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Аннотация. Исследование анализирует влияние мифепристона, анта-
гониста глюкокортикоидных рецепторов, на морфологические изменения 
в гиппокампе крыс после инсульта, вызванного окклюзией средней мозго-
вой артерии. Результаты подчеркивают потенциал мифепристона как за-
щитного препарата, способного уменьшать структурно-функциональные 
нарушения в постишемическом периоде.

Ключевые слова: фокальная ишемия мозга, гиппокамп, глюкокортико-
идные рецепторы, мифепристон, пирамидный слой, астроциты, микроглия.

Согласно информации Всемирной организации здравоохране-
ния [1], инсульт, представляющий собой острое нарушение мозго-
вого кровообращения, занимает второе место среди наиболее ча-
стых причин смерти на глобальном уровне. Последствия инсульта 
могут быть разнообразными. Помимо физических нарушений, 
у пациентов в первые месяцы часто развиваются когнитивно-эмо
циональные нарушения, включая деменцию, нарушения речи, 
депрессию и другие [8–10]. Учитывая ключевую роль гиппокам-
па в когнитивных и эмоциональных процессах [11], структурные 
и функциональные нарушения в этой церебральной структуре мо-
гут провоцировать ухудшение психоэмоционального состояния 
и когнитивных способностей пациентов.
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Стресс является одним из ключевых факторов патогенеза ин-
сульта, вызывая высвобождение чрезмерного количества глюкокор-
тикоидов. Аномальная активация глюкокортикоидных рецепторов, 
плотность которых довольно высока в гиппокампе, запускает про-
цессы, приводящие к нейровоспалению, последующим нарушени-
ям нейрогенеза и нейродегенерации гиппокампа [2]. Ранее работы 
Лаборатории функциональной биохимии нервной системы Инсти-
тута высшей нервной деятельности и нейрофизиологии РАН пока-
зали, что через три дня после окклюзии средней мозговой артерии 
(ОСМА) у крыс наблюдались повышенные уровни кортикостерона 
и интерлейкина-1β в сыворотке крови, накопление кортикостерона 
в гиппокампе, увеличение уровня интерлейкина-1β в ипсилатераль-
ном гиппокампе [6; 7]. Высвобождение кортикостерона и интерлей-
кина-1β, а также накопление их в гиппокампе может в перспективе 
способствовать развитию нейровоспаления и опосредованному им 
повреждению этого отдела мозга. Это позволяет предположить, что 
отдаленное повреждение и дисфункция гиппокампа, вызванные 
стрессом и связанные с глюкокортикоидами, являются ключевым 
звеном в патогенезе когнитивных и психических расстройств после 
фокальной ишемии мозга.

В работе ишемический инсульт моделировали у крыс методом 
ОСМА по Koizumi [3]. Морфологические исследования проводи-
ли только у животных с выраженным неврологическим дефицитом 
и с подтвержденными последствиями инсульта в виде очага инфар-
кта в коре больших полушарий и стриатуме. Оценку неврологическо-
го дефицита проводили с использованием нескольких методик, на-
правленных на анализ физиологических нарушений и поведенческих 
изменений, вызванных ишемическим повреждением мозга [4; 5]. Ис-
следовали три группы животных: ложнооперированные животные, 
получавшие раствор полипропиленгликоля (ПГ) и две группы жи-
вотных с ОСМА, одной из которых вводили ПГ, а другой — раствор 
антагониста глюкокортикоидных рецепторов мифепристона (МФ) 
в ПГ. Раствор МФ в ПГ вводили в дозе 20 мг/кг массы тела за сут-
ки до, в день операции и в течение трех дней после операции. Через 
24 часа после последней инъекции отдельные группы крыс (n = 4 – 5) 
анестезировали, перфузировали 4% формальдегидом. Срезы мозга 
окрашивали по Нисслю и иммуногистохимически на наличие белков 
апоптоза (Bax), маркеры астроцитов (GFAP) и микроглии (Iba-1).

Фокальная ишемия мозга приводила к развитию выраженно-
го неврологического дефицита, который восстанавливался почти 



14

полностью в течение первых двух недель. МФ оказывал очень уме-
ренное воздействие на развитие последствий ишемии, что выража-
лось в менее сильных неврологических нарушениях, наблюдаемых 
через три дня после перенесенного воздействия. Ишемическое воз-
действие не приводило к значимому изменению плотности пира-
мидных клеток в гиппокампе. Не было найдено различий и между 
полушариями, за исключением небольшой тенденции в области 
СА3. В зубчатой фасции наблюдалось позитивное воздействие МФ 
на  плотность гранулярных клеток, которое проявилось в восста-
новлении их численности до уровня контрольной группы. В резуль-
тате иммуногистохимической реакции также не удалось выявить 
в гиппокампе признаков активации запрограммированной гибели 
клеток и увеличения экспрессии проапоптозного белка Bax, кото-
рый в большом количестве присутствовал в ишемическом очаге, 
расположенном в неокортексе.

