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Нейротрофин мозга (BDNF)  — хорошо известный регулятор 
нейрогенеза модулятор передачи сигнала в  синапсах ЦНС. При-
сутствие зрелого BDNF и  мембранных рецепторов (TrkB и  p75), 
действуя на которые, нейротрофин может запускать комплекс сиг-
нальных путей, было выявлено во всех компонентах моторных си-
напсов млекопитающих — нервном окончании, постсинаптической 
мембране мышечных волокон и перисинаптических Шванновских 
клетках [1]. В  настоящее время BDNF рассматривается как один 
из представителей разнообразного по составу семейства миокинов, 
который способен высвобождаться из мышечных волокон и функ-
ционировать как ретроградный мессенджер [2]. При этом трактов-
ка синаптических модуляторных воздействий BDNF in vivo требует 
учета возможного одновременного действия побочного продук-
та его созревания из  проBDNF  — продомена BDNF, чья сигналь-
ная роль которого только начала изучаться в моторных синапсах. 
В ЦНС продомен BDNF может играть независимую регуляторную 
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роль, влияя на  проявления долговременной синаптической пла-
стичности [3]. Недавно мы установили, что продомен BDNF ока-
зывает на синаптическую передачу в моторных синапсах действие, 
полностью противоположное эффектам зрелого нейротрофина — 
снижает частоту одноквантовых миниатюрных потенциалов кон-
цевой пластинки (МПКП) и  уменьшает амплитуду постсинапти-
ческих потенциалов, как миниатюрных, так и  многоквантовых 
ПКП, возникающих в  результате быстрой синхронной секреции 
квантов ацетилхолина при приходе пресинаптического ПД. Сни-
жение амплитуды многоквантовых ПКП под действием продомена 
BDNF реализуется не только за счет уменьшения амплитуд отдель-
ных квантов в  составе вызванных ПКП, но  и  за  счет понижения 
их квантового состава [4]. Негативное влияние на частоту МПКП 
и  квантовый состав ПКП, во‑первых, свидетельствует о  наличии 
пресинаптической компоненте у  тормозного действия продомена 
BDNF на  квантовую секрецию ацетилхолина, а, во‑вторых, могло 
быть связано с уменьшением пресинаптического входа ионов Ca2+ 
за счет возрастания активности пресинаптических K+-каналов. Мы 
установили, что тормозное действие продомена BDNF в  наномо-
лярной концентрации реализуется за счет активации им рецептор-
ного комплекса p75/сортилин и запуска Rho-киназного сигнального 
каскада, направленного на стимулирование (за счет активности ри-
анодиновых рецепторов пресинаптических Ca 2+-депо) Ca 2+-активи-
руемых K+-каналов низкой проводимости (SK) и G‑белок сцеплен-
ных калиевых каналов входящего выпрямления (GIRK) [4]. GIRK 
требуют дуальной активации — за счет их взаимодействия с мем-
бранным фосфолипидом PIP2 (на увеличение его уровня, вероятно, 
направлен запускаемый продоменом BDNF Rho-киназный сигналь-
ный путь) и βγ-субъединицами Gi-белков [5]. В моторных синапсах 
млекопитающих наличествует целый ансамбль пресинаптических 
метаботропных рецепторов, сопряженных c Gi-белками. К  чис-
лу наиболее вероятных кандидатов можно отнести мускариновые 
M2‑холинорецепторы, аденозиновые А1‑рецепторы и Р2Y13‑пури-
норецепторы. Необходимо было установить, какие именно из них 
вовлечены в  реализацию негативного действия продомена BDNF 
на нервно-мышечную передачу?

Объектом исследования были нервно-мышечные препараты 
диафрагмы взрослых мышей линии C57/Bl6 обоих полов. Регистра-
цию спонтанной секреции квантов ацетилхолина (МПКП) и  бы-
строй синхронной многоквантовой секреции (ПКП) проводили 

с помощью внутриклеточных микроэлектродов. Перед регистраци-
ей вызванной активности (при стимуляции нерва с частотой 50 Гц 
в течение 1 с стимулами длительностью 0.08—0.1 мс) для предот-
вращения сокращения мышечных волокон их частично рассекали. 
Данный паттерн стимуляции (короткие высокочастотные залпы) 
использовали, потому что это напоминает паттерн разрядки мо-
тонейронов, иннервирующих дыхательную мускулатуру, и кванто-
вая секреция в данном случае проявляет характерные компоненты 
кратковременной синаптической пластичности. Регистрацию си-
наптической активность проводили с  использованием усилителя 
Neuroprobe Amplifier Model 1600 (A‑M Systems) и  аналого-цифро-
вой преобразователя Е‑154 (L—Card) с  интерфейсом PowerGraph 
6.0. Для анализа данных использовали программное обеспечение 
MiniAnalysis (Synaptosoft), последующую статистическую обработ-
ку проводили в GraphPad Prism 8. В каждой серии экспериментов 
использовали не менее трех нервно-мышечных препаратов. В кон-
троле регистрировали активность не менее 5 разных синапсов. За-
тем в перфузионный раствор добавляли определенные фармаколо-
гические препараты и регистрировали активность разных синапсов 
на протяжении 40—60 мин. Анализировали изменения мембранно-
го потенциала мышечных волокон, амплитудно-временные харак-
теристики МПКП и  ПКП. Проводили расчёт квантового состава 
ПКП с использованием корректировки амплитуд ПКП на нелиней-
ную суммацию. Нормальность распределения значений параме-
тров в выборках оценивали с использованием критерия Д’Агости-
но-Пирсона. Применяли t‑критерий Стьюдента при сравнении нор-
мально распределенных величин параметров МПКП и ПКП, в ином 
случае — критерий Манна-Уитни. Двухфакторный дисперсионный 
анализ с апостериорным критерием Тюки использовали при срав-
нении изменений амплитуд и квантового состава ПКП в коротких 
залпах. Данные представлены в виде среднего ± стандартная ошиб-
ка среднего, уровень значимости p = 0.05.

Сначала мы проверяли возможную роль активности мускари-
новых M2‑холинорецепторов в  качестве коактиватора GIRK при 
действии продомена BDNF. Ингибитор M2‑холинорецепторов ме-
токтрамин (0.1 мкМ) вызывал равномерное увеличение амплитуд 
и  квантового состава каждого ПКП в  коротком высокочастотном 
залпе по сравнению с контролем, не оказывая влияния на ампли-
тудно-временные характеристики МПКП. Данные изменения мог-
ли свидетельствовать о вовлечении в регуляцию выброса квантов 
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ацетилхолина Ca 2+-каналов L‑типа [6]. Действительно, метоктра-
мин-индуцированное усиление вызванного выброса ацетилхолина 
полностью предотвращалось под действием нитрендипина (1 мкМ) 
-блокатора этого типа Ca 2+-каналов, который сам по себе не влияет 
на амплитуду и квантовый состав ПКП в залпах. При этом в присут-
ствии метоктрамина и нитрендипина продомен BDNF полностью 
сохранил способность угнетать квантовую секрецию ацетилхолина.

Совокупность полученных данных свидетельствует, во‑первых, 
о том, что мускариновые М2‑холинорецепторы вовлечены в нега-
тивную регуляцию активности пресинаптических Ca 2+-каналов 
L‑типа, обеспечивая их «замаскированное» состояние в  нормаль-
ных условиях работы моторных синапсов, а во‑вторых, M2‑холино-
рецепторы не сопряжены с GIRK и не участвуют в их ч стимулиро-
вании под действием продомена BDNF.

Ранее мы показали, что тормозное влияние на  вызванный вы-
брос ацетилхолина со  стороны пуринорецепторов (А1  и  P2Y13) 
требует функционирования каналов, образованных паннексином 1 
(паннексонов), в качестве дополнительному к везикулярному источ-
ника синаптической АТФ [7]. Кроме того, в моторных синапсах мы-
шей, нокаутных по гену паннексина1, и имеющих нормальные харак-
теристики квантовой секреции АХ [8], продомен BDNF утрачивал 
способность ее угнетать [4]. Недавно мы выявили, что фармакологи-
ческое блокирование паннексонов пробенецидом (1 мМ) не приво-
дит к изменениям параметров вызванной многоквантовой секреции 
ацетилхолина в моторных синапсах мышей дикого типа [8]. Однако, 
как и в нервно-мышечных синапсах мышей, нокаутных по гену пан-
нексина1, при заблокированных пробенецидом паннексонах в  мо-
торных синапсах мышей дикого типа продомен BDNF полностью 
утрачивал способность уменьшать амплитуды МПКП и ПКП и сни-
жать квантовый состав ПКП в коротких ритмических залпах.

Эти данные говорят о том, что для вовлечения GIRK в регуля-
цию квантовой секреции ацетилхолина в  моторных синапсах под 
действием продомена BDNF необходимо адекватное функциониро-
вание компонентов пуринергической модулирующей системы. Нам 
оставалось выяснить, эндогенная активация каких пуринорецепто-
ров — P2Y13 или A1 — в условиях залповой активности моторных 
синапсов будет обеспечивать GIRK-опосредованное тормозного 
действия продомена BDNF? Нами было установлено ранее, что ин-
гибирование P2Y13‑рецепторов MRS2211 (10 мкМ) приводит к рав-
номерному увеличению амплитуд ПКП по  всему ходу коротких 

залпов — за счет возрастания квантового состава ПКП [6]. В ходе 
текущего исследования мы установили, что активность P2Y13‑ре-
цепторов, как и мускариновых M2‑холинорецепторов, направлена 
на  предотвращение вовлечения в  регуляцию квантовой секреции 
АХ Ca 2+-каналов L‑типа — потенцирующее действие MRS2211 в от-
ношении вызванного выброса ацетилхолина предотвращалось 
нитрендипином. Однако продомен BDNF при ингибировании 
P2Y13‑рецепторов MRS2211  и  заблокированных нитрендипином 
Ca 2+-каналах L‑типа эффективно проявлял свое тормозное влияние 
на квантовую секрецию АХ — угнетал как амплитуду постсинапти-
ческих потенциалов, так и квантовый состав ПКП. Таким образом, 
мы убедились, что, несмотря на присутствие в моторных синапсах 
мыши P2Y13‑рецепторов, их активность и  физиологическую зна-
чимость как негативных регуляторов выброса ацетилхолина, они 
не сопряжены с активацией GIRK и комплексным торможением се-
креции ацетилхолина под влиянием продомена BDNF.

Уже известно, что А1‑рецепторы, благодаря их активации эндо-
генным аденозином, тормозят квантовую секрецию АХ и препят-
ствуют вовлечению Ca 2+-каналов L‑типа [6,7]. В данной работе нега-
тивное действие продомена BDNF в отношении квантовой секреции 
АХ полностью предотвращалось при блокировании А1‑рецепторов 
DPCPX (100 нМ) в присутствии нитрендипина (1 мкМ) — значения 
амплитуд МПКП и ПКП и квантового состава ПКП в коротких зал-
пах статистически значимо не отличались от таковых в контроле.

Таким образом, проведенные нами исследования впервые по-
казали, что эндогенная активация именно пресинаптических аде-
нозиновых A1‑рецепторов, давно известных в качестве тормозящих 
нервно-мышечную передачу в  моторных синапсах млекопитаю-
щих, необходима для реализации комплексного механизма угнете-
ния квантовой секреции ацетилхолина под действием продомена 
BNDF. Предотвращение активации только этих пуринорецепто-
ров  — за  счет их прямого ингибирования или непрямого сниже-
ния их активности (за счет фармакологического или генетического 
«выключения» паннексинового источника синаптических пури-
нов) — устраняет негативное влияние продомена BDNF на параме-
тры квантовой секреции ацетилхолина в моторных синапсах мыши.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ в рамках науч-
ного проекта 22—25—00111.
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COUPLING OF PRESYNAPTIC METABOTROPIC 
RECEPTORS AND GIRK POTASSIUM CHANNELS 

DURING REGULATION OF QUANTAL 
NEUROTRANSMITTER RELEASE BY BDNF 
PRODOMAIN IN MOUSE MOTOR SYNAPSES

Gaydukov A. E. 1, Molchanova A. I. 1

1 M. V. Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia

Abstract: Endogenous activation of presynaptic adenosine A1  receptors, 
but not P2Y13 receptors or M2 cholinergic receptors, is necessary for stimulation 
of GIRK channels under the action of the BDNF prodomain in motor synapses, 
leading to complex inhibition of acetylcholine quantal release.

Key words: neuromuscular junction, BDNF prodomain, GIRK, pannexin, 
adenosine.
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Аннотация. Окисление мембранного холестерина является призна-
ком окислительно-восстановительного дисбаланса и может сопровождать 
нейродегенеративные заболевания. Применение электрофизиологических 
и оптических подходов показало, что ферментативное окисление холесте-
рина способно влиять на нервно-мышечную передачу.

Ключевые слова: холестериноксидаза, синапс, везикулярный цикл, ли-
пидные рафты, скелетная мышца.

Холестерин является важной составляющей клеточных мем-
бран. Его высокое содержание в мембранах синаптических везикул 
обеспечивает способность данных мембран быстро деформиро-
ваться [1, 2, 3]. Также холестерин является ключевым компонентом 
липидных рафтов, которые, вероятно, концентрируют некоторые 
экзоцитозные и  регуляторные белки [4, 5, 6]. Помимо своей роли 
в поддержании структуры и функционировании мембран, холесте-
рин посредством ферментативных и окислительных реакций преоб-
разуется в различные оксистерины с гидроксилированием в боковой 
цепи или в стероидных кольцах; последние могут нарушать упаков-
ку липидов. Одним из таких оксистеринов является 4‑холестен‑3‑он 
(холестенон), высокая концентрация которого обнаружена у пациен-
тов с болезнью Альцгеймера и церебротендинозным ксантоматозом. 
Этот плохо разлагаемый оксистерин является продуктом реакции, 
катализируемый холестериноксидазой (ХО), которая является бак-

териальным ферментом, необходимым для вирулентности. У  мле-
копитающих амилоидный пептид β и его агрегат в комплексе с Cu 2+ 
могут превращать холестерин в холестенон. Усиленное образование 
амилоидного пептида β происходит в синапсах, в том числе в нерв-
но-мышечном соединении, при старении и болезни Альцгеймера [7, 
8]. Вместе с  Cu 2+ амилоидный пептид β может концентрироваться 
в пресинаптических везикулах, мембраны которых богаты холесте-
рином [8—11]. Соответственно, окисление холестерина плазмалем-
мы и  мембраны синаптических везикул может быть важным фак-
тором синаптической дисфункции из-за накопления амилоидного 
пептида β. В данной работе мы изучили действие ферментативного 
окисления мембранного холестерина c использованием холестери-
ноксидазы на синаптическую передачу в диафрагме мыши.

Превращение холестерина в  холестенон сопровождается эк-
вивалентным увеличением продукции перекиси водорода. Набор 
Amplex Red показал увеличение флуоресценции резоруфина (про-
дукт окисления реагента Amplex Red за счет Н2 О2) при аппликации 
ХО. Окисление холестерина может влиять на  свойства мембраны, 
а именно на формирование липидных рафтов и упаковку липидного 
бислоя. С  применением различных флуоресцентных меток (субъе-
диница B холерного токсина, F2N12S, Image-iT BODIPY 581/591 C11, 
22NBD-холестерин) было показано, что ХО в низких концентрациях 
(0,2  ед/мл) может действовать преимущественно на  синаптические 
мембраны, вызывая нарушение упорядоченности липидов. В более 
высокой концентрации (2 ед/мл) ХО также влияет и на внесинапти-
ческую мембрану и приводит к перекисному окислению липидов.

Результаты электрофизиологических экспериментов показали, 
что ХО в  низких концентрациях оказывал незначительное влия-
ние на  спонтанное и  вызванное высвобождение нейромедиатора 
(в  условиях низкочастотной активности), тогда как более высо-
кие концентрации ХО усиливали спонтанный выброс и, вероятно, 
имели эффект на  постсинаптические процессы. Умеренно- и  вы-
сокочастотная активность вызывает массивную мобилизацию си-
наптических пузырьков в активные зоны. Эти везикулы относятся 
к  «быстро» и  «медленно» мобилизуемым пулам [12]. Как умерен-
но-, так и высокочастотная стимуляция приводила к двухфазному 
снижению квантового состава: выделение нейромедиатора быстро 
снижалось в течение первых секунд, а затем стабилизировалось при 
частоте 20 Гц или постепенно снижалось при частоте стимуляции 
70  Гц. Если сравнивать выделение квантов нейромедиатора при 
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20 и 70 Гц стимуляции в условиях инкубирования с низкой концен-
трацией ХО, то при выделяется больше квантов после воздействия 
ХО. Этот эффект сильнее выражен при 70 Гц активности. ХО в вы-
сокой концентрации оказывал одинаковое усиливающее влияние 
на высвобождение нейромедиатора как при 20 Гц активности, так 
и при 70 Гц. Следовательно, окисление плазмалеммального холесте-
рина может потенцировать квантовое высвобождение нейромедиа-
тора во время интенсивной активности. Вероятно, в этих условиях 
усиливается мобилизация синаптических везикул.

Наблюдение за  динамикой выгрузки экзоцитозного маркера 
FM1—43 выявило, что обработка ХО в обеих концентрациях усили-
вает высвобождение красителя при 20 Гц активности, что указыва-
ет на усиление рекрутирования синаптических везикул в экзоцитоз 
в результате окисления мембранного холестерина. Интересно, что 
при стимуляции с  частотой 70  Гц превалирует экзоцитоз по  типу 
«kiss-and-run». Использование SR101, гидрофильного проникающе-
го через поры слияния тушителя флуоресценции FM1—43, показа-
ло, что ХО увеличивает выгрузку красителя FM1—43 при высоко-
частотной стимуляции (70 Гц), в том числе, за счет переключения 
режима экзоцитоза с «kiss-and-run» на «full-fusion».

Чтобы проверить влияние окисления холестерина мембран си-
наптических везикул на нейропередачу, аппликация ХО сочеталась 
со стимуляцией двигательного нерва с частотой 20 Гц в течение 3‑х 
минут (в данных условиях фермент получает доступ к мембранам 
синаптических везикул, встроенных в пресинаптическую мембра-
ну в ходе экзоцитоза везикул и до их эндоцитоза). В результате мы 
наблюдали угнетение высвобождение нейромедиатора и снижение 
выгрузки красителя FM1—43 при высокочастотной активности при 
аппликации обеих концентраций, что свидетельствует о  том, что 
окисление специфически везикулярного холестерина ингибирует 
участие синаптических везикул в вызванном экзоцитозе.

Таким образом, окисление холестерина плазматической мем-
браны увеличивает мобилизацию синаптических везикул во  вре-
мя умеренной и высокочастотной активности, однако наблюдается 
противоположный эффект при окислении холестерина мембраны 
синаптических везикул. Следовательно, окислительно-восстанови-
тельный статус холестерина, вероятно, имеет важное значение для 
регуляции синаптической передачи на пресинаптическом уровне.

Работа поддержана грантом РНФ № 23-75-10022.
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Annotation. Membrane oxidation of cholesterol is a sign of redox imbalance 
and may accompany neurodegenerative disorders. Using of electrophysiological 
and optical approaches has shown that the enzymatic oxidation of cholesterol can 
affect neuromuscular transmission.
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В экспериментах с использованием хронической модели крысы и острой 
децеребрированной кошки была изучена сайт-специфичность нейромодуля-
ции детрузора и наружного уретрального сфинктера при эпидуральной элек-
трической стимуляции (ЭЭС) спинного мозга. Полученные результаты могут 
быть использованы для разработки новых нейромодуляционных подходов 
для коррекции нарушений работы нижних мочевыводящих путей.

Ключевые слова: нейромодуляция, нижние мочевыводящие пути, 
травма спинного мозга, уродинамика

Нарушения функции нижних мочевыводящих путей, включая 
детрузорно-сфинктерную диссинергию и  синдром гиперактивного 
мочевого пузыря, широко распространены среди пациентов с невро-
логическими заболеваниями. Для ведения таких пациентов предло-
жены хирургические и фармакологические подходы, которые снижа-
ют выраженность симптомов и вероятность возникновения ослож-
нений. Однако на сегодняшний день не существует эффективного ле-
чения нейрогенного мочевого пузыря и восстановления нормальной 
функции мочеиспускания. В нескольких экспериментальных сериях 
с использованием хронической модели крысы и острой децеребриро-
ванной кошки была изучена сайт-специфичность нейромодуляции 
детрузора и наружного уретрального сфинктера при эпидуральной 
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электрической стимуляции (ЭЭС) спинного мозга. На обеих экспе-
риментальных моделях было получено, что активация детрузора 
возникает при стимуляции нижних грудных и верхних поясничных 
сегментов спинного мозга. Наиболее высокая амплитуда рефлектор-
ных ответов наружного уретрального сфинктера была характерна 
при стимуляции сакральных отделов. Полученные результаты могут 
быть использованы для разработки алгоритмов нейромодуляции 
(например, при использовании нейропротезов) пациентов с уроло-
гическими нарушениями после ТСМ.
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In experiments using a rat chronic model and an acute decerebrated cat, the 
site-specificity of neuromodulation of the detrusor and external urethral sphincter 
was studied during epidural electrical stimulation (EES) of the spinal cord. The 
obtained results can be used to develop new neuromodulation approaches for the 
correction of disorders of the lower urinary tract.

Key words: neuromodulation, lower urinary tract, spinal cord  injury, 
urodynamics
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Двигательные расстройства представляют собой сложную 
группу неврологических состояний, характеризующихся избыточ-
ными (гиперкинетическими) или ослабленными (гипокинетиче-
скими) движениями. Несмотря на  широкую распространенность 
двигательных расстройств, нейрофизиологические механизмы 
этих болезней остаются неизвестными.. В  случае неэффективно-
сти консервативной терапии наиболее успешным методом лечения 
являются нейрохирургические операции по имплантации электро-
дов для хронической стимуляции глубинных структур мозга (Deep 
Brain Stimulation, DBS). Наиболее распространной хирругической 
мишенью для лечения болезни Паркинсона является субтламиче-
ское ядро (STN). Кроме того, эмпирически установлено, что стиму-
ляция внутреннего сегмента бледного шара (GPi) помогает как при 
гипокинетическом расстройстве (Болезнь Паркинсона), так и при 
гиперкинетическом заболевании (дистония). Этот парадокс оста-
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ется до сих пор не объясненным в рамках существующих моделей 
двигательного контроля.

Электрофизиологические микро- и  макроэлектродные иссле-
дования позволяют не только визуализировать подкорковые струк-
туры мозга, но и изучать патологические паттерны нейронной ак-
тивности. Эти исследования позволили показать, что повышенная 
бета активность является электрофизиологическим “биомаркером” 
болезни Паркинсона [1], а тета-альфа активность — “биомаркером” 
дистонии [2].

В наших работах мы исследовали сигнатуры патологической 
активности бледного шара от  отдельных нейронов до  нейронных 
популяций. Мы показали, что помимо бета пиков в локальных по-
тенциалах некоторых пациентов обнаруживаются дополнительно 
спектральные моды в альфа диапазоне. Оказалось, что эти пациен-
ты имели значимо большее значение брадикинезии и имели значимо 
более низкий клинический эффект от DBS стимуляции [3]. Кроме 
того, мы обнаружили, что параметры паузно-пачечного типа нейро-
нов, расположенных преимущественно в  дорсальных отделах суб-
таламического ядра, показали выраженную корреляцию с тяжестью 
клинических симптомов болезни Паркинсона [4]. Исследование 
пациентов с цервикальной дистонией позволило выявить корреля-
цию параметров нейронной активности бледного шара с клиниче-
ским эффектом от DBS стимуляции [5]. Кроме того, мы показали, 
что у  пациентов с  выраженной асимметрией активности бледного 
шара может быть эффективна односторонняя DBS стимуляция [6]. 
Исследование нейронных реакций интерстициального ядра Кахала 
и  бледного шара позволили получить экспериментальное доказа-
тельство интегративной модели цервикальной дистонии, согласно 
которой происходит дисфункция обратной связи нейронного инте-
гратора, регулирующего положение головы в пространстве [7].

В целом результаты наших исследований показали, что для 
персонификации и  повышения эффективности DBS стимуляции 
необходимо учитывать электрофизиологические особенности ак-
тивности мозга пациентов с двигательными нарушениями с учетом 
их индивидуальной клинической картины.
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ветствии с теорией наблюдалась характерная с точки зрения локализации 
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Текст:
В последние десятилетия взаимодействие между мозгом и вну-

тренними органами стало предметом усиленного изучения. Иссле-
дования показали, что внутренние органы, являясь электрически-
ми пейсмейкерами, могут влиять на активность мозга [1, 2]. Пред-
полагается, что эта связь между мозгом и внутренними органами 
играет важную роль в  гомеостатической и  аллостатической регу-
ляции организма. Важным наблюдением оказалось то, что вызван-
ные ответы коры на стимуляцию внутренних органов наблюдались 
исключительно в  глубокой стадии сна, что заложило основу для 
формулировки висцеральной теории сна И. Н. Пигарева [3]. Теория 
предполагает, что нейроны коры, в состоянии бодрствования обра-
батывающие сигналы от внешней среды, в состоянии глубокого сна 
переключаются на обработку сигналов от внутренних органов, что 

обеспечивает стабилизацию их функционирования. Описываемое 
исследование было призвано впервые изучить активность мозга 
людей во время стимуляции внутренних органов в различных ста-
диях сна и бодрствования.

В рамках эксперимента осуществлялась регистрация маг-
нитоэнцефалографии (МЭГ) трех здоровых участниц во  время 
сна. Перед экспериментом они принимали таблетку автономно-
го электростимулятора ЖКТ «Sibirium-Fe», обеспечивающую 
периодическую стимуляцию кишечника. Регистрация МЭГ про-
водилась в  состоянии бодрствования перед приемом таблетки 
и в течение нескольких часов в состоянии сна после приема. Ста-
дии сна определялись с  помощью автоматизированного класси-
фикатора [4]. После выделения эпох, связанных со  стимуляци-
ей, был проведен анализ вызванной активности и  реконструкция 
этой активности в  пространстве источников с  использованием 
статистической обработки на  основе пермутационных тестов. 
В результате исследования была выявлена значимая вызванная 
активность, возникающая в ответ на стимуляцию, в трех стадиях 
сна (N1, N2, N3), но не в состоянии бодрствования. Эта активность 
включала ранние ответы в  течение 0.5  секунды после окончания 
стимуляции, поздние ответы за  1—0.5  секунд до  начала стимуля-
ции, а также медленные ответы, напоминающие SCP (slow cortical 
potentials). Основные области вызванных ответов находились в ви-
сочных, теменных и центральных сенсорных зонах. Наиболее выра-
женные вызванные ответы были обнаружены в стадии медленного 
сна (N3). Они характеризовались большей латерализованностью 
в сравнении с ответами, наблюдавшимися в более ранних стадиях 
сна и локализующихся в субпариетальных регионах.

В рамках исследования были обнаружены свидетельства кор-
тикальной обработки висцеральных сигналов ЖКТ человека 
во время глубокого сна. Активация обнаруженных областей мозга, 
включих островок, среднюю фронтальную извилину и предклинье, 
может свидетельствовать о  перераспределении функций во  сне. 
Также динамика обнаруженных ответов может свидетельствовать 
о том, что медленные волны, характерные для глубокого сна, могут 
модулироваться висцеральной стимуляцией и участвовать в гомео-
статической обработке. Несмотря на то что полученные результаты 
находятся в соответствии с висцеральной теорией сна, ряд методи-
ческих ограничений (среди которых возможность наличия вторич-
ных медленноволновых артефактов на  МЭГ, порождаемых меха-
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ническим перемещением таблетки и  др.) требует дополнительной 
валидации экспериментального дизайна, чему и будут посвящены 
дальнейшие исследования.
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Благодаря развитию генно-инженерных подходов появились 
синтетические нейротехнологии. К  таким технологиям относятся 
молекулярные инструменты на  основе природных или генно-ин-
женерных белков с уникальными свойствами, которых в норме нет 
в клетках мозга. Доставив такие белки в мозг и используя их уни-
кальные свойства, мы можем управлять работой мозга посредством 
манипулирования функциями и метаболизмом отдельных клеток. 
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Наиболее яркими примерами таких синтетических нейротехноло-
гий являются опто-, хемо- и термогенетика. Эти технологии объе-
динены общим принципом. Сначала в целевые клетки доставляется 
природный или генно-инженерный белок-актуатор, который в от-
сутствие специфического для него внешнего воздействия не прояв-
ляет своих свойств. Затем при приложении внешнего воздействия 
этот белок активируется, в результате чего в клетках запускаются 
определенные процессы, проводящие к  изменению в  функциони-
ровании клеток мозга. Внешним воздействием в случае оптогене-
тики является свет, в случае хемогенетики — биологически инерт-
ный лиганд, а в случае термогенетики — изменение температуры. 
Высокая пространственная и временная избирательность синтети-
ческих неротехнологий делает их перспективными инструментами 
для терапии и моделирования патологий мозга.

Мы используем хемогенетический инстреумент на основе ок-
сидазы D‑аминокислот (DAAO) для моделирования таких патоло-
гических состояний мозга, как возрастная деменция, а также болез-
ни Альцгеймера и Паркинсона. DAAO является стереоспецифиче-
ским ферментом, катализирующим реакцию окислительного деза-
минирования D‑аминокислот. В результате этой реакции в качестве 
побочного продукта образуется пероксид водорода, одна из самых 
стабильных молекул, относящихся к  активным формам кислоро-
да. Экспрессируя DAAO в  определенных популяциях клеток моз-
га экспериментальных животных с использованием рекомбинант-
ных аденоассоциированных вирусов и  доставляя в  ткани мозга 
субстрат DAAA В‑аминокислоту, мы создаем избыток пероксида 
водорода в клетках, воссоздавая условия изолированного окисли-
тельного стресса. Наши исследования с использованием DAAO по-
казывают, что хемогенетически вызванный окислительный стресс 
влияет на  синаптические функции нервных клеток и  кальциевую 
активность в  астроцитах. Полученные нами результаты позволя-
ют в  дальнейшем использовать инструмент на  основе DAAO для 
выяснения роли окислительного стресса клеток мозга в патогене-
зе ненаследственных форм болезней Альцгеймера и  Паркинсона, 
а  разработанные на  основе этого фермента модели на  животных 
могут быть применены для тестирования новых терапевтических 
подходов, замедляющих или предотвращающих нейродегенерацию 
при этих заболеваниях.

Возможность быстро и неинвазивно модулировать активность 
определенных групп нейронов мозга является перспективным те-

рапевтическим подходом при таких нейропатологиях, как болезнь 
Паркинсона и эпилепсия. В этой связи термогенетика на основе тер-
мочувствительного катионного канала TRPV1  человека является 
многообещающей технологией, транслируемой легко в  медицину. 
По нашим данным этот канал может быть активирован быстрыми 
нагревами клеток в  диапазоне температур ниже 43  град С. Прове-
денные нами эксперименты также показали, что нагрев нейронов 
мозга экспериментальных животных, которым был введен адено-
ассоциированный вирус с последовательностью ДНК, кодирующей 
TRPV1 человека, излучением инфракрасного лазера запускает дви-
гательную активность. Применение в будущем фокусного ультраз-
вука высокой интенсивности сделает термогенетику неинвазивным 
методом модуляции активности нервных клеток. Нами проводятся 
исследования, направленные на  демонстрацию принципиальной 
возможности подавления эпилептиформной активности путем тер-
могенетической стимуляции интернейронов, в которые была достав-
лена последовательность ДНК, кодирующая канал TRPV1 человека.

Проект поддержан Программой развития генетических техноло-
гий на 2019—2027 годы Министерства науки и высшего образования 

Российской федерации, грант № 075—15—2019—1789, а также гранта-
ми РНФ №№ 23—15—00295, 23—75—30023, № 22—22—00590.
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Аннотация. Масс-спектрометрическая визуализация является крити-
чески важной технологией, позволяющей анализировать образцы высоко-
гетерогенных тканей, получаемых из  зоны инфильтрации глиальной опу-
холи, и получать метаболический портрет клеток различных типов внутри 
одного образца.

Ключевые слова: масс-спектрометрия, глиома, молекулярное профи-
лирование, липидный метаболизм.

