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Цель: выявить половые особенности постреанимационных сдвигов экспрессии BDNF и сопряженных с
ними процессов гибели нейронов. 

Материалы и методы. На разных сроках постреанимационного периода (1-, 4-, 7-, 14-е сутки) исследо-
вали состояние высокочувствительных к гипоксии нейрональных популяций (пирамидные нейроны гиппо-
кампа и клетки Пуркинье мозжечка) у белых половозрелых самок крыс, перенесших 10-минутную останов-
ку системного кровообращения (пережатие сосудистого пучка сердца). Контролем служили ложноопериро-
ванные животные. Проводили иммуногистохимическое выявление BDNF-иммунореактивных нейронов с
последующим определением оптической плотности, числа клеток с разным уровнем экспрессии BDNF и
общего числа нейронов на 1 мм длины их слоя. В работе использованы системы анализа изображений (ком-
пьютер Intel, микроскоп Olympus BX-41, программы ImadgeScopeM, ImageJ 1,48v, Excel 2007). Статистиче-
скую обработку данных проводили в программе Statistica 7.0. с использованием критериев λ Колмогорова-
Смирнова, U-критерия Манна-Уитни и t-критерия Стьюдента.

Результаты. Установлена динамика постреанимационных сдвигов BDNF-иммунореактивности высо-
кочувствительных к гипоксии нейрональных популяций. Показано, что в популяции клеток Пуркинье у
самок происходят изменения уровня экспрессии BDNF, что сопровождается гибелью нейронов. Выявлено,
что эти сдвиги развиваются позднее, чем у самцов — к 7-м суткам постреанимационного периода. Суще-
ственно, что гибели подвергаются только BDNF-негативные и слабопозитивные нервные клетки. В популя-
ции пирамидных клеток гиппокампа у самок, в отличие от самцов, не происходило изменений BDNF-имму-
нореактивности, и процесс гибели нейронов не развивался. 

Заключение. Выявлены гендерные особенности развития постреанимационных сдвигов уровня экспрес-
сии BDNF и сопряженных с ними процессов гибели нейронов. Показано, что после остановки сердца одина-
ковой длительности у самок постреанимационные сдвиги уровня экспрессии BDNF и процессы гибели ней-
ронов выражены меньше, чем у самцов. В то же время, у животных обоего пола проявляются общие законо-
мерности постреанимационных изменений мозга, свидетельствующие о взаимосвязи уровня экспрессии
BDNF в нейронах с их устойчивостью к ишемии-реперфузии. Обсуждаются гендерные особенности повреж-
дения мозга и их значение для понимания механизмов развития постгипоксических энцефалопатий.
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ный период; гибель нейронов; пирамидные клетки; гиппокамп; клетки Пуркинье; мозжечок; иммуногистохи-
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Purpose: to identify gender peculiarities of postresuscitation shifts in BDNF expression and neuronal death. 
Materials and Methods. At different points of the postresuscitation period (days 1-, 4-, 7-, and 14), the

condition of highly sensitive to hypoxia neuronal populations (pyramidal neurons of hippocampus and Pur-
kinje cells of cerebellum) were studied in white mature female rats exposed to a 10-minute stop of systemic
blood circulation (compression of vascular fascicle of the heart). Sham operated animals were used as the cont-
rol. Immunohistochemical detection of BDNF-immunoreactive neurons followed with determination of opti-
cal density, number of cells with different levels of BDNF expression, and total count of neurons per 1 mm of
the length of their layer was carried out. The work was done using the image analysis system (computer Intel,
microscope Olympus BX-41, software ImadgeScopeM, ImageJ 1,48v, Excel 2007). Statistic processing of data
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Введение

Проблема полового диморфизма развития,
течения и исхода критических состояний вызы-
вает у исследователей большой интерес. Этот фе-
номен связывают обычно с действием женских
половых гормонов — эстрогена и прогестерона
[1—5]. Действительно, клинические наблюдения
свидетельствуют о том, что женщины более
устойчивы к ишемии, чем мужчины. Однако су-
ществуют факты, указывающие, что наличие по-
лового диморфизма ишемического повреждения
мозга обусловлено не только половыми гормона-
ми. Так, гендерные различия устойчивости к
ишемии проявляются и в период менопаузы, а
также в раннем онтогенезе [2, 4, 6—8]. Механиз-
мы полового диморфизма ишемического повреж-
дения мозга пока изучены недостаточно. Однако
уже ясно, что имеются как гормонозависимые,
так и гормононезависимые факторы, обуславли-
вающие этот феномен. Исследование молекуляр-
ных и клеточных механизмов, лежащих в основе
полового диморфизма ишемического поврежде-
ния мозга, — необходимый этап для разработки
эффективной терапии постгипоксических энце-
фалопатий [1, 2, 5—7, 9]. 

Мозговой нейротрофический фактор
(BDNF) играет важную роль в нейропротекции и
восстановлении функции мозга при различных
патологических состояниях [10—17]. Ранее нами
было проведено исследование постреанимацион-
ных изменений уровня экспрессии BDNF в высо-
ко чувствительных к гипоксии нейрональных по-
пуляциях у самцов [18]. При этом выявлена
взаимосвязь между сдвигами экспрессии BDNF
и постреанимационной гибелью нейронов. Учи-
тывая проблему полового диморфизма ишемиче-
ского повреждения мозга, целесообразно иссле-

Introduction 

The problem of sexual dimorphism of develop-
ment, course and outcome of critical illness  arouses
much interest among researchers. This phenome-
non is commonly linked to the effects of sex hor-
mons, estrogen and progesterone [1—5]. Indeed,
clinical observations evidence that women are more
resistant to ischemia than men are. However, there
are facts indicating that existence of sexual dimorp-
hism of ischemic brain damage is caused not only by
sex hormones. For instance, gender differences of
resistance to ischemia manifest also during meno-
pause and early ontogenesis [2, 4, 6—8]. The mecha-
nisms of sexual dimorphism of ischemic brain dama-
ge have not been thoroughly clarified. However, it
has become evident that there are both hormone-
dependent and hormone-independent factors ex-
plaining this phenomenon. Investigation of molecu-
lar and cellular mechanisms underlying sexual di-
morphism of ischemic brain damage is a necessary
step to developing an effective therapy for post-hy-
poxic encephalopathies [1, 2, 5—7, 9]. 