Однако, несмотря на отсутствие значимых изменений в плот-
ности нейронов и экспрессии маркеров апоптотических процессов 
в клетках, структурные изменения клеток присутствовали. У лож-
нооперированных животных нейроны пирамидного слоя СА3 
в гиппокампе нормально равномерно окрашены, тогда как у ише-
мических животных, как тех, кто не получал, так и тех, кто получал 
МФ, встречались и гиперхромные, и вакуолизированные нейроны 
в обоих полушариях. Это указывает на влияние фокальной ишемии 
на морфологические особенности клеток гиппокампа, проявляю-
щееся в изменении их структуры. Более того, фокальная ишемия 
вызывала значимые структурные изменения в пирамидном слое 
СА1 гиппокампа, проявляющиеся в его дисперсии, а МФ частично 
защищал от ишемического повреждения.

Ишемический инсульт вызывал системные изменения количе-
ства и качества глиальных клеток в гиппокампе. Наблюдалось сни-
жение плотности популяции астроцитов в обоих полушариях и из-
менение их морфологии. Влияние на плотность клеток микроглии 
не выявлено, однако отмечены деградация сложности и снижение 
ветвистости клеток. Введение МФ предотвращало снижение плот-
ности астроцитов и микроглии и способствовало сохранению нор-
мальной морфологии глиальных клеток.
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BLOCKING GLUCOCORTICOID RECEPTORS 
PROTECTS THE HIPPOCAMPAL STRUCTURE  

FROM THE NEGATIVE EFFECTS  
OF FOCAL CEREBRAL ISCHEMIA

Abstract. The study analyzes the effect of mifepristone, an antagonist 
of  glucocorticoid receptors, on morphological changes in the hippocampus 
of rats after a stroke caused by occlusion of the middle cerebral artery. The results 
highlight the potential of mifepristone as a protective drug capable of reducing 
structural and functional disorders in the post-ischemic period.

Key words: focal cerebral ischemia, hippocampus, glucocorticoid receptors, 
mifepristone, pyramidal layer, astrocytes, microglia.
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Аннотация. В нашей работе мы исследовали половое поведение 
при  рестрикционном стрессе, влияние на него кисспептина-10 и эффект 
кисспептина-10 на концентрации ФСГ, ЛГ и кортикостерона после рестрик-
ционного и витального стрессового воздействия. Мы использовали метод 
измерения латентного времени подхода самцов к самкам и количество са-
док для исследования половой мотивации животных и метод конкурент-
ного ИФА для измерения концентраций гормонов в плазме крови. Наше 
исследование показало усиление половой активности при введении кис-
спептина-10, увеличение концентрации ЛГ и отсутствие влияния на уро-
вень ФСГ при введении кисспептина-10 и снижение концентрации корти-
костерона при внутрибрюшинном введении кисспептина-10 только после 
витального стресса.

Ключевые слова: нейропептиды, нейрофармакология, нейроэндокри-
нология, кисспептин, половое поведение, рестрикционный стресс, виталь-
ный стресс.

Стресс является фактором, влияющим на работу мозга и на-
рушающим функционирование систем организма. Одним из по-
следствий стресса является нарушение полового поведения, вы-
ражающееся в физиологическом и гормональном дисбалансе. 
Кисспептин  — нейропептид, регулирующий половое поведение 
на уровне ЦНС, который также обладает антидепрессивным дей-
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ствием. Кисспептин может стать компонентом для создания новых 
лекарственных средств, направленных на коррекцию половой дис-
функции у человека [1].

Целью нашей работы явилось изучение влияния нейропептида 
кисспептина-10 на половую мотивацию самцов крыс после рестрик-
ционного и витального стресса. Для исследования воспроизводи-
лась модель рестрикционного и витального стресса (аналогичного 
ПТСР [2]). Животные разделялись на 7 групп по 6 крыс в каждой. 
Оценивались поведенческие показатели полового поведения, а так-
же изменения уровня фолликулостимулирующего (ФСГ), лютеи-
низирующего (ЛГ) гормонов и кортикостерона в сыворотке крови 
крыс самцов при различных видах стресса и способах введения 
кисспептина-10 [3].

В результате мы показали, что латентное время подхода сам-
ца к самке в группе с острым рестрикционным стрессом после 
интраназального введения снижалось в среднем до 29,67 секунд 
по сравнению с контрольными 40,75 секундами (в 1,4 раза), а после 
интраперитонеального введения до 20,5 секунд (в 2 раза). Только 
при интраперитонеальном введении значимо возрастал показатель 
садок на самку — 7 раз, по сравнению с контрольными 2 садками 
(в 3,5 раз). Анализ концентраций ФСГ в сыворотке крови показал 
отсутствие значимых различий между группами, получавшими 
кисспептин-10, и контролем, но при этом концентрация ЛГ у испы-
туемых групп возрастала. При измерении уровня кортикостерона 
было выявлено, что интраперитонеальное введение кисспетина-10 
снижало концентрацию гормона в 2,2 раза по сравнению с контро-
лем. Для проверки нормальности применялся критерий Колмогоро-
ва-Смирнова, для сравнения групп по половому поведению — кри-
терии Краскела-Уоллиса и Манна-Уитни, для оценки концентраций 
гормонов — критерии Уилкоксона, t-критерий и ANOVA.