Существенную роль в процессе инфильтрации опухолевых кле-
ток в процессе их инфильтрации играют изменения метаболизма, 
отличающие опухолевую клетку от здоровой. Хотя общие мотивы 
этих изменений, получившие название эффекта Варбурга, хорошо 
известны, большая часть исследований проводиться использовани-
ем клеточных культур, либо модельных животных. Такой подход 
не  позволит исследовать реальный метаболический и  липидный 
профиль опухолей, растущих в физиологическом окружении и от-
личающихся широкой генетической вариабельностью, характери-
зующей опухоли человека. В  свою очередь, анализ клинического 
материала позволяет получать данные о метаболическом портрете 
опухолевых тканей с учетом их естественной биологической вари-
абельности. Однако, для анализа большого объема разнообразных 
данных требуется разработка высокопроизводительных методов 
исследования образца, что становится возможным, в  частности, 
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с  применением подходов прямой масс-спектрометрии. В  дан-
ной работе рассматривается совместное применение различных 
масс-спектрометрических подходов к  задаче исследования транс-
формации липидного состава клеточных мембран в зоне инфиль-
трации на границе глиальных опухолей человека.

В работе проводилось исследование образцов опухолевых 
тканей, иссеченных в  процессе планового нейрохирургического 
вмешательства по  резекции глиальных опухолей  III и  IV степе-
ней злокачественности в НМИЦ нейрохирургии им. ак. Н. Н. Бур-
денко. Образцы тканей подвергались высокопроизводительному 
молекулярному профилированию с  использованием метода пря-
мой масс-спектрометрии  ICE-MS, пространственно-разрешенной 
масс-спектрометрической визуализации, а также анализировались 
с  использованием тандемной жидкостной хромато-масс-спектро-
метрии. Полученные данные обрабатывались при помощи ряда ма-
тематических моделей, включая построенные с использование ме-
тодов интерпретируемого машинного обучения с целью выявления 
молекулярных сигнатур, характеризующих изменения в липидном 
составе глиальных опухолей.

Полученные результаты показывают, что в  процессе малигни-
зации в  тканях снижается содержание полиненасыщенных фосфа-
тидилхолинов. Кроме того, обнаруживается снижение содержания 
полностью насыщенных фосфатидилхолинов и одновременное сни-
жение доли фосфатидилэтаноламинов. Фосфолипиды, содержание 
которых значимо увеличивается в процессе малигнизации, представ-
лены моно- и  диненасыщенными липидами с  относительно корот-
кими жирнокислотными остатками, что подтверждает и расширяет 
предположения об  изменении липидного метаболизма в  процессе 
роста и развития глиальных опухолей, выявляемые при анализе кле-
точных культур. Наблюдаемые отличия оказываются связаны как 
непосредственно с  сокращением поступления полиненасыщенных 
жирных кислот, так и с перераспределением доступных жирных кис-
лот между фосфолипидами и триглицеридами в целях обеспечения 
опухолевых клеток энергией посредством бета-окисления липидов. 
Изучение пространственного распределения различных липидных 
маркеров позволяет глубже понять метаболические процессы, про-
исходящие в процессе инфильтрации опухоли в окружающие ткани.

Исследование выполнено за счёт средств гранта Российского науч-
ного фонда (проект № 23—69—10035).

METABOLIC ALTERATIONS DISCOVERY  
WITHIN ANAPLSTIC GLIAL TUMORS  

INFILTRATION REGIONS

Pekov S. I. 1,2,3, Sorokin A. A. 2, Derkach M. M. 2,  
Eliferov V. A. 2, Popov I. A. 2,3

1 Skolkovo Institute of Science and Technology, Moscow, Russia, 

2	 Moscow Institute of Physics and Technology, Moscow, Russia, 

3	 Siberian State Medical University, Tomsk, Russia.

Annotation. Mass spectrometry imaging is a crucial technology for investi-
gating samples of highly heterogeneous tissues from the infiltration regions of glial 
tumors, which allows for determining the metabolic portrait of cells of various 
types within a single sample.

Key words: mass spectrometry, glioma, molecular profiling, lipid metab-
olism

	



3736

УДК 577.112.6:57.053

РОЛЬ СЕЛЕКТИВНОЙ АКТИВАЦИИ РЕЦЕПТОРА 
КОНЕЧНЫХ ПРОДУКТОВ ГЛИКИРОВАНИЯ 

В ИЗМЕНЕНИИ ОКИСЛИТЕЛЬНО-
ВОССТАНОВИТЕЛЬНОГО БАЛАНСА 

И ОБЕСПЕЧЕНИИ ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ  
КЛЕТОК ГОЛОВНОГО МОЗГА

DOI 10.24412/CL-37124-2023-36-40

Винокуров А. Ю. 1, Серегина Е. С. 1,  
Камынина А. В. 2, Абрамов А. Ю. 1,3

1 Орловский государственный университет имени И. С. Тургенева, Орел, Россия, 

2 Московский физико-технический институт (национальный исследовательский 
университет), Москва, Россия, 

3UCL Queen Square Institute of Neurology, London, UK
e‑mail: vinokurovayu@oreluniver.ru

Аннотация. селективно связывающиеся с RAGE фрагменты V‑домена 
рецептора увеличивают производство активных форм кислорода за  счет 
прямой активации НАДФН-оксидаз, которая не вызывает снижения жиз-
неспособности клеток первичной смешанной культуры коры головного 
мозга, но снижают токсический эффект бета-амилоида.
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RAGE — это преимущественно трансмембранный гликопроте-
ин типа  I, относящийся к  суперсемейству иммуноглобулинов [1]. 
Рецептор может существовать в  виде нескольких изоформ, наи-
более изученным из  которых является полноразмерная молекула, 
состоящая из  трех доменов: внеклеточного лигандсвязывающего, 
одинарной трансмембранной спирали и С‑терминального коротко-
го домена, при этом последний не обладает ферментативной актив-
ностью, но играет важную роль для передачи сигналов. Известны 
другие мембранные формы, отличающиеся той или иной степенью 
деградации цитоплазматического С‑концевого фрагмента. Деграда-
ция связанного с мембраной участка обусловливает существование 
растворимой формы RAGE [2].

Увеличение экспрессии RAGE выявлено при различных патоло-
гиях, включая болезнь Альцгеймера (БА), ишемические поврежде-
ния мозга, системный амилоидоз, развитие опухолей и ряда других 
[1, 3, 4]. В то же время отмечается, что RAGE является регулятором 
ряда процессов, обусловливающих выживаемость клеток, в частно-
сти, рост нейронов, воспалительные реакции, элиминации апопто-
тических клеток [5]. Помимо этого показано, что активация рецеп-
тора может регулировать развитие кальциевых сигналов в нейронах 
посредством обеспечения высвобождения глутамата из астроцитов 
и последующего стимулирования NMDA и AMPA/каинатных рецеп-
торов [6]. Исследованиями показано, что при БА уровень экспрессии 
гена RAGE положительно коррелирует со степень тяжести заболева-
ния [7]. Однако при этом остается вопросом, является ли это состав-
ляющей патологического процесса или же инструментом, обеспечи-
вающим снижение уровня повреждений структур головного мозга. 
Отчасти это связано с  мультилигандным характером RAGE. Его 
активация может происходить в результате связывания с широким 
набором лигандов, включая конечные продукты гликирования бел-
ков (AGEs), белок HMGB1, бета-амилоид (βА), молекулы ДНК, лизо-
фосфатидную кислоту, молекулы семейства S100 [1, 2]. Для послед-
них, в частности, известны такие эффекты в отношении астроцитов, 
олигодендроцитов и  нейронов как стимулирование роста, проли-
ферации, защиты от  повреждения активными формами кислорода 
(АФК) и ряд других [8]. Кроме того защитный эффект в моделях БА, 
который является результатом связывания с βА, показан для пепти-
дов — полученных синтетическим путем фрагментов RAGE [9, 10]. 
Затруднения в поиске ответа на вопрос о роли RAGE в физиологии 
и патологии во многом связано с мультифункциональностью и, со-
ответственно, различными механизмами воздействия его лигандов 
на внутриклеточные процессы. В частности, βА способен вызывать 
токсический эффект и  в  результате неспецифического связывания 
с клеточной мембраной или проникновения внутрь клетки [6].

В связи с этим целью настоящего исследования явилось изуче-
ние действия ряда синтетических пептидов разной длины– фраг-
ментов участка  V‑домена RAGE, для некоторых из  которых уже 
показана специфическая способность к связыванию с рецептором 
[6] с  тем, чтобы определить соединения с  наиболее высокой аго-
нистической активностью, а также выявить характер воздействия 
на клетки посредством одного из показанного для RAGE механиз-
ма — стимулирования продукции АФК.
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Исследования влияния пептидов на образование АФК выпол-
нены как на  переживающих срезах, так и  первичных смешанных 
нейроглиальных культурах коры головного мозга методом конфо-
кальной микроскопии (ZEISS LSM 900) с использованием окисляю-
щегося преимущественно супероксид-анионом и приобретающего 
в результате этого способность к флуоресценции зонда дигидроэ-
тидий (HEt) (максимум поглощения 530 нм). Показано, что одина-
ковые по длине, но отличающиеся наличием/отсутствие защитных 
групп соединения (60—76) (пептид 1) и Ac- (60—76)-NH2 (пептид 6) 
способны к значительному увеличению скорости образования АФК 
относительно базового уровня, взятого за 100 % (220 % и 480 % соот-
ветственно). При этом более короткий фрагмент (60—62) не оказал 
никакого влияния и был использован в последующих эксперимен-
тах в качестве контроля.

Нивелирование стимулирующего эффекта в  присутствии 
хлорида дифениленйодония (DPI) (0,5  мкМ), ингибирующего 
НАДФН-оксидазы, и отсутствие влияния оксипуринола (20 мкМ), 
блокирующего ксантиноксидазу, свидетельствует о  том, наиболее 
вероятной причиной увеличения скорости окисления HEt является 
активация первой группы ферментов.

С учетом того, что наблюдаемый эффект увеличения продукции 
АФК может быть обусловлен как прямым влиянием активированно-
го RAGE, так и опосредован более сложными сигнальными механиз-
мами с  альтернативными путями запуска, были выполнены иссле-
дования с  применением селективного антагониста RAGE FPS-ZM1 
(1 мкМ), а также CNQX (10 мкМ) и МК‑801 (10 мкМ), блокирующих 
AMPA/каинатные и NMDA рецепторы соответственно. Присутствие 
двух последних соединений не  оказывало снижающего эффекта 
на способность пептидов 1 и 7 к ускорению окисления HEt. В то же 
время под влиянием FPS-ZM1 происходило полное исключение ги-
перпродукции АФК при сохранении способности НАДФ-оксидазы 
к активации при последующем добавлении форболового эфира.

Анализ скорости перекисного окисления липидов (ПОЛ), а так-
же сравнительная оценка уровня восстановленного глутатиона 
(GSH) с  применением зондов C‑11  BODIPY 581/591  и  монохлор-
биман соответственно не  обнаружил признаков окислительного 
стресса в случае пептида 6, а также выявил ускорение ПОЛ (187 % 
от базового уровня) и снижение содержания GSH (75 % от контро-
ля) после воздействия пептида 1. Однако отсутствие статистически 
значимых отличий изменения содержания некротических клеток, 

выявленное с помощью двойного окрашивания йодидом пропидия 
и Hoechst 33342, свидетельствует о том, что активация продукции 
АФК под влиянием исследуемых фрагментов RAGE не  приводит 
к ассоциированным с клеточной гибелью повреждениям.

С учетом того, что обусловленная βА токсичность части свя-
зана с гиперпродукцией АФК и развитием окислительного стресса, 
были проведены исследования влияния активации RAGE на жиз-
неспособность клеток смешанной нейроглиальной культуры при 
инкубировании в присутствии βА 1—40 (10 мкМ). На фоне значи-
тельного увеличения доли окрашенных йодидом пропидия клеток 
в  присутствии только βА (26 % некротических клеток) дополни-
тельная обработка пептидом 1 приводила к снижению этого пара-
метра до уровня 15 %, сопоставимого с контрольной культурой без 
какого-либо воздействия.

Таким образом, синтетические пептиды (60—76) и  Ac- (60—
76)-NH2 — фрагменты V‑домена RAGE выступают селективными 
агонистами данного рецептора, вызывающими непосредственную 
активацию НАДФН-оксидазы. Происходящие при этом изменения 
уровня продукции АФК не приводят к патологическим для клеток 
последствиям и, вероятно, являются элементом физиологических 
процессов, обусловливающих жизнеспособность клеток головного 
мозга в условиях стресса.

Работа выполнена при поддержке гранта Правительства Россий-
ской Федерации № 075—15—2022—1095.
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THE ROLE OF SELECTIVE ACTIVATION OF 
RECEPTOR FOR ADVANCED GLUCATION 

ENDPRODUCTS IN REDOX BALANCE 
AND VIABILITY OF BRAIN CELLS
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Annotation. fragments of the RAGE  V‑domain selectively bind 
to the receptor and  increase the production of reactive oxygen species 
due to direct activation of NADPH oxidases, which does not lead to a 
decrease in the viability of the primary cortical co-culture, but reduces 
the toxic effect of beta-amyloid.
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Генетически кодируемые биосенсоры на  основе флуоресцент-
ных белков представляют мощный инструментарий для исследо-
вания биологических процессов в  норме и  патологии в  системах 
различного уровня сложности: от единичных клеток и их компарт-
ментов до органов трансгенных организмов.

В докладе представлены некоторые новинки, недавно попол-
нившие коллекцию биосенсоров. Биосенсоры семейства Hypocrates 
(от Hypochlorite Ratiometric Sensors) были разработаны для визуа-
лизации таких важных маркеров воспаления, как хлорноватистая 
кислота, бромноватистая и гипотиоциановая, которые образуются 
в результате пероксидазных реакций в иммунных клетках, напри-
мер, нейтрофилах и  базофилах, а  также некоторых тканевых ма-
крофагах. Данные реакции протекают и  в  микроглии, что делает 
биосенсоры данного типа интересными для исследователей вос-
палительных механизмов в  тканях нервной системы. Биосенсоры 
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Hypocrates успешно зарекомендовали себя как в культурах фагоци-
тирующик клеток, так и в моделях in vivo, например, в тканях рыб 
Danio rerio при воспалительных реакциях, вызванных механиче-
ским повреждением или бактериальной инфекцией. Другой био-
сенсор, разработанный нашей командой, позволяет регистриро-
вать в живых системах динамику ацил-КоА — важного метаболита 
жирных кислот. По аналогичному принципу, основанному на под-
боре белкового домена, выступающего в  роли природного сенсо-
ра в  определенных микроорганизмах, и  интегрировании в  такую 
структуру флуоресцентного белка, нам удалось разработать био-
сенсор для оценки в живых системах динамики полисульфидов.

Генетически кодируемые биосенсоры открывают широкие воз-
можности для исследования сложных биологических процессов 
с использованием различных моделей, позволяя установить, какая 
из  этих моделей лучше отражает реальную картину происходя-
щего. Например, при использовании соответствующих биосенсо-
ров SypHer3s и  HyPer7  мы сравнили, как условия гипоксии влия-
ют на  динамику ацидоза и  продукции пероксида водорода в  ней-
рональной культуре, в  тканях нервной системы рыб Danio rerio, 
а также в центральной зоне ишемического инсульта у крыс. Во всех 
моделях ограничение кислорода вызывало динамичное закисление 
клеток. Однако незначительная продукция пероксида водорода 
в острой фазе гипоксии или ишемии была зарегистрирована лишь 
в моделях in vivo. Мы также показали, что гипергликемический ста-
тус не влияет на динамику пероксида водорода при ишемическом 
инсульте как в острой фазе, так и в последующие сутки, при этом 
высокий уровень глюкозы значительно усугубляет последствия 
этого патологического процесса. Кроме того, описываемые подходы 
позволяют сравнивать динамику наблюдаемых процессов в разных 
типах клеток исследуемой ткани.

Таким образом, благодаря гибкости в применении генетически 
кодируемых инструментов (выбор модельного организма, типа кле-
ток и  их компартментов) подобные платформы исследований по-
зволяют реализовывать широчайший спектр задач.
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Аннотация.
В своей работе мы проверяем возможность использования TRPV1 чело-

века для термогенетической модуляции локомоторной активности мышей. 
Доставку генетических конструкций с TRPV1 и GCamp6s в cuneiform nucleus 
и установку ферулы с оптоволокном выполняли с помощью стереотаксиче-
ской операции. Нагрев с помощью ИК-лазера вызывал достоверное увели-
чение локомоторной активности у животных. При этом заметный эффект 
достигается при температурах в физиологическом диапазоне значений.

Ключевые слова: термогенетика, катионные TRP-каналы, нейрональ-
ная активность

Белки надсемейства TRP (transient receptor potential channel) 
представляют собой консервативные мембранные катионные кана-
лы, которые могут менять мембранный потенциал или концентра-
цию внутриклеточного кальция в ответ на внешнее воздействие [1]. 
Семейство TRPV было выделено на основе чувствительности к мо-
лекулам ваннилоидного типа, а TRPV1 был определен как рецептор 
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капсаицина [2]. Температурная чувствительность канала TRPV1 че-
ловека позволяет использовать его для управления активностью 
нейронов мозга теплокровных животных, используя ИК-излуче-
ние или сфокусированный ультразвук [3]. В сочетании с адресной 
доставкой в определенные группы клеток или области мозга с по-
мощью аденоассоциированных  векторов такой подход выглядит 
многообещающим по сравнению со ставшими уже традиционными 
методами оптогенетики.

	 В своей работе мы оценили возможности термогенетиче-
ской стимуляции повлиять на локомоторные функции мышей. Для 
этого мы стереотаксически вводили аденоассоциированные век-
торы, содержавшие TRPV1 и GCaMP6s в область cuneiform nucleus 
мышей и устанавливали керамический коннектор с оптоволокном 
для проведения ИК-излучения в область стимуляции и оценки сиг-
нала кальциевого сенсора в ответ на активацию TRPV1. Через две 
недели после операции измеряли флуоресцентный ответ кальцие-
вого сенсора GCaMP6s на нагрев в находящейся под оптоволокном 
области мозга, а так же оценивали изменение температуры тканей 
в зависимости от используемой мощности ИК-лазера. Для этого мы 
провели серию отдельных экспериментов с использованием моди-
фицированных оптоволокон, на конце которых находились микро-
алмазы с  NV-центрами, способные выполнять роль датчиков из-
менения температуры [4]. Нагрев проводили ИК-лазером 1348 нм 
и  регистрировали изменения температуры нагреваемой области 
мозга в  реальном времени с  использованием температурно-зави-
симого сдвига частоты оптически обнаруженного магнитного ре-
зонанса, вызванного связью микроволнового поля с NV-центрами 
в алмазе на конце оптоволоконного зонда [4,5]. Мы определили со-
впадение теоретических расчетов подаваемой мощности лазерного 
излучения с реальным изменением температуры в области нагрева. 
Статистически достоверные отличия в  повышении уровня каль-
ция возникали при изменении температуры на 3 градуса, в то вре-
мя как у контрольных животных без индуцированной экспрессии 
TRPV1 флуоресцентный сигнал от GCaMP6s не менялся даже при 
нагреве ткани мозга на  12  градусов. Чтобы оценить влияние тер-
могенетической стимуляции на  активность нейронов, измеряли 
скорость движения мышей в  свободном поле. Индукцию прово-
дили трехкратным включением ИК-лазера на 20 секунд с периода-
ми релаксации по  30  секунд. Измерения проводили в  различных 
режимах изменения температуры  — на  3  градуса, на  7  градусов 

и на 12 градусов. Скорость движения мышей при нагреве на 3 гра-
дуса не менялась по сравнению с контрольной группой, в то время 
как нагрев на 7 или 12 градусов менял скорость мышей с 2—3 см/сек 
до 10—15 см/сек.

	 Таким образом, мы демонстрировали возможности термо-
генетической стимуляции активности нейронов и  влияние на  ло-
комоторную функцию свободноподвижных мышей. Полученные 
данные указывают на перспективность такого рода исследований.

Проект поддержан Программой развития генетических техноло-
гий на 2019—2027 годы Министерства науки и высшего образования 

Российской федерации, грант № 075—15—2019—1789,  
грантами РНФ №№ 23—15—00295 и 22—22—00590.
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Annotation. In our work we test the possibility of using human TRPV1 for 
thermogenetic modulation of locomotor activity  in mice. Delivery of genetic 
constructs with TRPV1 and GCamp6s into the cuneiform nucleus and installation 
of a ferrule with optical fiber was performed using stereotactic surgery. Heating 
with an IR laser caused a significant increase in locomotor activity in animals. At 
the same time, a noticeable effect was achieved at temperatures in the physiological 
range of values.
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Аннотация. Ионные каналы  — мембранные белки, которые играют 
ключевую роль в процессах передачи и обработки информации в нервной 
системе. Молекулярные фотопереключатели  — это современные инстру-
менты в арсенале экспериментальной нейрофизиологии для быстрого ло-
кального контроля активности ионных каналов. Мы разработали серию 
фотопереключателей лиганд-управляемых ионных каналов, рецепторов 
глутамата. Вещества представляют собой производные четвертичного ам-
мония, содержащие в качестве светочувствительного элемента группу азо-
бензола. Действие соединений охарактеризовано на нативных глутаматных 
рецепторах пирамидных клеток гиппокампа и  гигантских интернейронов 
стриатума (метод пэтч-кламп, конфигурация «целая клетка», режим фикса-
ции потенциала). В присутствии веществ в условиях комнатного освещения 
токи через ионные каналы угнетаются, но при облучении препарата моно-
хроматическим светом (420—460 нм) активность соединений резко снижа-
ется. Фотопереключение быстрое и  полностью обратимое. Непременным 
условием высокой антагонистической активности соединений является 
наличие одного или нескольких положительно заряженных атомов азота.

Вещества обладают различной избирательностью в  отношении типа 
глутаматных рецепторов и  молекулярным механизмом действия. Наибо-
лее перспективные фотопреключатели NMDA рецепторов являются алло-
стерическими модуляторами, а в случае AMPA рецепторов (кальций-про-
ницаемый подтип) наблюдается светозависимый блок открытого ионного 
канала. Существование различных мод действия азобензол-содержащих 
аминов открывает возможность разработки фотопереключателей, наце-
ленных на  конкретную популяцию рецепторов глутамата. Использование 
таких веществ позволит ввести на новый уровень изучение синаптической 
передачи и  пластичности, и  позволит лучше понять механизмы развития 
заболеваний нервной системы, сопровождающихся нарушением глутама-
тергической передачи.
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Введение.
Оптический контроль ионных каналов с помощью молекуляр-

ных фотопереключателей — это современный экспериментальный 
подход для изучения физиологии нервной системы в  норме и  па-
тологии. Эти вещества изменяют химические свойства и  сродство 
к ионному каналу при освещении светом определенной длины вол-
ны, за счет чего достигается эффект «переключения». Важное пре-
имущество фотопереключателей перед традиционными лиганда-
ми-модуляторами ионных каналов состоит в том, что их активность 
может быть изменена локально, быстро и полностью обратимо [1]. 
Недавно мы обнаружили, что известные фотопереключатели потен-
циалозависимых ионных каналов, азобензол-содержащие произ-
водные лидокаина, проявляют активность в отношении ионотроп-
ного рецептора глутамата. Одно из  таких соединений, DENAQ 
(diethylamine-azobenzene-quaternary ammonium), оказалось селек-
тивным светочувствительным антагонистом NMDA рецепторов. 
Эта находка послужила отправной точкой проекта, посвященного 
разработке фотохромных модуляторов глутаматных рецепторов.

Результаты исследования. 
DENAQ — это производное азобензола, содержащее диэтила-

миновую группу и  четвертичную триэтиламиновую группу. Мы 
синтезировали серии соединений, в которых варьировали конкрет-
ные структурные компоненты DENAQ и  изучили влияние таких 
изменений на эффективность и светозависимость угнетения глута-
матных рецепторов. Действие веществ исследовали в электрофизи-
ологических экспериментах пэтч кламп на нативных глутаматных 
рецепторах нейронов мозга крысы трех типов: NMDA, AMPA каль-
ций-проницаемые и AMPA кальций-непроницаемые рецепторы.

Экстраклеточная подача веществ (30µM) вызывала быстрое 
светозависимое угнетение токов через глутаматные рецепторы 
в большинстве случаев. Вещества с высокой активностью преиму-
щественно угнетали NMDA тип глутаматных рецепторов [2, 3]. При 
этом незначительные изменения в структуре, например, при заме-
не диэтиламиногруппы DENAQ на диметиламиногруппу, вещество 
DMNAQ (dimethyl-azobenzene-quaternary ammonium) или на  пи-
ролидиновое кольцо, вещество PyrAQ (pyrrolidine-azobenzene-

quaternary ammonium), активность возрастала в 2 и 5 раз, соответ-
ственно. В  случае AMPA рецепторов отдельного внимания заслу-
живает пара соединений, содержащих акриламидную группу, веще-
ство AAQ (acrylamide-azobenzene-quaternary ammonium), и допол-
нительную четвертичную аминогруппу, вещество QAQ (quaternary 
ammonium-azobenzene-quaternary ammonium). Только эти вещества 
оказывали избирательное действие в  отношении кальций-прони-
цаемого подтипа рецепторов.

DMNAQ, PyrAQ, AAQ и QAQ обладают постоянным положи-
тельным зарядом при физиологических значениях pH. Поэтому 
в  качестве возможного механизма угнетающего действия соеди-
нений можно предположить блокаду ионного канала. Характери-
стическим свойством блокаторов является зависимость их актив-
ности от  мембранного потенциала. Измеряя активность соедине-
ний при фиксации мембранного потенциала в широком диапазоне 
(от –140 до +40 мВ, шаг 20 мВ) мы экспериментально проверили эту 
возможность.

Активность DMNAQ и PyrAQ не изменялась при варьировании 
мембранного потенциала фиксации как на NMDA, так и на AMPA 
рецепторах. Напротив, угнетение глутаматных рецепторов веще-
ствами AAQ и QAQ зависела от величины мембранного потенциа-
ла. В случае NMDA рецепторов активность веществ монотонно уве-
личивалась при гиперполяризации мембраны. Потенциалозависи-
мость хорошо аппроксимировалась классической математической 
моделью, описывающей действие непроникающего блокатора ион-
ного канала. На AMPA кальций-проницаемых рецепторах вещества 
проявляли потенциалозависимость действия, характерную для 
блокаторов, способных проникать через ионный канал в цитоплаз-
му (феномен «проваливания»). Сравнение величин δ, отражающих 
относительную глубину залегания участка связывания в  полости 
канала, хорошо соотносится с  современными представлениями 
о  механизмах блокады глутаматных рецепторов. В  случае NMDA 
рецепторов вещества QAQ и AAQ взаимодействуют с поверхност-
ным участком связывания. В  AMPA рецепторах связывание про-
исходит глубоко в  полости канала. Молекулярное моделирование 
с  помощью метода Монте-Карло с  минимизацией энергии полно-
стью соотносится с экспериментальными данными.

Интересно, что при сильной деполяризации мембраны на-
блюдалось потенциал независимое угнетение AMPA рецепторов 
на  уровне, которое может быть опосредовано дополнительным 
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участком вне полости канала. Это подтверждается хорошей ап-
проксимацией данных формулой, учитывающей независимое свя-
зывание QAQ и  AAQ с  потенциалозависимым и  потенциалонеза-
висмым участками связывания.

Для определения внеканального участка (-ов) связывания были 
проведены дополнительные эксперименты (зависимость действия 
от концентрации агониста, внеклеточного кальция, pH внеклеточ-
ной среды). В  модельных экспериментах были получены наборы 
устойчивых комплексов с различными экстраклеточными частями 
рецепторов. Однако, ни один из найденных путем расчёта потен-
циальных сайтов связывания не соотносился полностью с набором 
экспериментальных данных.

Заключение. 
Разработка фотопереключатели для ионных каналов являет-

ся актуальной проблемой современной нейрофизиологии, однако 
набора специфических фотопереключателей для разных подтипов 
глутаматных рецепторов до сих пор не существует. В данном про-
екте мы представляем несколько высокоактивных фотоуправляе-
мых антагонистов рецепторов глутамата, обладающих различной 
избирательностью и молекулярным механизмом действия. Веще-
ства PyrAQ и DMNAQ являются селективными неконкурентными 
антагонистами NMDA рецепторов, их действие не связано с бло-
кадой ионного канала. Напротив, экспериментальные данные 
о действии веществ QAQ и AAQ хорошо соотносятся с современ-
ными представлениями о  блокаде ионных каналов глутаматных 
рецепторов. Дополнительные потенциалонезависимые эффекты 
AAQ и QAQ могут быть обусловлены наличием второго участка, 
расположенного в  экстраклеточной части рецептора. Определе-
ние этого участка связывания и структурных детерминант, ответ-
ственных за развитие потенциалонезависимого угнетения рецеп-
торов, требует отдельного исследования с привлечением методов 
направленного мутагенеза рецепторов.

В целом, существование различных участков связывания, обе-
спечивающих угнетение глутаматных рецептров, открывает воз-
можность разработки новых фотопереключателей, нацеленных 
на  конкретную популяцию рецепторов глутамата. Использование 
таких веществ позволит контролировать синаптическую передачу 
с высоким пространственным и временным разрешением, и позво-
лит вывести на новый уровень возможности современной экспери-

ментальной нейрофизиологии в изучении функций нервной систе-
мы в норме и при патологических расстройствах.

Исследование выполнено за счет гранта Российского  
научного фонда № 23—24—00481.
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Annotation. Ion channels are membrane proteins that play a major role in 
the regulation of cellular excitability and in the processes of transmission and pro-
cessing of information in the nervous system. Molecular photoswitches are novel 
pharmacological tools for rapid, local, and reversible control of ion channels. We 
have developed a series of photoswitches for ligand-gated glutamate ion channels. 
The substances are quaternary ammonium derivatives containing an azobenzene 
group. The action of the compounds was characterized on native glutamate recep-
tors of pyramidal cells of the hippocampus and giant striatal interneurons (whole-
cell patch clamp, voltage clamp mode). In the presence of substances in the dark, 
the currents through the  ion channels suppressed, but upon  irradiation with 
monochromatic light (420—460  nm), the activity decreased. The photoswitch 
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effect was fast and completely reversible. High antagonistic activity requires the 
presence of one or more positively charged nitrogen atoms. Substances have dif-
ferent selectivity in relation to the type of glutamate receptors and the molecular 
mechanism of action. The most promising photoswitches of NMDA receptors are 
allosteric modulators, and in the case of AMPA receptors, a light-dependent open 
channel block may be present. The existence of different modes of action of azo-
benzene-containing amines opens the possibility for developing photoswitches 
for a specific population of glutamate receptors. The use of such substances is im-
portant for studying the functions of the glutamatergic system in normal condi-
tions and in neurological diseases.

Key words: ion channel, photoswitch, azobenzene, synapse, neuron
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Оптогенетика базируется на экспрессии светочувствительных 
белков в определенных клеточных популяциях, что позволяет ис-
пользовать свет для управления клеточной физиологией [1]. Дол-
гое время оптогенетика была сосредоточена на световом контроле 
функций мозга посредством экспрессии родопсинов на поверхно-
сти плазматической мембраны нейронов. Последние годы в области 
оптогенетики развивается новое направление, основанное на  до-
ставке родопсинов в органеллы клетки.

В настоящее время существует стратегия, основанная на  на-
правленной экспрессии белка Arch3 в синаптических везикулах [2]. 
Данный инструмент может функционально заменить вакуолярную 
АТФ-азу, обеспечивая оптогенетическое закисление везикул и на-
копление нейромедиаторов. Однако данный инструмент позволяет 
осуществлять только односторонний контроль.

В данной работе показана разработка оптогенетического под-
хода для контроля синаптических везикул. С  помощью флуорес-
центной микроскопии мы оценили доставку белка в синаптические 
везикулы, и показали некоторые физиологические эффекты.
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Optogenetics is based on the expression of light-sensitive proteins in 
certain cell populations, which makes it possible to use light to control 
cell physiology [1]. For a long time, optogenetics has been focused on 
light control of brain functions through the expression of rhodopsins on 
the surface of the plasma membrane of neurons. In recent years, a new 
direction has been developing in the field of optogenetics. It is based on 
the delivery of rhodopsins to cell organelles.

Currently, there  is a strategy based on targeted expression of 
the Arch3  protein  in synaptic  vesicles [2]. This tool can functionally 
replace vacuolar ATPase, providing optogenetic acidification of vesicles 
and accumulation of neurotransmitters. However, this tool allows only 
one-sided control.