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) im-
pacts the neuroprotection and brain function recove-
ry during various pathological conditions [10—17].
Earlier we studied postresuscitation changes of
BDNF expression in highly sensitive to hypoxia ne-
uronal populations in males [18]. That study revea-
led relation between BDNF expression shifts and po-
stresuscitation death of neurons. Considering the
problem of sexual dimorphism of ischemic brain da-
mage, it would be useful to study  the dynamics of
postresuscitation BDNF expression shifts in the
same neuronal populations in females after cardiac
arrest of the same duration. This study would deter-
mine whether the neuroprotective action  of BDNF
depends on a gender. 

was performed  with the aid of Statistica 7.0 using Kolmogorov-Smirnov λ test, Mann-Whitney U test, and
Student's t-test.

Results. The dynamics of postresuscitation shifts in BDNF-immunoreactivity of neuronal populations highly
sensitive to hypoxia  was studied in rats. Purkinje cells population in tissue slides from brain specimens harvested
from female rats the alterations in BDNF expression became evident. This pattern was accompanied by the death
of neurons. Those shifts in female animals were found to develop later than in male rats — by day 7 of the postre-
suscitation. Only BDNF-negative and BDNF-weakly positive neurons not survived postresuscitation. In the po-
pulation of pyramidal cells of hippocampus in females, in contrast to males, there were no quantitative changes in
BDNF molecules as revealed by immunohistochemistry and neuronal death process did not develop. 

Conclusion. Gender peculiarities in the development of postresuscitation shifts in BDNF expression and asso-
ciated therewith death of neurons were revealed. It was shown that after cardiac arrest of the same duration, the
postresuscitation shifts in BDNF expression and neuronal death manifested mostly in males compared to females.
At the same time, animals of both genders demonstrate common postresuscitation brain alterations evidencing
connection between the level of BDNF expression in neurons and their resistance to ischemia-reperfusion. Gen-
der-specific patterns of brain damage and their importance for understanding the mechanisms of post-hypoxic en-
cephalopathies are discussed.

Keywords: brain-derived neurotrophic factor (BDNF); gender peculiarities; postresuscitation period; neuronal
death; pyramidal cells; hippocampus; Purkinje cells; cerebellum; immunohistochemistry; optic density; morphometric
study
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довать динамику постреанимационных сдвигов
экспрессии BDNF в этих же нейрональных по-
пуляциях у самок, перенесших остановку сердца
такой же длительности. Это даст возможность
оценить, как реализуются нейропротективные
свойства BDNF в зависимости от половой при-
надлежности организма. 

Материал и методы
Исследовали мозг 25 белых нелинейных самок

крыс массой 190—250 г, перенесших 10-минутную
остановку сердца (внутриторакальное пережатие сосу-
дистого пучка сердца) [19]. Через 1, 4, 7 и 14 дней после
реанимации (непрямой массаж сердца в сочетании с
искусственной вентиляцией легких воздухом в режиме
гипервентиляции аппаратом «Animal Respirator»
фирмы «SMT Geratehandel» с внутритрахеальным вве-
дением раствора адреналина в дозе 0,1 мг/кг) живот-
ных выводили из эксперимента декапитацией под нар-
козом (по 5—7 животных на каждый срок постреанима-
ционного периода). Контролем служили ложноопери-
рованные крысы того же пола (n=10). Эксперименты
проводились согласно рекомендациям Этического ко-
митета ФГБНУ НИИ общей реаниматологии им. В. А.
Неговского в соответствии с «Правилами проведения
работ с использованием экспериментальных живот-
ных» (Приказ Минздрава СССР №755 от 12.08.1977).

Исследовались постреанимационные изменения
высокочувствительных к гипоксии нейрональных по-
пуляций — клеток Пуркинье коры мозжечка и пира-
мидных нейронов гиппокампа (сектор СА4). BDNF
выявляли иммуногистохимически непрямым перок-
сидазно-антипероксидазным методом с использова-
нием поликлональных антител к BDNF (разведение
1:50) (Santa Cruz, USA) и визуализирующей системы
LSAB Kit (DAKO, Glostrup, Denmark). Иммуногисто-
химическую реакцию контролировали инкубацией
срезов со всеми реагентами кроме первичных антител.
Интенсивность экспрессии BDNF в цитоплазме ней-
ронов оценивали с помощью программы анализа
изображений ImageJ 1,48v. Определяли «среднее
значение серого» (Mean Gray Value) и рассчитывали
оптическую плотность (в условных единицах — у.е.)
по формуле: OD=log10 (255/Mean Gray Value). Для
визуальной оценки интенсивности окраски срезы до-
крашивали гематоксилином (рис. 1). На основании
анализа гистограмм распределения нейронов по их
оптической плотности и визуальной оценки выделяли
соответствующие ранги для BDNF-негативных
(BDNF-), слабо — и сильнопозитивных (BDNF+ и
BDNF++) нейронов, в соответствии с тем, как было
описано ранее [18].

В популяции клеток Пуркинье мозжечка ранги оп-
тической плотности составили: для BDNF-негативных
OD<0,25 у.е.; для слабопозитивных 0,25< OD�0,31 у.е.
и для сильнопозитивных нейронов OD>0.31 у.е. В по-
пуляции пирамидных клеток гиппокампа (сектор
СА4): ранги оптической плотности составили: для
BDNF-негативных OD <0,24 у.е.; для слабопозитивных
0,24�OD<0,28 у.е. и для сильнопозитивных нейронов
OD�0.28 у.е. Определяли общую плотность нейро-
нальной популяции, а также число клеток с разным

Materials and Methods
Twenty five outbred white female rats weighting

190—250 g were subjected to 10-minute cardiac arrest (in-
trathoracic compression of vascular fascicle of the heart)
according to described protocol [19]. Resuscitation measu-
res were provided by closed-chest cardiac massage combi-
ned with artificial lung ventilation with air in the hyper-
ventilation mode using Animal Respirator apparatus SMT
Geratehandel accompanied by intratracheal administra-
tion of adrenalin solution at a dose of 0.1mg/kg.   In 1, 4,
7, and 14 days after the procedures, the animals were re-
moved from the experiment by decapitation under anest-
hesia (5—7 animals per each end point of the postresusci-
tation period). Sham operated animals were used as the
control (n=10). The experiments were carried out accor-
ding to the recommendations of the Ethics and  Animal
Care and Use Committee of V. A. Negovsky Research In-
stitute of General Reanimatology, Federal Research and
Clinical Center of Reanimatology and Rehabilitology,
based on  the «Rules of Performing Work Using Experi-
mental Animals» (Order of the USSR Health Ministry
No.755 dated 12.08.1977) and internationally approved
documents.