В ходе исследования было выявлено повышение половой мо-
тивации у крыс после интраназального и интраперитонеального 
введения кисспептина-10 в сравнении с контрольной группой по-
сле рестрикционного стресса, выражающееся в снижении латент-
ного времени и увеличении частоты садок, наблюдавшееся только 
при  внутрибрюшинном введении. При интраназальном введении 
нейропептида мы обнаружили тенденцию к увеличению консума-
торной стадии полового поведения. При этом при введении кис-
спептина-10 ФСГ значимо не менялся, а концентрация ЛГ возрас-
тала, что показывает основную точку приложения нейропептида. 



19

Интраперитонеальное введение кисспептина-10 на фоне витально-
го стресса снижало уровень кортикостерона, что говорит о его воз-
можной противострессорной активности.
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THE EFFECT OF THE NEUROPEPTIDE 
KISSPEPTIN-10 ON THE SEXUAL BEHAVIOR  

OF MALE RATS UNDER STRESS
Abstract. In our work, we investigated sexual behavior under restrictive stress, 

the effect of kisspeptin-10 on it and the effect of kisspeptin-10 on concentrations 
of FSH, LH and corticosterone after restrictive and vital stress exposure. We 
used the method of measuring the latent approach time of males to females and 
the number of mating acts to study the sexual motivation of animals, and the 
method of competitive ELISA to measure hormone concentrations in blood 
plasma. Our study showed an increase in sexual activity with the administration 
of kisspeptin-10, an increase in LH concentration and no effect on FSH levels with 
the administration of kisspeptin-10 and a decrease in corticosterone concentration 
with intraperitoneal administration of kisspeptin-10 only after vital stress.

Key words: neuropeptides, neuropharmacology, neuroendocrinology, 
kisspeptin, sexual behavior, restriction stress, vital stress.
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Аннотация. Применение анестезии  — необходимая этическая про-
цедура в нейробиологических исследованиях. Ранее широко использу-
емый для этих целей уретан на данный момент имеет ряд ограничений, 
связанных с его применением. В данном исследовании на модели новоро-
жденных крыс было изучено фармакологическое воздействие перспектив-
ного аналога уретана  — дексмедетомидина. Наши результаты показали, 
что дексмедетомидин оказывает выраженное анальгетическое действие, 
а  также слабо модифицирует незрелые сетевые паттерны кортикальной 
активности.

Ключевые слова: соматосенсорная кора, анестезия, анальгезия, элек-
трофизиология in vivo, новорожденные крысы.

Современные исследования в нейробиологии часто нуждаются 
в использовании анестезии. Среди анестетиков наиболее широко 
применяется инъекционный анестетик — уретан. В последнее вре-
мя его использование ограничивается из-за ряда негативных эффек-
тов связанных с его применением. Это требует поиска эффективной 
замены уретану. Один из потенциальных кандидатов  — агонист 
α2-адренергических рецепторов дексмедетомидин гидрохлорид 
(Декс). Обычно он используется в комбинации с NMDA-антагони-
стом кетамином [1; 2], но его индивидуальное влияние на функци-
онирование центральной нервной системы остается практически 
неизвестным.



21

Для ответа на данный вопрос мы провели серию эксперимен-
тов, в которых дали оценку влиянию Декса на функционирование 
мозга новорожденных крысят. В процессе проведения исследова-
ния было охарактеризовано влияние Декса на параметры спонтан-
ной кортикальной активности, болевую чувствительность и седа-
цию. У новорожденных крысят в естественных условиях в контроле 
и после введения Декса (33 мкг/кг) или уретана (1 г/кг) проводи-
ли регистрацию кортикальной и двигательной активности и тест 
на анальгезию.

Инъекция Декса оказала меньшее влияния на параметры корти-
кальной активности по сравнению с уретаном. При этом эффект Дек-
са полностью нивелировался через 25,5 минут. В пределах его вли-
яния мощность кортикальной активности в альфа-бета диапазоне 
(8–29 Гц) уменьшилась на 14%, в гамма диапазоне (30–70 Гц) на 25%, 
а непрерывность активности уменьшилась на 48%. При этом уретан 
оказывал значительное влияния на все три параметра с  уменьшени-
ем их, соответственно, на 48, 44 и 70%. Регистрация двигательной ак-
тивности животного показала, что после администрации Декса про-
исходит уменьшение количества движений на 58% с длительностью 
данного эффекта в 20 минут. После инъекции уретана количество 
движений уменьшилось на 96%. Администрации Декса и  уретана 
оказывали примерно равный анальгетический эффект, увеличивая 
время теста на отдергивание хвоста в 1,9 (с 0,92 сек до 1,66 сек) и 2,1 
(с 0,92 сек до 1,88 сек) раз соответственно.

Мы продемонстрировали, что Декс, меньше упраздняя корти-
кальную активность, оказывает сопоставимый с уретаном анальге-
тический эффекты, при этом сохраняя двигательную активность. 
Это делает Декс отличный кандидатом на замену уретана для про-
ведения ряда электрофизиологических экспериментов in vivo.

Работа выполнена за счет средств  
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EVALUATION OF THE EFFECTS  
OF DEXMEDETOMIDINE HYDROCHLORIDE  

ON THE DEVELOPING CENTRAL NERVOUS SYSTEM 
OF NEWBORN RODENTS IN VIVO

Abstract. The use of anesthesia is a necessary ethical procedure 
in neurobiological research. Urethane, previously widely used for these purposes, 
currently has a number of limitations related to its use. In this study, the 
pharmacological effects of a promising urethane analog, dexmedetomidine, were 
studied on a model of newborn rats. Our results showed that dexmedetomidine 
has a pronounced analgesic effect, as well as weakly modifies immature network 
patterns of cortical activity.