This paper shows the development of an optogenetic approach 
for the control of synaptic  vesicles. Using fluorescence microscopy, 
we assessed protein delivery to synaptic  vesicles and showed some 
physiological effects.
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GNAO1‑энцефалопатия является орфанным неврологическим 
заболеванием, вызванным de novo мутациями в гене GNAO1 и про-
является в виде эпилепсии и/или двигательной дисфункции с за-
держкой развития. На  данный момент не  существует лечения 
данного заболевания, а механизм слабо изучен. Один из наиболее 
распространенных и тяжелых вариантов GNAO1‑энцефалопатии 
вызывается гетерозиготной мутацией GNAO1 c.607 G>A (G203R). 
Ранее для этого варианта мы разработали подход генной терапии 
основанный на селективном подавлении мутантного аллеля с по-
мощью РНК-интерференции. В  настоящей работе мы уточнили 
фенотипическое проявление мутантного белка Gαo-G203R в кле-
точной культуре, а  также провели оптимизацию и  оценку биоб-
езопасности потенциального препарата генной терапии  in  vitro 
и  in  vivo. Мы обнаружили, что сверхэкспрессия Gαo в  клетках 
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HEK293T, усиливает индуцируемый форсколином синтез цАМФ, 
в то время как мутантный Gαo-G203R терял это свойство. Кроме 
того, нарушение этой функции проявлял устойчивый к коклюш-
ному токсину белок Gαo-C351G, используемый в  ранних  in  vitro 
исследованиях GNAO1‑энцефалопатии. Мы оценили токсич-
ность короткой шпилечной РНК, специфичной для варианта 
GNAO1  c.607  G>A, на  нейронах полученных из  иПСК пациента. 
По результатам транскриптомного исследования мы не выявили 
критических нарушений в  экспрессии генов. Для оптимизации 
доставки терапевтического вектора мы протестировали ней-
ротропные серотипы ААВ1, 2, 5, 6, 8, 9, DJ, PHP.B и rh10, а также 
различные пути введения для таргетирования богатых Gnao1 об-
ластей в мозге мыши. Внутривенное введение серотипа ААВ9 обе-
спечивало наиболее равномерную трансдукцию Gnao1‑позитив-
ных клеток. Затем мы усовершенствовали геннотерапевтическую 
конструкцию, клонировав эффектор РНК-интерференции в виде 
искусственной miR30 под контроль нейроспецифического промо-
тора hSyn1. Полученный вектор был упакован в серотип ААВ9 вы-
бранный по  результатам скрининга. Наличие шпилечной струк-
туры в векторе не повлияло на продукцию вируса. Оценка безо-
пасности препарата in vivo была проведена на гуманизированной 
линии мышей Gnao1‑GGA. Проведенные поведенческие тесты 
и анализ биохимии крови не выявил патологических отклонений 
у испытуемых животных. Таким образом, наши результаты in vitro 
и in vivo подчеркивают потенциал AAV-RNAi терапии для лечения 
GNAO1 c.607 G>A энцефалопатии.

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фон-
да No 23—25—00323, https://rscf.ru/project/23—25—00323/
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GNAO1 encephalopathy is an orphan neurological disease caused by 
de novo mutations in the GNAO1 gene and manifests as epilepsy and/or 
motor dysfunction with developmental delay. Currently, this disease has 
no treatment, and the mechanism is poorly understood. One of the most 
common and severe  variants of GNAO1  encephalopathy  is caused by 
the heterozygous mutation GNAO1 c.607 G>A (G203R). Previously, for 
this variant, we developed a gene therapy approach based on the selec-
tive suppression of the mutant allele by RNA interference. In the pres-
ent study, we clarified the phenotypic manifestation of the Gαo-G203R 
mutant protein in cell culture and optimized and assessed the biosafety 
of a potential gene therapy drug in vitro and in vivo. We found that over-
expression of Gαo in HEK293T cells enhanced forskolin-induced cAMP 
synthesis, while the mutant Gαo-G203R lost this property. In addition, 
PTX-resistant protein Gαo-C351G, used  in early  in  vitro studies of 
GNAO1 encephalopathy, exhibited impairment of this function. We eval-
uated the toxicity of the shRNA specific for the GNAO1 c.607 G>A vari-
ant on patient-specific IPSC-derived neurons. RNAseq analysis did not 
reveal critical abnormalities  in gene expression. To optimize therapeu-
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tic vector delivery, we tested the neurotrophic serotypes AAV1, 2, 5, 6, 
8, 9, DJ, PHP.B, and rh10, as well as different routes of administration to 
target Gnao1‑rich regions in the mouse brain. Intravenous administra-
tion of the AAV9 serotype provided the most uniform transduction of 
Gnao1‑positive cells. Then we improved the gene therapy vector by clon-
ing the RNAi effector in the form of artificial miR30 under the control of 
the neurospecific hSyn1 promoter. The resulting vector was packaged in 
the AAV9 serotype selected based on the screening results. The presence 
of the hairpin structure  in the  vector did not affect the production of 
the virus. The drug’s in vivo safety assessment was carried out on a hu-
manized Gnao1‑GGA mice. Conducted behavioral tests and biochemical 
blood analysis did not reveal pathological abnormalities in experimental 
animals. Thus, our in vitro and in vivo results highlight the potential of 
AAV-RNAi therapy for treating GNAO1 c.607 G>A encephalopathy.

The study was supported by the Russian Science Foundation grant No. 
23—25—00323, https://rscf.ru/project/23—25—00323/
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Аннотация. В работе исследуется протеолиз белка IGFBP‑4, под дей-
ствием протеазы PAPP-A в нейронах и астроцитах, в результате которого 
образуется свободный  IGF, оказывающий нейропротекторное действие 
на клетки. Представлены данные о клеточной специфичности протеолиза, 
а также о его возрастной динамике в нервной ткани.

Ключевые слова: нейроны, астроциты, инсулиноподобный фактор ро-
ста, IGFBP‑4, PAPP-A

Основной текст: Поддержание жизнеспособности нейронов 
и  астроцитов необходимо для правильного функционирования 
нервной системы в течение всего жизненного периода. Инсулино-
подобные факторы роста, IGF‑1 и IGF‑2, играют важную роль в раз-
витии и функционировании нервной системы, обеспечивая проли-
ферацию и  жизнеспособность нейронов и  астроцитов, входящих 
в ее состав. Нейропротекторное действие IGF‑1 и IGF‑2 на клетки 
нервной ткани реализуется через взаимодействие со специфически-
ми рецепторами, основными из которых являются IGF1R и IGF2R. 
В нервной ткани IGF‑1 и IGF‑2 преимущественно находятся в ком-
плексе с  IGF-связывающими белками (Insulin-like Growth Factor 
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Binding Proteins, IGFBPs). Биодоступность IGF для клеток регулиру-
ется путем протеолиза комплекса различных IGFBP с IGF под дей-
ствием специфических протеаз. В нервной ткани IGF высвобожда-
ется в  результате протеолиза белков  IGFBP‑2, IGFBP‑3 и  IGFBP‑5. 
Однако на  сегодняшний день неизвестно, подвергается  ли специ-
фическому протеолизу в нервной ткани IGFBP‑4. Единственной из-
вестной на сегодняшний день протеазой, расщепляющей IGFBP‑4, 
является PAPP-A (Pregnancy Associated Plasma Protein A). Протео-
лиз IGFBP‑4 под действием РАРР-А происходит по специфическо-
му участку, и  в  результате расщепления образуются два протео-
литических фрагмента: N‑концевой (NT-IGFBP‑4) и  С‑концевой 
(CT-IGFBP‑4). C возрастом процессы нарушения функционирова-
ния нейронов и астроцитов в головном мозге интенсифицируются, 
и может возрастать потребность в активации нейропротекторных 
механизмов. Таким образом, целью нашей работы является иссле-
дование возможности протекания PAPP-A‑зависимого протеоли-
за IGFBP‑4 в нервной ткани и анализ его возрастной динамики.

В настоящей работе были разработаны модели нейронов 
и астроцитов, дифференцированных из двух независимых линий, 
индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) здо-
ровых доноров FF1S и FD5S, а также модель первичной культуры 
нервной ткани, полученной из головного мозга крыс. В кондицио-
нированной среде всех исследуемых культур была измерена кон-
центрация PAPP-A. Впервые было продемонстрировано протека-
ние PAPP-A‑специфичного протеолиза IGFBP‑4, определенного как 
концентрация протеолитического фрагмента NT-IGFBP‑4 методом 
неоэпитоп-специфичного ФИА “сэндвич”-типа. Концентрации 
PAPP-A и  NT-IGFBP‑4, измеренные в  кондиционированной среде 
астроцитов, в 7 и 5 раз превышали таковые в нейронах. Было по-
казано, что уровень протеолиза  IGFBP‑4 под действием PAPP-A, 
измеренный в первичных культурах клеток головного мозга крыс, 
а также в астроцитах и нейронах, дифференцированных из ИПСК, 
увеличивается с возрастом. При моделировании возрастных изме-
нений в  клетках нервной ткани под действием 25  мкМ этопозида 
продемонстрировано, что уровень PAPP-A‑опосредованного проте-
олиза IGFBP‑4 также возрастает в 10 раз. Таким образом, результа-
ты настоящей работы позволяют предположить, что PAPP-A‑спец-
ифичный протеолиз  IGFBP‑4 протекает в  нервной ткани преиму-
щественно в астроцитах, и его интенсивность увеличивается с воз-
растом. Это может говорить об усилении высвобождения IGF в ре-

зультате протеолиза IGFBP‑4, как нейропротекторного механизма, 
активирующегося при возрастных изменениях в мозге.

PAPP-A‑MEDIATED IGFBP‑4 PROTEOLYSIS IN 
NERVOUS TISSUE AND ITS AGING DYNAMICS
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Abstract: In the present study we investigated the proteolysis of insulin-like 
growth factor binding protein‑4 via PAPP-A protease in neurons and astrocytes, 
that leads to formation of free IGF and manifestation of its neuroprotective effect. 
Data on the cellular specificity of proteolysis, as well as  its aging dynamics are 
presented.
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Аннотация. Применение малых интерферирующих РНК (миРНК) яв-
ляется перспективным подходом для повышения чувствительности глиом 
к химиотерапии. В данной работе был выполнен поиск потенциальных ге-
нов‑мишеней, проанализирована эффективность различных миРНК, пока-
зан синергетический эффект миРНК и химиотерапевтических препаратов 
на клетках глиомы.

Ключевые слова: глиома, химиотерапия, миРНК, ганкирин

Текст сообщения: Опухолевые клетки при рецидиве глиоб-
ластомы отличаются повышенной химиорезистентностью, в  свя-
зи с чем необходима разработка новых подходов в терапии, в том 
числе на основе РНК-интерференции [1]. Основной целью данной 
работы являлся поиск перспективной мишени для терапии с помо-
щью миРНК и изучение взаимодействия миРНК и химиопрепара-
тов на пролиферацию клеток глиом.

На первом этапе работы была проанализирована экспрессия 
мРНК потенциальных генов‑мишеней на различных человеческих 
линиях глиом. Среди них были отобраны две мишени — онкоген-
ные протеины PSMD10 и EZH2, повышенная экспрессия которых 
отвечает за изменения в регуляции клеточного цикла. Было показа-
но, что уровень мРНК PMSD10 в 3 раза выше в линиях LN18 и U87, 
и  в  1,5  раз активнее в  большинстве первичных линий глиом, чем 
в контроле (астроциты, фиброласты). Для EZH2 увеличенная экс-
прессия наблюдается во всех линиях глиобластом (первичных им-
мортализованных), что делает ее перспективной мишенью для те-
рапии с помощью миРНК.

На следующем этапе нами были синтезированы и  проанали-
зированы различные миРНК для подавления экспрессии PSMD10. 
Было показано, что миРНК‑1 и  миРНК‑3 подавляют экспрессию 
на  95 %. Выбранные миРНК были отобраны для дальнейшего из-
учения их эффективности в  комбинированной терапии глиом. 
Оценка цитотоксичности миРНК была проанализирована методом 
МТТ теста на линии U‑87, где была показано, что при ингибирова-
нии PSMD10 их выживаемость снижается более 30 % в случае тера-
пии цисплантином и более 50 % при использовании доксорубицина 
в концентрациях 5 мкМ.

Таким образом, мы показали, что PSMD10  и  EZH2  являются 
перспективными мишенями для терапии глиом, а  ингибирование 
PMSD10  позволяет увеличить эффективность химиопрепаратов 
доксорубицина и цисплатина.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ грант № 22—75—10151.
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Annotation. Gliomas are highly resistant to chemotherapy. Small interfering 
RNAs are able to  increase the sensitivity of gliomas to drugs by changing the 
genetic profile of the cell. In this work, we analyzed 10 potential target genes and 
demonstrated the synergistic effect of siRNA and chemotherapy.
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Аннотация. Мигрень — это пароксизмальное состояние нервной си-
стемы, наиболее частым и  характерным симптомом которого являются 
эпизодические или регулярные сильные и мучительные приступы головной 
боли. Распространяющаяся кортикальная депрессия (РКД) представляет 
собой распространяющуюся волну деполяризации нейронных и глиальных 
клеток, которая вызывает головную боль в результате активации менинге-
альных ноцицептивных окончаний и рассматривается как электрофизиоло-
гический коррелят мигрени с аурой. В данном исследовании оценивали из-
менение ноцицептивной чувствительности и развитие фотофобии в экспе-
риментальной KCl индуцируемой модели мигрени с развитием РКД. Было 
показано, что РКД вызывает снижение ноцицептивных порогов, развитие 
фотофобии и увеличение тревожности у крыс.

Ключевые слова: мигрень, распространяющаяся кортикальная де-
прессия, сенсорная чувствительность

Введение
Головная цефалгия является одной из распространенных про-

блем у современного трудоспособного населения. Одним из видов 
таких цефалгий является мигрень. Мигрень — это пароксизмаль-
ное состояние нервной системы, наиболее частым и характерным 
симптомом которого являются эпизодические или регулярные 
сильные и мучительные приступы головной боли [1].

Согласно международной оценке Global Burden of Disease 
(2015) мигрень признана третьим наиболее распространенным за-

болеванием и седьмой по величине причиной инвалидности в мире 
[2]. Из шести форм клинической мигрени, безусловно, превалиру-
ющими являются мигрень без ауры (около 70 % случаев) и мигрень 
с аурой (около 30 %) [3]. Мигрень с ее сложным патогенезом, вклю-
чающим изменения со стороны нервной, иммунной и сердечно-со-
судистой систем и  ограниченной эффективностью медикаментоз-
ного лечения, представляет собой одну из актуальнейших проблем 
современной медицины.

Механизмы мигрени изучаются с помощью различных экспе-
риментальных моделей, основанных на  сенсибилизации или сти-
муляции тригеминальной системы [4]. Распространяющаяся кор-
тикальная депрессия (РКД) представляет собой распространяющу-
юся волну деполяризации нейронных и глиальных клеток, которая 
вызывает головную боль в  результате активации менингеальных 
ноцицептивных окончаний и  рассматривается как электрофизи-
ологический коррелят мигрени с  аурой [5]. РКД также оказывает 
влияние на корковый кровоток, первоначально увеличивая его пре-
имущественно за счет высвобождения оксида азота (NO), а затем 
вызывая длительную олигемию [6].

В данном исследовании проанализировали влияние РКД на из-
менение сенсорной чувствительности у крыс in vivo.

Материалы и методы
Эксперименты проводились на  самцах крысах линии Wistar 

(2—3  мес) (n=18). Хирургия животных проводилась под изофлу-
рановой анестезией (5 % индукция и 1,5—2 % поддержание). В сте-
реотаксисе на  термоковрике (37—38  °C) под наркозом отрезалась 
кожа на поверхности головы, убирались мягкие ткани с поверхно-
сти черепной кости, поверхность черепной кости обрабатывалась 
препаратом «Гемостаб». Животным проводили «распил» кости 
(L3, AP 7  от  брегмы, d=2  мм) и  формировали «ванночку» из  зуб-
ного акрила вокруг отверстия. Для предотвращения высыхания 
твердой мозговой оболочки в  «ванночку» помещали несколько 
капель искусственной цереброспинальной жидкости и закрывали 
специальной резиновым колпачком. Через сутки проводили 
поведенческое тестирование животных до и после возникновения 
РКД. РКД инициировали внесением в  «ванночку» KCl в  концен-
трации 1  М. Через 30  минут после аппликации KCl в  «ванночку» 
проводили оценку ноцицептивной чувствительности и  развития 
фотофобии у животных
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Тест «фон Фрея»
Ноцептивную чувствительность оценивали серией кали-

брованных нитей фон Фрея (Ugo Basile, Италия) с  целевой си-
лой от  0,008  до  8  г, что соответствует давлению 2,53—61,7  г/мм2. 
За 30 минут до теста крысу помещали в индивидуальный прозрач-
ный бокс с сетчатым полом. Пороги механической чувствительно-
сти определяли по методу «up-and-down» [7] в зонах подошвенной 
поверхности лапы и надглазничной областях головы. Эксперимент 
начинали с тестирования филаментом 0,4 г (3,61 г/мм2).

В случае, когда кончик нити прижимали к подошвенной по-
верхности задней лапы на 1—3 секунды, ответ определяется как 
отдергивание, встряхивание или облизывание лапы. При воздей-
ствии на зону над глазом за ответ принимали резкое отдергивание 
головы при воздействии или сразу после удаления нити, а также 
различные способы уклонения от воздействия.

Тест «темно-светлая камера»
Для оценки тревожно-фобического состояния животного ис-

пользовали тест «темно-светлая камера» [8]. Темно-светлая камера 
состоит из  двух одинаковых камер  — освещенной (150  лк) и  за-
темненной (1—2  лк) 40×20×40  см/каждая, соединенных проходом 
7×7 см (Open Science, Москва, Россия), оснащенных видеосистемой 
Sony SSC-G118 (Япония). Крыс помещали в светлый отсек спиной 
к  отверстию в  темный отсек и  оценивали ее поведение в  течение 
3 минут. Регистрировали задержку входа в темную камеру и время, 
проведенное в светлой камере.

Статистическую обработку проводили при помощи методов 
непараметрической статистики для сравнения количественных 
признаков с использованием Вилкоксона — для исследования раз-
личий между двумя связными выборками. Различия считали ста-
тистически значимыми при р<0,05. Все результаты представлены 
в виде M ± m, где M — среднее значение, m — ошибка среднего.

Результаты
Определение порогов ноцицептивной чувствительности 

задних лап животных в модели острой мигрени
Фоновые показатели ноцицептивной чувствительности правой 

и левой лап составили 7.13±0.58 г/мм 2 и 7.13±0,78 г/мм 2, соответ-
ственно (p>0.05).

Фоновые показатели правой надглазничной области состави-
ли 3.96±0.34 г/мм 2, а левой надглазничной области 4.00±0.35 г/мм 2 
(p> 0.05).

Аппликация KCl приводила к  снижению порогов чувстви-
тельности обеих лап по  сравнению с  фоновыми показателями 
у  11  из  18  крыс до  61.2±5.4 % (левая лапа) и  57.9±1.7 % (правая 
лапа). Достоверной асимметрии в чувствительности лап выявлено 
не было.

Пороги ноцицептивной чувствительности надглазничной обла-
сти после аппликации KCl снизились у 12 крыс из 18 до 71.65±5.65 % 
(левая сторона) и  70.23±6.70 % (правая сторона.ст) и  были досто-
верно ниже фоновых значений, не значимы между собой.

Таким образом, генерация РКД в коре головного мозга левого 
полушария вызывала достоверные изменения в ноцицептивной чув-
ствительности в области головы и задних лап, при этом достоверной 
асимметрии в развитии подобных эффектов не наблюдалось.

Оценка развития фотофобии и  тревожно-фобического 
состояния животных в модели острой мигрени

Анализ эмоционального состояния животных в  тесте «Тем-
но-светлая камера» выявил изменение в поведении животных по-
сле индуцирования РКД.

После аппликации KCl показатели времени первого захода 
в темную камеру снижались, а время пребывания в темной камере 
увеличилось по сравнению с фоновыми показателями.

Время первого захода и  нахождение в  темной камере до  ап-
пликации KCl составили 9.7±2.31  с  и  127.7±7.4  с, а  после  — 
6±1.2 с и 151.2±5.1 (p<0.05). Таким образом, KCL- индуцированная 
РКД приводит к развитию фотофобии и повышению тревожно-фо-
бического состояния животных.

Заключение
Мигрень с аурой характерна для 30 % пациентовм и характери-

зуется сенсорными нарушениями перед приступами головной боли. 
РКД, предполагаемый механизм мигренозной ауры, является крат-
ковременным, но приводит к длительным изменениям кортикаль-
ной перфузии, метаболизма и изменениям в сенсорном восприятии 
[9,10 11]. В модели экспериментальной мигрени с аурой РКД сопро-
вождалось сенсорными нарушениями, что может объяснить раз-
витие таких сенсорных симптомов как фотофобия и механическая 
аллодиния во время приступа мигрени.
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Abstract:
Migraine is a paroxysmal condition of the nervous system, the most frequent 

and characteristic symptom of which  is episodic or regular severe and painful 
attacks of headache. Spreading cortical depression (CSD) is a propagating 
wave of depolarization of neuronal and glial cells that causes headache as a 
result of activation of meningeal nociceptive endings and  is considered as the 
electrophysiological correlate of migraine with aura. This study assessed the 
change  in nociceptive sensitivity and the development of photophobia  in an 
experimental KCl-induced model of migraine with the development of CSD. 
It has been shown that CSD causes a decrease  in nociceptive thresholds, the 
development of photophobia and an increase in anxiety in rats.

Key words: migraine, spreading cortical depression, sensory sensitivity
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Старение связано с  существенными изменениями характера 
нейро-иммуно-эндокринных взаимодействий. В настоящей работе 
было исследовано влияние длительной социальной изоляции у ста-
реющих крыс линии Wistar-Kyoto (WKY) и спонтанно-гипертензив-
ных животных (SHR) на показатели поведения, содержание корти-
костерона и провоспалительных факторов в крови.

Ощущение одиночества является одним из  часто встречаю-
щихся спутников старения человека. Возникновение этого чувства 
обусловлено потерей близких, отсуствием социальной поддержки, 
трудностью установления и поддержания качественных новых со-
циальных связей и взаимодействий. Такие жизненные ситуации со-
провождаются негативными переживаниями и приводят к актива-
ции механизмов стресса. Стресс может быть дполнительно усилен 
внезапными внешними факторами, например, такими как режим 
социальной изоляции, который был использован многими государ-
ствами для борьбы с пандемией COVID‑19. Социальная изоляция 
и  одиночество являются стрессорными воздействиями, которые 
могут приводить к  нарушению нейро-иммуно-эндокринной ре-
гуляции и, как следствие, к  возникновению патологий. Старение 

связано с увеличением риска возникновения различных патологий, 
которые снижают адаптивные возможности организма. Среди наи-
более распространенных возрастных патологий отмечают наруше-
ния когнитивной сферы, мозгового кровообращения, сердечно-со-
судистой системы. Результатом этого является ухудшение качества 
и сокращение продолжительности жизни. Поскольку жизнь в груп-
пе важна для выживания видов, которые имеют развитую систему 
социальных взаимодействий, исследование последствий социаль-
ной изоляции представляется крайне значимым.

Стареющие грызуны представляют удобную модель для иссле-
дования механизмов нейро-иммуно-эндокринной регуляции при 
стрессе. Спонтанно гипертензивные крысы линии SHR позволяют 
исследовать возможный вклад гипертензии в  возрастные измене-
ния высших функций и мозга и механизмы, лежащие в их основе. 
Эта модель интересна тем, что гипертензия является одним из наи-
более распространенных возрастных нарушений функции сердеч-
но-сосудистой системы.

Целью настоящей работы было исследование поведения и неко-
торых показателей иммунной эндокринной регуляции в крови ста-
реющих крыс линий WKY и SHR, перенесших длительную социаль-
ную изоляцию.

Самцы крыс линий WKY и SHR были получены из питомни-
ка «Пущино» (Филиал ФГБУН ИБХ РАН) в возрасте 4 мес. и со-
держались в группах по 5—6 особей в виварии ИВНД и НФ РАН 
до  достижения возраста 10  мес. в  условиях 12‑ч светового дня 
и при свободном доступе к воде и пище. До начала периода изо-
ляции у всех крыс измеряли массу тела и артериальное давление 
(АД). Животных делили на группы таким образом, чтобы группы 
в среднем не отличались по массе и величине АД. Часть животных 
каждого генотипа помещали в  индивидуальные непрозрачные 
клетки, другую половину крыс содержали в  прозрачных клетках 
по 2—3 особи на протяжении всего периода изоляции. Таким об-
разом были сформированы четыре группы животных: WKYsoc (n 
= 9), WKYiso (n = 9), SHRsoc (n = 17) и SHRiso (n = 12). Содержа-
ние животных в условиях изоляции продолжалось в течение 3‑х 
мес. По  истечении этого периода исследовали поведение живот-
ных в  тестах «предпочтение сахарозы», «открытое поле» (ОП), 
«приподнятый крестообразный лабиринт» (ПКЛ), «социальное 
взаимодействие/предпочтение» (СВП) и обучали поиску скрытого 
убежища в лабиринте Барнс.
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До начала изоляции, в середине этого периода и по окончании 
его у  крыс отбирали кровь из  хвостовой вены для оценки содер-
жания кортикостерона. По  окончании экспериментов животных 
подвергали эвтаназии путем декапитации под анестезией. Кровь 
собирали и в сыворотке измеряли содержание С‑реактивного белка 
(СРБ), провоспалительных интерлейкинов (ИЛ) –1‑бета и –6, фак-
тора некроза опухолей-альфа (ФНОа) и трансформирующего фак-
тора роста-бета (ТФРб).

Было установлено, что крысы SHR демонстрировали более вы-
сокую активность в  тестах ОП и  ПКЛ, проходя большую дистан-
цию в  ОП, совершая большее число переходов между рукавами 
ПКЛ. Самцы крыс WKY демонстрировали более выраженную тре-
вожность по сравнению с крысами SHR, реже выходя в открытые 
рукава ПКЛ и  проводя там меньшее время. При этом длительная 
изоляция не вызывала существенных изменений в поведении крыс 
в тестах ОП и ПКЛ. Нам не удалось выявить явных различий меж-
ду крысами разных генотипов по величине предпочтения раство-
ра сахарозы (ангедонии). Социальная изоляция также не усилива-
ла ангедонии у крыс обоих генотипов. Таким образом, длительная 
изоляция не  приводила к  большей выраженности признаков тре-
вожности и депрессивно-подобного поведения у стареющих крыс 
линий WKY и SHR.

Исследование СВП в трехкамерном тесте не выявило значимых 
различий в социализации у крыс разных линий. При этом макси-
мальную тенденцию к  социализации демонстрировали контроль-
ные самцы крыс SHR, а у крыс, содержавшихся в условиях изоля-
ции стремление к  социальным взаимодействиям было снижено. 
Склонность к  социальной новизне была слабее выражена у  крыс 
WKY независимо от условий содержания и у перенсших длитель-
ную изоляцию крыс SHR. В то же время статистически значимых 
различий по этому показателю выявлено не было.

Состояние долговременной памяти проверяли, изучая габи-
туацию к  окружающим стимулам при двукратном тестировании 
в ОП с интервалом в 3 дня. При анализе горизонтальной активно-
сти не удалось выявить признаков габитуации ни в одной из иссле-
дованных групп крыс. Число вертикальных стоек снижалось у крыс 
линии SHR независимо от перенесенной изоляции, а у крыс линии 
WKY — только у изолированных животных. Таким образом, форми-
рование привыкания к стимулам окружающей среды было наруше-
но, по крайней мере частично, у крыс обеих исследованных линий.

Обучение решению пространственной задачи проводили в лаби-
ринте Барнс. Контрольные крысы обоих генотипов демонстрировали 
способность к улучшению поиска скрытого убежища в процессе об-
учения. Это проявлялось в постепенном уменьшении времени поис-
ка. Изолированные крысы WKY также справлялись с этой задачей 
на уровне контрольных, в то время как крысы SHR демонстрировали 
некоторый прогресс только на начальном этапе обучения. Провер-
ка способности воспроизведения информации о месте нахождения 
скрытого убежища в  тестовой попытке показала, что контрольные 
крысы WKY и SHR предпочитали находиться в целевом квадранте 
лабиринта. Такого предпочтения практически не было у изолирован-
ных крыс WKY, а  изолированные крысы SHR предпочитали нахо-
диться в противоположном целевому квадранте лабиринта.

Для анализа подвижности когнитивных процессов в последу-
ющие дни скрытое убежище перемещали в  квадрант, противопо-
ложный исходному. Только крысы WKY демонстрировали показа-
тели поведения, которые свидетельствовали о  переучивании этих 
крыс, поскольку только в этих группах происходило снижение вре-
мени поиска убежища, расположенного в новом участке лабирин-
та. У крыс SHR снижение времени поиска было весьма небольшим, 
и эффект переучивания не был значимым. По окончании второго 
этапа обучения в лабиринте Барнс проводили второй тест без убе-
жища для проверки вновь сформированной памяти. Как и в пре-
дыдущем тесте, проверка памяти после переучивания у крыс WKY 
выявила предпочтение целевого квадранта лабиринта у животных 
группы WKYsoc, хотя и на уровне тенденции. Предпочтение целе-
вого квадранта не наблюдалось у изолированных крыс WKY. Крысы 
линии SHR демонстрировали лишь незначительное снижение вре-
мени поиска убежища в процессе переучивания, но в группе SHRiso 
уровень предпочтения целевого квадранта в тестовой попытке был 
ниже по сравнению соответствующим контролем.

Оценку состояния кратковременной (рабочей) памяти прово-
дили также по числу ошибок (ОРП), под которыми понимали ка-
ждое повторное посещение отверстия, под которым не  было убе-
жища в ходе одной попытки. Было установлено, что у крыс группы 
WKYsoc происходило статистически значимое снижение числа ОРП 
в ходе обучения. У крыс группы WKYiso такое снижение не было 
статистически значимым. В ходе переучивания не удалось увидеть 
существенного снижения числа ОРП у обеих групп крыс WKY. Сре-
ди крыс линии SHR наблюдали снижение числа ОРП в процессе об-
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учения в группе SHRsoc. В группе SHRiso этот эффект не был стати-
стически значимым. Более того, в последний день обучения число 
ОРП у крыс SHRiso было все еще выше, хотя и на уровне тенденции, 
по сравнению с соответствующим контролем. В процессе переучи-
вания крысы SHRsoc практически не демонстрировали признаков 
снижения числа ОРП, в отличие от крыс группы SHRiso. По всей 
видимости, это было обусловлено тем, что число ОРП, которое эти 
крысы демонстрировали в первый день переучивания было суще-
ственно выше по сравнению с крысами групп SHRsoc, хотя эта раз-
ница не была статистически значимой.

Таким образом, у животных обеих линий, перенесших хрониче-
скую социальную изоляцию, наблюдались нарушения когнитивных 
функций, по всей видимости обусловленные возрастными измене-
ниями функций мозга. Нарушения наблюдались как в  состоянии 
долговременной памяти, так и кратковременной (рабочей) памяти.

Мы предполагали, что такие изменения могут быть связаны 
с  нарушениями иммунной и  эндокринной систем при старении. 
Для того, чтобы оценить это мы проанализировали содержание 
кортикостерона в крови крыс. Мы не выявили значимых различий 
между крысами разных генотипов по этому показателю, что соот-
ветствует данным литературы. Хроническая изоляция не приводи-
ла к  длительным изменениям в  содержании этого гормона в  кро-
ви животных. Это согласовалось с отсутствием изменений в массе 
надпочечников у  крыс разных линий. При этом важно отметить, 
что у крыс SHR была существенно снижена масса тимуса — важ-
нейшего органа иммунной защиты. Интересно, что нам не удалось 
выявить значимых различий в содержании СРБ, ИЛ‑1‑бета, ФНОа, 
ТФРб. В то же время наблюдались значительные различия в содер-
жании ИЛ‑6, обусловленные генотипом и условиями содержания. 
Уровень ИЛ‑6 был выше у  контрольных крыс SHR по  сравнению 
с WKY, а изоляция приводила к значимому снижению содержания 
ИЛ‑6 в крови крыс SHR, но не у крыс WKY.

Таким образом, поведение стареющих крыс SHR и WKY суще-
ственно различалось в тех тестах, где локомоторная активность яв-
ляется важной для проявления тех или иных характеристик работы 
нервной системы. Крысы SHR практически всегда были более ак-
тивными и перемещались с большей скоростью. Крысы SHR слег-
ка превосходили крыс WKY в тесте на неассоциативное обучение, 
но в тесте на ассоциативное обучение эти различия не проявлялись. 
Изоляция в течение 3 мес. не приводила к усилению тревожно-де-

прессивных характеристик поведения. В  то  же время у  крыс SHR 
в результате изоляции возникали проблемы с обучением и форми-
рованием долговременной памяти. Нам не  удалось выявить раз-
личий в исследованных гормональных показателях. Не было уста-
новлено значительных межлинейных различий в большинстве ис-
следованных показателей воспаления. Исключение составил ИЛ‑6, 
уровень которого был существенно выше у крыс SHR, а длительная 
изоляция снижала его содержание у этих животных.
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Аннотация. Обсуждается возможная роль возбудимости нервной си-
стемы в  патогенезе постстрессорных расстройств. Животные с  контраст-
ной генетически детерминированной возбудимостью нервной системы 
имеют различную динамику и  выраженность поведенческих нарушений 
в ответ на стресс, процессов нейровоспаления и показателей разнообразия 
микробиоты ЖКТ.