Postresuscitation changes of highly sensitive to hypo-
xia neuronal populations — Purkinje cells of the cerebel-
lum cortex and pyramidal neurons of hippocampus (sector
СА4) were studied. BDNF was detected by the immunohi-
stochemical technique using the indirect peroxidase-anti-
peroxidase method with utilization of polyclonal antibodi-
es to BDNF (dilution 1:50) (Santa Cruz, USA) and visua-
lization system LSAB Kit (DAKO, Glostrup, Denmark).
The immunohistochemical response was checked by incu-
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Рис. 1. Клетки Пуркинье с разным уровнем экспрессии
BDNF.
Fig. 1. Purkinje cells with different levels of BDNF expression.
Note. Indirect peroxidase-antiperoxidase method, hematoxylin
staining, �400.
White arrow — BDNF- neurons; black thin arrow — BDNF+ ne-
urons; black thick arrow — BDNF++ neurons.
Примечание. Непрямой пероксидазно-антипероксидазный
метод, докраска гематоксилином, �400. Белая стрелка —
BDNF- нейроны; черная тонкая стрелка — BDNF+ нейроны;
черная толстая стрелка — ВDNF++ нейроны.
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уровнем экспрессии BDNF на 1 мм длины их слоя. В
работе использовали системы анализа изображений
(компьютер Intel, микроскоп Olympus BX-41, програм-
мы ImageScopeМ и ImageJ 1,48v. MS Excel 2007). Ста-
тистическую обработку данных проводили с помощью
критерия λ Колмогорова-Смирнова, U-критерия
Манна-Уитни и t-критерия Стьюдента в программе
Statistica 7.0.

Результаты и обсуждение

Исследование клеток Пуркинье мозжечка
показало, что на 1-е и 4-е сутки постреанимацион-
ного периода общая плотность этой нейрональ-
ной популяции соответствует контрольному
уровню (рис. 2, а), т.е. гибели нейронов не про-
исходит. Выпадение нейронов развивается к 7-м

bation of slices with all reagents except for primary antibo-
dies. The intensity of BDNF expression in neurons' cyto-
plasm was evaluated with the help of image analysis soft-
ware ImageJ 1,48v. The Mean Gray Value was determined
and optic density was calculated (in conventional units —
c.u.) according to formula: OD=log10 (255/Mean Gray
Value). For visual assessment of color intensity, slices were
stained with hematoxylin (Fig. 1). Based on the analysis of
histograms of neurons distribution by their optic density
and visual assessment, respective ranks were established
for BDNF-negative (BDNF-), weakly — and strongly po-
sitive (BDNF+ and BDNF++) neurons, as described earlier
[18].

In the population of Purkinje cells of cerebellum, the
optic density (OD) means were as follows: OD<0.25 c.u.
(BDNF-negative cells); 0.25<OD�0.31 c.u., (weakly posi-
tive cells); OD>0.31 c.u. (strongly positive cells). In the
population of pyramidal cells of hippocampus (sector
СА4) the optic density means for BDNF-negative cells
was OD<0.24 c.u.; for weakly positive cells —
0.24�OD<0.28 c.u., and for strongly positive neurons —
OD�0.28 c.u. The total density of the neuronal population
was determined as well as the number of cells with diffe-
rent level of BDNF expression per 1 mm of the length of
the cell layer. The work was performed using the image
analysis system (microscope Olympus BX-41, software
ImageScopeМ and ImageJ 1,48v.). Statistic processing of
data was performed by Statistica 7.0. software using Kol-
mogorov-Smirnov λ test, Mann-Whitney U test, and Stu-
dent's t-test.

Results and Discussion

The investigation of Purkinje cells of cerebellum
has shown that on days 1 and 4 of the postresuscita-
tion period, the total density of this neuronal popula-
tion corresponds to the control level (Fig. 2, a), i.e.
death of neurons does not take place. Significant drop
in neuron count occured by day 7 after resuscitation,
as evidenced by a considerable decrease of the total
density of the population compared to control (by
39.2%) (Fig. 2, a). Later on, the cell dropout process
does not progress.

It has been established that on day 1 and 4 po-
stresuscitation, the number of BDNF-negative ne-
urons as well as the number of weakly and strongly
positive cells did not change. However, by day 7 the
number of BDNF- and BDNF+ neurons decreased
compared to control (Fig. 3, a). Importantly, the
number of strongly positive (BDNF++) cells corres-
ponded to the control level (Fig. 3, a). Later on day
14 of the postresuscitation period the detected chan-
ges persisted. The data demonstrate that at the stage
of neuronal death (day 7 after resuscitation) only
numbers of BDNF-negative and BNDF-weakly posi-
tive cells were decreased. Hence, it can be assumed
that neurons with low expression of BDNF express
increased propensity to die. 