Key words: somatosensory cortex, anesthesia, analgesia, electrophysiology 
in vivo, newborn rats.
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Аннотация. Гамма-аминомасляная кислота (ГАМК) является основ-
ным медиатором, обеспечивающим торможение в нервной системе. Ис-
пользуя крысиную модель, мы исследовали возможные механизмы измене-
ния функциональной роли ГАМК в контрольных и эпилептических усло-
виях. Наши результаты показали, что ГАМК продолжает выполнять роль 
тормозного медиатора даже при эпилептической активности, несмотря на 
сдвиг потенциала реверсии для хлора в сторону деполяризующих значений.

Ключевые слова: гамма-аминомасляная кислота, фокальная эпи-
лепсия, 4-аминопиридин, крыса, in vivo.

Гамма-аминомасляная кислота (ГАМК) играет ключевую роль 
в  торможении нервной системы, модулируя интенсивность тока 
ионов хлора через мембрану нейрона, что приводит к изменению 
его мембранного потенциала. В зависимости от направления тока 
ионов хлора, ГАМК может как тормозить, так и возбуждать нейро-
ны [1]. В условиях низкой концентрации ионов хлора внутри ней-
рона ГАМК оказывает ингибирующее воздействие, что характерно 
для взрослого мозга в норме [2]. Однако в in vitro исследованиях об-
наружено, что во время эпилептиформной активности происходит 
увеличение внутриклеточной концентрации ионов хлора [3], что 
может изменить функцию ГАМК с тормозной на возбуждающую. 
Вопрос о повторении данного явления в in vivo условиях остается 
открытым, и наша цель заключалась в исследовании этого аспекта.

Исследование внутриклеточной концентрации ионов хлора 
осуществлялось путем оценки функции ГАМК-ергической пере-
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дачи как в условиях контроля, так и во время эпилептиформной 
активности. Для этого проводилась одновременная внеклеточная 
и внутриклеточная регистрация в конфигурации с сохранением 
целостности мембраны, что позволило наблюдать открытие и за-
крытие ионных каналов без изменения внутриклеточной среды. 
В результате записей были построены вольтамперные кривые за-
висимости амплитуды анионного тока от различных фиксирую-
щих потенциалов на регистрирующей пипетке. С использованием 
полученных данных и уравнения Ходжкина-Хаксли были вычис-
лены потенциал реверсии для хлора и мембранный потенциал для 
клетки, что позволило более детально изучить влияние ионов хло-
ра на функцию ГАМК-ергической передачи в различных условиях.

Наши предварительные результаты показали, что во время 
эпилептиформной активности мембранный потенциал покоя ней-
ронов сдвигался в сторону деполяризации (–19,79 мВ по сравнению 
с –60,26 мВ в контроле). Также был отмечен деполяризующий сдвиг 
для ГАМК-активируемого тока (потенциал реверсии сместился 
с  –63,81 мВ в контроле до –32,39 мВ, во время эпилептиформной 
активности).

Исследование показало, что во время эпилептиформной актив-
ности происходит сдвиг потенциала реверсии для хлора в сторону 
деполяризующих значений, однако он остается более негативным 
по сравнению с мембранным потенциалом. ГАМК продолжает 
действовать как тормозной медиатор во время эпилептиформной 
активности, что связано с изменением мембранного потенциала 
в сторону еще более деполяризующих значений.

Работа выполнена за счет средств  
ПСАЛ Казанского (Приволжского) федерального университета  

(ПРИОРИТЕТ-2030).
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STUDYING THE LEVEL  
OF CHLORIDE IONS INSIDE CELLS DURING  

THE DEVELOPMENT  
OF THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM

Abstract. Gamma-aminobutyric acid (GABA) is the main mediator that 
provides inhibition in the nervous system. Using a rat model, we investigated 
possible mechanisms for changing the functional role of GABA in control and 
epileptic conditions. Our results showed that GABA continues to act as an 
inhibitory mediator even with epileptic activity, despite the shift in the reversal 
potential for chlorine towards depolarizing values.

Key words: gamma-aminobutyric acid, focal epilepsy, 4-aminopyridine, rat, 
in vivo.
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Аннотация. Эпилепсия — хроническое неврологическое заболевание, 
характеризующееся повторяющимися приступами различной природы. 
Используя модель 4-аминопиридиновой фокальной эпилепсии, мы иссле-
довали механизмы распространения эпилептиформной активности. Наши 
результаты показали, что локальная интракортикальная инъекция 4-ами-
нопиридина ограничена областью, имеющей радиус порядка 1 мм, и вы-
званные иктальные разряды могут использоваться в качестве модели изу-
чения эпилептиформной активности в области, не подверженной влиянию 
4-аминопиридина.

Ключевые слова: эпилепсия, эпилептиформная активность, фокаль-
ная эпилепсия, соматосенсорная кора, 4-аминопиридин, внутриклеточная 
регистрация, patch clamp, in vivo.