Ключевые слова: возбудимость нервной системы, стресс, постстрес-
сорные расстройства, нейровоспаление, ось «микробиота-кишечник-мозг»

Распространенность психопатологий, таких как депрессия 
и тревожные расстройства, растет во всем мире. Нейробиологи-
ческая основа этих психопатологий остается неясной, а  объек-
тивные маркеры для диагностики и  оценки риска отсутствуют. 
Гипотеза «стресс-диатез» [1] предполагает, что к их манифестации 
приводит взаимодействие двух факторов: генетической уязвимо-
сти и воздействия стрессоров. Высокая генетическая уязвимость 
с  большей вероятностью приведет к  развитию психопатологии 
в ответ на стресс. И наоборот, организмы с низкой генетической 
уязвимостью могут быть относительно устойчивы к стрессу и ме-
нее склонны к  развитию психопатологических симптомов, даже 
в неблагоприятных условиях.

Наше понимание генетической уязвимости в отношении пси-
хических расстройств сегодня не является исчерпывающим и мно-
гое остается неизвестным. Необходимо выявить конкретные гене-
тические факторы риска, понять их взаимодействие с  факторами 
окружающей среды и только после этого результаты исследований 
можно будет воплотить в индивидуальные подходы к профилакти-
ке и лечению психических расстройств.

Мы предполагаем, что использование с этой целью в качестве 
моделей линейных животных с высокой и низкой возбудимостью 
нервной системы является перспективным, поскольку позволяет 
выявлять генетические факторы риска развития симптомов психо-
патологии при действии стресса, связанные с основными свойства-
ми нервных процессов. Возбудимость, являясь важнейшей характе-
ристикой функционального состояния нервной системы, доступна 
для объективного измерения и является более простым признаком 
для искусственного отбора, чем поведенческие характеристики ла-
бораторных животных.

Предстоит понять не только то, какие генетические уязвимости 
связаны с  развитием той или иной патологии, но  и  за  счет каких 
процессов стресс приводит к  нарушениям функций центральной 
нервной системы. В  последние годы нейровоспаление рассматри-
вается как один из механизмов, посредством которого стрессорная 
реакция меняет молекулярную, эпигенетическую и, в  конечном 
итоге, клеточную пластичность, таким образом, что нарушается 
функция нервной ткани и, как следствие, поведение. В  качестве 
возможного регулятора процессов нейровоспаления рассматри-
вают ось «микробиота-кишечник-мозг», поскольку известно, что 
микроорганизмы могут через выделяемые ими метаболиты влиять 
на работу клеток нервной ткани, в том числе, на транскрипцию ге-
нов, связанных с воспалением через эпигенетические механизмы.

В данной работе мы изучили выраженность постстрессорного 
нейровоспаления и динамику изменений микробиоты кишечника 
у крыс с наследственно обусловленным высоким и низким уровнем 
возбудимости нервной системы.

Исследование проводили на пятимесячных самцах крыс двух 
линий: высокий порог, низкая возбудимость (ВП) и низкий порог, 
высокая возбудимость (НП), которые были селектированы в Ин-
ституте физиологии им. И. Павлова РАН по величине порога воз-
будимости большеберцового нерва к  электрическому току. Жи-
вотные экспериментальных групп обеих линий были подвергнуты 
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длительному эмоционально-болевому стрессированию по прото-
колу К. Гехта.

Стрессированных животных и соответствующие контрольные 
группы декапитировали через 24 часа, 7, 24 и 60 дней после воздей-
ствия стресса, анализ поведения проводили в этих же временных 
точках после окончания стрессирования.

Поведение оценивали с помощью тестов «Открытое поле» (ОП) 
и  «Приподнятый крестообразный лабиринт» (ПКЛ). Для оценки 
нейровоспаления в  гиппокампе и  префронтальной коре оценива-
ли количество иммунопозитивных клеток (микроглиальный мар-
кер Iba1), определяли уровень мРНК генов, связанных с про- и про-
тивовоспалительными цитокинами, в  структурах, вовлеченных 
в  патогенез постстрессорных патологий (префронтальная кора, 
гиппокамп, миндалина). Кроме того, оценивали уровень экспрес-
сии некоторых генов, вовлеченных в синаптическую пластичность 
(nr3c1, nr3c2, bdnf).

Для изучения микробного разнообразия экстрагировали ДНК 
из стула животных с последующим секвенированием гена 16S рРНК.

Выявлены специфичные для линий крыс с контрастной возбу-
димостью поведенческие эффекты стресса: у низковозбудимых жи-
вотных (ВП) отсутствовали какие-либо постстрессорные поведен-
ческие симптомы на протяжении большей части периода наблюде-
ний, однако через 60 дней после окончания стрессирования крысы 
данной линии демонстрировали значимое снижение локомоции 
и  груминга в  тесте ОП по  сравнению с  контролем. У  высоковоз-
будимых животных линии НП наблюдаются выраженные тревож-
но-подобные симптомы уже через сутки после стресса и сохраня-
ются до 60 го дня.

У высоковозбудимых крыс обнаружено значимое увеличение 
числа микроглиальных клеток на  7  сутки после стрессирования 
во  всех исследованных зонах гиппокампа, уровень мРНК про-
воспалительного цитокина  IL1β у  этих животных значимо выше 
по сравнению с контролем к 24 му дню после стресса в гиппокам-
пе и  миндалине. Эффект стресса на  количество микроглиальных 
клеток у низковозбудимых крыс менее выражен и заметен только 
в области СА1 в тот же временной промежуток, а увеличение экс-
прессии гена il1β отмечено только в гиппокампе через 24 дня после 
окончания стрессирования.

Анализ экспрессии генов, вовлеченных в синаптическую пла-
стичность у интактных животных показал, что высоковозбудимые 

крысы линии НП имеют значимо более низкий уровень экспрессии 
гена nr3c2 (кодирующего минералкортикоидный рецептор) в  гип-
покампе по сравнению с низковозбудимой линией ВП. Анализ кра-
ткосрочного и долгосрочного действия стресса на уровень экспрес-
сии изучаемых генов выявил снижение уровня мРНК bdnf в преф-
ронтальной коре и гиппокампе у крыс линии НП.

Микробиота кишечника интактных низковозбудимых крыс 
(ВП) характеризуется большим разнообразием по сравнению с вы-
соковозбудимыми, о  чем свидетельствуют значимо более высо-
кие значения индексов альфа-разнообразия, но  под воздействием 
стресса представленность конкретных родов бактерий меняется 
более динамично по сравнению с линией НП.

Можно предполагать, что исходно большее разнообразие ми-
кробиоты кишечника низковозбудимых животных является одним 
из  факторов, способных регулировать экспрессию генов провос-
палительных цитокинов посредством выделения короткоцепочеч-
ных жирных кислот, ингибирующих гистондеацетилазы хозяина 
(HDACs), тем самым влияя на активацию транскрипции генов хо-
зяина не только в крови, но и в мозге. Это позволяет сдерживать 
развитие постстрессорного нейровоспаления, что, по-видимому, 
обеспечивает большие адаптивные возможности низковозбуди-
мым животным линии ВП, которые в ответ на стресс показывают 
менее выраженные тревожно-подобные симптомы по  сравнению 
с высоковозбудимой линией.

Гипотеза «Мульти-сетевой нейронной гипервозбудимости» [2] 
предполагает, что стойкое возбуждение в  нервных цепях, связан-
ных с генерацией тревоги, приводит к тревожным расстройствам; 
гипер (гипо)возбуждение в цепях, связанных с пониженным эмо-
циональным фоном, вызывает симптомы депрессии; постоянное 
возбуждение в цепях, вовлеченных в когнитивную обработку, вы-
зывает навязчивые мысли. Такая патологическая нейрональная ак-
тивность может быть вызвана неспособностью «уязвимой» нервной 
системы регулировать свое состояние при воздействии стрессора. 
Строгих доказательств данной гипотезы нет, частично она под-
тверждается GWAS исследованиями (полногеномный поиск ассо-
циаций) и транскриптомным анализом, которые свидетельствуют 
о том, в патогенезе психопатологий принимают участие гены, свя-
занные с кальциевыми каналопатиями [3]. Полученные нами дан-
ные, не  являясь прямыми доказательствами причинно-следствен-
ной связи уровня возбудимости с  постстрессорными поведенче-
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скими нарушениями у крыс, не противоречат высказанным выше 
предположениям.

Возможно, существуют и  негативные эффекты аномально 
низкой возбудимости, когда сниженная нейрональная активность 
в важных для эмоционального контроля нервных сетях, так же при-
ведет к нарушениям адаптации.

Полученные результаты позволяют сформулировать новые во-
просы: как будут влиять другие модели длительного стресса на фи-
зиологические функции и поведение крыс с различной возбудимо-
стью нервной системы? Каковы генетические и  эпигенетические 
различия линий с  высокой и  низкой возбудимостью? Какие эпи-
генетические факторы могут быть потенциальными регуляторами 
развития постстрессорного воспаления у  крыс с  разной возбуди-
мостью? Зная о влиянии стресса на микробиоту кишечника и воз-
можностях микроорганизмов‑симбионтов модулировать функци-
ональное состояние ЦНС, необходимо проверить, будут  ли целе-
направленные изменения состава микробного сообщества, либо 
содержания микробных метаболитов, оказывать антивоспалитель-
ное действие в нервной ткани и способно ли такое вмешательство 
нормализовать поведение животных.

Финансовая поддержка: данное исследование было поддержано 
из средств программы стратегического академического  

лидерства «Приоритет 2030» БФУ им. И. Канта  
и Госпрограммы 47 ГП «Научно-технологическое развитие  

Российской Федерации» (2019—2030), тема 0134—2019—0002.

Список литературы
1.	 Monroe S. M., Simons, A. D. Diathesis-stress theories in the context 

of life stress research: implications for the depressive disorders//Psy-
chol. Bull. — 1991. — №.110. — Р. 406—425.

2.	 Binder M. R. The neuronal excitability spectrum: A new paradigm in 
the diagnosis, treatment, and prevention of mental illness and its re-
lation to chronic disease//Am. J. Clin. Exp. Med. — 2021. — Т. 9. — 
№ 6. — P. 187—203.

3.	 Liu Y. et al. Meta-analysis of genome-wide association data of bipolar 
disorder and major depressive disorder//Mol. Psychiatry. — 2011. — 
Т. 16. — № 1. — P. 2—4.

GENETICALLY DETERMINED NERVOUS SYSTEM 
EXCITABILITY AS A RISK FACTOR FOR THE 

DEVELOPMENT OF POST-STRESS BEHAVIORAL 
DISORDERS: A STUDY ON ANIMAL MODELS

I. Shalaginova 1*, А. Vylegzhanina 1,  
T. Zachepilo 2, N. Dyuzhikova 2

1 	 Immanuil Kant Baltic Federal University 
236041, Kaliningrad, st. Alexandr Nevskogo, 14

 2	 Institute of Physiology. I. P. Pavlov RAS 
199034, St. Petersburg, nab. Makarova, 6.

*e‑mail: shalaginova_i@mail.ru
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Ограниченные возможности регенерации ЦНС у  человека 
требуют создания новых источников нейральных стволовых кле-
ток (НСК) для регенерации. Таким источником могут быть репро-
граммированные в нейральном направлении аутологичные сома-
тические клетки. В  отличие от  взрослых НСК, наличие которых 
у человека в последнее время ставится под сомнение, репрограм-
мированные НСК характеризуются повышенной способностью 
к  нейрональной дифференцировке, несмотря на  воспалительное 
микроокружение взрослого мозга. В  течение последней декады 
активно разрабатываются технологии прямого пронейронально-
го репрограммирования или трансдифферецнировки, минующей 
стадию клеток с индуцированной плюрипотентностью. В послед-
ние годы предпринимаются весьма интересные попытки прямого 
репрограммирования глиальных клеток  in situ с  помощью раз-
личных биотехнологических подходов. Краеугольной проблемой 
успешной регенеративной терапии церебальной и  спинальной 
травмы является предотвращение развития грубого соединитель-
нотканного рубца на месте травмы, препятствующего регенерации 
проводящих путей спинного мозга. С целью его преодоления раз-
рабатываются различные скаффолды, облегчающие прорастание 
аксонов, а  также испытываются различные генотерапевтические 
средства нокдауна ключевых факторов образования рубца или 
наоборот, активации ремоделирования внеклеточного матрикса 
и репаративной регенерации.

Крайне интересным и перспективным при заболеваниях и трав-
мах ЦНС представляется применение нейромодуляции. Показано, 
что эпидуральная стимуляция в зоне L2‑S1 у человека и млекопита-
ющих активирует так называемые SPG нейроны, обеспечивающие 
функционирование спинального генератора ходьбы. Одним из наи-
более перспективных подходов представляется комбинирование 
нейротехнологий и  регенеративных технологий, в  частности, им-
плантации скаффолдов с  репрограммированными клетками с  по-
следующей нейромодуляцией.
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Аннотация. Эпилепсия — заболевание, сопровождающееся приступами 
гиперсинхронной нейронной активности. Используя крысиную модель, мы 
исследовали механизмы распространения фокальной эпилепсии. Наши ре-
зультаты показали, что эпилептическая активность распространяется с вов-
лечением преимущественно супра- и инфрагранулярных слоев неокортекса.
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Эпилепсия  — неврологическое заболевание с  повторяющи-
мися приступами гиперсинхронной нейронной активности, ко-
торое поражает до 2 % новорожденных. Более половины случаев 
составляет фокальная эпилепсия, которая характеризуется нали-
чием очага  — участка коры, в  котором происходит зарождение 
эпилептической активности [1]. Однако фокальные припадки ча-
сто распространяются и/или перерастают в генерализованные [2]. 
При этом неонатальные судороги характеризуются чрезвычайно 
высоким уровнем смертности (до 20 %), а также наличием невро-
логических нарушений, инвалидности и задержки развития у вы-
живших детей. В связи с этим понимание механизмов возникно-
вения и распространения приступов является жизненно важным 
для совершенствования терапевтических подходов к лечению это-
го разрушительного заболевания.

Чтобы описать пространственное распространение эпилепти-
ческой активности, мы использовали комбинацию вне- и внутри-
клеточных электрофизиологических регистрацияй  in  vivo. Реги-
страция проводилась на  крысах р15‑р27, где р0‑день рождения. 

Эпилептиформная активность вызывалась с  помощью интракор-
тикальной инъекции 4‑аминопиридина (4‑АП, 100 мМ, 0,5—1 мкл).

Наши результаты показали, что фокальная эпилептическая ак-
тивность распространяется преимущественно по  супрагрануляр-
ным и инфрагранулярным слоям, в то время как гранулярный слой 
слабо вовлечен в эпилептическую активность. Результаты настоя-
щего исследования могут лечь в основу разработки новой тактики 
лечения фокальной эпилепсии. 

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ № 22—25—00225.
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Аннотация. Холинергическая дисфункция является одним из компо-
нентов патогенеза нейродегенеративных заболеваний. В работе исследовали 
защитные свойства активатора канонического wnt каскада wnt3a в условиях 
холинергического дефицита в гиппокампе и обнаружили, что wnt3a может 
вызывать частичную компенсацию последствий этого дефицита.
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Патогенез ряда нейродегенеративных заболеваний, таких как 
болезнь Альцгеймера, тяжелые формы болезни Паркинсона, демен-
ция с тельцами Леви и т. д. имеет ряд общих элементов, несмотря 
на различия в симптомах болезней. Одним из общих элементов яв-
ляется дисфункция холинергической системы. Дегенерация холи-
нергических нейронов базальных ядер переднего мозга происходит 
как при болезни Альцгеймера, так и при тяжелых случаях болезни 
Паркинсона и деменции с тельцами Леви [1,2]. Другим элементом 
является снижение активности сигнального каскада wnt, которое, 
как считается, может лежать в основе гиперактивации гликогенсин-
тазы киназы 3‑бета и формирования нейрофибриллярных клубков 
гиперфосфорилированного тау-белка [3], являющегося в  норме 
одним из компонентов аксонального цитоскелета нейронов, вовле-
ченных в стабилизацию микротрубочек. Дисфункция wnt каскада 
наряду с инсулиновой резистентностью, очень часто развивающей-
ся при упомянутых патологиях [4,5], может приводить к повышен-
ной активности GSK3b и  гиперфосфорилированию тау, которое 

происходит в результате фосфорилирования этого белка по множе-
ству сайтов, к нарушению его функции, дестабилизации внутрикле-
точного транспорта, и, как следствие, гибели клеток.

Основными ферментами, вовлеченными в  процесс фосфори-
лирования тау-белка, являются циклин-зависимая киназа 5 и гли-
коген-синтаза киназа 3‑бета (GSK3b). Последний фермент является 
одним из ключевых в двух сигнальных каскадах — это каскад, за-
пускаемый инсулиновым рецептором и frizzled (fzd) рецепторами, 
активирующими wnt каскад [6].

Исследования роли сигнального каскада wnt, опосредованно-
го fzd рецепторами, а также роли GSK3b проводятся на различных 
животных моделях. Эти модели включают в себя животных, у ко-
торых был индуцирован тот или иной дефицит с помощью опре-
деленных токсинов, или трансгенных животных, несущих челове-
ческие семейные мутации, которые ассоциированы с  развитием 
тех или иных нейродегенеративных заболеваний. На трансгенных 
животных, оверэкспрессирующих человеческий бета-амилоид с се-
мейными мутациями, было показано повышение экспрессии белка 
Dkk1, регулирующего активность wnt каскада, и снижение активно-
сти канонического wnt каскада [4]. Другим важным аспектом, свя-
зывающим сигнальный путь wnt и болезнь Альцгеймера, является 
то, что снижение активности wnt каскада приводит к накоплению 
бета-амилоида [7] и активация каскада, напротив, препятствует его 
накоплению и подавляет экспрессию протеазы BACE, расщепляю-
щей белок-предшественник амилоида (АРР) [8].

В работе изучили защитную роль оверэкспрессии лиганда сиг-
нального пути wnt (wnt3a) на фоне холинергической дисфункции. 
На  основании результатов электрофизиологических и  поведенче-
ских экспериментов оценили влияние оверэкпрессии лиганда wnt3a 
на  функциональные свойства глутаматергических синапсов обла-
сти CA1 гиппокампа и когнитивные нарушения, возникающие при 
холинергической дисфункции.

Эксперименты выполнили на  половозрелых крысах-самцах 
Вистар (n = 64, масса тела 250—350 г). Все животные были случай-
ным образом разделены на три экспериментальные группы, состо-
явшие из  крыс, которым вводили 192IgG-сапорин и  контрольную 
конструкцию (n = 20), животных, которым вводили фосфатно-со-
левой буфер и контрольную конструкцию (n = 24) и крыс, которым 
вводили 192IgG-сапорин и  конструкцию, оверэкспрессирующую 
wnt3a (n = 20). Электрофизиологическому и поведенческому иссле-
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дованиям предшествовала хирургическая операция. Крысы получа-
ли интрасептальные инъекции 192IgG-сапорина или растворителя 
в медиальную септальную область (МСО) (AP +0,4 мм, L +1,5 мм, 
14°). Препарат вводили в дозе 1,5 мкг/на крысу. Вирусную конструк-
цию, несущую wnt3a или контрольную конструкцию вводили в оба 
гиппокампа (AP –2,9 мм, L +1,9 мм, H –3,3 мм) в объеме 1 мкл/сторо-
ну. Эксперименты проводили через 21 день после операции.

Часть животных включили в  серию электрофизиологических 
экспериментов (n = 34). Крыс анестезировали уретаном (1,75  г/кг 
массы тела, внутрибрюшинно). Стимулирующий никель-хромовый 
электрод (диаметр 80 мкм) вживляли в вентральную гиппокампаль-
ную комиссуру (ВГК) (AP –1,3 мм, L +1,0 мм, H –3,5 мм). Регистри-
рующий электрод имплантировали в  область СА1 (AP –2,7  мм, L 
+1,5 мм, H –2,2 мм). Амплитуду вызванных постсинаптических по-
тенциалов (ВПСП) в поле СА1 после стимуляции ВГК (межстимуль-
ный интервал 30 мс; время между циклами 20 сек при интенсивно-
сти 100—400  мкА) рассчитывали, суммируя 10  последовательных 
стимулов, и регистрировали каждые 10 мин. Интенсивность тесто-
вого парного импульса устанавливали на уровне 40—50 % от мак-
симальной амплитуды ВПСП. Базовую активность регистрирова-
ли в  течение 30  мин. После этого индуцировали долговременную 
потенциацию (ДП) в поле СА1, тетанизируя ВГК высокочастотной 
стимуляцией (5 стимуляций, состоявших из 4 серий по 5 стимулов 
с частотой 100 Гц с межстимульным интервалом 200 мс и интерва-
лом между сериями 30 с).

Начиная с 21 дня после инъекции токсина, на оставшихся осо-
бях (n = 30) провели серию тестов для анализа поведенческой ак-
тивности, включая «Открытое поле» (21  день), «Сужающаяся до-
рожка» (22—26 дни) и «Y‑образный лабиринт» (26 день).

Двигательную и исследовательскую активность животных изу-
чали в тесте «Открытое поле». В течение 5 мин регистрировали сле-
дующие показатели: пройденное расстояние, скорость передвиже-
ния, вертикальную активность (число стоек), число и общее время 
реакций груминга и длительность и число замираний.

Сенсомоторную координацию оценивали в тесте «Сужающаяся 
дорожка». В течение первых четырех дней животных обучали до-
ходить по дорожке до целевой камеры. На пятый день проводили 
тестирование. Для оценки применяли балльную систему подсчета. 
Итоговая оценка включала в себя сумму трех испытаний, причем 
баллы присваивали отдельно за каждый из четырех 50‑сантиметро-

вых сегментов дорожки (максимальная оценка 12 баллов за 3 испы-
тания). 0 баллов присваивали, если животное соскальзывало лапой 
с поверхности дорожки, оценку 1 балл давали, если крыса прошла 
сегмент без ошибок.

Кратковременную память оценивали, исследуя поведение чере-
дования в Y‑образном лабиринте. Регистрировали поведение спон-
танного чередования, основанное на способности животных запо-
минать рукав, который оно только что исследовало, и  не  входить 
в те рукава, которые оно посещало до этого. Длительность тести-
рования составляла 8 мин. В течение всего теста крысы свободно 
перемещались по  лабиринту. Регистрировали последовательность 
входов в  каждый рукав. Чередование определяли как последова-
тельные входы в рукава лабиринта без возврата в ранее посещен-
ный рукав или рукав, из которого животное вышло в данный мо-
мент времени. Таким образом, процент чередований оценивали как 
(число чередований/число входов в рукава — 2) х 100).

После экспериментов проводили иммуногистохимическое ис-
следование для подтверждения гибели холинергических нейронов. 
Окрашивание производили антителами, связывающими холина-
цетилтрансферазу (ХАТ), являющуюся маркером холинергических 
нейронов. У животных, которым вводили 192IgG-сапорин в МСО 
или 192IgG-сапорин совместно с  вирусом, оверэкспрессирующим 
wnt3 а количество ХАТ-позитивных нейронов было статистически 
значимо меньше по сравнению со значением показателя у живот-
ных из контрольной группы (10,2 ± 11,4, 23,8 ± 21,3 и 105,1 ± 39,2 % 
соответственно, p < 0,0167 в обоих случаях).

У части крыс собирали образцы гиппокампов для оценки ак-
тивности ацетилхолинэстеразы. Активность фермента в гиппокам-
пе крыс определяли спектрофотометрическим методом. На  фоне 
введения иммунотоксина выявили статистически значимое сни-
жение активности фермента (p<0,0167), а  оверэкспрессия wnt3a 
не компенсирует индуцированный дефицит (p<0,0167).

В первой серии ДП, индуцировали в синапсах ВГК-CA1 с по-
мощью высокочастотной стимуляции ВГК, которая одновременно 
активирует аксоны, исходящие из МСО и области СА3 гиппокам-
па. В  эксперименте наблюдали статистически значимый эффект 
основного воздействия на  ответы, вызванные высокочастотной 
стимуляцией ВГК (F1,19 = 5,99, p < 0,01). Прирост амплитуды ВПСП 
у животных из группы, получавших иммунотоксин 192IgG-сапорин 
был статистически значимо ниже, чем у крыс, получавших инъек-



9190

цию растворителя. У  животных, которым одновременно вводили 
192IgG-сапорин и конструкцию для оверэкспрессии wnt3a, выявили 
восстановление величины долговременной потенциации, оценива-
емой по приросту амплитуды ВПСП, по сравнению со значениями 
амплитуды у животных, которым вводили только 192IgG-сапорин 
и вирусы с контрольной конструкцией. Таким образом, ДП, инду-
цированная одновременной активацией глутаматергических аксо-
нов пирамидных нейронов зоны СА3 и септальных волокон крити-
чески зависит от активации септальных холинергических аксонов, 
а оверэкспрессия wnt3a частично восстанавливает нарушения, вы-
званные холинергическим дефицитом.

Во второй серии экспериментов при анализе горизонтальной 
или вертикальной двигательной активности или исследованных 
показателей поведения в  тесте «Открытое поле» достоверных 
различий между группами не  выявили. При анализе показатели 
тонкой координации движения в  тесте «Сужающаяся дорожка» 
выявили существенное изменение у крыс, получавших инъекции 
192IgG-сапорин. На  фоне инъекции 192IgG-сапорин отметили 
статистически значимое снижение координации, измеренному 
по балльной шкале (9,8 ± 0,35 баллов, n = 11) по сравнению со зна-
чением показателя у  животных из  контрольной группы (11,3 ± 
0,21, n = 13, p < 0,01) и животными, которым инъецировали адено-
ассоциированные вирусы, несущие кассету с wnt3a (10,8 ± 0,25, n = 
10, p < 0,05). Поведение спонтанного чередования рукавов в Y‑об-
разном лабиринте позволяет, хотя и  в  достаточно примитивной 
форме, оценить состояние кратковременной (рабочей) памяти. 
Введение 192IgG-сапорина приводило к выраженному нарушению 
чередования и  оверэкспрессия wnt3a не  предотвращала ухудше-
ние показателей в этом тесте. Установлено, что чередования в кон-
троле наблюдались на уровне 66,5 ± 3,23 %, а у животных из групп, 
которым вводили 192IgG-сапорин и 192IgG-сапорин с wnt3a 49,96 
± 7,03 % и 50,15 ± 6,5 % соответственно.

На основании данных, полученных при исследовании защит-
ного эффекта активации канонического wnt-каскада на модели хо-
линергического дефицита, вызванного введением иммунотоксина 
192IgG-сапорин в  МСО, показали, что при оверэкспрессии wnt3a 
в  гиппокампе происходит частичное восстановление амплитуды 
синаптического ответа в области CA1 гиппокампа в ответ на сти-
муляцию ВГК и восстановление моторной активности в тесте «Су-
жающаяся дорожка». Согласно литературным данным,

По всей видимости, связь между поведенческими реакциями 
и активацией wnt-каскада не является однозначной. Наблюдаемое 
взаимодействие может быть результатом проявления работы тон-
ких неизученных внутриклеточных механизмов, обусловленных 
развитием компенсаторной реакции на  повреждение, длительной 
вынужденной активации каскада или рядом других эффектов. Ак-
тивация канонического wnt-каскада может оказывать самостоя-
тельное влияние на поведение, указывая на то, что активация этого 
каскада может оказывать положительный эффект при когнитивных 
нарушениях.
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Annotation. Cholinergic dysfunction plays a key role  in the pathogenesis 
of neurodegenerative diseases. We studied the protective properties of the wnt 
cascade activator wnt3a under conditions of cholinergic dysfunction in the hip-
pocampus. We found that wnt3a can partially restore behavioral activity and syn-
aptic plasticity induced with immunotoxin.
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Аннотация. Масс-спектрометрическая протеомика и  метаболомика 
все шире используются для изучения процессов в нервной системе. В до-
кладе описаны технические и методические возможности масс-спектроме-
трической фасилити ФЦМН в данной области.
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Омиксные технологии  — это набор технических и  методиче-
ских подходов, обеспечивающих ненаправленный поиск и  ком-
плексный анализ изменений содержания широких групп химиче-
ских соединений в биологических объектах при изменениях их со-
стояния. К таким группам традиционно относят ДНК (геномика), 
РНК (транскриптомика), белки (протеомика), низкомолекулярные 
метаболиты (метаболомика), из  числа последних часто выделя-
ют в  отдельную группу липиды и  другие неполярные соединения 
(липидомика). К настоящему времени эти направления омиксных 
технологий хорошо разработаны и  существует немало примеров 
успешного их использования для изучения средне- и долгосрочных 
изменений в нервной системе или отдельных ее компонентах [1, 2]. 
В этом списке технологий протеомика, липидомика и метаболоми-
ка могут быть выделены в  отдельную подгруппу как потому, что 
изучают более быстрые изменения состояния клеток, так и потому, 
что для генерации первичных данных о составе соответствующей 
фракции веществ часто применяют хромато-масс-спектрометрию.

Научно-производственный комплекс ФЦМН оснащен двумя 
хромато-масс-спектрометрами с  детектором типа «орбитальная 
ловушка», позволяющими решать основные задачи протеомного 
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и метаболомного анализа и обладает квалифицированным персо-
налом, способным адаптировать и проектировать «мокрые» омикс-
ные методики под имеющуюся техническую базу, а также обеспе-
чивать последующий биоинформатический анализ полученных 
данных. В настоящее время в нашей омиксной фасилити налажены 
стандартные протоколы безметочной антаргетной и таргетной по-
луколичественной протеомики и с их помощью ведется, в частно-
сти, исследование процесса ферроптоза [3]. В  стадии отладки на-
ходятся варианты протокола для безметочной редокс-протеомики 
(оценки доли окисленных цистеинов в протеоме) с использованием 
защиты окисленных и восстановленных остатков цистеина двумя 
разными химическими группами, которую можно использовать, 
в частности, для изучения окислительного стресса в нервной ткани.

На завершающей стадии отработки находится протокол для 
полуколичественной стандартной липидомики (т. е. анализа гли-
церо- и сфинголипидов), который также планируется приложить 
к оценке процесса ферроптоза. Ведется работа по адаптации опи-
санных в  литературе протоколов редокс-липидомики (прямого 
таргетного либо антаргетного полуколичественного измерения 
продуктов окисления полиненасыщенных жирных кислот, входя-
щих в состав липидов).

Другим примером приложения наших возможностей в области 
метаболомики является анализ метаболических потоков (флакс-а-
нализ). В  этой технологии данные о  распределении искусственно 
вводимых с  разными пищевыми молекулами атомов стабильных 
изотопов углерода или азота между различными метаболитами ис-
пользуются для оценки интенсивности протекания тех или иных 
ветвей метаболизма. Этим методом нам удалось углубить понима-
ние механизмов реализации Варбург-эффекта в онкотрансформи-
рованных клетках.
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Аннотация. Гипоксически-ишемическая энцефалопатия (ГИЭ) но-
ворожденных  — это острое повреждение головного мозга, возникающее 
вследствие ограниченности поступления кислорода и питательных веществ 
в головной мозг из-за нарушения кровоснабжения во время внутриутроб-
ного, интранатального или послеродового периода. К  2  годам до  60 % де-
тей с ГИЭ умирают или имеют серьезные нарушения, включая умственную 
отсталость, эпилепсию и  церебральный паралич (ДЦП) [1]. В  настоящее 
время единственным методом лечения младенцев с ГИЭ является терапев-
тическая гипотермия. Считается, что гипотермия эффективна, поскольку 
она снижает уровень свободных радикалов и глутамата, уменьшает потреб-
ность в  кислороде и  снижает апоптотическую гибель клеток [2]. Для эф-
фективного лечения терапевтическую гипотермию необходимо проводить 
в течение первых 6 часов жизни. Однако, около 20 % новорожденных мла-
денцев, у  которых в  итоге разовьется ГИЭ средней или тяжелой степени, 
остаются без должного клинического внимания [3]. Для ранней дифферен-
циальной диагностики ГИЭ новорожденных могут быть применимы под-
ходы, основанные на анализе метаболических изменений в крови новоро-
жденных с  использованием хромато-масс-спектрометрии. Использование 
дополнительных критериев, таких как метаболомные маркеры, будет спо-
собствовать более точной и своевременной постановке диагноза и диффе-
ренциальной диагностике сочетанных повреждений. Клинические иссле-
дования в неонатальный период очень ограничены, при исследовании ди-
намики молекулярного состава биологических жидкостей преимуществом 

обладают неинвазивные образцы (моча, стул), а  также малоинвазивные 
образцы (кровь, сухое пятно крови).

