resus�
citation. Data demonstrate potential applications of GDNF
in protecting the brain during ischemia�reperfusion.
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вергаются GDNF — отрицательные (т. е. не экспресси�
рующие этот белок) клетки. Обнаружены особенности,
связанные с половой принадлежностью организма: у
самцов сдвиги уровня экспрессии GDNF в популяции
клеток Пуркинье, а также процессы гибели нейронов
развиваются раньше, чем у самок.

В целом полученные результаты свидетельствуют
о том, что уровень экспрессии белка GDNF является
важным фактором, влияющим на устойчивость нейро�
нов к гибели в постреанимационном периоде. Это обу�
славливает перспективность применения GDNF для
разработки подходов к защите мозга при ишемии�ре�
перфузии.
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