Введение. Эпилепсия — хроническое заболевание, затрагива-
ющее более 1,5% человек по всему миру и характеризующееся не-
провоцируемыми приступами различной этиологии [2]. Основной 
принцип разработки стратегии лечения заключается в понимании 
механизмов формирования электрических потенциалов в голов-
ном мозге. Большинство экспериментальных моделей фармаколо-
гически индуцированной острой эпилептиформной активности 
подразумевает системное введение проэпилептиогенов [1; 3]. Од-
нако распространение проэпилептогена в нервной ткани может 
существенно повлиять на полученные результаты. Поэтому наряду 
с определением природы и механизмов генерации эпилептической 
активности актуальным вопросом остается создание адекватной 
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модели эпилептиформной активности in vivo, что и является целью 
нашего исследования.

Материалы и методы. Экспериментальная серия была прове-
дена на ювенильных крысах линии Wistar (p13–p28, где p0 — день 
рождения животного). Во время исследования одновременно про-
водилась регистрация кортикальной активности, а также реги-
страция внутриклеточной активности в соматосенсорной системе. 
Эпилептиформная активность индуцировалась интракортикаль-
ной инъекцией 4-аминопиридина (4-АП (200 нл, 50 ммоль/л)) через 
углеродную трубку с внутренним диаметром 70 мкм в соматосен-
сорную кору крыс. Для оценки распространения 4-АП проводилась 
регистрация внутриклеточной активности в режиме постоянной 
фиксации тока.

Результаты. Инъекция 4-АП сопровождалась повторяющи-
мися множественными эпизодами эпилептиформной активности 
во время внеклеточной регистрации. Результаты наших регистра-
ций в контрольных условиях и во время эпилептиформной актив-
ности на отдельных нейронах соматосенсорной коры показали, 
что на расстоянии менее 1,0 мм от места введения 4-АП наблю-
далось увеличение полуширины потенциала действия, в то время 
как на расстоянии более 1,0 мм достоверного изменения не наблю-
далось.

Заключение. Таким образом, локальная интракортикальная 
инъекция 4-АП ограничена областью, имеющей радиус в 1 мм, 
и вызванные иктальные разряды могут использоваться в качестве 
модели для изучения эпилептиформной активности в области, 
не подверженной влиянию 4-АП.

Работа выполнена за счет средств  
Программы стратегического академического лидерства  
Казанского (Приволжского) федерального университета  

(ПРИОРИТЕТ-2030).
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RECORDING OF ACTIVITY  
FROM A SINGLE NEURON  

BY THE PATCH CLAMP METHOD DURING INDUCED 
EPILEPTIFORM ACTIVITY IN VIVO

Abstract. Epilepsy is a chronic neurological disease characterized by recurrent 
seizures of various natures. Using the model of 4-aminopyridine focal epilepsy, we 
investigated the mechanisms of the spread of epileptiform activity. Our results 
showed that local intracortical injection of 4-aminopyridine is limited to an area 
with a radius of about 1 mm, and induced ictal discharges can be used as a model 
for studying epileptiform activity in an area not affected by 4-aminopyridine.

Key words: epilepsy, epileptiform activity, focal epilepsy, somatosensory 
cortex, 4-aminopyridine, intracellular registration, patch clamp, in vivo.
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Аннотация. В работе исследованы молекулярные, клеточные и пове-
денческие аспекты действия рекомбинантных аналогов водорастворимых 
доменов белков человека Lypd6A и Lypd6B из семейства Ly6/uPAR. Показа-
но, что Lypd6A и Lypd6B ингибируют различные типы никотиновых аце-
тилхолиновых рецепторов (нАХР), негативно модулируют когнитивные 
функции у мышей, изменяют синаптическую и ограничивают структурную 
пластичность в гиппокампе. На основе данных ЯМР-спектроскопии смоде-
лирован комплекс взаимодействия Lypd6A с α7-нАХР.

Ключевые слова: никотиновые рецепторы, нейромодуляторы, трехпе-
тельные белки, Lypd6A, Lypd6B, α7-нАХР, синаптическая пластичность, ден-
дритные шипики, когнитивные функции, ЯМР, белковый докинг.

Никотиновые рецепторы ацетилхолина (nAChR) регули-
руют многие физиологические процессы, включая нейрокогни-
тивные функции, такие как обучение и память. С дисфункцией 
nAChR связан патогенез ряда нейродегенеративных заболеваний, 
включая болезнь Альцгеймера [1]. Эндогенные белки человека 
Lypd6A и Lypd6B из структурного семейства трехпетельных белков  
Ly6/uPAR обладают высокой (54%) аминокислотной гомологией, 
локализованы на поверхности нейрональной мембраны посред-
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ством GPI-якоря и модулируют работу nAChR. Lypd6A играет важ-
ную роль в обеспечении ювенильной синаптической пластичности 
в  мозге и в период развития эмбриона, положительно регулируя 
Wnt/β-катенин сигнальный каскад [2]. В этой работе с использова-
нием рекомбинантных водорастворимых аналогов белков челове-
ка ws-Lypd6A и ws-Lypd6B (содержат функциональный LU-домен, 
но  лишены GPI-якоря) была исследована роль Lypd6A и Lypd6B 
в когнитивных процессах на молекулярном, клеточном и поведен-
ческом уровне.