Ключевые слова: масс-спектрометрия, метаболомика, протеомика, 
диагностика, асфиксия новорожденных

Целью данного исследования являлось поиск маркеров раннего 
повреждения головного мозга на  основе современных масс-спек-
трометрических методов анализа метаболома в  плазме и  мазках 
сухих пятен крови используя крысиную модель неонатальной ГИЭ.

Для определения маркеров, отражающих только патологиче-
ские изменения головного мозга в результате ГИЭ, нами было смо-
делировано повреждение головного мозга в  условиях  in  vivo. Для 
моделирования повреждения головного мозга отбирались 7‑ми 
дневные крысы обоих полов. Для получения гипоксически-ише-
мического повреждения головного мозга применялся метод Рай-
са-Ваннучи [4]. Крыс анестезировали 1 %-ным изофлюраном, далее 
отделяли левую сонную артерию и пережигали ее электрокаутером. 
После подвергали крысят гипоксии в течение 2 часов в смеси газов: 
8 % кислорода и 92 % азота. Через 4 часа после гипоксии для выяв-
ления морфологических изменений в зонах повреждения головного 
мозга крыс проводилась магнитно-резонансная томография.

Предполагается, что степень зрелости головного мозга может 
влиять на  метаболические паттерны повреждения. Для проверки 
данной гипотезы была разработана модель фотохимически инду-
цированного тромбоза сосудов коры головного мозга. Крысята от-
бирались на двух сроках после рождения: через 7 суток (зрелость 
мозга которых соответствует зрелости мозга плода на  сроке ге-
стации 32—36  недель человека) и  12  суток после рождения (мозг 
12‑суточных крысят соответствует по степени зрелости мозгу доно-
шенного новорожденного) [5]. При моделировании данным спосо-
бом повреждения головного мозга производили индуцированный 
лазером тромбоз сосудов у 7‑ми и 12‑ти дневных крысят с после-
дующим сбором сухих пятен и  плазмы крови для метаболомного 
анализа с целью идентификации маркеров ишемического повреж-
дения головного мозга. Для визуализации и морфометрии области 
фокального ишемического очага использовали магнитно-резонанс-
ную томографию через 4 часа после фототромбоза.

Через 6  часов после воздействия получали плазму и  сухие 
пятна крови для последующего метаболомного анализа методом 
высокоэффективной хроматографии (Ultimate 3000  LC System) 
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с масс-спектрометрическим детектированием (Maxis Impact qTOF) 
(ВЭЖХ—МС).

Для выявления потенциальных низкомолекулярных маркеров 
повреждения головного мозга с использованием ВЭЖХ—МС был 
проведен анализ полученных данных. Многомерный статистиче-
ский анализ (PLS-DA) данных ВЭЖХ—МС показал четкое разде-
ление групп животных в обоих случаях как в экстрактах плазмы 
крови, так и в экстрактах сухих пятен крови. Полученные данные 
свидетельствует о  выраженном изменении состава метаболитов 
плазмы и цельной крови под действием ишемии/гипоксии у кры-
сят. С помощью одномерного статистического анализа были ото-
браны и  идентифицированы молекулярные ионы, концентрация 
которых статистически значимо изменялась между группами; 
проанализированы метаболические пути, в  которых данные ме-
таболиты участвуют. Так, анализ сухих пятен выявил понижен-
ную концентрацию ряда фосфатидилхолинов и  лизофосфатид-
милхолинов, а также диглицеридов, в то время как триглицериды 
и моноациглицеролы были повышены в 2—7 раз. Наиболее вов-
леченными метаболическими путями являлись метаболизм гли-
церофосфолипидов и  сфинголипидов, а  также путь биосинтеза 
стероидных гормонов. На основании проведенных исследований 
можно заключить, что в  результате гипоксически-ишемических 
воздействий наблюдается заметное изменение метаболитов в кро-
ви лабораторных животных.

Таким образом, метод высокоэффективной хроматографии 
с  масс-спектрометрическим детектированием может быть надеж-
ным способом детекции метаболических изменений в плазме крови 
и сухих пятнах крови для ранней диагностики гипоксически-ише-
мической энцефалопатии новорожденных.

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фон-
да № 22—15—00454, https://rscf.ru/project/22—15—00454/
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Аннотация. В работе была продемонстрирована генерация пероксида 
водорода хемогенетическим инструментом на  основе оксидазы D‑амино-
кислот в зубчатой извилине гиппокампа мыши in vivo. Использование этого 
инструмента в  дальнейшем позволит ответить на  вопрос о  роли окисли-
тельного стресса в развитии нейродегенерации.

Ключевые слова: Окислительный стресс, Нейродегенерация, Оксида-
за D‑аминокислот

При окислительном стрессе наблюдается дисбаланс между 
окислителями и восстановителями в пользу окислителей, приводя-
щий к нарушению редокс-сигналинга и/или повреждению молекул 
[3]. Хорошо известно, что нейродегенеративные заболевания и ста-
рение сопровождаются окислительным стрессом, однако до  сих 
пор неясно, является  ли окислительный стресс основным иници-
ирующим событием, приводящим к нейродегенерации, поскольку 
раньше отсутствовали методы по созданию изолированного окис-
лительного стресса [1].

Изолированный окислительный стресс можно создать с  по-
мощью оксидазы D‑аминокислот (DAAO) из дрожжей Rhodotorula 
gracilis. DAAO  — стереоспецифический фермент, катализиру-
ющий окислительное дезаминирование D‑аминокислот, в  ре-
зультате которого в  качестве побочного продукта образуется 
пероксид водорода. Фермент обладает высокой специфично-
стью к  D‑аминокислотам и  имеет высокую ферментативную ак-
тивность по  сравнению с  известными DAAO из  других организ-
мов. Кроме того, поскольку клетки млекопитающих преимуще-
ственно метаболизируют L‑аминокислоты, а  D‑аминокислоты 
присутствуют в  клетках в  небольших количествах, то  путем до-
бавления клеткам, экспрессирующим DAAO, D‑аминокислот 
можно контролируемо продуцировать пероксид водорода. По-
скольку в  дальнейшем мы планируем изучать нейродегенерацию 
под воздействием окислительного стресса, вызванного избыточ-
ным синтезом пероксида водорода, в  данной работе мы проверя-
ли, можно  ли контролируемо продуцировать пероксид водорода 
с помощью хемогенетического инструмента на основе DAAO в воз-
буждающих нейронах гиппокампа мышей in vivo. Для наблюдения 
за образованием перекиси водорода в режиме реального времени 
мы использовали генетически кодируемый биосенсор HyPer7.

Посредством стереотаксической операции мы доставляли 
аденоассоциированные вирусы, содержавшие генетические кон-
струкции с  HyPer7  и  DAAO или его мутантной инактивирован-
ной версией, в зубчатую извилину гиппокампа. Мутантная версия 
DAAO отличается заменой аргинина на аланин в 285 положении. 
Этот остаток аргинина играет ключевую роль в стабилизации D‑а-
минокислот в активном центре DAAO и замена аргинина на ала-
нин в  мутантном белке приводит к  многократному увеличению 
константы Михаэлиса, что делает фермент почти не  активным 
с  практически неизмененной структурой [2], что позволяет его 
использовать в качестве контроля при экспериментах. В область 
введения вируса имплантировали ферулу, представляющую со-
бой оптоволокно в керамической канюле. С помощью ферулы мы 
могли возбуждать флуоресценцию сенсора HyPer7 в целевой зоне 
и фиксировать ее интенсивность.

После периода восстановления мышей через ферулу подключа-
ли к оптической установке, состоявшей из двух источников излуче-
ния: 470 нм и 405 нм. Эти длины волн соответствуют двум максиму-
мам возбуждения флуоресценции сенсора HyPer7. Камера фиксиро-
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вала интенсивность флуоресценции при длине волны 520 нм — мак-
симуме флуоресценции сенсора. При окислении сенсора увеличива-
ется соотношение интенсивностей флуоресценции при 470 и 400 нм 
(F = F₄₇₀/F₄₀₅). На протяжении часа мы записывали базовую линию, 
затем вводили мышам внутрибрюшинно раствор D‑норвалина 
в дозировке 3500 мг/кг, 1500 мг/кг, 500 мг/кг или 250 мг/кг и в тече-
ние 4 часов записывали ответ.

Мы показали, что после внутрибрюшинного введения D‑ами-
нокислоты развивается ответ HyPer7, что свидетельствует о вну-
тринейрональной генерации пероксида водорода. При этом интен-
сивность ответа сенсора коррелировала с количеством введенной 
D‑аминокислоты. Таким образом мы показали, что DAAO спосо-
бен генерировать пероксид водорода in vivo. Кроме того, мы убе-
дились, что D‑норвалин способен проникать через ГЭБ, что ранее 
показано не было.

Использование DAAO in vivo поможет нам ответить на вопрос 
о роли окислительного стресса нейронов в развитии нейродегене-
рации. Если эксперименты  in  vivo покажут, что хемогенетически 
индуцированный окислительный стресс действительно приводит 
к  нарушениям поведения, очевидной гибели нейронов и  другим 
признакам патологий мозга, связанных со старением, DAAO может 
стать перспективным инструментом для создания животных моде-
лей, имитирующих ранние стадии нейродегенерации.

Финансовая поддержка: грант РНФ № 23—75—30023,  
грант РНФ № 22—22—00590.
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Annotation. In this work we demonstrated the generation of hy-
drogen peroxide by the chemogenetic tool based on D‑amino acid oxi-
dase  in the dentate gyrus of the mouse hippocampus  in  vivo. The use of 
this chemogenetic tool will further help to answer the question of the role 
of oxidative stress in the development of neurodegeneration.
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Аннотация.
В докладе будут показаны особенности параметров одиночной актив-

ности нейронов субталамического ядра (STN) у пациентов с ранним нача-
лом болезни Паркинсона.

Ключевые слова: активность одиночных нейронов, субталамическое 
ядро, болезнь Паркинсона, глубинная стимуляция мозга

В последние годы в клинической практике значительно возросла 
распространенность болезни Паркинсона (БП) с ранним началом, при 
этом особенности электрофизиологической активности мозга у этих 
пациентов остаются малоизученными. Целью настоящего исследова-
ния является описание характеристики одиночной нейронной актив-
ности субталамического ядра (STN) при БП с ранним началом.

Мы провели микроэлектродную регистрацию одиночной ак-
тивности субталамического ядра у 18 пациентов с болезнью Пар-
кинсона с  ранним началом и  у  14  пациентов с  обычным началом 
(контрольная группа) во  время нейрохирургических операции 
по вживлению электродов для глубинной стимуляции мозга (DBS). 
Все операции проводились под местной анестезией. Восьми пациен-
там с БП с ранним началом и восьми пациентам контрольной груп-
пы во время операции предъявлялись произвольные двигательные 
тесты. Мы разделили нейроны на 3 паттерна — тонический, нере-
гулярно-пачечный и пачечно-паузный паттерны с помощью метода 
иерархической кластеризации гистограмм плотности межимпуль-

сных интервалов и рассчитали частоту разрядов, коэффициент ва-
риации (CV) и другие параметры.

Мы показали, что средняя частота разрядов (33  имп/сек) 
в  группе раннего начала была сопоставима с  частотой разрядов 
(36 имп/сек) в контрольной группе, при этом коэффициент вари-
ации был значимо выше (0,99 против 0,93). Мы также обнаружили 
достоверные (р<0,001, Chi2=19) различия в распределении паттер-
нов между исследуемыми группами пациентов. В  STN пациентов 
с ранним началом наблюдался более высокий процент паузно-па-
чечных клеток (51,6 % против 43,3 %) и более низкий процент то-
нических нейронов (16,1 % против 20,9 %). Нерегулярно-пачечные 
и тонические нейроны в группе с ранним началом заболевания ха-
рактеризовались более нерегулярным рисунком активности, а па-
узно-пачечные клетки характеризовались значительно более высо-
кими альфа-осцилляциями. Анализ нейронных реакций позволил 
выделить пул реагирующих нейронов. Мы показали, что доля ре-
агирующих нейронов была значительно выше (Chi2= 6,7, р < 0,01) 
в группе с ранним началом заболевания.

	 В целом наши результаты показали, что активность субта-
ламическонго ядра у пациентов с ранним началом болезни Паркин-
сона значительно отличается от контрольной группы как по харак-
теристикам одиночных нейронов, так и по чувствительности к дви-
гательным тестам. Эти результаты представляют фундаментальный 
интерес, а  также могут быть важны при поиске индивидуальных 
подходов к настройке программы DBS стимуляции.

NEURONAL ACTIVITY OF SUBTHALAMIC 
NUCLEUS IN EARLY ONSET PARKINSON’S DISEASE

Filyushkina V. I. 1, Belova E. M. 1, Gamaleya A. A. 2, 
Tomskiy A. A. 2, Sedov A. S. 1
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Annotation. The report will show the features of single unit activity of the 
subthalamic nucleus (STN) in patients with early onset Parkinson’s disease.
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Аннотация. Внеклеточный матрикс мозга (ВКМ) представляет собой 
сеть макромолекул, синтезированную нейронами и глиальными клетками. 
В  нашей работе мы оценили кальциевую активность нейронов в  острой 
фазе разрушения ВКМ. Показано резкое увеличение концентрации внутри-
клеточного кальция. Показан резкий подъем потенциала на мембране ней-
ронов. Показано увеличение частоты генерации спонтанных потенциалов 
действия интернейронов спустя 2 минуты после отмывки гиалуронидазы.

Ключевые слова: гиппокамп, нейрон, внеклеточный матрикс мозга, 
кальциевый имиджинг, потенциал действия.

Внеклеточный матрикс мозга (ВКМ) представляет собой упо-
рядоченную сеть макромолекул и  занимает порядка 20 % объема 
взрослого мозга. ВКМ синтезируется нейронами и  глиальными 
клетками мозга, и состоит из регуляторных белков и полисахари-
дов, таких как: гликозаминогликаны (гиалуроновая кислота), про-
теогликаны (нейрокан, бревикан и  др.), гликопротеины (тенасци-
ны), коллагена и др. Физические функции ВКМ преимущественно 
барьерные (диффузия, растворимость ионов, удержание воды, кле-
точная миграция). В то же время ВКМ регулирует фундаменталь-
ные нейрональные процессы в ходе онтогенеза мозга и во взрослом 
возрасте (рост нейритов, синаптогенез, пластичность) [1].

Для изучения физиологических функций ВКМ чаще всего 
используется ферментативное удаление ВКМ при помощи спец-
ифических ферментов (гиалуронидаза, хондроитиназа и  др.). 
Полимеры гиалуроновой кислоты являются ключевым компо-
нентом ВКМ, выполняя якорную роль для остальных компонен-
тов ВКМ. Ранее была найдена гиалуронидазо-зависимая модель 
эпилепсии на  культурах клеток, в  то  же время подтверждена 
эпилепсия у  мышиной модели с  нокаутом гена, ответственного 
за производство гиалуроновой кислоты в мозге [2,3]. Однако все 
исследования строятся на модели изучения отсроченного (от не-
скольких часов до нескольких дней) влияния разрушения матрик-
са на клеточную и сетевую активность, в то время, как неизвестны 
эффекты в острой стадии разрушения ВКМ. Здесь мы демонстри-
руем эффекты острого разрушения ВКМ при помощи фермента 
гиалуронидазы на примере нейронов гиппокампа мыши.

Добавка гиалуронидазы к нейронам во время одновременной 
записи флуоресцентного сигнала от кальциевого сенсора и электро-
физиологической регистрации патч-методом в  режиме фиксации 
тока приводила к  резкому повышению внутриклеточной концен-
трации кальция на  100 % от  базового уровня светимости сенсора 
одновременно с выходом мембранного потенциала на 0±4 мВ. Зна-
чения флуоресцентного сигнала от  сенсора и  плато потенциала 
сохранялись в течении всего времени аппликации гиалуронидазы 
(2 минуты). В момент отмывки от гиалуронидазы наблюдалось рез-
кое падение потенциала до исходных значений. Вместе с тем оцен-
ка частоты возникновения спонтанных потенциалов действия по-
казала достоверное увеличение частоты у  интернейронов (1.44  Гц 
против 3.19 Гц, p<0.02), но не у пирамидальных нейронов (0.22 Гц 
против 0.88 Гц p<0.2). Подобный эффект может быть связан с су-
ществующими перинейрональными сетями вокруг интернейронов, 
но  не  пирамидальных нейронов. Предварительное блокирование 
тетродотоксином быстрых натриевых потенциал-зависимых кана-
лов или дилтиаземом кальциевых потенциал-зависимых каналов 
L‑типа не  приводило к  изменению характера поведения кальцие-
вого сенсора и  мембранного потенциала при аппликации гиалу-
ронидазы, по сравнению с контролем. Таким образом разрушение 
ВКМ в острой фазе имеет сложно-составную динамику наполнения 
кальцием цитозоля нейронов одновременно с глобальным повыше-
нием уровня мембранного потенциала, и требует дальнейшего изу-
чения. Работа поддержана РНФ, грант № 23—15—00295.
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Аннотация. Гетеросинаптическая пластичность является важным 
механизмом, обеспечивающим стабильность нейрональных сетей. В  ходе 
нашей работы мы показали, что высокочастотные пачки потенциалов дей-
ствия, индуцированные в нейронах зрительной коры мыши, могут приво-
дить к уменьшению их ориентационной и дирекциональной селективности, 
развивающемуся, по всей видимости, по механизму гетеросинаптической 
пластичности.

Ключевые слова: нейрон, гетеросинаптическая пластичность, зри-
тельная кора, оптогенетика, петч-клямп

Одним из  важнейших свойств нейронных сетей является си-
наптическая пластичность, которая заключается в  изменении эф-
фективности синаптической передачи. Согласно современным 
представлениям, синаптическая пластичность может лежать в ос-
нове модификации нейронных сетей и  их активности в  процессе 
обучения. Тем не менее роль синаптической пластичности в фор-
мировании таких сложных сетевых свойств как параметры сенсор-
ных ответов нейронов первичной зрительной коры до сих пор оста-
ется мало изученной.

При предъявлении животному зрительных стимулов проис-
ходит активация специфических синаптических входов, приво-
дящая к генерации потенциалов действия в нейронах первичной 
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зрительной коры. В  ряде работ было показано, что сенсорная 
стимуляция сама по себе способна вызвать долговременные пла-
стические изменения синаптических входов, задействованных 
в формировании сенсорного ответа, по механизму гомосинапти-
ческой (хеббовской) пластичности. Другим видом долговремен-
ной синаптической пластичности является гетеросинаптическая 
пластичность, которой подвергаются неактивные синаптические 
входы. В ходе нашей работы мы исследовали роль гетеросинапти-
ческой пластичности в  модификации сенсорных ответов нейро-
нов первичной зрительной коры.

Одной из  экспериментальных моделей, позволяющих селек-
тивно вызывать гетеросинаптическую пластичность, является 
внутриклеточная тетанизация постсинаптических нейронов, кото-
рая заключается в индукции высокочастотных пачек потенциалов 
действия путем инъецирования импульсов тока через регистри-
рующий электрод. В  ходе нашего исследования методом  in  vivo 
пэтч-кламп мы регистрировали подпороговые ответы нейронов 
первичной зрительной коры в ответ на предъявление зрительных 
стимулов в  виде движущихся в  двух противоположных направ-
лениях полос различной ориентации. После записи контрольных 
зрительных ответов мы производили внутриклеточную тетаниза-
цию исследуемых нейронов, после чего продолжали тестирующую 
зрительную стимуляцию. Нами было обнаружено, что внутрикле-
точная тетанизация приводит к уширению ответов сенсорных ней-
ронов за  счет смещения переднего фронта ответа на  зрительный 
стимул оптимальной ориентации и направления. Кроме того, вну-
триклеточная тетанизация приводила к увеличению индекса ори-
ентационной селективности исследуемых нейронов.

Поскольку внутриклеточная регистрация нейронов достаточ-
но инвазивна, во  второй серии экспериментов мы использовали 
экстраклеточную регистрацию, совмещенную с оптогенетической 
стимуляцией исследуемых клеток. Для этого нейроны ⅔ слоя пер-
вичной зрительной коры были трансдуцированы AAV2 вирусом, 
несущим быстрый канальный родопсин OChIef. В  этой серии 
экспериментов выполнялась селективная оптогенетическая тета-
низация нейронов, аналогичная внутриклеточной тетанизации. 
Свет для оптогенетической тетанизиции доставлялся с помощью 
оптического волокна, введенного непосредственно внутрь реги-
стрирующего микроэлектрода. Данная оптическая схема позво-
лила осуществлять селективную оптогенетическую тетанизацию 

регистрируемых нейронов. В ходе этих экспериментов мы обнару-
жили, что оптогенетическая тетанизация приводит к уменьшению 
дирекциональной селективности нейронов и увеличению ширины 
ориентационной настройки.

Для разрешения полученного противоречия между сериями 
экспериментов с внутриклеточной и экстраклеточной регистраци-
ей мы провели эксперименты на математической модели нейрона 
leaky integrate and fire (LIF). В результате исследования модели мы 
показали, что противоречие между двумя сериями in vivo экспери-
ментов может объясняться влиянием внутриклеточной регистра-
ции методом пэтч-кламп на баланс ионов внутри нейрона. Внутри-
клеточная регистрация приводила к  увеличению концентрации 
ионов хлора внутри клетки и смещению потенциала реверсии для 
ГАМК токов. Таким образом, мы предполагаем, что тетанизация 
нейронов первичной зрительной коры в первую очередь приводит 
к уменьшению индекса дирекциональной селективности и увели-
чению ширины ориентационной настройки.

Ориентационные настройки и  дирекциональная селектив-
ность являются важными характеристиками нейронов первичной 
зрительной коры, которые остаются стабильными с течением вре-
мени. Тем не менее, как было показано ранее, предыдущий сенсор-
ный опыт в процессе обучения, может приводить к модификации 
параметров зрительных ответов в виде увеличения ориентацион-
ной и  дирекциональной селективности, по  механизму гомости-
наптической пластичности. В  ходе нашей работы мы обнаружи-
ли, что гетеросинаптическая пластичность в противоположность 
этому приводит к уменьшению ориентационной и дирекциональ-
ной селективности нейронов. Поскольку в реальности гомо- и ге-
теросинаптическая пластичности протекают одновременно, мож-
но предположить, что гетеросинаптическая пластичность способ-
ствует стабилизации параметров зрительных ответов отдельных 
нейронов.

Данное исследование было поддержано Российским Научным Фондом 
(грант № #20-15-00398).
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Annotation. Heterosynaptic plasticity is an important mechanism ensuring 
the stability of neuronal networks. In this work, we have shown that high-
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lead to a decrease in their orientational and directive selectivity, which apparently 
develops through the mechanism of heterosynaptic plasticity.
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Аннотация. появляются все больше доказательств того, что дисфунк-
ции глиальных клеток является основной причиной нейродегенеративных 
процессов и когнитивных нарушений, наблюдаемых при болезни Альцгей-
мера. Данное исследование направлено на  изучение ранних дисфункций 
астроцитов в нейрон-глиальной сети у линии мышей с признаками болез-
ньи Альцгеймера. Результаты, полученные в  данной работе, необходимы 
для более глубокого понимания роли астроцитов в  регуляции патологии 
и рассмотрениях их в качестве мишени для терапии, направленной на про-
филактику и лечение нейродегенеративных заболеваний.

Ключевые слова: нейрон-глиальные сети, болезнь Альцгеймера, элек-
трофизиология, кальциевый имиджинг

Болезнь Альцгеймера (БА)  — часто встречающееся нейроде-
генеративное заболевание пожилых людей, которое начинается 
задолго до  появления клинических симптомов и  характеризуется 
когнитивными нарушениями, изменениями поведения настроения. 
Несмотря на то, что было выдвинуто множество гипотез о причи-
нах и механизмах развития БА, точные патофизиологические про-
цессы, лежащие в основе ее развития, остаются неясными.

До недавнего времени нейронные сети находились в  центре 
внимания исследований патологий, ассоциированного с  БА. Воз-
можный вклад астроцитов в  развитие заболевания практически 
не учитывался. Однако астроциты являются неотъемлемой частью 
мозга, а реактивность астроцитов является ранним признаком на-
чала заболевания и поэтому может быть перспективной мишенью 
для доклинической диагностики и лечения [1]. В животных моделях 
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БА астроциты подвергаются дегенерации и атрофии на ранних ста-
диях патологического процесса, что, возможно, изменяет гомеоста-
тические функции мозга. Изменения способствуют ранним когни-
тивным нарушениям [2], а метаболистические изменения в мозге, 
связанные с нарушением доставки глюкозы и других питательных 
веществ от астроцитов к нейронам, происходят на ранних стадиях 
патологического прогрессирования БА [3,4].

В связи с  этим целью исследования является изучения функ-
ционирования нейрон-астроцитарной сети в  гиппокампе мышей 
с моделью Альцгеймера в досимптоматическом периоде.

Все эксперименты проводились на переживающих срезах гип-
покампа генно-модифицированной линии мышей 5xFAD, имеющей 
мутации генов, характерные для болезни Альцгеймера. Для прове-
дения экспериментов были взяты половозрелые самцы возрастом 
1—1,5 месяца. В работе использовались методы кальциевого имид-
жинга, электрофизиологии, а  также было проведено поведенче-
ское тестирование. Регистрация сигналов происходила в  области 
СА1 гиппокампа.

В ходе работы была проведена оценка когнитивно-мнестиче-
ских способностей, не выявившая различий в испытуемых груп-
пах. В  то  же время при исследовании функциональной кальцие-
вой активности астроцитов было показано статистически значи-
мое увеличение частоты в  группе животных с  генотипом болез-
ни Альцгеймера относительно контрольной группы. Также было 
продемонстрировано количественное увеличение астроцитов 
(астроглиозис) в  группе животных с  генотипом болезни Альц-
геймера относительно группы контроля, что говорит об  измене-
ниях в функционировании астроцитов. Это указывает на то, что 
астроциты претерпевают изменения в раннем прогрессировании 
БА, когда животные еще не  проявляют когнитивных признаков 
заболевания. Кроме того, было выявлено снижение долговремен-
ной синаптической пластичности у мышей с моделью БА относи-
тельно контрольной группы. В  ходе исследования долговремен-
ной синаптической пластичности были показаны статистически 
значимые различия между испытуемыми группами. Высокие по-
казатели долговременной потенциации были обнаружены у кон-
трольной группы животных: скорость нарастания возбуждающе-
го постсинаптического потенциала (ВПСП) составила 150—185 % 
от  базовой линии значений до  theta-burst stimulation (TBS), что 
говорит о  хорошей синаптической проводимости и  отсутствии 

каких-либо патологических отклонений. Группа с моделью БА по-
казала среднюю потенциацию на уровне 125 %, а после показатели 
начали резко снижаться.

В процессе синаптической передачи астроциты играют важную 
роль в механихме обратного захвата нейротрансмиттеров, который 
может быть нарушен у  животных 5xFAD. Таким образом, данное 
исследование демонстрирует наличие аномалий астроцитов на ран-
них стадиях развития болезни Альцгеймера у генетически-модифи-
цированных мышей, что важно для ранней диагностики болезни 
Альцгеймера и методов ее коррекции.

Работа выполнена при поддержке Министерства науки и высшего 
образования РФ, соглашение № 075—15—2022—293 от 15.04.2022 г  
(проект о создании и развитии научного центра мирового уровня 

«Центр фотоники»).
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There  is growing evidence that glial cell dysfunction  is a major 
cause of the neurodegenerative processes and cognitive  impairment 
seen  in Alzheimer’s disease. This study aims to  investigate early 
astrocyte dysfunction in the neuron-glial network in a line of mice with 
Alzheimer’s disease. The results obtained  in this work are necessary to 
better understand the role of astrocytes  in the regulation of pathology 
and to consider them as a target for therapies aimed at the prevention and 
treatment of neurodegenerative diseases.
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Аннотация.. Исследование направлено на изучение роли астроцитов 
в синаптической передаче с использованием метода оптогенетической сти-
муляции. Актуальность данной работы обусловлена недостаточным пони-
манием роли астроцитов в регуляции нейрональной активности мозга.

Ключевые слова: оптогенетика, астроциты, синаптическая передача, 
гиппокамп.

Астроциты — это специализированные глиальные клетки, чис-
ло которых превышает число нейронов более чем в  пять раз [1]. 
Они являются наиболее распространенными глиальными клетками 
в центральной нервной системе, известными своей метаболической 
и защитной ролью. Несмотря на то, что астроциты часто окружают 
синапсы, их традиционно рассматривают как пассивных участни-
ков синаптической передачи. Однако значительный объем данных, 
полученных в  последние годы, продемонстрировали существова-
ние двунаправленной связи между астроцитами и нейронами, что 
побудило пересмотреть роль астроцитов в  физиологии нервной 
системы [2]. Множество исследований показывают, что астроциты 
участвуют в  модуляции синаптической передачи, путем высвобо-
ждения глиотрансмиттеров. Но  точные механизмы, которые опи-
сывают эти взаимодействия, не были представлены.
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Целью нашего исследования является изучение роли астро-
цитов в регуляции синаптической передачи с помощью оптогене-
тической активации астроглии. Все эксперименты проводились 
на переживающих срезах гиппокампа мышей линии С57BL/6 воз-
растом P30—60. Мышам в возрасте Р0 вводили в желудочки вирус 
AAV GFAP ChR2 EYFP, который обеспечивал селективную экспрес-
сию ChR2  в  астроцитах. Одновременно регистрировалась спон-
танная сетевая активность (sharp wave and ripples; SPW-R) методом 
регистрации изменения полевого потенциала и  синаптические 
ГАМК-токи в пирамидных клетка поля СА1 методом пэтч-кламп.

Было показано, что активация астроцитов синим светом при-
водит к  снижению амплитуды и  частоты SPW-R и  как следствие 
к  подавлению ассоциированных с  ритмом ГАМКергических от-
ветов. Таким образом мы можем предположить, что астроциты 
высвобождают глиопередатчик, моделируя синаптическую переда-
чу (рис. 1).

Рис. 1. Ответы ГАМК-токов (черные) и SPW-R (серые). (А) До оптогенети-
ческой стимуляции. (B) Во время стимуляции. (С) В конце стимуляции.

Исходя из полученных данных мы можем предложить несколь-
ко предварительных гипотез, касательно природы высвобождаемо-
го глиотрансмиттера. Однако, для полного понимания механизма 
действия требуются проведение расширенного фармакологическо-
го анализа наблюдаемого феномена.

Работа выполнена при поддержке Министерства науки и высшего 
образования РФ, соглашение № 075—15—2022—293 от 15.04.2022 г  
(проект о создании и развитии научного центра мирового уровня 

«Центр фотоники»).
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Аннотация. Нейровоспаление — один из ключевых процессов в эпи-
лептогенезе. Мы исследовали экспрессию цитокинов и влияние на нее моду-
ляции эндоканнабиноидных рецепторов в различных областях мозга крыс 
после эпилептического статуса (ЭС). Результаты настоящего исследования 
показали, что ингибирование CB1R в  ранние сроки после ЭС оказывало 
преходящее нейропротекторное действие.

Ключевые слова: Эпилепсия, нейровоспаление, пилокарпин, эндокан-
набиноидная система

Согласно определению Международной Антиэпилептической 
Лиги (ILAE), эпилепсия — это «хроническое состояние мозга, кото-
рое характеризуется устойчивой предрасположенностью к возник-
новению эпилептических приступов и нейробиологическими, ког-
нитивными, психологическими и  социальными последствиями». 
Данное определение носит общий характер, но за ним скрывается 
множество состояний, и этиология, и симптоматика, и механизмы 
эпилептогенеза которых могут значительно отличаться, что затруд-
няет создание единой модели заболевания. Для преодоления дан-
ного препятствия в рамках моделирования осуществляется выбор 
конкретного типа эпилепсии и его проявления (-ий): электрофизи-
ологического, морфологического (в  основном нейродегенерации) 
и  поведенческого [1]. В  данной работе используется модель эпи-
лептического статуса с внутрибрюшинным введением пилокарпи-
на, где воспроизводятся аспекты электрофизиологической актив-

ности и  нейродегенерации. Воспроизведение сразу двух аспектов 
сближает пилокарпиновую модель именно с заболеванием под на-
званием “эпилепсия”.