In a sector СА4 of hippocampus of female rats,
at all endpoints of the postresuscitation period stu-
died, the total density of pyramidal cells population

Рис. 2. Динамика изменения общей плотности популяции
клеток Пуркинье (a) и пирамидных клеток гиппокампа (b)
самок в постреанимационном периоде после остановки си-
стемного кровообращения.
Fig. 2. Dynamics of changes in the total density of the Purkinje
cells (a) and pyramidal cells of hippocampus (b) of females in
postresuscitative period after cardiac arrest.
Note. a: * — Рu<0.025 versus control (Group 0).
Примечание. Для рис. 2—4: Number of neurons per 1 mm the
length — число нейронов на 1 мм длины. a: * — pu<0,025 по
сравнению с контролем (группа 0).
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суткам после реанимации. Об этом свидетель-
ствует существенное снижение общей плотности
популяции в сравнении с контролем (на 39,2%)
(рис. 2, а). В дальнейшем процесс выпадения кле-
ток не прогрессирует.

Установлено, что на 1-е и 4-е сутки постреа-
нимационного периода число BDNF-негативных
нейронов, а также число слабо- и сильнопозитив-
ных клеток не изменялось. Однако к 7-м суткам
происходило снижение числа BDNF- и BDNF+

нейронов в сравнении с контролем (рис. 3, a). Су-
щественно, что при этом число сильнопозитивных
(BDNF++) клеток соответствовало контрольному
уровню (рис. 3, a). В дальнейшем (14-е сутки по-
стреанимационного периода) выявленные изме-
нения сохранялись. Полученные данные свиде-
тельствуют о том, что на этапе гибели нейронов
(7-е сутки после реанимации) происходит сниже-
ние числа только BDNF-негативных и слабопози-
тивных клеток. Следовательно, можно полагать,
что именно эти нейроны подвергаются гибели. 

В секторе СА4 гиппокампа у самок на всех
исследованных сроках постреанимационного пе-
риода общая плотность популяции пирамидных
клеток соответствовала контролю (рис. 2, b), что
свидетельствует от отсутствии гибели нейронов.
Число нейронов с разным уровнем экспрессии
BDNF также не изменялось (рис. 3, b). 

Результаты настоящей работ свидетель-
ствуют о том, что в популяции клеток Пуркинье у
реанимированных самок к 7-м суткам постреани-
мационного периода развивается процесс гибели
нейронов. Существенно, что на этапе уменьшения
общей плотности популяции снижается число
только BDNF- и BDNF+ клеток (рис. 4, a) Следо-
вательно, можно полагать, что гибели подвер-
гаются только неэкспрессирующие или слабоэкс-
прессирующие BDNF нейроны. 

Согласно полученным нами ранее данным, у
самцов, перенесших остановку сердца такой же
длительности, в популяции клеток Пуркинье про-
исходят аналогичные постреанимационные сдвиги
[18]. Однако они возникают раньше, чем у самок —
уже к 4-м суткам после реанимации. Интересно,
что изменения экспрессии и других эндогенных
нейропротективных факторов — глиального ней-
ротрофического фактора GDNF и глюкозрегули-
руемого белка GRP78 — также развивались у реа-
нимированных самцов раньше, чем у самок, и со-
провождались гибелью нейронов [20—22]. 

Следует отметить, что выявленные в по-
пуляции клеток Пуркинье у животных разного
пола постреанимационные изменения носили од-
нонаправленный характер, хотя и отличались по
динамике. При этом и у самцов, и у самок гибели
подвергались только неэкспрессирующие и сла-
боэкспрессирующие BDNF нейроны. Это согла-
суется с развиваемым нами положением о значе-

corresponded to control (Fig. 2, b). Data demon-
strate the  absence of death of neurons within this
region of the brain. The number of neurons with
different level of BDNF expression did not change
either (Fig. 3, b). 

The results show that in the population of
Purkinje cells in resuscitated female rats, by day 7
of the postresuscitation period, the neuron death
process develops. Importantly, at the stage of dec-
rease of the total density of population, only the
number of BDNF- and BDNF+ cells decreases
(Fig. 4, a). Hence, it can be assumed, that only
non-expressing or weakly expressing BDNF ne-
urons suffer death. 

According to our data obtained earlier, in male
rats subjected to cardiac arrest of the same dura-
tion, similar post-resuscitation shifts take place in
the population of Purkinje cells [18]. However,
they occur earlier than in female rats specifically, by
day 4 after resuscitation. Interestingly, changes in
the expression and other endogenous neuroprotec-
tive factors — glial cells derived neurotrophic factor
GDNF and glucose-regulated protein GRP78 — de-
veloped also in resuscitated male rats earlier than in
female rats and was accompanied by the death of
neurons [20—22]. 

It should be noted that in the population of
Purkinje cells in animals of different gender, the po-
stresuscitation changes exhibited an unidirectional
nature, though their dynamics was different. Both
in male and in female rats, only non-expressing or
weakly expressing BDNF neurons suffered to
death. This is consistent with our concept on role of
the BDNF level in the developing stability of ne-
urons foolowing ischemia-reperfusion [23, 18]. 

Interrelation between BDNF level shifts and
the process of postresuscitation death of neurons
is supported by current study of the population of
pyramidal cells of hippocampus located within the
sector СА4. According to the present results, in fe-
male rats within this neuronal population, no reli-
able shifts in numbers of neurons with different
BDNF-specific immunoreactivity at any stage of
the postresuscitation period were found. In this
instance, death of neurons does not take place
(Fig. 4, b). 

Other changes were found by us earlier in
the population of pyramidal cells of hippocampus
sector СА4 in male rats subjected to cardiac ar-
rest of the same duration [18]. In that case, po-
stresuscitation shifts in BDNF expression and the
neuronal death process developed. As early as day
4 after resuscitation, with the total density of the
population being retained, its BDNF-specific im-
munoreactivity decreased (some strongly positive
cells 'moved' into the category of weakly positi-
ve). Later, by day 7 of the postresuscitation pe-
riod, the process of neuronal death developed (the
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нии уровня BDNF в формировании устойчивости
нейронов после ишемии-реперфузии [23, 18]. 

Взаимосвязь сдвигов уровня BDNF с процес-
сом постреанимационной гибели нейронов под-
тверждается и при исследовании популяции пира-
мидных клеток сектора СА4 гиппокампа. Соглас-
но результатам настоящей работы, у самок в этой

total density of the population decreased by
38.5%). Significantly, at that stage, only the num-
ber of BDNF-negative and weakly positive cells
decreased. 