Методами электрофизиологии в ооцитах Xenopus laevis по-
казано ингибирующее действие белка ws-Lypd6A на рецепто-
ры α7-и  α3β4-nAChR, для ws-Lypd6B  — ингибирование α7-, α3β2- 
и  α4β2-nAChR. На переживающих срезах гиппокампа мыши по-
казано, что инкубация срезов с ws-Lypd6A ингибирует α7-nAChR 
и  снижает долговременную потенциацию (LTP), при этом ws-
Lypd6B не оказывает влияния на LTP, но усиливает кратковре-
менную пресинаптическую пластичность (PPF). Инкубация пер-
вичных нейронов гиппокампа с ws-Lypd6A и ws-Lypd6B приво-
дит к снижению числа дендритных шипиков. Хроническое введе-
ние препаратов ws-Lypd6A и ws-Lypd6B в желудочки мозга мыши 
посредством осмотических помп в течение 15–21 дней оказывает 
контекстно-зависимое анксиогенное (тревожное) действие и не-
гативно влияет на обучение в  тесте на  распознавание нового 
объекта, но не влияет на моторную память. При этом, не было 
обнаружено влияния терапии обоими препаратами на LTP.

Новые данные о биологической функции Lypd6A и Lypd6B, 
выражающиеся как в негативной модуляции холинэргической сиг-
нальной системы на уровне ионных каналов, так и на морфо-функ-
циональном уровне, вместе с ранее известными данными, подчер-
кивают важную физиологическую роль этих белков в модуляции 
нейронных сетей в мозге.

Исследование выполнено при финансовой поддержке грантов РФФИ 
№ 20-04-00830; РНФ №19-74-20163.
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THE ROLE OF HUMAN THREE-FINGER PROTEINS 
LYPD6A AND LYPD6B IN COGNITIVE PROCESSES

Abstract. In the study we investigate the molecular, cellular and behavioral 
aspects of the action of recombinant analogues of water-soluble domains of human 
proteins Lypd6A and Lypd6B from the Ly6/uPAR family. Lypd6A and Lypd6B 
have been shown to inhibit various types of nicotinic acetylcholine receptors 
(nAChR), negatively modulate cognitive functions in mice, alter synaptic and 
limit structural plasticity in the hippocampus. Based on NMR spectroscopy data, 
the interaction complex of Lypd6A with α7-nAChR was modeled.

Key words: nicotine receptors, neuromodulators, three-finger proteins, 
Lypd6A, Lypd6B, α7-nAChR, synaptic plasticity, dendritic spikes, cognitive 
functions, NMR, protein docking.
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Аннотация. В докладе рассматривалась возможность использования 
в качестве биомаркеров болезни Паркинсона (БП) показателей активности 
митохондриальной сукцинатдегидрогеназы (СДГ) и цитозольной лактат-
дегидрогеназы (ЛДГ) в лимфоцитах, определенных с использованием вы-
сокочувствительного цитобиохимического метода. Кроме основных энер-
гетических биомаркеров, также измерялся уровень перекисного окисления 
липидов малонового диальдегида (МДА) в сыворотке. В трех эксперимен-
тальных моделях БП, различающихся введенным нейротоксином (ротенон, 
6-гидроксидофамин, лактацистин), было замечено усиление гликолиза 
и  окислительного фосфорилирования в лимфоцитах и усиление перекис-
ного окисления липидов в сыворотке, что связано с изменениями в дофа-
минергических нейронах центральной нервной системы. Следовательно, 
данные показатели могут является биомаркерами нейродегенеративных 
расстройств.

Ключевые слова: болезнь Паркинсона, нейродегенеративные рас-
стройства, биомаркеры.

Болезнь Паркинсона (БП)  — хроническое нейродегенератив-
ное заболевание, сопровождающимся иммунновоспалительными 
нарушениями [1]. Актуальность исследования по поиску лечения 
и биомаркеров для диагностики БП связано с тем, что на сегодняш-
ний день существует только симптоматическая терапия, а не пол-
ноценное лечение. В нашем исследовании использовалось 3 модели 
БП у крыс, различных по природе и химическому составу введён-



33

ного нейротоксина (ротенон, 6-гидроксидофамин (6ОHDA), лак-
тоцистин), где наблюдалось изменения энергетической активности 
в лимфоцитах крови и окислительный стресс в сыворотке. Высо-
кочувствительным Цитобиохимическим методом [2] измерялась 
активность цитозольной лактатдегидрогеназы (ЛДГ) и митохон-
дриального сукцинатдигидрогеназы (СДГ), отражающая интенсив-
ность гликолиза и окислительного фосфорилирования в лимфо-
цитах. Помимо ключевых энергетических биомаркеров, измерялся 
уровень перекисного окисления липидов малонового диальдегида 
(МДА) в сыворотке крови.

В работе использовали половозрелых самцов крыс линии 
Wistar массой 200–260 г разведения ИТЭБ РАН. Исследование про-
ведено в соответствии с «Правилами проведения исследований 
с  экспериментальными животными» (Приказ Минздрава России 
от 12 августа 1997 г. № 755). Все процедуры были одобрены Комис-
сией по биобезопасности и биоэтике (ИТЭБ РАН, разрешение № 8 
от 08 февраля 2023 г.) в соответствии с Директивой 2010/ 63/ЕС Ев-
ропейского парламента. Полученные данные были проанализиро-
ваны с использованием программного обеспечения GraphPad Prism 
7.0 и Excel 10.0 и представлены как среднее значение ± стандартная 
ошибка среднего.