Одним из нейробиологических процессов, связанных с хрони-
ческим состоянием мозга, характеризующимся устойчивой пред-
расположенностью к  возникновению эпилептических приступов, 
в  настоящее время считается нейровоспаление. Нейровоспале-
ние — это реакция центральной нервной системы (ЦНС) на различ-
ные нарушения, такие как инсульт, травма, инфекция, аутоиммун-
ные заболевания, стресс и  повышенная возбудимость нейронной 
сети, например, во  время эпилептических судорог.  Такая реакция 
включает в  себя биосинтез и  высвобождение молекул с  воспали-
тельными свойствами клетками мозга, в основном активированной 
микроглией и астроцитами, а также нейронами и клетками сосуди-
стой сети мозга [2].

В настоящее время в рамках исследования нейровоспаления, 
характерного для многих патологических состояний, рассматри-
вается, в частности, влияние на него эндоканнабиноидной систе-
мы (ЭКС) [3], однако, в исследованиях, посвященных эпилепсии, 
основное внимание сосредоточено на  том, как модуляция ЭКС 
влияет на  сетевую нейрональную активность за  счет изменения 
работы синапсов (возбуждающих и тормозных) через CB1 рецеп-
торы, а связи с нейровоспалением посвящено лишь небольшое ко-
личество исследований [4].

В нашем исследовании мы анализировали динамику нейровос-
паления после введения пилокарпина и  влияния на  эту динамику 
антагониста CB1  эндоканнабиноидных рецепторов. Нейровоспа-
ление оценивали по  уровням экспрессии провоспалительного ци-
токина  Il1b, Il6  и  противовоспалительного цитокина Cx3cl1  в  дор-
сальном и вентральном гиппокампах, энторинальной, фронтальной 
и соматосенсорной корах. Экспрессию оценивали с помощью коли-
чественной ПЦР через 24 часа, 7 дней и 5 месяцев после инъекции 
конвульсанта. Мы результаты мы получили, что: 1) в неокортексе рос 
уровень мРНК Il1b и Cnr1 и снижалась экспрессия Cx3cl1, в то вре-
мя как в  гиппокампе в  исследуемые сроки после эпилептического 
статуса (ЭС) изменялась только экспрессия  Il1b. Наиболее стойкое 
снижение экспрессии Cx3cl1  обнаружено в  энторинальной коре; 2) 
ингибирование СВ1‑рецепторов в ранние сроки после ЭС оказыва-
ло транзиторный нейропротекторный эффект, не  проявляющийся 
в хроническом периоде и не препятствующий развитию спонтанных 
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приступов после ЭС; (3) ингибирование рецепторов CB1 предотвра-
щало повышение экспрессии Il6 в хроническом периоде после СЭ.

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского фонда 
фундаментальных исследований, проект №. 20—015—00468.

Список литературы
1.	 Engel J. Jr, International League Against Epilepsy (ILAE). A pro-

posed diagnostic scheme for people with epileptic seizures and with 
epilepsy: report of the ILAE Task Force on Classification and Termi-
nology//Epilepsia. 2001. Vol. 42, № 6. P. 796—803.

2.	 Vezzani A. et al. Interleukin‑1beta  immunoreactivity and microg-
lia are enhanced  in the rat hippocampus by focal kainate applica-
tion: functional evidence for enhancement of electrographic sei-
zures//J. Neurosci. 1999. Vol. 19, № 12. P. 5054—5065.

3.	 Walter L., Stella N. Cannabinoids and neuroinflammation//
Br. J. Pharmacol. 2004. Vol. 141, № 5. P. 775—785.

4.	 Cheung K. A. K. et al. The Interplay between the Endocannabinoid 
System, Epilepsy and Cannabinoids//Int. J. Mol. Sci. 2019. Vol. 20, 
№ 23.

EXPRESSION OF CYTOKINES IN THE RAT 
HIPPOCAMPUS AND CORTEX IN THE LITHIUM-

PILOCARPINE MODEL OF STATUS EPILEPTICUS 
AND THE ROLE OF MODULATION OF 

ENDOCANNABINOID SYSTEM

Karan A. A. 1, Suleymanova Е. М. 1, Borisova М. А. 1, Volobue-
va М. N. 1, Bolshakov А. P. 1

1IHNA&NPh Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology RAS
117485, Moscow, 5A Butlerova St.

Annotation. Neuroinflammation is one of the key processes in epileptogenesis. 
We  investigated the expression of cytokines and the effect of modulation of 
endocannabinoid receptors on it in various regions of the brain of rats after status 
epilepticus (SE). The results of this study showed that CB1R inhibition early after 
SE had a transient neuroprotective effect.

Key words: Epilepsy, neuroinflammation, pilocarpine, endocannabinoid 
system

УДК‑53.047

ЭЛЕКТРОСПИННИНГ С БИОКОМПОНЕНТАМИ КАК 
МЕТОД СОЗДАНИЯ КЛЕТОЧНО-ИНЖЕНЕРНЫХ 

КОНСТРУКЦИЙ ДЛЯ НАПРАВЛЕННОГО 
ВОССТАНОВЛЕНИЯ НЕРВНОЙ ТКАНИ

DOI 10.24412/CL-37124-2023-123-125

Ковалева П. А. 1, Каршиева С. Ш. 1,  
Зеленова Э. Д. 1, Сенатов Ф. С. 1

1 НИТУ МИСИС, Москва, Россия
e‑mail: zhukova.pa@yandex.ru

Аннотация. (не более 300 знаков на русском языке): В данной работе 
на модели мышиных фибробластов NIH3T3 были исследованы возможность 
создания клеточно-инженерной конструкции методом Cell-electrospinning, 
оценена выживаемость клеток при различных параметрах процесса, а так-
же исследованы выравнивание клеток и распластывание сфероидов вдоль 
направленной волокнистой структуры.

Ключевые слова: Биофабрикация, электроспиннинг, тканевая инже-
нерия, нервная ткань

Клеточно-инженерные конструкции часто показывают свою 
эффективность при восстановлении функциональной нервной 
ткани. При создании такого конструкта важным фактором являют-
ся свойства и  структура скаффолда и  их соответствие восстанав-
ливаемой ткани. Анизотропная структура, например, микрокана-
лы или направленные волокна, способствуют росту, выравниванию 
и дифференцировке клеток и часто используется для регенерации, 
например, нервной или мышечной ткани [1, 2].

Метод электроспиннинга позволяет создавать микро- и нано- 
волокнистые структуры на  основе биосовместимых полимеров, 
а  также контролировать диаметр волокон и  их направленность. 
Кроме того, такие волокна могут выступать не только подложкой 
для клеток, но и нести в себе активные вещества в виде лекарствен-
ных средств, биоактивных материалов или белков [3]. В  данной 
работе предложено использовать метод электроспиннинга в соче-
тании с клеточным компонентом (Cell-electrospinning), то есть ин-
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капсуляцию клеток в  микро- и  нановолокна. Такой метод биофа-
брикации позволяет создавать трехмерные структуры, где волок-
нистая структура подобна естественному внеклеточному матриксу, 
и может быть анизотропной, кроме того, высока доступность пита-
тельных веществ и взаимодействие между клетками и матрицей [4].

Так как одиночным клеткам требуется значительный период 
культивирования для достижения взаимодействия между отдель-
ными клетками, предлагается использовать клеточные сфероиды 
в  качестве биокомпонента. Сфероиды  — трехмерные клеточные 
агрегаты, которые имитируют ткань, способны вырабатывать вне-
клеточный матрикс и  повышать жизнеспособность клеток при 
внешних воздействиях [5]. Заключая клеточные сфероиды в волок-
на направленной матрицы, можно добиться получения тканеподоб-
ной направленной структуры.

В данной работе на  модели мышиных фибробластов 
NIH3T3 были исследованы возможность создания клеточно-инже-
нерной конструкции методом Cell-electrospinning, оценена выжива-
емость клеток при различных параметрах процесса, а также иссле-
дованы выравнивание клеток и  распластывание сфероидов вдоль 
направленной волокнистой структуры.

Использование метода электроспиннинга с клетками перспек-
тивно для создания клеточно-инженерных конструктов нервных 
тканей, где для высокой функциональности необходимо обеспечи-
вать направленное взаимодействие клеток, а  также для создания 
многослойных конструктов с разными типами клеток.

	 Работа проводится при финансовой поддержке Министерства 
науки и высшего образования Российской Федерации в рамках програм-
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Аннотация. Исследована динамика образования пероксида водорода 
при ишемии-реперфузии в  нейральных сфероидах, стабильно экспресси-
рующих генетически кодируемый флуоресцентный сенсор Hyper7. В  ре-
зультате мы не обнаружили увеличения концентрации пероксида водорода 
ни в острой стадии ишемии, ни при реперфузии, а также через 24 часа после 
реперфузии.

Ключевые слова: индуцированные плюрипотентные стволовые клет-
ки человека, генетически кодируемые флуоресцентные сенсоры, CRISPR/
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Заболевания, характеризующиеся ишемически-реперфузион-
ным повреждением (ИРП) тканей мозга, продолжают оставаться 
одной из наиболее частых причин смерти и инвалидизации по все-
му миру. Считается, что активные формы кислорода (АФК) играют 
решающую роль в патофизиологии ИРП [1, 2]. Однако до сих пор 
не выяснен точный момент генерации АФК — стадия гипоксии или 
реперфузии, при которой происходит быстрое восстановление ко-
личества кислорода. Кроме того, пока не до конца понятно, какой 
тип клеток ответственен за  избыточную продукцию АФК. Такое 
непонимание молекулярных механизмов окислительного стресса 
в патофизиологии ИРП во многом связано с тем, что существующие 
в настоящее время подходы являются в основном косвенными. Для 

детального изучения динамики продукции АФК в реальном времени 
при моделировании ИРП в живых клетках в настоящее время стали 
доступны генетически кодируемые флуоресцентные биосенсоры.

В данной работе для исследования молекулярных механизмов 
окислительного стресса в патофизиологии ИРП нами был исполь-
зован генетически кодируемый флуоресцентный биосенсор HyPer7 
[3], позволяющий детектировать генерацию пероксида водорода, 
одной из самых реакционноспособных АФК. С помощью системы 
для геномного редактирования CRISPR-Cas9  мы ввели биосенсор 
HyPer7 в ИПСК здорового донора, которые затем дифференциро-
вали в нейральные сфероиды (HyPer7‑нейросфероиды). Далее, ис-
пользуя ранее описанный нами метод [4], мы моделировали ИРП 
и оценили степень окислительного стресса в режиме реального вре-
мени в полученных нейральных сфероидах. В эксперименте были 
использованы 2—6‑недельные HyPer7‑нейросфероиды. Использо-
ванная нами установка позволяет точно контролировать и быстро 
детектировать изменения уровня кислорода в  среде в  процессе 
флуоресцентной микроскопии живых сфероидов на  всех этапах 
эксперимента. Генерацию пероксида водорода визуализировали 
на флуоресцентном конфокальном микроскопе в заданной 2D-пло-
скости конфокального изображения. Кроме того, непосредственно 
перед перфузией среды и  сразу после нее были получены z‑стеки 
HyPer7‑нейросфероидов. Также были получены 3D изображения 
HyPer7‑нейросфероидов через 24  часа после реперфузии и  после 
добавления пероксида водорода.

В эксперименте мы не наблюдали изменения динамики образо-
вания пероксида водорода на этапах острой ишемии и реперфузии 
в  HyPer7‑нейросфероидах. Анализ 3D изображений HyPer7‑ней-
росфероидов не  выявил существенной разницы в  уровнях окис-
ления HyPer7  до  и  после эксперимента по  моделированию ИРП, 
а также через 24 часа после реперфузии. Добавление пероксида во-
дорода к HyPer7‑нейросфероидам через 24 часа после реперфузии 
изменяло сигнал HyPer7, т.е биосенсор находился в восстановлен-
ном состоянии до окисления пероксидом водорода. Таким образом 
в результате наших исследований мы не обнаружили всплеска об-
разования пероксида водорода ни в острой стадии ишемии, ни при 
реперфузии, а также через 24 часа после реперфузии. Следователь-
но, полученные из ИПСК нейральные сфероиды, не имеющие в сво-
ем составе клеток микроглии и эндотелия, вероятно, не являются 
оптимальной моделью ИРП.
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Аннотация. Для восстановления нервных волокон были получены био-
деградируемые полимерные каркасы, состоящие из  решётчатой структуры 
и электроспиннингованной подложки. Подобраны режимы и условия рабо-
ты с данными материалами при электроспиннинге, условия сшивки в раство-
ре диальдегида. Проведена оценка цитотоксичности и клеточной адгезии.
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Травма спинного мозга — это нейродегенеративное поврежде-
ние, сложно поддающегося терапии. Когда происходит частичное 
травмирование спинного мозга передача нервного сингала оста-
навливается в  месте травмы. В  настоящий момент наиболее рас-
пространненными методами лечения выступает медикаментоз-
ные способы терапии, лишь ограничивающие распространение 
повреждений и  снимающие воспаление и  болевые эффекты. Кле-
точная терапия (инъекционная) является перспективным, но недо-
статочным подходом к регенерации нервной ткани спинного мозга, 
в частности, из-за ингибирующей среды в месте травмы.

Разработка нейрорегенеративного имплантата позволит вос-
становить двигательные и  чувствительные функции организма. 
Для восстановления нервных волокон необходимо создать условия, 
которые будут обеспечивать подходящую топологию, физико-хи-
мические, биологические и механические характеристики. В то же 
время материал должен отвечать требованиям по  длительности 
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деградации и цитосовместимости [1]. Для создания биомиметиче-
ской структуры, в которой бы клетки пролиферировали направлен-
но, формируя нервные волокна, необходимо учитывать размер пор 
и степень пористости подложки, оптимальной для роста аксонов, 
а также общую ориентировку волокон [2,3].

Белое вещество в естественных тканях спинного мозга в основ-
ном состоит из направленных волокноподобных аксонных трактов. 
В  качестве эталона установлено, что диаметры аксонов находят-
ся в  диапазоне 500—3000  нм для спинного мозга свиньи и  300—
20000 нм для спинного мозга человека. По различным литератур-
ным источникам, размер пор должен превышать 10 мкм и дости-
гать до 100—300 мкм при пористости 90—95 % [4].

Метод электроспиннинга позволяет формировать субмикрон-
ные и нано- волокна, а также создавать необходимую ориентацию, 
размер пор и пористость получаемых структур, что необходимо для 
пролиферации клеток [6,7]. Такие скаффолды не только ускорят ре-
генерацию аксонов за счёт своих физико-химических и топологиче-
ских характеристик, но и могут являться носителями для лекарств, 
факторов роста и других биологически-активных веществ и компо-
нентов, подавляющих ингибирующую среду во время острой фазы 
травмы. При помощи данного метода получен слой, служащий 
скаффолдом для формирования нервных тканей.

В качестве оптимальной полимерной основы был выбран поли-
виниловый спирт. Данный биорезорбируемый водорастворимый 
синтетический полимер отвечает требованиям биосовместимости 
и подходит для формирования волокон методом электроспиннин-
га. Подобраны режимы и концентрации получения анизотропной 
бездефектной структуры с заданными параметрами из поливини-
лового спирта (85—124 кДа, 12 %масс в H2Oдист). Напряжение состав-
ляет 13,5 кВ при расстоянии между иглой и дисковым коллектором 
5—8 см и скорости вращения коллектора 600 об/мин.

Для получения механически стабильной оболочки, замещаю-
щей твёрдый плотный соединительнотканный слой спинного мозга 
был применен метод 3D-печати. В качестве материала был выбран 
поливиниловый спирт. Подобраны режимы и условия печати, для 
получения конструкций с размером пор до 100 мкм. Размеры кон-
струкции были подобраны в соответствие с размерами спинальной 
травмы крысы: 2,5×6 мм. После печати сетки крепились на коллек-
тор в установке электроспиннинга, где происходило нанесение во-
локон из растворённого поливинилового спирта.

Были найдены пропорции и  составляющие сшивающего рас-
твора и  условия проведения реакции. Полученные конструкции 
были помещены в раствор глутарового альдегида, соляной кисло-
ты и ацетона. Образцы находились в среде смеси в течение 1 ч, 2 ч 
и 3 ч. После сшивки материала конструкции были отмыты в трис-
HCl буферном растворе для избавления остатков диальдегида, 
а также для доведения pH=7,5.

Для оценки цитотоксичности и клеточной адгезии были выбра-
ны фибробласты, глиальные и эндотелиальные клетки. Для оценки 
общей цитотоксичности и  адгезии были выбраны фибробласты. 
Для заселения на электроспиннингованную составляющую выбра-
ны глиальные клетки, в  напечатанную сетку  — эндотелиальные 
клетки, для дальнейшего формирования сосудов в  соединитель-
нотканной оболочке. На  основе проведенных результатов скани-
рующей электронной микроскопии, скорости деградации и in vitro 
испытаний были выбраны подходящие режимы получения кон-
струкций. После 24  часов эксперимента процент выживаемости 
клеток составил 75 % для 2  часов и  81 % для 3  часов нахождения 
в сшивающем растворе с содержанием 2,5 %об глутарового альдеги-
да при pH=2—3. Заметно, что спустя 24 часа после начала экспери-
мента, цитотоксичность образцов выше, чем после 72 часов, однако 
является допустимой. Это обуславливается выходом сшивающей 
смеси из субмикропористого образца. После 72 часов эксперимента 
процент выживаемости клеток составил 104 % и 105 %, для 2 часов 
и 3 часов нахождения в сшивающем растворе, соответственно.

Методом сканирующей электронной микроскопии изменения 
в морфологии после процесса сшивки не были найдены. Также ре-
зультаты ИК-спектроскопии показали наличие связей между по-
ливиниловым спиртом и глутаровым альдегидом, что отображает 
прошедшую реакцию сшивки полимера. Оптимальная скорость 
деградации, необходимые механические характеристики при со-
хранении высокой выживаемости и адгезии клеток вдоль волокон 
демонстрируют высокую перспективность использования разрабо-
танных конструкций в качестве имплантатов для лечения спиналь-
ных травм.
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Рисунок 1 — Микрофотографии полученной структуры

Исследование выполнено при финансовой поддержке Министерства 
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Аннотация. Мы обнаружили новую de novo мутацию Sema4D-Q497P 
у  пациента с  тонико-клоническими припадками. При сверхэкспрессии 
в  развивающемся мозге мыши hSema4D‑497P мутантного белка происхо-
дит ингибирование миграции нейронов и проекции аксонов нейронов коры 
головного мозга.
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Семейство семафориновых молекул участвует в контроле раз-
вития нервной системы, а также в функционировании иммунных 
клеток [1]. Белки Семафорины у мыши делятся на восемь классов, 
состоящих из секретируемых и мембраносвязанных белков [2].

Мы идентифицировали пациента с генерализованными тони-
ко-клоническими судорогами, в  геноме которого писутствует му-
тация de novo в гене Семафорин‑4D (Sema4D). Секвенирование эк-
зома выявило несинонимичную мутацию в гене Sema4D аденозина 
в цитозин, приводящую к замене в белке глутамина (Q) на пролин 
(P) в кодоне 497. Учитывая, что остаток Q497 участвует в формиро-
вании бета-листа в домене Sema, ожидается, что включение проли-
нового кольца изменит вторичную структуру.

Чтобы предсказать, как эта мутация может влиять на  фол-
динг белка, мы использовали последний выпуск программы 
alphafold2  для сравнения предсказанной структуры с  известной 
кристаллической структурой hSema4D (PDB: 1OLZ). Предсказан-
ная структура hSema4D и hSema4D‑497P дикого типа чрезвычайно 
близка к кристаллической структуре 1OLZ. В обоих предсказаниях 

WT и 497P верхние сегменты домена Sema не могут быть предска-
заны с достаточной степенью достоверности правильно и образуют 
петли с низкой достоверностью, которые говорят о текущем огра-
ничении alphafold2  и  не  могут быть интерпретированы. Однако 
бета-лист, содержащий кодон 497, согласуется между 1OLZ и про-
гнозом для hSema4D, поэтому оказалось возможным сравнить 
структуру мутации 497 со структурой дикого типа на этом уровне. 
В  то  время как бета-лист, содержащий P497, согласно теоретиче-
ским предсказаниям, формируется правильно, бета-лист под ним 
не должен образовываться, что является особенностью структуры 
белка, которая находится в  непосредственной близости от  сайта 
гликозилирования N77. Учитывая его расположение, также воз-
можно, что стерические затруднения из-за мутации P497  влияют 
на нормальное гликозилирование в N49 и N419 или убиквитиниро-
вание в K505 или K81.

Мы решили проверить, может ли этот мутант Sema4D все еще 
образовывать гомо- и  гетеродимеры с  другим белком семейства 
Sema — Sema7a после иммунопреципитации белков, сверхэкспрес-
сированных в  клетках HEK293T. Интересно, что, хотя мутация 
Q497P не  мешала гомодимеризации Sema4D или гетеродимериза-
ции с Sema7A, мы наблюдали изменение миграции полос Sema4D 
в геле SDS-PAGE. В то время как Sema4D дикого типа обычно ми-
грирует в двух размерах (~ 150 кДа и ~ 120 кДа), мы наблюдали, что 
с Sema4D‑497P более тяжелая форма белка (~ 150 кДа) практически 
отсутствует.

В соответствии с  нашими структурными предсказаниями мы 
предположили, что две формы Sema4D могут соответствовать раз-
ным состояниям созревания или состояниям гликозилирования 
белка. После инкубации лизатов с  ферментами дегликозилирова-
ния мы наблюдали, что форма hSema4D массой 150 кДа содержит 
O‑связанное гликозилирование. В то время как hSema4D‑497P про-
должает оставаться гликозилированной, обработка Endo H, кото-
рый не может расщеплять сложные гликаны, приводит к размеру, 
не наблюдаемому на hSema4D‑497P. Однако обработка PNGase F, ко-
торая должна расщеплять все сайты гликозилирования, по-прежне-
му приводит к появлению двух заметных полос WT, уменьшенных 
до ~ 120 кДа и ~ 110 кДа, что позволяет предположить, что разница 
в размерах обусловлена не гликозилированием, а чем-то другим.

Учитывая, что присутствие рецептора Sema7A на  плазмати-
ческой мембране необходимо для его биологической функции, мы 
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использовали поверхностное биотинилирование с  последующим 
осаждением антителами с авидином, чтобы выяснить роль Sema7A 
и  мутации Q497P в  регуляции субклеточной локализации сема-
форина 4D. Интересно, что биотинилированной оказалась только 
150 кДа форма Sema4D, что указывает на то, что это мембранно лока-
лизованная форма белка. Было показано, что коэкспрессия Sema7A 
увеличивает долю Sema4D, локализованного на поверхности, в три 
раза, в то время как мутация Sema4D по остатку 497 устраняет его 
локализацию на клеточной поверхности.

Чтобы дополнительно охарактеризовать этот эффект, мы нукле-
официровали первичные нейроны с  помощью HA-mSema7A и  sp-
myc hSema4D или sp-myc-hSema4D-Q497P и провели анализ колока-
лизации с помощью PLA (proximity ligation assay), чтобы наблюдать 
расположение семафоринового комплекса  in situ. Мы увидели, что 
в  то  время как комплексы hSema4D-mSema7A в  норме находятся 
вблизи клеточной мембраны и  в  конусе роста аксона, комплексы 
hSema4D‑497P-Sema7A обнаруживаются преимущественно в  соме 
и  отсутствуют в  конусе роста. При сверхэкспрессии доминантной 
мутации hSema4D‑497P в  развивающемся неокортексе методом 
внутриутробной электропорации, мы наблюдали ингибирующий 
эффект на миграцию нейронов и навигацию аксонов по сравнению 
с экспрессией нормального hSema4D. Учитывая, что hSema4D‑497P 
по-прежнему гомо- и  гетеродимеризуется, но  не  локализуется 
на  мембране, можно предположить, что мутация hSema4D‑497P 
блокирует клеточные функции как Sema4D, так и Sema7A.

Наши результаты демонстрируют важную роль посттрансля-
ционных модификаций Sema4D в инициации миграции нейронов 
и  спецификации аксонов. Это способствует нашему пониманию 
сложной этиологии патологий развития нервной системы.

Работа проведена при поддержке Министерства науки и высшего 
образования РФ (проект №FSWR‑2023—0029).
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Annotation. We discovered a de novo mutation of human Sema4D  in 
a patient with epilepsy. When overexpressed  in the developing mouse brain, 
hSema4D‑497P inhibits migration and axon projections of cortical neurons.
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The Semaphorin family of axon guidance molecules are implicated in 
the development of the nervous system as well as in immune cell function 
[1]. Murine Semaphorins are divided  into eight classes consisting of 
secreted and membrane-bound proteins [2].

We  identified a patient presenting with generalized tonic-clonic 
seizures that has a de novo mutation  in Sema4D. Exome sequencing 
revealed a nonsynonymous mutation of adenosine to cytosine resulting in 
a glutamine (Q) to proline (P) substitution at codon 497. Given that the 
Q497 residue is involved in the formation of a beta sheet on a propeller 
of the Sema domain, the sudden inclusion of a proline ring is expected to 
alter secondary structure.

To predict how this mutation may affect protein folding, we used the 
most recent release of alphafold2  to compare predicted structure with 
the known crystal structure of hSema4D (PDB: 1OLZ). The predicted 
structure of wildtype hSema4D and hSema4D‑497P are extremely close 
to the 1OLZ crystal structure. In both WT and 497P predictions, upper 
segments of the Sema domain are not predicted correctly and form low 
confidence loops which speak to a current limitation of alphafold2 and 
should not be interpreted. However, the beta sheet that contains codon 
497 is consistent between 1OLZ and the prediction for hSema4D, so it is 
useful to compare the 497 mutation structure to wildtype at this level. 
While the beta sheet containing P497 is predicted to form correctly, the 
beta sheet below it is not predicted to form, a feature that resides in close 
proximity to glycosylation site N77. Given its location, it is also possible 
that steric hindrance from the P497 mutation affects normal glycosylation 
at N49 and N419 or ubiquitination at K505 or K81.
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We asked if this mutant of Sema4D can still form homo and heterodimers 
with another Sema protein, Sema7a, after  immunoprecipitation of 
proteins overexpressed  in HEK293T cells. Interestingly, while the 
Q497P mutation did not  interfere with Sema4D homodimerization or 
heterodimerization with Sema7A, we observed a change in the migration 
of the Sema4D bands  in an SDS-PAGE gel. While wildtype Sema4D 
normally migrates as two sizes (~150kDa and ~120kDa), we observed 
that with Sema4D‑497P, the heavier form of the protein (~150kDA) was 
largely absent.

In line with our structural predictions, we surmised that the two 
forms of Sema4D could correspond to different maturation states or 
glycosylation states of the protein. After  incubating lysates with de-
glycosylation enzymes, we could observe that the 150 kDa form of hSema4D 
contains O‑linked glycosylation. while hSema4D‑497P continues to 
be glycosylated, treatment with Endo H, which cannot cleave complex 
glycans, results  in a size not observed on hSema4D‑497P. However, 
treatment with PNGase F, which should cleave all glycosylation, still 
results in two prominent WT bands, reduced to ~120kDa and ~110kDa, 
suggesting that something other than glycosylation contributes to the 
difference in size.

Given that presence of the Sema7A receptor at the plasma 
membrane  is essential for  its biological function, we used surface 
biotinylation followed by avidin pull down to address the role of Sema7A 
and of the Q497P mutation in regulating the subcellular localization of 
Semaphorin 4D. Interestingly, only the 150KDa form of Sema4D became 
biotinylated, indicating that this  is the membrane localized form of 
the protein. We observed that co-expression of Sema7A  increased the 
proportion of surface-localized Sema4D three-fold, while mutation of 
Sema4D at residue 497 abolished its localization to the cell surface.

To further characterize this effect, we nucleofected primary neurons 
with HA-mSema7A and sp-myc-hSema4D or sp-myc-hSema4D-Q497P 
and performed a proximity ligation assay to observe the location of the 
semaphorin complex in situ. We could obin serve that while hSema4D-
mSema7A complexes are normally found near the cell membrane 
and  in the growth cone, hSema4D‑497P-Sema7A complexes are found 
predominantly in the soma and absent from the growth cone. When this 
dominant hSema4D‑497P mutation  is overexpressed  in the developing 
neocortex by in utero electroporation, we can observe an inhibitory effect 
on neuronal migration and axon projection compared to expression of 
normal hSema4D. Given hSema4D‑497P still homo and heterodimerizes 

but  is not localized to the membrane, it  is likely hSema4D‑497P 
strongly inhibits cell autonomous functions of both Sema4D and Sema7A.

Overall, our results show a crucial role of the Sema4D posttranslational 
modifications  in  initiating neuronal migration and axon specification. 
This further contributes to our understanding of the complex etiology of 
neurodevelopmental pathologies.

Scientific research carried out with the support of the Ministry of Science 
and Higher Education of the Russian Federation  

(project №FSWR‑2023—0029).
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Аннотация. Для исследования механизмов эпилептогенеза актуаль-
ным является выявление и описание мутаций, вызывающих данную пато-
логию. В данном исследовании была проведена фенотипическая характери-
стика мутантной линии мышей S5—1, для которой характерен мутантный 
эпилептический фенотип, проявляющийся в аудиогенных судорогах.
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Эпилепсия  — это гетерогенное состояние, имеющее хрони-
ческое, проградиентное течение и, как правило, высокий уро-
вень инвалидизации. В  России эпилепсия встречается с  частотой 
от 1,1 до 8,9 случая на 1000 человек. Известно, что риск возникно-
вения зависит от  возраста: наиболее часто болеют дети до  15  лет 
и лица старше 65 лет [1].

Современное представление о  механизмах возникновения 
и течения эпилепсии нельзя назвать целостным. Морфологические 
и биохимические нарушения при эпилепсии, ведущие к возникно-
вению взрывчатой, синхронизированной активности нейронов, яв-
ляются предметом изучения в течение многих десятилетий [2].

Одним из важных патогенетических факторов, обуславливаю-
щих развитие эпилепсии, является генетическая предрасположен-
ность. В настоящее время известно несколько генов, ответственных 
за развитие эпилепсии, например: ген SESN3 — выступает в каче-

стве основного регулятора эпилептической генной сети, играет 
в ней координирующую роль; гены CENTB5 человека и мыши на-
ходятся в одной группе с генами SCNN1D и ACOT7, и нарушения 
в них связаны с нейродегенеративными процессами и эпилепсией. 
Все перечисленные гены экспрессируются во  всех проанализиро-
ванных тканях человека и мыши, что указывает на их физиологи-
ческую важность [3].

Несмотря на имеющиеся сведения о некоторых генах, роль ге-
нетических факторов в провокации эпилептогенеза остается мало 
изученной. Одним из  методов, позволяющих в  эксперименте вы-
являть роль генов в развитии организма и его функционирования, 
является химический мутагенез, вызываемый N‑этил-N‑нитрозо-
мочевиной (N‑ethyl-N‑nitrosourea — ENU).

Цель работы — идентифицировать и охарактеризовать новые 
мутантные линий мышей, проявляющих признаки эпилепсии с по-
следующим анализом влияния генотипа на патологические измене-
ния структуры мозга и поведения у лабораторных эксперименталь-
ных животных.

Один из  подходов к  изучению роли отдельных генов основан 
на  химическом мутагенезе, вызываемом N‑этил-N‑нитрозомочеви-
ной (N‑ethyl- N‑nitrosourea — ENU). ENU входит в класс алкилиру-
ющих агентов и не требует метаболической активации. Он внедряет 
этильную группу в гуанин, при этом образуется О6‑этилгуанин, ко-
торый комплементарен к аденину, а не к цитозину. В результате про-
исходит точечная замена, в том числе и в ДНК сперматозоидов [4].

Для проведения исследования были сгенерированы мышиные 
мутанты путем химического мутагенеза N‑этил-N‑нитрозомоче-
виной (ENU). Было произведено 3  серии ENU–инъецирования 
95 самцов мышей линии С3 Н с дозой 90 мг/кг.

В нашей работе мы придерживались следующей схемы скре-
щивания: подвергнутых ENU-мутагенезу самцов линии C3H/HeN 
(поколение G0) скрещивали с интактными самками той же линии 
и получали первую генерацию (G1) потомков. От каждого восста-
новившего фертильность самца брали 4  сына (G1) для последую-
щих скрещиваний с мышами линии C57Bl/6 для поиска мутаций, 
приводящих к развитию признаков эпилепсии. Самок (G2), полу-
ченных в результате этих скрещиваний, гибридизировали с их же 
отцами (G1) и получали потомство (G3) [5].