It would be interesting to compare the BDNF
expression shifts we have found in the population of
pyramidal cells of hippocampus sector СА4 versus

Рис. 3. Число нейронов с разным уровнем экспрессии BDNF в популяции клеток Пуркинье (a) и пирамидных клеток гиппо-
кампа (b) на разных сроках постреанимационного периода.
Fig. 3. The number of neurons with different levels of BDNF expression in Purkinje cell population (a) and the pyramidal cells of
the hippocampus (b) in postresuscitative period.
Note. а: * — Рu<0.05; # — Рu<0.1 versus control (Group 0).
Примечание. а: * — pu<0,05; # — pu<0,1 в сравнении с контролем (группа 0).
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нейрональной популяции не выявлено достовер-
ных сдвигов числа нейронов с различной BDNF-
иммунореактивностью на всех исследованных
этапах постреанимационного периода. При этом
гибели нейронов не происходит (рис. 4, b). 

Иные изменения были выявлены нами ранее
в популяции пирамидных клеток сектора СА4
гиппокампа у самцов, перенесших остановку

shifts in expression of another neuroprotective fac-
tor — protein GRP78, which is increasingly expres-
sed in the postresuscitation period in the same ani-
mals [22]. It has been established, that in male rats,
the level of GRP78 expression decreased similarly
to what was demonstrated for BDNF. In female
rats, GRP78 expression drastically increased while
the level of BDNF expression did not change. At

Experimental  Studies

Рис. 4. Взаимосвязь постреанимационных изменений уровня экспрессии BDNF с процессом гибели нейронов в популяции
клеток Пуркинье (а) и пирамидных клеток гиппокампа (b).
Fig. 4. The relationship of postresuscitative changes in the expression level of BDNF with the process of neuronal death in the po-
pulation of Purkinje cells (а) and pyramidal cells of the hippocampus (b).
Note. * — Pt<0,05; ** — Pt<0.01; # — Pt<0,1 versus control.
Примечание. * — pt<0,05; **— pt<0.01; # — pt<0,1 в сравнении с контролем.
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сердца такой же длительности [18]. В этом случае
развивались постреанимационные сдвиги уровня
экспрессии BDNF и процесс гибели нейронов.
Так, уже на 4-е сутки после реанимации при со-
хранении общей плотности популяции ее BDNF-
иммунореактивность снижалась («переход»
части сильнопозитивных клеток в категорию сла-
бопозитивных). Позднее — к 7-м суткам постреа-
нимационного периода — развивался процесс ги-
бели нейронов (снижение общей плотности по-
пуляции на 38,5%). Существенно, что на этом
этапе уменьшалось число только BDNF-негатив-
ных и слабопозитивных клеток. 

Выявленные нами сдвиги экспрессии BDNF
в популяции пирамидных клеток сектора СА4 гип-
покампа интересно сопоставить со сдвигами экс-
прессии другого нейропротективного фактора —
белка GRP78, развивающимися в постреанима-
ционном периоде у этих же животных [22]. Уста-
новлено, что у самцов уровень экспрессии GRP78
снижался, аналогично тому, как это показано для
BDNF. У самок — экспрессия GRP78 резко возрас-
тала, в то время как уровень экспрессии BDNF не
изменялся. При этом, как было отмечено выше, в
секторе СА4 гиппокампа у самок не обнаружено
гибели нейронов. Приведенные факты дают осно-
вание полагать, что в данном случае одним из фак-
торов защиты нейронов от гибели может быть ак-
тивация экспрессии GRP78. В пользу этого пред-
положения свидетельствуют и данные о взаимо-
действии BDNF и GRP78, и, в частности, при вы-
званном ишемией стрессе эндоплазматического
ретикулума [24—26]. 

Возможность защиты нейронов при актива-
ции экспрессии одного из нейропротективных
факторов в отсутствие изменений других была
показана нами ранее. Так, оказалось, что усиление
экспрессии BDNF (применение миметика факто-
ра роста нервов ГК2) способствовала предотвра-
щению постреанимационной гибели нейронов,
хотя при этом уровень других нейропротекторов
— нейротрофина NT4 и основного фактора роста
FGFb — не увеличивался [27]. 

Результаты настоящей работы свидетель-
ствуют о наличии гендерных различий постреани-
мационных сдвигов уровня экспрессии BDNF и
сопряженных с ними процессов гибели нейронов.
Половые отличия в выраженности и топографии
постреанимационных повреждений мозга были
также показаны нами ранее [1, 28—31, 22]. Суще-
ственно, что самки в сравнении с самцами характе-
ризовались более быстрым восстановлением нев-
рологического статуса. Так, после 12-минутной
остановки сердца восстановление неврологическо-
го статуса у самок было более быстрым, и к 5-м
суткам постреанимационного периода реализова-
лось в 77,8% случаев против 27,2% — у самцов [28].
При этом у самок повреждения мозга развивались

that, as noted above, death of neurons was not
found in sector СА4 of hippocampus in female
rats. The data provide an evidence that activation
of GRP78 expression may be one of the factors
protecting neurons from death. Data about inter-
relation of BDNF and GRP78, and, in particular,
during ischemia-caused stress of endoplasmatic re-
ticulum [24—26] evidence in favor of this hypot-
hesis. 

The possibility of neurons protection during
activation of expression of one of neuroprotective
factors in the absence of changes in others was shown
by us earlier. It turned out that intensification of
BDNF expression (use of nerve growth factor mime-
tic GK-2) assisted prevention of postresuscitation
death of neurons, though the level of other neuropro-
tectors — neutrophin NT4 and basic growth factor
FGFb — did not increase [27]. 

The present results demonstrate the gender
difference in post-resuscitation shifts in the level of
BDNF expression and neuronal death. Gender diffe-
rences in the expression and topography of postre-
suscitation brain damages were also shown by us
earlier [1, 28—31, 22]. Significantly, compared to
male animals, female animals were characterized by
faster neurological status recovery. For instance,
after a 12-minute cardiac arrest, neurological status
recovery in female animals was faster and by day 5 of
the postresuscitation period it resolved in 77.8% of
cases versus 27.2% in male animals [28]. At that, in
female animals, brain damages developed later and
were less manifested that in male animals. Gender
differences in orientation behavior and anxiety exi-
sting before resuscitation and persistent during the
postresuscitation period were also detected [28].