При введении ротенона, необратимого ингибитора 1-го ком-
плекс дыхательной цепи митохондрий в дозе 1,75 мкг/кг, наблюда-
лось увеличение активности СДГ, ЛДГ и повышение концентрации 
МДА у крыс с БП в 2 раза, по сравнению с контролем  (Р ≤ 0,05). 
В модели с 6ОHDA, представляющим редокс-активный аналог до-
фамина и использующимся для поражения нигростриарного от-
дела [3] в дозе 4 мкг/кг веса, наблюдалось повышение активности 
ЛДГ на 70% без достоверного изменения активности митохондрий 
и увеличение количества МДА в 2 раза в сыворотке крови. В мо-
дели с природным нейротоксином Лактацистином, ингибитором 
ферментативной активности протеасом, наблюдалось увеличение 
активности ЛДГ в 4 раза, чем в других моделях. Также увеличилась 
активность СДГ на 68% относительно контроля. Уровень значений 
МДА в сыворотке не изменился. Полученные данные могут быть 
связаны с развитием компенсаторных реакций, направленных на 
усиление гликолиза и окислительного фосфорилирования в лим-
фоцитах и усиления перекисного окисления липидов в сыворотке 
в ответ на изменения в дофаминергических нейронах центральной 
нервной системы в исследуемых моделях БП. Следовательно, мож-
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но предположить, что активность СДГ и ЛДГ в лимфоцитах пери-
ферической крови могут быть биомаркерами нейродегенеративных 
расстройств.

Исследование выполнено при финансовой поддержке  
Министерства науки и высшего образования Российской Федерации  

(соглашение № 23-25-00441).
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ENERGY METABOLISM  
IN BLOOD LYMPHOCYTES  

IN EXPERIMENTAL PARKINSON’S DISEASE  
IN RATS

Abstract. The report considered the possibility of using indicators 
of mitochondrial succinate dehydrogenase (SDH) and cytosolic lactate 
dehydrogenase (LDH) activity in lymphocytes determined using a highly sensitive 
cytobiochemical method as biomarkers of Parkinson’s disease (PD). In addition to 
the main energy biomarkers, the level of lipid peroxidation of malondialdehyde 
(MDA) in blood was also measured. In three experimental models of PD, differing 
in the administered neurotoxin (rotenone, 6-hydroxydophamine, lactacystine), 
increased glycolysis and oxidative phosphorylation in lymphocytes and increased 
lipid peroxidation in blood, which is associated with changes in dopaminergic 
neurons of the central nervous system. Therefore, these indicators can be 
biomarkers of neurodegenerative disorders.

Key words: Parkinson’s disease, neurodegenerative disorders, biomarkers.
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Аннотация. Длительное потребление крысами доз фторид-иона  
(F–), сопоставимых с его содержанием в регионах эндемического флюоро-
за, сопровождается изменением соотношения субъединиц в составе AMPA 
и NMDA рецепторов, активацией сигнального каскада кальпаина-1, гибе-
лью клеток гиппокампа по митохондриальному пути апоптоза и снижением 
когнитивных способностей крыс. Результаты работы помогут выработать 
рекомендации по определению оптимальных и предельно допустимых доз 
F– для потребления человеком.

Ключевые слова: фторид-ион, флюороз, когнитивное способности, 
гиппокамп, крысы.

В последние годы всё большее число исследований регистри-
руют различные неврологические и когнитивные расстройства 
у людей, подверженных воздействию фторид иона (F–) в регионах 
эндемического флюороза или на промышленных предприятиях [1]. 
Однако во многих странах соединения фтора добавляют в стома-
тологическую продукцию, питьевую воду и пищевые добавки, что 
приводит к его потреблению выше рекомендованного уровня, в то 
время как его нейротоксичность недооценивается [2; 3]. Целью ра-
боты было оценить когнитивные способности крыс после длитель-
ного потребления избыточных доз F- и охарактеризовать изменения 
экспрессии посредников различных путей гибели клеток и разных 
типов субъединиц AMPA и NMDA рецепторов в гиппокампе.

Самцы крыс Wistar в течение года получали воду ad libitum с 5, 
20 и 50 мг/л F- (в виде NaF). Содержание фторид иона в плазме кро-
ви крыс зависит от его потребления нелинейно, а скорость выве-
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дения из организма в среднем в 5–7 раз выше, чем у человека [4]. 
Поэтому дозы фторид иона, выбранные для эксперимента, позво-
лили получить уровни в плазме крови крыс, сопоставимые с кон-
центрациями фторид иона в плазме крови людей в регионах энде-
мического флюороза [2]. Содержание F- в плазме крови определяли 
с помощью F--специфичного электрода. Когнитивные способности 
животных оценивали с помощью поведенческих тестов (У-образно-
го лабиринта, водного теста Морриса и теста распознавания нового 
объекта). Морфологические изменения и число нейронов гиппо-
кампа оценивали на срезах мозга после окраски по методу Ниссля. 
Экспрессию изучаемых генов и кодируемых ими белков оценивали 
методами ОТ-ПЦР и иммуноблоттинга, соответственно.