Выявление и отбор мышиных мутантов с повышенной склон-
ностью к  эпилептическим припадкам осуществлялись на  двадца-
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тый день после рождения (Р20) с применением методики Крушин-
ского, учитывающей степень проявления аудиогенных судорог.

Аудиогенные судороги (АС), развивающиеся рефлекторно у гры-
зунов в ответ на звуковую стимуляцию, являются одной из наиболее 
популярных и адекватных экспериментальных моделей генерализо-
ванной конвульсивной эпилепсии (grand mal) человека [6].

К настоящему времени проведен скрининг 39  линий мышей 
из 2 групп инъецирования и выявлены 12 линий, в той или иной 
степени проявившие признаки эпилептической активности. Для 
создания мутантных линий были выбраны те группы животных, где 
проявление признака среди потомства (G3) было наиболее частым 
по сравнению с остальными группами. Создание линий с рецессив-
ной мутацией проводилось с  отбором животных, показывающих 
аберрантный фенотип во второй раз. Наследование аберрантного 
фенотипа подтверждалось в G5‑поколении мышей.

Дополнительные методы скрининга включали применение хи-
мической пилокарпиновой модели. Одним из провоцирующих при-
ступы стимулов у животных являются инъекции фармакологических 
препаратов (агонистов, антагонистов, модуляторов), повышающие 
возбудимость или снижающие торможение нейрональной сети [7].

Для дальнейшего исследования мы использовали одну из наи-
более популярных в настоящее время моделей эпилепсии in vivo — 
парентеральное введение пилокарпина (pilocarpine, Tocris) с дозой 
200  мг/кг.  Данное вещество является агонистом мускариновых 
рецепторов и  вызывает пароксизмальную активность нейронов, 
в большинстве случаев приводящую к развитию тоническо-клони-
ческих судорог у экспериментальных животных. Чтобы предотвра-
тить чрезмерную активацию периферических мускариновых рецеп-
торов, за полчаса до парентерального введения хемоконвульсанта 
вводили антагонист мускариновых рецепторов метилскополамин 
(methylscopolamine, Sigma Aldrich) подкожно в  дозе 1  мг/кг.  Было 
произведено инъецирование пилокарпином особей с  мутантным 
фенотипом и животных из контрольной группы гибридов. Оцени-
валась скорость и длительность наступления судорожного присту-
па у мутантных и контрольных особей. Отличий выявлено не было.

Для характеристики эпилептических линий использовали ба-
зовое поведенческое фенотипирование, которое предусматрива-
ет проведение тестирований на  память, способность к  обучению, 
моторно-двигательные реакции и оценку эмоционального статуса. 
Комплекс поведенческих исследований у имеющихся линий выявил 

более интенсивный показатель акустической реакции вздрагивания 
по сравнению с контрольной гибридной группой животных. Также 
в условиях методики открытого поля по показателям среднего прой-
денного расстояния двигательная активность мышей этих линий 
была выше, чем у контроля, но при этом уровень тревожности был 
понижен и определялся меньшим количеством вертикальных стоек. 
При оценке когнитивных функций с применением теста УРПИ му-
тантные особи показали высокую способность к обучению.

Также были проведены in vitro эксперименты для оценки спон-
танной кальциевой активности с  использованием первичных ней-
рональных культур коры головного мозга, полученных от  мышей 
линии S5—1 на 1 день постнатального развития. В данном экспери-
менте был использован индикатор Ca 2+ Oregon Green 488 BAPTA‑1 
AM [8]. В ходе in vitro экспериментов было выявлено повышение ча-
стоты спонтанных кальциевых событий в первичных культурах кле-
ток коры головного мозга у некоторых исследуемых линий мышей.

Таким образом, быстро расширяющаяся сфера генетических 
данных существенно способствует нашему пониманию эпилепти-
ческих нарушений, но  отношение между генетическими откло-
нениями и  фенотипическими проявлениями остается сложным 
и не до конца понятным. Выявление и характеристика новых му-
тантных мышей с последующей идентификацией и характеристи-
кой генов, отвечающих за мутации, позволит значительно улучшить 
наше понимание генетической регуляции развития и последующих 
нарушений в работе коры головного мозга.

Научное исследование проведено при поддержке Министерства нау-
ки и высшего образования РФ (проект №FSWR‑2023—0029).
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Abstract: To study the mechanisms of epileptogenesis, it  is  important 
to  identify and describe the mutations controlling this pathology. In this study, 
the phenotypic characterization of the mutant mice strain S5—1 was carried out.
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Epilepsy  is a heterogeneous condition with a chronic, progressive 
course and, as a rule, a high level of disability. In Russia, epilepsy occurs 
with a frequency of 1.1—8.9  incidences per 1000  people. It  is known 
that the risk of occurrence depends on the patient`s age: children under 
15 y. o. and people over 65 are more likely to have the diagnosis. [1].

The modern understanding of the onset mechanisms and pathogenesis 
of epilepsy still is not holistic. Morphological and biochemical defects in 
epilepsy leading to the explosive, synchronized activity of neurons have 
been the subject of study for many decades [2].

One of the possible pathogenetic factors leading to epileptogenesis is a 
genetic disposition. Currently, several genes are known that are responsible 

for the development of epilepsy, for example, the SESN3 gene, the main 
regulator of the epileptic gene network, plays a coordinating role in it; human 
and mouse CENTB5  genes are  in the same group as the SCNN1D and 
ACOT7 genes, and their mutations are associated with neurodegeneration 
and epilepsy. All of these genes are expressed in all analyzed human tissues 
and muscles, which shows their physiological significance [3].

Despite the available  information about some genes, the role of 
genetic factors  in epileptogenesis remains poorly understood. One of 
the methods that make  it possible to experimentally reveal the role of 
genes in the development of an organism and its functioning is chemical 
mutagenesis caused by N‑ethyl-N‑nitrosourea (ENU).

The study aims to  identify and characterize new mutant mice 
strains showing signs of epilepsy with subsequent analysis of the effect 
of the genotype on pathological changes in the structure of the brain and 
behavior in laboratory experimental animals.

One of the approaches to study the role of individual genes is based 
on chemical mutagenesis caused by N‑ethyl-N‑nitrosourea (ENU). 
ENU belongs to the class of alkylating agents and does not require 
metabolic activation. It  introduces an ethyl group  into guanine and 
forms O6‑ethylguanine, which is complementary to adenine, and not to 
cytosine. As a result, a point replacement occurs in the DNA, including 
the spermatozoa DNA [4].

Mouse mutants were generated by chemical mutagenesis with 
N‑ethyl-N‑nitrosourea (ENU). 3 series of ENU injections were made in 
95 male C3H mice at a dose of 90 mg/kg.

In our work, we adhered to the following breeding scheme: males 
of the C3H/HeN strain (generation G0) injected with ENU were crossed 
with  intact females of the same strain and the first generation (G1) of 
offspring was obtained. Four sons (G1) were taken from each male who 
restored fertility for subsequent crosses with C57Bl/6 mice to search for 
mutations leading to the development of epilepsy phenotype. Females 
(G2) obtained as a result of these crosses were hybridized with their 
fathers (G1) to receive offspring (G3) [5].

The identification and selection of mouse mutants with an increased 
tendency to epileptic seizures were carried out on the twentieth day after 
birth (P20) using the Krushinsky method, which takes into account the 
degree of manifestation of audiogenic seizures.

Audiogenic seizures (AS), which develop reflexively  in rodents  in re-
sponse to sound stimulation, are one of the most popular and relevant exper-
imental models of human generalized convulsive epilepsy (grand mal) [6].
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For today, screening of 39  mice strains from 2  injection groups 
has been carried out and 12 strains showed signs of epileptic activity in 
a  varying degree have been  identified. To create mutant strains, those 
groups of animals were selected, where the manifestation of the trait 
among the offspring (G3) was the most frequent compared to other 
groups. The creation of strains with a recessive mutation was carried 
out with the selection of animals showing an aberrant phenotype for the 
second time. The inheritance of the aberrant phenotype was confirmed in 
the G5 generation.

Additional screening methods  included the use of a chemical 
pilocarpine model. One of the stimuli provoking seizures  in animals  is 
the  injection of pharmacological agents (agonists, antagonists, 
modulators) that increase the excitability or reduce the inhibition of the 
neuronal network [7].

For further research, we used one of the most popular in vivo models 
of epilepsy, parenteral administration of pilocarpine (pilocarpine, Tocris) 
at a dose of 200  mg/kg. This substance  is a muscarinic receptor agonist 
and causes paroxysmal activity of neurons, in most cases leading to the 
development of tonic-clonic seizures in experimental animals. To prevent 
excessive activation of peripheral muscarinic receptors, the muscarinic 
receptor antagonist methylscopolamine (methylscopolamine, Sigma 
Aldrich) was administered subcutaneously at a dose of 1 mg/kg half an hour 
before parenteral administration of the chemoconvulsant. Animals with a 
mutant phenotype and the control group of hybrid mice were injected with 
pilocarpine. The time and duration of the convulsive attack onset in mutant 
and control animals were estimated. No differences were found.

To characterize epileptic strains, basic behavioral phenotyping was 
used, which includes tests for memory, learning ability, motor responses, 
and emotional status assessment. A complex of behavioral studies in the 
mutant strains revealed a more  intense  indicator of the acoustic startle 
response compared to the control hybrid group of animals. Also, under 
the conditions of the open field test, in terms of the average distance 
traveled, the motor activity of mice of these strains was higher than that 
of the control, but the level of anxiety was lowered and was determined by 
a smaller number of vertical racks. When assessing cognitive functions 
using the passive avoidance test, mutant  individuals showed a higher 
ability to learn.

In  vitro experiments were also carried out to assess spontaneous 
calcium activity using primary neuronal cultures of the cerebral cortex 
obtained from neonatal (P1) mice of the S5—1 strain. In this experiment, 

we used the Ca2+ Oregon Green 488  BAPTA‑1 AM  indicator [8]. 
During in vitro experiments, an increase in the frequency of spontaneous 
calcium events in primary cultures of cerebral cortex cells in some of the 
studied mice was revealed.

Thus, the rapidly expanding field of genetic data contributes 
significantly to our understanding of epileptic disorders, but the 
relationship between genetic abnormalities and phenotypic manifestations 
remains complex and not fully understood. The  identification and 
characterization of novel mice mutants, followed by the  identification 
and characterization of the genes responsible for the mutations, 
will greatly  improve our understanding of the genetic regulation of 
development and the subsequent disruption of the cerebral cortex.

Scientific research carried out with the support of the Ministry of Science 
and Higher Education of the Russian Federation (project №FSWR‑2023—0029).
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Нарушения гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) при различ-
ных заболеваниях могут быть связаны с  воздействием активных 
форм кислорода (АФК). Пероксид водорода (Н2  О2) является од-
ним из основных видов АФК в клетке, который может функциони-
ровать как сигнальная молекула, а также как повреждающий агент. 
В  данной работе исследовали влияние экзогенного и  эндогенно-
го Н2  О2  на  функционирование гематоэнцефалического барьера. 
Для детекции Н2 О2 использовали генетически кодируемый сенсор 
HyPer7, а  для контролируемой генерации эндогенного Н2  О2  ис-
пользовали хемогенетический генератор оксидазу D‑аминокислот 
(DAAO). Для исследования генерации Н2  О2  в  ответ на  биологи-
чески активные вещества на  церебральные эндотелиоциты воз-
действовали интерлейкином 17  А  (ИЛ‑17 А), интерлейкином 1b 
(ИЛ‑1b), этанолом, глутаматом. Для данных веществ известно их 
негативное влияние на барьерные функции ГЭБ. Воздействие этих 
веществ приводило к  генерации Н2  О2  в  церебральных эндоте-
лиоцитах с  различными скоростями и  амплитудами. Генерация 
Н2 О2 в ответ на воздействие ИЛ‑17A, ИЛ‑1b, глутамата, этанола, 
а также генерация эндогенного Н2 О2 и экзогенный Н2 О2 вызыва-
ли ремоделирование актинового цитоскелета в эндотелиоцитах, что 

вело к нарушению эндотелиального монослоя и снижению его ба-
рьерных свойств. При блокировании ремоделирования цитоскелета 
ингибитором киназы легких цепей миозина ML7 эффект исследуе-
мых веществ на проницаемость ГЭБ в модели in vitro не наблюдал-
ся. Таким образом, редокс-зависимое ремоделирование актинового 
цитоскелета эндотелиоцитов является одним из механизмов увели-
чения проницаемости ГЭБ. Данные результаты могут иметь важное 
значение для разработки новых методов лечения заболеваний, свя-
занных с нарушением барьерных функций ГЭБ.

Графическое резюме

Введение
Гематоэнцефалический барьер (ГЭБ)  — это интерфейс между 

кровью и центральной нервной системой, который регулирует поток 
веществ в обе стороны, а также защищает нервную ткань от проник-
новения потенциально токсичных соединений, патогенов и иммун-
ных клеток. ГЭБ играет критическую роль в поддержании гомеостаза 
ЦНС, нарушение его функционирования и повышение проницаемо-
сти имеют важное значение в патогенезе неврологических заболева-
ний, таких как рассеянный склероз, инсульт, нейродегенеративные 
заболевания и  некоторые другие [1] [2]. Одним из  механизмов на-
рушения барьерных свойств ГЭБ является генерация в его клеточ-
ных компонентах активных форм кислорода (АФК) [3]. АФК — это 
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высокореактивные химические соединения, чью реакционную спо-
собность обуславливает кислород. Повышенная продукция АФК мо-
жет приводить к необратимому повреждению молекул и органелл, и, 
в итоге, к оксидативному стрессу и нарушению нормальных биологи-
ческих процессов. Однако парадигма об исключительно негативном 
воздействии АФК за последние десятилетия была значительно пере-
смотрена в  связи с  открытием и  изучением редокс-сигналинга [5]. 
В настоящее время круг факторов, для которых известен редокс-сиг-
налинг, значительно расширился, в  том числе благодаря современ-
ным инструментам детекции АФК в клетках [6].

Методы
Модель ГЭБ конструировали на основе культуральной вставки 

Transwell. Модель представляет из себя монослой эндотелиоцитов, 
растущий на люминальной стороне пористой мембраны, астроци-
ты, растущие на аблюминальной стороне мембраны. Для определе-
ния барьерных свойств модели измеряли коэффициент проницае-
мости [7].

Для генерации Н2  О2  использовали генетически кодируемый 
генератор  — оксидазу D‑аминокислот (DAAO) [8]. Для визуали-
зации образования перекиси водорода использовали генетически 
кодируемый флуоресцентный сенсор HyPer 7 [6]. В работе исполь-
зовали конструкты, несущий слитый белок DAAO-HyPer7.

Результаты
Этанол, IL1b (интерлейкин 1b), IL17A (интерлейкин 17A) и глу-

тамат  in  vivo увеличивают проницаемость ГЭБ. Чтобы выяснить, 
образуется ли Н2 О2 при воздействии этих веществ, к церебральным 
эндотелиоцитам, которые экспрессируют сенсор HyPer7, добавля-
ли в  конечных концентрациях: этанол  — 100 ‰, IL17A и  IL1b  — 
100 нг/мл, глутамат — 1 мМ. Все вещества вызывали образование 
Н2 О2, причем с отличающимися кинетиками (рис. 1).

Рис 1. Генерация Н2 О2 в ответ на добавление этанола, глутамата, ИЛ‑17 
А и ИЛ‑1b к клеткам церебрального эндотелия линии bEnd.3.

Далее определяли, влияет  ли генерация Н2  О2  с  помощью 
DAAO в эндотелиоцитах или астроцитах модели ГЭБ на ее барьер-
ные свойства. При генерации Н2  О2  в  астроцитах коэффициент 
проницаемости через 24  часа составил 11,6±1,1  мкм/мин, а  через 
48  часов  — 10,2±1,1  мкм/мин, что больше по  сравнению с  исход-
ным (8,5±1,8 мкм/мин) на 36 % и 20 %. При генерации Н2 О2 в эн-
дотелиоцитах коэффициент проницаемости через 24 часа составил 
10,1±1,2 мкм/мин, а через 48 часов — 10,2±1,6 мкм/мин, что больше 
по сравнению с исходным на 18 % и 20 %. Таким образом, генерация 
Н2 О2 в эндотелиоцитах и в астроцитах вела к значительному увели-
чению проницаемости ГЭБ.

Чтобы определить, не вызвано ли снижение барьерных функ-
ций ГЭБ гибелью его клеток, провели МТТ-тест на их жизнеспо-
собность. В  течение 24  часов инкубировали с  5  мМ D‑аланином 
эндотелиоциты и астроциты. Значимых отличий в жизнеспособ-
ности клеток с HyPer7‑DAAО и клеток без HyPer7‑DAAО не обна-
ружено (рис. 2).
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Рис. 2. Генерация Н2 О2 с использованием DAAO и 5 мМ D‑аланина  
не ведет к гибели эндотелиоцитов и астроцитов. 

Рис. 3. Изменение формы индивидуальных клеток в ответ на эндогенный 
или экзогенный Н2 О2. Изображения обрабатывали в с использованием  

плагина ADAPT.

Мы предположили, что при генерации Н2 О2 барьерные функ-
ции ГЭБ могут нарушаться из-за редокс-зависимого ремоделиро-

вания цитоскелета клеток, изменения их формы и нарушения эн-
дотелиального монослоя. Мы показали, что в ответ на генерацию 
Н2 О2 эндотелиальные клетки меняют свою форму (рис. 3). Они уве-
личивают свой периметр, циркулярность уменьшается. Мембрана 
увеличивает скорость изменения своей кривизны, что свидетель-
ствует об активной перестройке актинового цитоскелета. Эти дан-
ные демонстрируют, что в ответ на генерацию Н2 О2 в эндотелиаль-
ном монослое происходят значительные перестройки, что в итоге 
ведет к  увеличению проницаемости ГЭБ. Таким образом, генера-
ция Н2  О2  значительно влияет на  форму индивидуальных клеток 
и на структуру эндотелиального монослоя в целом.

Чтобы определить, является ли изменение формы клеток зави-
симым от активации киназы легких цепей миозина, к клеткам до-
бавляли ее ингибитор ML7. Добавление ML7 значительно снижало 
эффект Н2 О2 на изменение формы клетки (рис. 4).

 

Рис. 4. Блокирование киназы легких цепей миозина добавлением ингибитора 
ML7 снижает эффект Н2 О2 на изменение формы эндотелиоцитов.
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Обсуждение
Мы показали, что Н2 О2 образуется в церебральном эндотелии 

в ответ на IL1b, IL17A, глутамат и этанол. Для исследования выбра-
ли именно эти вещества, потому что известно, что они вызывают 
нарушения барьерных свойств ГЭБ и их воздействие на клетки мо-
жет приводить к генерации АФК [9] [10] [11] [12].

Одной из главных причин повышенной генерации АФК в клет-
ке является воспалительная реакция, медиаторами которой явля-
ются разнообразные провоспалительные цитокины [13]. Генерация 
АФК в клетках ГЭБ происходит в ответ на “прооксидантные” про-
воспалительные цитокины — IL17A, TNF-α [14], IL1β, IL6 и другие. 
Эти цитокины играют важную роль в  развитии нейровоспаления 
и рассеянного склероза, а также других дисфункций ГЭБ [15].

Одним из  прооксидативных цитокинов является  IL17A. Он 
играет важную роль в  антимикробной защите, однако его избы-
точная активность ассоциирована с  различными аутоиммунны-
ми заболеваниями. Этот цитокин играет важную роль в развитии 
рассеянного склероза и нейровоспаления [16]. Источником IL17A 
являются главным образом Т‑хелперы (Th17) [19]. Показано, что 
Th‑17 клетки инфильтруют очаги поражения больных рассеянным 
склерозом и животных с экспериментальным аутоиммунным энце-
фаломиелитом (животная модель рассеянного склероза) [16].

Глутамат  — основной возбуждающий нейромедиатор ЦНС, 
а также биологически активное вещество с широким спектром эф-
фектов и клеток-мишений [21]. В эндотелиоцитах глутамат воздей-
ствует на N‑метил-D‑аспартатные рецепторы (NMDA-рецепторы), 
что вызывает вход кальция и в итоге ведет к продукции АФК ми-
тохондриями [22]. Окислительный стресс при воздействии глута-
мата также усугубляется тем, что при высоких концентрациях он 
ингибирует глутамат/цистеиновый антипортер, что снижает кон-
центрацию в клетке цистеина — предшественника антиоксиданта 
глутатиона [23].

Этанол комплексно влияет на  организм, его высокая концен-
трация в крови приводит в том числе к увеличению проницаемо-
сти ГЭБ. Хроническое употребление этанола может быть причиной 
поступления в мозг потенциально опасных веществ и нарушения 
функций нервной ткани [12].

Увеличение проницаемости ГЭБ за счет образования Н2 О2 мо-
жет быть общим механизмом, по которому действуют исследован-
ные вещества. Различия в кинетиках генерации Н2 О2 может быть 

объяснено разными системами продукции Н2  О2, которые акти-
вируются этими веществами [25]. Большой интерес представляет 
провести ингибиторный анализ различных систем генерации Н2 О2, 
чтобы определить, какая из  них активируется в  ответ на  каждое 
из исследуемых веществ. Ингибирование конкретной системы про-
дукции АФК может быть полезно при лечении нарушений ГЭБ, вы-
званного тем или иным веществом.

Мы предположили, что увеличение проницаемости ГЭБ в ответ 
на генерацию Н2 О2 может быть связано либо с гибелью клеток ГЭБ, 
либо с редокс-зависимым ремоделированием цитоскелета эндотели-
оцитов, изменением их формы и, как следствие, нарушения целост-
ности эндотелиального монослоя. Генерация Н2 О2 не приводила к ги-
бели клеток. Действительно, концентрации Н2 О2, которые вызывают 
гибель клеток, находятся в микромолярном диапазоне, в то время как 
DAAO генерирует Н2 О2 в наномолярных концентрациях, которые ха-
рактерны для редокс-сигналинга. Мы действительно наблюдали ре-
зультат событий редокс-сигналинга: ремоделирование цитоскелета 
и статистически значимые изменения в морфологии эндотелиальных 
клеток. Механизм этого ремоделирования может заключаться в ак-
тивации редокс-зависимого фермента киназы легких цепей миозина, 
которая активирует актомиозиновый сократительный аппарат клет-
ки [27]. Актиновый цитоскелет играет критическую роль в функци-
онировании эндотелия, поддерживая форму клетки и организацию 
плотных контактов [28]. Редокс-зависимая активация киназы легких 
цепей миозина приводит к фосфорилированию легких цепей миози-
на и активации сократительного аппарата клетки [29].

Заключение
Таким образом, наши данные свидетельствуют о  том, что 

Н2 О2 является важным регулятором проницаемости ГЭБ. Н2 О2 про-
дуцируется в ответ на вещества, которые увеличивают проницае-
мость ГЭБ, и его генерация сама по себе ведет к увеличению прони-
цаемости ГЭБ. Блокирование редокс-зависимого ремоделирования 
цитоскелета эндотелиоцитов может быть стратегией лечения нару-
шений функций ГЭБ, которые обусловлены генерацией Н2 О2.
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Аннотация. Мы создали генетические конструкции для доставки че-
ловеческого термочувствительного канала TRPV1  в  тормозные нейроны 
и провели тестирование этих конструкций на клетках линии HEK293. Це-
лью нашей работы является разработка методов неинвазивной термогене-
тической терапии эпилепсии.

Ключевые слова: Термогенетика, hTRPV1  канал, Эпилепсия, Cre/
loxP-система, Клеточная линия HEK293.

Эпилепсия является неврологическим заболеванием и характе-
ризуется эпизодами непредсказуемых судорог, сопровождающихся 
часто потерей сознания и другими симптомами. В механизме воз-
никновения чрезмерной электрической активности мозга при эпи-
лепсии участвуют тормозные нейроны, которые в  норме должны 
справляться с нормализацией активности, исходящей от возбужда-
ющих нейронов, однако при дисфункции они находятся в дисбалан-
се с возбуждающими, что приводит к возникновению приступов [1].

Одним из  многообещающих подходов для подавления судо-
рожных приступов при эпилепсии является модуляция активно-
сти возбуждающих или тормозных нейронов с помощью опто- или 
хемогенетики [2] [3]. Однако, применение этих методов для лечения 
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эпилепсии ограничено определенными недостатками. Оптогене-
тика является инвазивным методом, включающим в  себя исполь-
зование светочувствительных ионных каналов растений и  архей. 
В хемогенетике модуляция нейрональной активности развивается 
медленно из-за необходимости лиганда проникать из  кровотока 
в ткани мозга. Перспективной альтернативой является термогене-
тика, основанная на использовании термочувствительного катион-
ного канала TRPV1 человека поскольку, нагрев тканей мозга можно 
осуществлять с  помощью фокусного ультразвука высокой интен-
сивности. Мы предполагаем, что доставив этот канал в тормозные 
нейроны в очаг эпилепсии и активировав их небольшим нагревом 
во время возникновения эпилептиформной активности, можно бу-
дет подавить ее генерализацию, и тем самым предотвратить разви-
тие эпилептического приступа.

Доставка термочувствительного канала TRPV1 человека в тор-
мозные нейроны представляет сложность из-за довольно больших 
размеров как кодирующей последовательности самого канала, так 
и  всех известных промоторов, специфичных для тормозных ней-
ронов. На дальнейших этапах мы будем упаковывать конструкции 
в  аденоассоциированные вирусы, имеющие ограничение емко-
сти в  пять тысяч пар оснований, а  вместе данные последователь-
ности превышали  бы это ограничение почти в  два раза. Поэтому 
мы решили доставлять канал с помощью двух векторов и Cre/loxP 
системы. В один вектор мы помещали Cre-рекомбиназу под ткане-
специфический промотор, а в другой — инвертированную после-
довательность канала с системой LoxP сайтов DIO, под промотора-
ми CMV или hSyn. Мы ожидаем, что в тормозных нейронах будет 
экспрессироваться Cre-рекомбиназа, доставленная с помощью од-
ного вектора. Она будет переворачивать инвертированную кодиру-
ющую последовательность канала TRPV1 из другого вектора, благо-
даря чему будет обеспечиваться специфичность экспрессии канала 
в тормозных нейронах.

В работе было собрано 6 различных конструкций. Пять из них 
используют Cre/loxP-систему [4]. В  одной конструкции вместе 
с TRPV1 каналом под синапсиновым промотором находится участок 
микроРНК, обеспечивающий дифференциальную экспрессию кана-
ла в интернейронах: pAAV-hSyn-TRPV1‑flag‑8X2C+ (WPRE, SV40) [5].

Для Cre/loxP-системы мы собрали три плазмиды с  кодирую-
щей последовательностью Cre-рекомбиназы: с парвальбуминовым 
промотором — pAAV-fPV-NLS-Cre+ (WPRE, SV40), соматостатино-

вым промотором — pAAV-fSST-NLS-Cre+ (WPRE, SV40) и промо-
тором mGAD65 — pAAV-mGAD65‑NLS-Cre+ (WPRE, SV40). Были 
взяты разные специфические промоторы в  целях дальнейшего 
использования конструкций в  соответствующих типах нейронов. 
Вторая часть Cre/loxP-системы  — DIO (double-floxed  inverse open 
reading frame, loxP-сайты) — была помещена в две другие конструк-
ции с  инвертированной последовательностью hTRPV1  канала: 
pAAV—CMVe-hSyn-DIO-TRPV1‑flag+ (WPRE, SV40) и pAAV—CMV-
DIO-TRPV1‑flag+ (WPRE, SV40).

Вышеупомянутые плазмиды с Cre/loxP-системой были попар-
но контрасфецированы в  клеточную линию HEK293  трансфеци-
рующим агентом FuGene. В  результате получилось шесть вари-
антов. Также была проведена трансфекция плазмидой с  микроР-
НК. Для обнаружения изменений уровня кальция внутри клетки, 
мы сделали дополнительную котрансфекцию клеток плазмидой 
pAAV_CAG-GCaMP6s. В качестве контроля мы провели две транс-
фекции: (№ 1) pAAV_CAG-GCaMP6s и (№ 2) pAAV_CAG-GCaMP6s 
с pAAV—CaMKII-hTRPV1‑flag+ (WPRE, SV40).

На следующий день после трансфекции была проведена съемка 
на эпифлуоресцентном микроскопе: включалась запись базовой ли-
нии, на 2 минуте добавлялся капсаицин с конечной концентрацией 
9 мкМ — химический агонист TRPV1 канала, завершалась запись 
на 3 минуте. После добавления капсаицина в наших образцах на-
блюдалось резкое увеличение интенсивности флуоресценции, что 
свидетельствовало о  повышении внутриклеточной концентрации 
кальция вследствие открытия hTRPV1. Как ожидалось, в  клетках 
контроля (№ 2) также увеличивалась флуоресценция, а клетки кон-
троля (№ 1) не изменили своей интенсивности. Для подсчета отве-
тивших клеток была использована программа ImageJ, на основе по-
лученных данных были построены графики с применением Python.

В дальнейших мы планируем упаковывать собранные кон-
струкции в аденоассоциированные вирусы и провести стереотак-
сические операции на мышах с целью подавления эпилептиформ-
ной активности путем термогенетической активации тормозных 
нейронов.

Проект поддержан программой развития генетических техноло-
гий на 2019—2027 годы Министерства науки и высшего образования 

Российской федерации, грант № 075—15—2019—1789, и грантом РНФ 
№ 23—15—00295.
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Annotation. We have created genetic constructs for delivering the human 
thermosensitive TRPV1 channel to inhibitory neurons and tested these constructs 
on the HEK293 cell line. The aim of our work  is to develop methods for non-
invasive thermogenetic therapy of epilepsy.
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Аннотация.. В  разработке материалов и дизайна инвазивных нейро-
интерфейсов сущетсвуют два тренда — миниатюризация и использование 
мягких токопроводящих материалов. Мы демонстрируем способ синтеза 
токопроводящего материала на  основе полидиметилсилоксана и  графена, 
и метод фабрикации микроэлектродной матрицы с интегрированными кле-
точными сфероидами на его основе.

Ключевые слова: нейроинтерфейсы, композиционные материалы, ми-
кроэлектродные матрицы, клеточные сфероиды.

Cовременные инвазивные нейроинтерфейсы имеют ряд про-
блем: низкая биосовместимость из-за использования материалов, 
сильно отличающихся по своим физическим свойствам от нервной 
ткани, и, как следствие, невозможность длительной эксплуатации 
без критического падения разрешения из-за развития реакции от-
торжения; низкая надежность наиболее популярных тонкопленоч-
ных электродных систем, чему способствует сложный многоэтап-
ный процесс их изготовления; высокий риск нанесения травмы при 
установке нейроинтерфейса и  невозможность его обслуживания 
в случае повреждения.

Альтернативным подходом, активно обсуждаемым в  послед-
нее время в  литературе, являются биогибридные системы  — так 
называемые «живые электроды», — использующие биологические 
компоненты в  качестве инженерной составляющей, призванной 
улучшить и  даже вывести биосовместимость нейроинтерфейсов 
на  новый уровень, недоступный для классических систем. В  та-

ких биогибридных системах клетки могут играть различную роль, 
от покрытия для улучшения клеточной адгезии [1] или мишени для 
реиннервации [2] до функциональных «живых электродов», управ-
ляемых путем фотостимуляции [3]. Биогирибные системы позво-
ляют проектировать микроэлектродные матрицы, которые могут 
не учитывать особенности ткани, в или на которую они будут им-
плантированы, оставляя эту задачу биологической компоненте.

Однако, биогибридный подход часто используется только для 
компенсации недостатков классических тонкопленочных нейро-
интерфейсов. В нашей работе мы демонстрируем синтез материала 
и  процесс изготовления композиционной 3D-микроэлектродной 
матрицы, механические свойства которой близки к свойствам нерв-
ной ткани. 	

Материалы на  основе наноструктурированных форм углерода, 
таких как углеродные нанотрубки [4], графит [5], графен и оксид гра-
фена [6], были широко исследованы в качестве проводящих материа-
лов микроэлектродных матриц. Их низкое, по сравнению с проводя-
щими полимерами, сопротивление, стойкость к оксилению в условия 
организма и низкая себестоимость привлекли внимание к разработ-
ке имплантируемых нейроинтерфейсов с их использование [7]. При 
этом углеродные нанотрубки и графен имеют наибольшую теорети-
ческую проводимость в чистом виде, однако графен проявляет мень-
шую токсичность как in vitro, так и in vivo [8] [9].