Gender differences in ischemic brain damage
were also found in rats after occlusion of medial ce-
rebral artery. It turned out that in male rats and
sprayed female rats the sizes of brain infarction in
cortex and caudoputamen region were larger than
in intact female rats [32]. Higher sensitivity of male
brain to ischemia was shown using lines of rats with
diabetes and spontaneous hypertension as well as in
different ischemia models. The reasons for this phe-
nomenon stem from hormone-independent mecha-
nisms of ischemic cell damage and factors related to
gender [2]. Interestingly, gender peculiarities of
nervous cell death mechanisms were found on cul-
tures bare of sex hormones. For instance, cultured
dopaminergic neurons from 14-day female embryos
were tolerant to exposure by toxic concentration of
dopamine, and their surviving was doubled than in
males [33]. Male cells were more sensitive to gluta-
mate and peroxynitrite; however, the action of oxi-
dants, such as H2O2, did not depend on gender of
animals [34]. Data show that the brain of male and
female animals is not equally sensitive to ischemia.
At the same time, these differences manifest already
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позднее и были выражены меньше, чем у самцов.
Выявлены также половые различия ориентиро-
вочно-исследовательского поведения и тревожно-
сти, существующие до реанимации и сохраняю-
щиеся в постреанимационном периоде [28].

Гендерные различия в ишемическом по-
вреждении мозга выявлены также после окклю-
зии средней мозговой артерии у крыс. Оказалось,
что у самцов и у овариоэктомированных самок
размеры инфаркта мозга в коре и каудопутамене
были больше, чем у интактных самок [32]. Более
высокая чувствительность мозга самцов к ишемии
показана на линиях крыс с диабетом и спонтанной
гипертензией, а также на разных моделях ишемии.
Причины этого феномена обсуждаются как с
точки зрения гормононезависимых механизмов
ишемического повреждения клеток, так и с учетом
факторов, связанных с половой принадлежностью
организма [2]. Интересно, что гендерные особен-
ности механизмов гибели нервных клеток выявле-
ны на культурах, лишенных половых гормонов.
Так, культивируемые дофаминергические нейро-
ны от 14-дневных эмбрионов женского пола были
толерантны к экспозиции токсической концентра-
ции дофамина, и их выживаемость была вдвое
больше, чем мужских [33]. Мужские клетки были
более чувствительны к глутамату и пероксинит-
риту, однако воздействие оксидантов, таких как
H2O2 не зависело от пола [34]. Приведенные
факты свидетельствуют о том, что мозг самцов и
самок неодинаково чувствителен к ишемии. В то
же время, эти различия проявляются уже в ран-
нем онтогенезе, т.е. еще до проявления влияния
половых гормонов. Кроме того, гендерные разли-
чия ишемического повреждения выявляются не
только в областях мозга, связанных с репродук-
тивной функцией, но и в других его отделах [35].
Следовательно, половой диморфизм ишемическо-
го повреждения мозга обусловлен не только поло-
выми гормонами, но связан также с различиями
молекулярных механизмов повреждения клеток.
Так, известно, что NO-синтаза играет важную
роль в инициации ишемической гибели клеток.
Однако, отсутствие ее активности у нокаутных
самок или при фармакологическом подавлении
приводит к парадоксальному увеличению разме-
ров инфаркта после окклюзии средней мозговой
артерии [36]. Показаны также гендерные разли-
чия реакции на активацию фермента поли(АДФ-
рибоза) полимеразы (PARP). У самцов после эк-
сайтотоксического или ишемического воздей-
ствия PARP гиперактивируется и усиливает ги-
бель клеток. Однако у самок отсутствие активно-
сти этого фермента (нокаутные самки или подав-
ление PARP) приводит к значимому увеличению
ишемического повреждения мозга после окклю-
зии средней мозговой артерии в отличие от пере-
несших аналогичное воздействие самцов [36]. 

during early ontogenesis, i.e. before the effects of
sex hormones appears. Besides, gender differences
in sensitivity to ischemic brain damage were found
not only in brain regions contributed to the repro-
ductive function, but in other regions as well [35].
Hence, sexual dimorphism of ischemic brain dama-
ge is determined not only by sex hormones, but is
also related to differences in the molecular mecha-
nisms of cell damage. For instance, NO-synthase is
known to play an important role in the initiation of
ischemic cell death. However, absence of its activity
in knockout female animals or in case of pharmaco-
logical suppression leads to paradoxical increase of
the size of infarction after occlusion of median ce-
rebral artery [36]. Gender differences of response to
activation of enzyme poly(ADP-Ribose) Polymera-
se (PARP) were also shown. In male animals after
excitotoxic or ischemic effect, PARP becomes hype-
ractivated and intensifies death of cells. However,
in female animals, absence of the enzyme's activity
(knockout female animals or suppressed PARP) re-
sults in a considerable increase of the ischemic
brain damage after occlusion of medial cerebral ar-
tery in contrast to male animals exposed to the
same effect [36]. 

Apoptosis development differences may also
be one of hormone-independent mechanisms of
gender peculiarities of ischemic cell damage. It was
shown [8], that during the early postnatal period,
in neurons of median preoptic nuclei (MPNc) and
anteroventral periventricular nuclei (AVPV) of
hypothalamus, the level of Bcl-2 and Bad in female
animals is smaller than in male animals whereas the
level of Bax is larger. Gender differences were also
identified in the number of caspase-3-positive cells:
in AVPV, their quantity was smaller in female ani-
mals than in male animals whereas in MPNc it was
greater.

Existence of gender peculiarities in specific
mechanisms of ischemic brain damage demonstrate
that the effectiveness of neuroprotective therapy
may differ in animals of different sex, too. Indeed,
during subarachnoid hemorrhage, application of an-
tioxidant tirilazad (nom-hormone 21-amino ste-
roid) was more effective in males that in females
[37]. Similarly thereto, post-trauma hypothermia
reduced brain damage and subsequent dropout of
neurons in males, but not in females [38]. It was
also established [39], that brain damage caused by
neonatal hypoxia was less manifested in females.
However, use of selective inhibitor of necroptosis
(drug Neurostatin-1) prevented development of da-
mages in males only. Earlier, we have also establis-
hed gender differences in efficacy of experimental
therapy after cardiac arrest of equal duration in
rats. Treatment with  hormonal drug Gynodian
Depot (estradiol with dehydroepiandrosterone)
prevented death of neuronal  cells only in male ani-
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Одним из гормонально независимых меха-
низмов гендерных особенностей ишемического
повреждения клеток могут быть также отличия в
развитии апоптоза. Так, показано [8], что в ран-
нем постнатальном периоде в нейронах медиаль-
ного преоптического (MPNc) и антеровентраль-
ного перивентрикулярного (AVPV) ядер гипота-
ламуса уровень Bcl-2 и Bad у самок меньше, чем у
самцов, а уровень Bax- больше. Половые разли-
чия выявлены также и в числе каспаза-3-позитив-
ных клеток: в AVPV их у самок было меньше, чем
у самцов, а в MPNc — больше.

Наличие гендерных особенностей в специфи-
ческих механизмах ишемического повреждения
мозга свидетельствует о том, что у животных разно-
го пола может различаться и эффективность нейро-
протективной терапии. Действительно, при суб-
арахноидальном кровоизлиянии применение анти-
оксиданта тирилазада (негормональный 21-амино-
стероид) было более эффективным у мужчин, чем у
женщин [37]. Аналогично этому, посттравматиче-
ская гипотермия уменьшала повреждение мозга и
последующее выпадение нейронов у самцов, но не у
самок [38]. Установлено также [39], что вызванное
неонатальной гипоксией повреждение мозга было
менее выраженным у самок. Однако, применение
селективного ингибитора некроптоза (препарат
нейростатин-1) предупреждало развитие поврежде-
ний только у самцов. Ранее нами также были вы-
явлены половые различия в эффективности тера-
пии после остановки сердца одинаковой длительно-
сти. Так, применение гормонального препарата «Ги-
нодеан Депо» (эстрадиол с дегидроэпиандростеро-
ном) предотвращало гибель нервных клеток только
у самцов и не влияло на самок [30]. Половые разли-
чия были обнаружены и в эффективности исполь-
зования у реанимированных животных иммуномо-
дулятора панавира [31]. 

Приведенные факты свидетельствуют о по-
ловых различиях не только в механизмах повреж-
дения мозга, но также и его защиты. Ранее нами
выявлены гендерные особенности в реализации
нейропротективных свойств ряда эндогенных
нейротрофических факторов — глиального нейро-
трофического фактора GDNF [20,21], глюкозоре-
гулируемого белка GRP78 [22], а также белков
теплового шока семейства HSP70 [40]. Результа-
ты настоящей работы свидетельствуют о наличии
половых особенностей постишемической экспрес-
сии BDNF. Гендерные различия экспрессии
BDNF и их механизмы привлекают в последнее
время большое внимание. Так, недавно были вы-
явлены различия между мужчинами и женщина-
ми даже в циркадных ритмах уровня BDNF [41].
Установлены также половые особенности экс-
прессии BDNF и его рецептора TrkB в медиаль-
ном преоптическом ядре гипоталамуса — области
мозга, характеризующейся у хомяков половым ди-

mals and had no effect in female animals [30]. Gen-
der differences were also discovered in the effecti-
veness of using immunomodulator Panavir in resus-
citated animals [31]. 

The stated facts evidence gender differences
not only in the brain damage mechanisms, but in
the mechanisms of its protection, too. Earlier, we
have found gender peculiarities in neuroprotection
by a number of endogenous neurotrophic factors —
Glial Cells Derived Neutrophic Factor (GDNF)
[20, 21], Glucose Regulated Protein GRP78 [22],
and heat-shock proteins of HSP70 family [40]. The
present results display the existence of gender diffe-
rences at the level  of the post-ischemic expression
of BDNF. Gender differences of BDNF expression
and their mechanisms had attracted much attention
lately. Recently, differences between men and
women were found even in circadian rhythms of
BDNF level [41]. Gender differences were also
shown in the expression of BDNF and its receptor
TrkB in median preoptic nucleus of hypothalamus
— the brain region characterized in hamsters by se-
xual dimorphism and control of sexual behavior in
male animals [42]. It was shown that in male rats
brain tissue, BDNF expression was higher than in
female rats. Gender differences in the BDNF gene
expression and its regulation by estrogen in diffe-
rent sectors of hippocampus in newborn rats were
established [43]. It turned out that in sector СА1 of
hippocampus and dentate gyrus, the level of BDNF
expression in male animals was higher than in fema-
le animals. Exogenous administration of estradiol
resulted in opposite shifts of BDNF expression in
these sectors: in СА1, increase was observed, and in
dentate gyrus — decrease. 

The above factors show an existence of gen-
der differences in BDNF expression both in norm
and under different influences. Sex hormones are
important for the regulation of BDNF expression
in brain. Effect of androgens on the structural and
functional condition of hippocampus was discove-
red. It was shown that following castration by
orchiectomy, the absence of androgens in male ani-
mals is compensated by BDNF modulation of
mossy fibers, whereas testosterone annuls this ef-
fect [44]. Regulation of BDNF expression by
estrogens and estradiol interaction with BDNF
and its receptors are intensively discussed [45,
46]. It is pointed out that hormonal disorders du-
ring the fetus development period might lead to
abnormal shifts of BDNF expression. Interesting-
ly, the brain regions studied by us in this paper —
cerebellum and hippocampus — are among most
influenced by estrogens during development [47,
48]. The issue of gender peculiarities of BDNF ex-
pression becomes especially because of the role of
the BDNF in neurological and mental illnesses
[49, 50]. Sex hormones were shown to modulate
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морфизмом и контролирующем у самцов половое
поведение [42]. Показано, что в ткани мозга у сам-
цов экспрессия BDNF выше, чем у самок. Выявле-
ны гендерные различия экспрессии гена BDNF и
ее регуляции эстрогеном в разных отделах гиппо-
кампа у новорожденных крыс [43]. Оказалось, что
в секторе СА1 гиппокампа и в зубчатой фасции
уровень экспрессии BDNF у самцов был выше,
чем у самок. Экзогенное введение эстрадиола при-
водило к противоположным сдвигам экспрессии
BDNF в этих областях: в СА1 наблюдалось уве-
личение, а в зубчатой фасции — снижение. 