Мы демонстрируем метод синтеза композиционного проводяще-
го материала на основе дисперсного графена и полидиметилсилокса-
на, а также метод формирования 3D-микроэлектродных матриц.

Дисперсный графен (порядка 100 атомных слоев в листе) был 
предоставлен ООО «РУСГРАФЕН» и  использовался в  исходном 
виде. Полидиметилсилоксан в виде двухкомпонентного компаунда 
(форполимер и катализатор) был закуплен в ГНЦ РФ АО «ГНИИХ-
ТЭОС», марка СИЭЛ 159—254.

Синтез композиционного состава был проведен в три стадии. 
В первую очередь мы провели ультразвуковую обработку (Bandelin 
SONOPULS HD 2200, зонд TT 13) порошка графена в растворе гек-
сана и оленионовой кислоты (1/20/1 по массе) в течение 30 минут. 
Олеионовая кислота была использована в качестве детергента для 
предотвращения агрегации частиц графена в  процессе синтеза. 
Вторым этапом был подготовлен раствор полидеметилсилоксана 
(1/10 катализатор/формполимер) в гексане (1/20 по объему), после 
чего он был смешан с раствором диспергированного графена в те-
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чение одного часа на магнитной мешалке. На третьем этапе раствор 
был перемещен в выпариваетельный сосуд, после чего осажден при 
нагреве (50 С, 90 мин) до состояния вязкой пасты. Мы установили 
порог перколяции для данного композита между 8 и 10 массовыми 
процентами наполнения графеном.

Для формирования структуры чипа мы использовали негатив-
ные литьевые формы, полученные лазерной обработкой (Avesta, 
1030  нм, фемтосекундный лазер) фоторопластовых пленок по  за-
данному шаблону. Композиционная паста была вручную зашлифо-
вана в литьевые формы, после чего покрыта слоем раствора чистого 
полидиметилсилоксана в гескасне для изоляции, и отверждена при 
190 C в течение 6 часов.

	 В нашей работе мы использоавали предварительно культи-
вированные миосферы, которые были размещены в изолированных 
ячейках на  поверхности электродной матрицы. Такие гибридные 
ячейки могут являться подходящими мишенями для иннервации 
аксонами периферических нервов. Мы подтвердили возможность 
выживания и  распластывания путем культивации в  течение трех 
дней миосфер внутри электродных ячеек in vitro.

Работа выполнена при финансовой поддержке Министерства на-
уки и высшего образования Российской Федерации в рамках программы 

стратегического академического лидерства «Приоритет 2030».
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Abstract:. There are two trends  in the development of materials and 
design of invasive neurointerfaces — miniaturization and use of soft conductive 
materials. We demonstrate a method of synthesizing a conductive material based 
on polydimethylsiloxane and graphene particles, and a method of fabricating a 
microelectrode matrix with integrated cellular spheroids based on it.
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Аннотация. Используя хемогенетический подход, основанный 
на  дрожжевой флавин-зависимой оксидазе D‑аминокислот (DAAO) для 
генерации H2O2  в  пирамидальных клетках поля СА1  гиппокампа, мы по-
казали, что избыточное образование H2O2 снижает долговременную потен-
циацию в синапсах СА3 — СА1 пирамидальных клеток и уменьшает дол-
говременную депрессию в синапсах CCK+ интернейронов — СА1 пирами-
дальных клеток.

Ключевые слова: Гиппокамп, долговременная потенциация (ДВП), 
долговременная депрессия (ДВД), пероксид водорода (H2O2), окислитель-
ный стресс

Окислительный стресс возникает при нарушении редокс-за-
висимого сигналинга, повышении уровня генерации реактивных 
форм кислорода (АФК) и снижения активности антиоксидантных 
защитных механизмов. Нарушение окислительно-восстановитель-
ного баланса и выработка активных форм кислорода приводит к по-
вреждению клеток. Считается, что в  ЦНС окислительный стресс 

может являться причиной когнитивного старения, психических 
и нейродегенеративных заболеваний [1]. Пероксид водорода (H2O2) 
является одной из самых стабильных молекул, относящихся к АФК, 
играет одну из  ключевых ролей в  редокс-зависимом сигналинге 
и  служит предшественником некоторых более реакционно-спо-
собных форм АФК. H2O2 образуется преимущественно в процессе 
энергетического метаболизма и активности некоторых ферментов. 
Он является транскрипционно независимым вторичным мессен-
джером, поэтому его концентрация в клетке обычно находится под 
жестким контролем.

Синаптичекие контакты между нейронами могут быть первич-
ной мишенью избыточного синтеза H2O2, а вызванные H2O2 изме-
нения параметров синаптической передачи могут соответствовать 
ранним симптомам заболеваний, до  того, как нейродегенерация 
станет очевидной. Ранее было показано, что окислительное по-
вреждение вызывает изменения в синаптической пластичности [4].

Существуют свидетельства того, что различные популяции 
клеток в мозге имеют разную чувствительность к окислительному 
стрессу, и это может привести к различным последствиям для пе-
редачи нервного импульса в различных типах синапсов в условиях 
окислительного стресса [5]. Гиппокамп  — одна из  областей моз-
га которая сильно подвержена влиянию окислительного стресса, 
и  клетки этой структуры подвергаются дегенерации при болезни 
Альцгеймера.

Длительный окислительный стресс приводит к  гибели клеток 
с  очевидными последствиями для работы мозга. Однако ранние 
стадии действия H2O2 на синапсы остаются малоизученными. Для 
исследования механизмов острого воздействия окислительного 
стресса на синаптическую пластичность и сетевую активность ней-
ронов мы использовали хемогенетический подход. Нейроны в пер-
вичных культурах и/или в  гиппокампах мышей были трансдуци-
рованы вирусом, кодирующим оксидазу D‑аминокислот из  дрож-
жей (DAAO). Внеклеточное добавление D‑аминокислот приводило 
к синтезу H2O2 в трансдуцированных клетках, что детектировалось 
по изменению флуоресценции генетически кодируемого биосенсо-
ра HyPer7. В экспериментах на переживающих срезах мозга мышей 
в  качестве субстрата DAAO мы использовали D‑норвалин в  кон-
центрации 2  mM. Хемогенетически вызванное увеличение кон-
центрации H2O2 в постсинаптических пирамидных нейронах поля 
СА1 приводило к значительному подавлению долговременной по-
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тенциации (ДВП) в возбуждающих синапсах, образованных колла-
тералями Шаффера. Биохимический механизм H2O2 — зависимого 
угнетения ДВП в настоящий момент изучается. Более того избыточ-
ное производство пероксид водорода в  СА1  пирамидных клетках 
приводило к  утрате способности индуцировать долговременной 
депрессию (ДВД) в перисоматических тормозных синапсах, образо-
ванных холецистокинин-положительными интернейронами. Фос-
форилирование постсинаптических каналов является необходи-
мым этапом индукции ДВП во входах коллатералей Шафера (AMPA 
рецепторы) и ДВД в вышеупомянутых тормозных синапсах (ГАМК 
рецепторы), что позволяет предположить в качестве механизма уг-
нетения долговременной пластичности подавление пероксидом во-
дорода киназной активности в трансдуцированных нейронах [2, 3].

На сетевом уровне хемогенетически-вызванное повышение 
концентрации H2O2 в пирамидах поля СА1 приводило к значитель-
ному снижению частоты возникновения и амплитуды спонтанных 
островолновых осцилляций (SPW-R).

В контрольных экспериментах, где использовались срезы гип-
покампов мышей, трансдуцированных вирусом, кодирующим 
инактивированную форму DAAO (R285A), добавление D‑норвали-
на не вызывало подавления синаптической пластичности в возбуж-
дающих и тормозных синапсах и не приводила к полному угнете-
нию SPW-R.

Проект поддержан грантом РНФ № 23—75—30023.
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Annotation. With a chemogenetic approach based on yeast flavoprotein 
D‑amino acid oxidase (DAAO) to generate hydrogen peroxide (H2O2) in 
CA1  pyramidal cells, we found that overproduction of H2O2  reduced LTP at 
CA3 to CA1 pyramidal cell synapses and reduced LTD at CCK+ interneuron to 
CA1 pyramidal cell synapses.
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Введение
Химический синапс состоит из  пре- и  постсинапса, связанных 

друг с другом в единое целое посредством белков синаптической ад-
гезии. Более того, белки синаптической адгезии участвуют в индук-
ции синаптогенеза. Показано, что экспрессия белков синаптической 
адгезии в не-нервных клетках может запускать формирование пре- 
или постсинапсов нейронами, в зависимости от типа адгезивных мо-
лекул (1—4). Нейрексины и нейролигины — главные молекулы си-
наптической адгезии синапсах в мозге позвоночных.

Нейрексин-нейролигиновые взаимодействия помогают сфор-
мировать транс-синаптическую функциональную асимметрию, 
необходимую для стабилизации и  поддержания нормальной пе-
редачи сигнала. При этом каждый из белков может инициировать 
формирование синапса: нейролигины запускают пресинаптиче-
скую дифференцировку, а нейрексины — постсинаптическую.

Помимо их внеклеточного связывания друг с другом, нейрек-
сины и  нейролигины внутриклеточно взаимодействуют с  целой 
сетью адаптерных белков и каркасных структур, что, во взаимодей-
ствии с  актиновым цитоскелетом, помогает правильно локализо-
вать необходимые компоненты для осуществления синаптической 
передачи. Например, первый обнаруженный нейролигин (NLGN1), 
идентифицированный по его PDZ-домену, связанному с хорошо из-
вестным каркасным белком PSD95 в глутаматэргических синапсах, 
функционально связывает NMDA-рецепторы с  локусом на  пост-
синаптической мембране. Схожим образом другая изоформа ней-

ролигина (NLGN2) взаимодействует с  каркасным белком гефири-
ном, специфическим для ГАМК-эргических синапсов, и  отвечает 
за  активацию адаптерного синаптического белка коллибистина. 
Внутриклеточные взаимодействия нейрексинов не  менее важны 
в  осуществлении важнейших механизмов синаптической переда-
чи. Как и нейролигины, нейрексины обладают PDZ-доменом, свя-
занным с кальций-кальмодулин-зависимой киназой. В дополнение 
к  способности фосфорилировать саму себя и  нейрексин, кальмо-
дулин-зависимая киназа способствует взаимодействию между ней-
рексинами и актин-связывающими белками, обеспечивая прямую 
связь, посредством которой нейрексины модулируют динамику 
цитоскелета, что, в  конечном итоге, имеет важное значение для 
синаптической пластичности и  стабильности. Нейрексин может 
также связывать синаптотагмин, белок, встроенный в  мембрану 
синаптических пузырьков; помимо этого, он способствует связы-
ванию с потенциал-зависимыми кальциевыми каналами, которые 
опосредуют ионный ток, необходимый для экзоцитоза нейротранс-
миттеров. Таким образом, нейрексин и нейролигин координируют 
морфологические и функциональные аспекты синапса, что, в свою 
очередь, позволяет возникающим, незрелым контактам стабили-
зироваться в  полноценные функциональные платформы для ней-
ротрансмиссии.

Основной задачей этой работы является создание системы 
гетерологической индукции нейрогенеза посредством белков си-
наптической адгезии — нейрексинов и нейролигинов.

Материалы и методы
Получали первичную культуру гиппокампальных нейронов 

от эмбрионов мыши. Затем на 7 день культивирования (div) прово-
дили заселение культуры нейронов клетками HEK293TN. На 8 DIV 
проводили избирательную трансфекцию клеток HE293TN вектора-
ми для экспрессии рекомбинантных пресинатических МКА neurexin 
1  alpha или neurexin 1  beta, либо постсинаптическими neuroligin 
1 beta, содержащих ha-таг. После чего проводили иммуноокрашива-
ние и подготовку препаратов для микроскопии. Микроскопический 
анализ индукции синаптогенеза, а именно экспрессии клетками по-
верхностных пресинаптических белков neurexin 1  alpha, neurexin 
1  beta и  постсинаптических neuroligin 1  beta определяли посред-
ством конфокальной микроскопии в  клетках линий HEK293NT 
и первичной культуре мышиных гиппокампальных нейронов.
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Результаты
Были получены молекулярно-генетические конструкты для 

экспрессии пресинаптических (Neurexin 1  alpha, neurexin 1  beta) 
и постсинаптических (Neuroligin 1 beta) адгезивных белков для экс-
прессии в клетках HEK293TN и мышиных астроцитах.

Конфокальная микроскопия показала высокий уровень экс-
прессии рекомбинантных адгезивных молекул в не-нервных клет-
ках. При совместном культивировании не-нервных клеток с гиппо-
кампальными нейронами мыши, было подтверждено формирова-
ние синаптических контактов нейронов с не-нервными клетками.

Выводы
С использованием гетерологической клеточной системы были 

получены индуцированные синаптические контакты между ней-
ронами и не-нервными клетками. Следующим этапом будет функ-
ционализация постсинаптических клеток путём экспрессии в них 
рецепторов нейромедиаторов.
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Последние достижения в  области технологий биофотоники, 
особенно применяемых на практике на основе мультимодального 
подхода, а  также существенная роль микроциркуляторно-ткане-
вых систем (МТС) организма в  патогенезе различных заболева-
ний человека, привели к неуклонному росту интереса к проблемам 
неинвазивного исследования особенностей и  нарушений перифе-
рического кровотока и связанного с ним метаболизма в тканях [1]. 
Функциональное состояние МТС оказывает влияние на  развитие 
различных заболеваний головного мозга, поскольку функциональ-
но микроциркуляция крови тесно связана с деятельностью клеток 
нервной системы, и микроциркуляторные нарушения могут сопро-
вождать или предшествовать потере нейронов при ряде нейродеге-
неративных заболеваний (НДЗ).

Регуляция мозгового кровотока и энергетического обмена, пе-
редача нервных импульсов и доставка кислорода к отделам голов-
ного мозга осуществляется в  результате взаимодействия клеток 
нейроваскулярной единицы: нейронов, глиальных клеток (астро-
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цитов) и микрососудов, в том числе выстилающих их внутреннюю 
поверхность эндотелиоцитов. Данное взаимодействие в специали-
зированных зонах контактно опосредовано сложными электриче-
скими и химическими стимулами, в которые вовлекаются множе-
ство нейромедиаторов (дофамин, норадреналин, NO, ионы Ca2+ 
и К+ и др.). Для выявления путей регуляции мозгового кровотока 
и оценки фармакологических препаратов в качестве нейропротек-
торов для защиты клеток мозга от  повреждающих воздействий 
и предотвращения их гибели оценено влияние индуцированного 
адреналином кальциевого сигнала в астроцитах на изменение па-
раметров МТС сосудов головного мозга. Регистрация параметров 
МТС сосудов головного мозга осуществлялась с  применением 
экспериментальной установки мультимодальной оптической ди-
агностики, реализующей методы флуоресцентной спектроскопии 
(с длиной волны возбуждения 455 нм) и видеокапилляроскопии, 
и фармакологической пробы в виде добавления адреналина. Ис-
следования на срезах коры головного мозга взрослых крыс линии 
Wistar, содержащих неповреждённые разрезом сосуды, показали, 
что применение 1  мкмоль/л адреналина вызывало уменьшение 
диаметра кровеносных сосудов и наблюдалось преимущественно 
увеличение амплитуды сигнала флуоресценции ФАД. В то же вре-
мя инкубация срезов с 20 мкмоль/л ингибитора моноаминоксида-
зы селегилина в течение 8—10 мин значительно снижала эффект 
адреналина на вазоконстрикцию, при этом изменений амплитуды 
сигнала флуоресценции не происходило. Учитывая влияние каль-
циевого сигнала на  вазоконстрикцию, подавление кальциевого 
сигнала в астроцитах селегилином может быть наиболее возмож-
ным механизмом ингибирования вазоконстрикции сосудов го-
ловного мозга за счет предотвращения нерецепторного пути воз-
действия адреналина в результате его окислительного дезамини-
рования под влиянием моноаминоксидазы. Применение данного 
подхода для оценки вклада сосудистой компоненты является важ-
ным в неврологии при исследовании изменений параметров МТС 
сосудов головного мозга при НДЗ и  оценке нейропротекторных 
свойств фармакологических препаратов для защиты клеток мозга 
от повреждающих воздействий и предотвращения их гибели при 
проведении клинических испытаний [2].

Также продемонстрирована перспективность применения ла-
зерной спекл-контрастной визуализации (ЛСКВ) для транскрани-
ального мониторинга лабораторного животного для исследований 

физиологических механизмов регуляции микрокровотока (напри-
мер, при воздействии фармпрепаратами). В настоящее время дан-
ный метод активно развивается и находит всё большее применение 
в медицине за счёт преимущества в виде визуализации всей обла-
сти исследования с высоким пространственным и временным раз-
решением. Кроме визуальной информации возможно регистриро-
вать сигнал спекл-контраста во времени, что позволяет проводить 
спектральный анализ данных при помощи вейвлет-преобразова-
ния. Спекл-контраст в областях интереса усредняется и пересчиты-
вается в ЛСКВ‑перфузию для получения частотно-временных спек-
тров сигнала — карт колебаний кровотока в частотных диапазонах, 
соответствующих регуляторной деятельности сердечных, дыха-
тельных и миогенных механизмов [3]. Таким образом, применение 
данной технологии для визуализации церебральных кровеносных 
микрососудов позволяет установить, в  каких регионах головного 
мозга лабораторного животного преобладают осцилляции различ-
ного диапазона, что открывает новые перспективы ЛСКВ в реше-
нии задач неврологии.

Кроме того, в  портативном (носимом) варианте исполнения 
мультимодальных устройств биофотоники показаны возможности 
для исследования функционального состояния МТС (например, 
в  области мозга) как при экстремальных условиях (невесомость), 
так и при длительном мониторинге сна (в сомнологии) [4].

Стоит отметить, что помимо применения в диагностике, в по-
следнее десятилетие всё активней развивается направление фото-
биомодуляции, основанное на прямой генерации синглетного кис-
лорода с помощью лазерного излучения с длиной волны 1267 нм, 
в  том числе для задач нейробиологии [5]. Исследованиями пока-
заны возможные механизмы воздействия прямой генерации син-
глетного кислорода на  биоэнергетику клеток за  счет увеличения 
эффективности продукции АТФ путем окислительного фосфори-
лирования, что может как защищать клетки при нейродегенератив-
ных процессах (как, например, это показано в токсической модели 
болезни Альцгеймера, а  также в  наследственных формах болезни 
Паркинсона), так и способствовать регуляции их физиологической 
функции (например, продукции инсулина в организме животного). 
Кроме того, прямая генерация синглетного кислорода может слу-
жить инструментом селективного запуска апоптоза в раковых клет-
ках за счет стимулирования открытия митохондриальной поры, ко-
торое не происходит в здоровых клетках [6].
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Таким образом, современные методы биофотоники показыва-
ют высокий потенциал их применения в неврологии при решении 
как диагностических, так и терапевтических задач.

Работа выполнена при поддержке гранта  
Правительства Российской Федерации 

№ 075—15—2022—1095.

Список литературы
1.	 Мультимодальная оптическая диагностика микроциркулятор-

но-тканевых систем организма человека: монография/А. В. Ду-
наев. — Старый Оскол: ТНТ, 2022. — 440 с.: ил.

2.	 Novikova, I. et al. Adrenaline  induces calcium signal  in astrocytes 
and  vasoconstriction  via activation of monoamine oxidase. Free 
Radical Biology and Medicine, 159, 15—22 (2020).

3.	 Golubova, N. et al. Time–frequency analysis of laser speckle contrast 
for transcranial assessment of cerebral blood flow. Biomedical Signal 
Processing and Control, 85, 104969 (2023).

4.	 Dunaev, A. V. Wearable Devices for Multimodal Optical Diagnostics 
of Microcirculatory-Tissue Systems: Application Experience  in the 
Clinic and Space. Journal of Biomedical Photonics & Engineering, 9 
(2), 1—10 (2023).

5.	 Sokolovski, S. G. et al. Singlet oxygen stimulates mitochondrial 
bioenergetics in brain cells. Free Radical Biology and Medicine, 163, 
306—313 (2021).

6.	 Novikova, I. et al. Laser-induced singlet oxygen selectively triggers 
oscillatory mitochondrial permeability transition and apoptosis  in 
melanoma cell lines. Life Sciences, 304, 120720 (2022).

BIOPHOTONICS IN SOLVING  
THE PROBLEMS OF NEUROLOGY

Dunaev A. V. 1

1Orel State University, Orel, Russia

Annotation. Modern methods of biophotonics have great potential for 
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Аннотация: Было показано, что наиболее химиорезистентные ство-
ловые клетки глиобластомы устойчивы также к  окислительному стрессу 
и  имеют повышенную активность тиоредоксиновой антиоксидантной си-
стемы. Ингибирование тиоредоксинредуктазы ауранофином сенсибилизи-
рует клетки к действию темозоломида.

Ключевые слова: стволовые клетки глиобластомы, химиорезистент-
ность, тиоредоксинредуктазная антиоксидантная система

Глиобластома  — опухоль головного мозга, характеризующа-
яся агрессивностью и  резистентностью к  лечению. Стандартное 
лечение глиобластомы включает в  себя хирургическое удаление, 
лучевую и  химиотерапию препаратом темозоломидом. Терапия 
вызывает окислительный стресс, приводящий к  гибели преиму-
щественно опухолевых клеток. Глиобластома характеризуется 
высокой резистентностью к  химиотерапии. Одним из  ключевых 
факторов резистентности раковых клеток к химиотерапии явля-
ется повышение их устойчивости к  окислительному стрессу [1]. 
Известно, что популяция стволовых клеток опухоли наиболее хи-
миорезистентна и  является движущей силой рецидивов [2]. Со-
держание активных форм кислорода в СКГ ниже чем в более диф-
ференцированных клетках опухоли, несмотря на  повышенную 
активность митохондрий [3].

Механизмы толерантности к  окислительному стрессу стволо-
вых клеток глиобластомы (СКГ) до сих пор не изучены. Известно, 
что клетки многих видов рака могут приобретать резистентность 
к терапии путём активации антиоксидантных систем, тиоредокси-
новой и глутатионовой. Поэтому целью данной работы стало изуче-
ние редокс статуса СКГ и состояния антиоксидантных систем и вы-
явление взаимосвязи этих параметров с устойчивостью первичных 
культур СКГ к химиотерапевтическим препаратам. для разработки 
подходов для преодоления их устойчивости к химиотерапии.

Для этого были получены первичные культуры СКГ из после-
операционного материала пациентов с  диагнозом глиобластома. 
Было показано, что клетки культур положительны на  маркеры 
стволовых клеток Sox2 и Nestin. Была определена чувствительность 
культур к  основному химиотерапевтическому препарату темозо-
ломиду, при этом полулетальная доза LC50 для разных линий СКГ 
довольно сильно варьировала — от 250 до 1725 µM.

Далее мы исследовали окислительно-восстановительный ста-
тус клеток и его корелляцию с устойчивостью к химиотерапии. Для 
этого мы определяли содержание основной активной формы кисло-
рода — пероксида водорода (H2O2) с помощью генетически кодиру-
емого сенсора к пероксиду водорода HyPer7 [4]. Было показано, что 
базовые значения содержания H2O2  одинаковы для всех культур. 
Чтобы изучить способность клеток противостоять окислительному 
стрессу, мы добавляли к клеткам H2O2. При этом у большей части 
культур в клетках наблюдался ответ сенсора, содержание H2O2 в ци-
топлазме увеличивалось, однако для одной из культур — GBM10, 
ответа не наблюдалось. Это может говорить о повышенной актив-
ности антиоксидантных систем в клетках данной культуры. И дей-
ствительно культура GBM10  показывала большую устойчивость 
к  ингибитору тиоредоксинредуктазной антиоксидантной системы 
ауранофину, чем другие культуры. При этом клетки всех культур 
были чувствительны к  действию ауранофина, хотя чувствитель-
ность сильно варьировала. После добавления ауранофина к клет-
кам GBM10  они приобретали способность отвечать на  действие 
H2O2, что подтверждает участие тиоредоксиновой системы в  фор-
мировании устойчивости клеток к окислительному стрессу. Также 
мы напрямую измерили активность тиоредоксинредуктазы в лиза-
тах СКГ и показали, что в клетках GBM10 активность была выше 
почти в  три раза, чем в  других линиях. Причем данная культура 
также была более устойчива к темозоломиду чем другие культуры. 
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Таким образом мы показали, что повышенная активность тиоре-
доксинредуктазной системы в клетках СКГ коррелирует с устойчи-
востью клеток к химиотерапии.

Далее мы выявили, что при совместном применении аурано-
фина в сублетальной дозе с темозоломидом в различных дозиров-
ках наблюдалось достоверное увеличение цитотоксического дей-
ствия последнего для клеток GBM10, а  также для других культур 
СКГ. Таким образом ауранофин сенсибилизирует клетки культуры 
GBM10 а также других культур СКГ к действию темозоломида. При 
этом анализ полулетальных доз по методу [5] показал, что взаимо-
действие эти веществ носит синергетический характер, то есть они 
усиливают действие друг друга.

Также мы исследовали участвует  ли глутатионовая система 
в защите СКГ от окислительного стресса. Мы показали, что инги-
биторы глутатионовой системы BSO и  эрастин не  оказывали вы-
раженный цитотоксический эффект на  СКГ.  С  помощью сенсора 
HyPer7 было показано, что при инкубации клеток с ингибитором 
глутатионовой системы БСО не наблюдалось существенного увели-
чения содержания пероксида водорода в клетках. При этом в части 
линии при инкубации клеток с  комбинацией БСО и  ауранофина 
наблюдался больший уровень накопления пероксида водорода, чем 
при инкубации клеток с  одним ауранофином. Эти линии также 
были более устойчивы к ауранофину и относились к мезенхималь-
ному подтипу. Таким образом для этого типа клеток было показано 
участие глутатионовой системы в  защите СКГ от  окислительного 
стресса, однако в целом глутатионовая система не является ключе-
вой для антиоксидантной защиты СКГ.

Таким образом мы показали, что одним из  факторов повы-
шенной химиорезистентности СКГ является усиление активности 
тиоредоксиновой системы. При этом некоторые типы СКГ исполь-
зуют также глутатионовую систему для защиты от окислительного 
стресса, однако она не является ключевой. Ингибитор тиоредокси-
редуктазной системы ауранофин сенсибилизирует СКГ к действию 
химиотерапии. Полученные данные о  снижении резистентности 
СКГ к терапии под действием ауранофина могут служить основой 
для создания новых схем лечения глиобластомы.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ  
(грант № 22—75—10151).
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It has been shown that the most chemoresistant glioblastoma stem 
cells are also resistant to oxidative stress and have increased thioredoxin 
antioxidant system activity. Inhibition of thioredoxin reductase by 
auranofin sensitizes cells to temozolomide.
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Аннотация: Ферроптоз был выделен как отдельный вид программиру-
емой клеточной гибели на основании следующих характерных черт: зави-
симость от внутриклеточного железа и накопление продуктов перекисного 
окисления липидов [1]. Нарушение целостности клеточной мембраны, из-
менение редокс-статуса клетки, взаимодействие ферментных систем с обра-
зующимися свободными радикалами являются основными причинами ги-
бели клеток. Установлено, что в гиппокампе пациентов, страдающих болез-
нью Альцгеймера, регистрируется повышенный уровень содержания желе-
за и накопление активных форм кислорода [2, 3]. Есть основания полагать, 
что внутри ферроптоза, как фундаментального механизма клеточной гибе-
ли, можно выделить субмодальности: так, при индукции ферроптоза путем 
ингибирования синтеза глутатиона особенности и динамика постепенной 
гибели клеток отличны от той, что наблюдается при индукции ферропто-
за путем ингибирования компонентов системы синтеза жирных кислот [4]. 
На данный момент существует ряд работ, указывающих, что мембранные 
белки отдельных клеточных компартментов, например, митохондрий, ЭПР 
или эндосом могут привносить специфический вклад в развитие ферроп-
тоза. Анализ изменения профиля белковой экспрессии мембранных белков 
определенных клеточных компартментов в условиях индукции ферроптоза 
возможен при использовании методики proximity labelling, в основе кото-
рой лежит реакция биотинилирования близлежащих белков рекомбинант-
ной аскорбатпероксидазой — APEX2 [5].

Ключевые слова: ферроптоз, GPX4, APEX2, протеомический анализ.

Целью данной работы является анализ изменений транс-
криптомного и  протеомного профилей клеток при индукции 
ферроптоза генетически и  различными химическими агентами. 
В  качестве модельной использовали клеточную линию Pfa1 — 
4‑ОН-TAM-индуцибельные Gpx4–/– иммортализованные мыши-
ные фибробласты. Ферроптоз индуцировали внесением тамок-
сифена, приводящего к  нокауту гена глутатионпероксидазы‑4. 
Помимо тамоксифена для индукции ферроптоза использовали 
ML210, как селективный ингибитор GPX4, BSO  — ингибитор 
биосинтез глутатиона и  эрастин  — ингибитор транспортерной 
системы  xc-, опосредующей регуляцию количества внутрикле-
точного цистеина. Анализ тотального протеома клеточной ли-
нии Pfa‑1 проводили методом тандемной масс-спектрометрии. 
Для анализа выбрали три временные точки  — 0, 24  и  48  часов 
после индукции ферроптоза. Для мониторинга изменений с  по-
мощью метода Proximity Labeling в  белковой фракции мембран 
ЭПР и  митохондрий при индукции ферроптоза создали и  оха-
рактеризовали модельные клеточные линии Pfa1‑APEX2‑ERM 
и Pfa‑1‑APEX2‑MICU1, соответственно.

Клеточные линии, несущие APEX2, локализованный на внеш-
ней мембране ЭПР (Pfa1‑APEX2‑ERM) и  в  межмембранном про-
странстве митохондрий (Pfa1‑APEX2‑MICU1) получили с  помо-
щью лентивирусной трансдукции. В  ходе моноклональной селек-
ции отобрали по 6 клонов каждой клеточной линии. Оптимальный 
уровень экспрессии определили методом qRT-PCR, на  основании 
полученных данных для дальнейшей работы выбрали по  1  клону 
каждой линии. Локализацию рекомбинантного белка в  пределах 
митохондрий и ЭПР подтвердили методом иммуноцитохимии. Ка-
чественный анализ наличия белкового продукта APEX2  провели 
методом Western Blotting. Для подтверждения функциональной ак-
тивности APEX2 в полученных клеточных линиях в культуральную 
среду PRMI1640 добавляли 1 мМ биотинфенола и 0,5 мМ H2O2 для 
индукции свободорадикальной реакции и функционального цикла 
биотинилирования близлежащих белков [5]. Результаты валиди-
ровали методом иммуноцитохимии с использованием конъюгатов 
нейтравидин-FITC, высокоаффинно связывающихся с биотиновой 
меткой, и  методом Western Blotting c использованием конъюгата 
стрептавидин-HRP. Эффективность обогащения биотинилирован-
ных фракций мембранных белков выбранных клеточных компарт-
ментов проверили методом Western Blotting.
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Анализ транскриптома и протеома клеточной линии Pfa1 в ус-
ловиях индукции ферроптоза путем воздействия на разные компо-
ненты цистеин/глутатион/Gpx4 оси позволил выделить отдельные 
паттерны генов‑ответчиков. Среди последних мы обнаружили как 
общие, так и специфические для определенных способов индукции 
ферроптоза. Полученные данные позволяют предположить, что воз-
действие на  различные компоненты цистеин/глутатион/Gpx4  оси 
активирует специфические внутриклеточные каскады, которые мо-
гут не совпадать для разных способов индукции, но в конечном сче-
те приводят к одному результату — гибели клетки в ферроптозной 
модальности. Дальнейший анализ обогащенной фракции мембран-
ных белков ЭПР и  межмембранного пространства митохондрий 
позволит уточнить вклад данных внутриклеточных компартментов 
в процесс инициации ферроптоза.
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Annotation. Ferroptosis was defined as a form of programmed cell death 
based on the following features: dependence on intracellular iron and accumulation 
of lipid peroxidation products. There is reason to believe that within ferroptosis, 
as a fundamental mechanism of cell death, submodalities can be distinguished. 
At the moment, there are a number of studies indicating that membrane proteins 
of individual cell compartments are differ in contribution to ferroptosis. Analysis 
of membrane protein expression profile of certain cellular compartments under 
conditions of ferroptosis  induction  is possible using the proximity labeling 
technique, which is based on the biotinylation reaction of nearby proteins with 
recombinant ascorbate peroxidase APEX2.

The study focused on multi-omics analysis of ferroptosis induced in model cell 
line Pfa‑1 and validation of APEX2 functional activity and localization within cells.

Key words: ferroptosis, GPX4, APEX2, proteomic analysis.
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