Приведенные факты свидетельствуют о на-
личии половых различий в экспрессии BDNF как
в норме, так и при различных воздействиях. По-
ловые гормоны имеют большое значение в регу-
ляции экспрессии BDNF в мозге. Выявлено влия-
ние андрогенов на структурно-функциональное
состояние гиппокампа. Показано, что при орхи-
дэктомии отсутствие андрогенов у самцов ком-
пенсируется модуляцией BDNF в системе мохо-
видных волокон, причем тестостерон отменяет
этот эффект [44]. Активно обсуждаются вопросы
о регуляции экспрессии BDNF эстрогенами, а
также взаимодействие эстрадиола с BDNF и его
рецепторами [45, 46]. При этом подчеркивается,
что гормональные нарушения в период развития
плода могут приводить к аномальным сдвигам
экспрессии BDNF. Интересно, что исследованные
нами в настоящей работе области мозга — мозже-
чок и гиппокамп — одни из наиболее подвержен-
ных влиянию эстрогенов во время развития [47,
48]. Особое значение вопрос о половых особенно-
стях экспрессии BDNF приобретает в связи с ис-
следованием неврологических и психических за-
болеваний [49, 50]. Показано, в частности, что по-
ловые гормоны модулируют уровень BDNF, в том
числе и при стрессе [45]. При этом проявляются
как гендерные, так и связанные со спецификой
нейрональных популяций особенности. Так, у ин-
тактных самок уровень BDNF в поле CA3 гиппо-
кампа был больше, чем у самцов, а в зубчатой
фасции — меньше. Стресс приводил к снижению
уровня BDNF в СА3 у животных обоего пола, а
применение эстрогена и прогестерона повышало
уровень BDNF у перенесших стресс животных. 

В целом полученные нами в настоящей ра-
боте данные свидетельствуют о наличии полово-
го диморфизма не только в ишемическом по-
вреждении мозга, но и в реализации нейропро-
тективных механизмов его защиты. Выявлены
гендерные особенности постреанимационных
сдвигов экспрессии BDNF и сопряженных с
ними процессов гибели нейронов. Исследование
половых особенностей организма дает возмож-
ность более полного понимания общих законо-
мерностей постишемического повреждения
мозга [2]. Действительно, показано, что у живот-

the BDNF level during stress [45]. In intact fema-
le animals, BDNF expression in sector CA3 of hip-
pocampus enhanced more compared to male ani-
mals and it was smaller in dentate gyrus. Stress led
to decreased BDNF level in СА3 in animals of
both genders, while application of estrogen and
progesterone increased BDNF expression in ani-
mals that had suffered stress. 

Overall, the data obtained in our study de-
monstrate the existence of sexual dimorphism not
only in ischemic brain damage, but also at the level
of neuroprotective mechanisms. Gender peculiari-
ties of post-resuscitation shifts of BDNF expres-
sion and neuronal death processes associated the-
rewith were found. The investigation of gender pe-
culiarities at a neuronal level allows better under-
standing of general regulates of post-ischemic
brain damage [2]. Indeed, it has been shown that in
animals of both gender, in neuronal populations,
highly sensitive to hypoxia only BDNF non-ex-
pressing and BDNF weakly expressing cells suffer
to death. These data  support our previous hypot-
hesis on significance of the level of BDNF expres-
sion for assuring neuronal stability during the po-
stresuscitation period. 

Conclusion 

Gender peculiarities of the development of
post-resuscitation shifts in the level of BDNF ex-
pression and neuronal death processes associated
therewith have been established. It has been shown
that after a cardiac arrest of equal duration, the post-
resuscitation shifts in the level of BDNF expression
and neuronal death processes are less manifested in
female animals than in male animals. At the same
time, both males and females demonstrate common
regularities of post-resuscitation brain changes indi-
cating a link between  the level of BDNF expression
in neurons and neuronal resistance to ischemia-re-
perfusion. The gender-related patterns of neuropro-
tection might be significant for searching the mecha-
nisms of post-hypoxia encephalopathy and develo-
ping approaches to prevent and correct this frequent
consequence of critical illness. 

The authors are grateful to T. N. Vassilieva
for the experiments of resuscitation of animals.

Experimental  Studies

ных обоего пола в высокочувствительных к гипо-
ксии нейрональных популяциях гибели подвер-
гаются только неэкспрессирующие и слабоэкс-
прессирующие BDNF клетки. Полученные
факты подтверждают развиваемое нами положе-
ние о существенном значении уровня экспрессии
BDNF для обеспечения устойчивости нейронов в
постреанимационной периоде. 
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Заключение 

Выявлены гендерные особенности развития
постреанимационных сдвигов уровня экспрессии
BDNF и сопряженных с ними процессов гибели
нейронов. Показано, что после остановки сердца
одинаковой длительности у самок постреанима-
ционные сдвиги уровня экспрессии BDNF и про-
цессы гибели нейронов выражены меньше, чем у
самцов. В то же время, у животных обоего пола
выявляются общие закономерности постреанима-
ционных изменений мозга, свидетельствующие о

взаимосвязи уровня экспрессии BDNF в нейронах
с их устойчивостью к ишемии-реперфузии. Полу-
ченные результаты представляются существенны-
ми для анализа механизмов развития постгипок-
сических энцефалопатий, а также для разработки
подходов к их профилактике и коррекции с уче-
том половых особенностей организма. 

Авторы приносят благодарность Т. Н. Ва-
сильевой за проведение экспериментов по реа-
нимации животных.
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