Поведенческие тесты показали, что избыточное потребление 
фторид иона приводит к снижению пространственной рабочей 
и  долговременной (пространственной и непространственной) па-
мяти крыс. В полях СА1 и СА3 гиппокампа животных, получавших 
фторид ион, наблюдались патологические изменения и снижение 
численной плотности нейронов. В клетках гиппокампа снижалась 
экспрессия анти-апоптотического белка Bcl-2 на фоне активации 
про-апоптотического белка Bax и каспазы-3. Содержание посред-
ников некроптоза (RIP и MLKL) и рецепторного пути апоптоза 
(Fas) оставалось стабильным, однако ингибировался ключевой 
эффектор аутофагии Beclin-1. Длительное воздействие F- привело 
к значительным изменениям в соотношении и субклеточном рас-
пределении различных субъединиц AMPA и NMDA рецепторов, 
в результате чего в мембранах клеток преобладали Са2+-проницае-
мые AMPA и GluN2A-содержащие NMDA рецепторы. Стимуляция 
ионотропных глутаматных рецепторов сопровождалась активаци-
ей Са2+-зависимой протеазы кальпаина-1 и его посредников (RhoA, 
PHLPP1, ERK1/2).

Таким образом, длительное потребление фторид иона привело 
к изменениям соотношения субъединиц в составе AMPA и NMDA 
рецепторов, активации сигнального каскада кальпаина-1, гибели 
клеток по митохондриальному пути апоптоза и снижению когни-
тивных способностей крыс. 

Работа выполнена в соответствии с гос. заданием ИЭФБ РАН 
№ 075-00264-24-00.
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MOLECULAR MECHANISMS OF ACTION  
OF FLUORIDE-IONS ON RAT HIPPOCAMPAL CELLS 

ASSOCIATED WITH A DECREASE  
IN COGNITIVE ABILITIES

Abstract. Long-term consumption by rats of doses of fluoride-ion (F-), 
comparable to its content in the regions of endemic fluorosis, is accompanied by a 
change in the ratio of subunits in the composition of AMPA and NMDA receptors, 
activation of the calpain-1 signaling cascade, death of hippocampal cells along the 
mitochondrial pathway of apoptosis and a decrease in cognitive abilities of rats. 
The results of the work will help to develop recommendations for determining the 
optimal and maximum permissible doses of F- for human consumption.

Key words: fluoride ion, fluorosis, cognitive abilities, hippocampus, rats.
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Аннотация. В данном исследовании мы определяли воздействие ре-
стрикционного стресса на половую активность самцов и последующую кор-
рекцию с помощью препарата кисспептина 10. Рестрикционный стресс про-
водили с ограничением подвижности животного в течение 6 часов. Уста-
новили, что кисспептин 10 повышает половую активность у самцов крыс 
после действия рестрикционного стресса, что проявлялось в снижении ла-
тентного времени, увеличении числа садок и незначительном повышении 
уровня тестостерона в крови.

Ключевые слова: половое поведение, кисспептин 10, рестрикционный 
стресс, крысы в эструсе.

Психогенная импотенция в основном диагностируется у моло-
дых мужчин. Вызвано расстройство психологическими причинами. 
Данный вид импотенции чаще всего обусловлен стрессом, трево-
жностью, страхами и другими эмоциональными проблемами [1]. 
Цель исследования состояла в изучении действия кисспептина 10 
на половое поведение крыс после стресса.

Экспозиция рестрикционного стресса проводилась на самцах 
крыс линии Вистар [2]. Для оценки полового поведения самца [3] 
помещали в клетку к самке в фазе эструса. Фиксировали латентное 
время подхода к самке и число садок на самку в течение 3-х минут.

Латентное время подхода к самке у стрессированных живот-
ных увеличивалось в 1,3 раза по сравнению с контролем. После ин-
траназального введения латентное время уменьшалось в 1,8 раза 
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в сравнении со стрессированной группой без введения препарата. 
После однократного внутрибрюшинного введения кисспептина 10 
латентное время снижалось в 2,6 в сравнении со стрессированной 
группой без препарата. После курса интраназального введения 
кисспептина 10 латентное время снижалось в 3 раза в сравнении 
с группой стресса без препарата. После курса введения кисспептина 
10 внутрибрюшинно латентное время снижалось в 2,4 сравнении 
с группой после стресса без препарата.

После однократного введения кисспептина 10 внутрибрю-
шинно увеличивалось число садок на самку в 3 раза в сравнении 
с группой после стресса без препарата. После курса введения кис-
спептина 10 внутрибрюшинно увеличивалось число садок на самку 
в 3,3 раза в сравнении с группой без препарата. Отмечали повыше-
ние половой мотивации после интраназального и внутрибрюшин-
ного введения кисспептина 10 в сравнении с контрольной группой 
животных и животных после рестрикционного стресса. Наблюдали 
увеличение частоты садок после введения кисспептина 10 внутри-
брюшинно. При интраназальном способе введения кисспептина 10 
мы обнаружили тенденцию к увеличению консуматорной стадии. 
В плазме крови выявили повышение тестостерона в 1,13 раз толь-
ко после внутрибрюшинного введения кисспептина 10 в сравнении 
с группой после стресса без препарата, что связано с центральным 
действием кисспептина 10 как регулятора HPG-оси.

Исследование выполнено в рамках государственного задания  
Минобрнауки России (2022- 2025 гг.).  
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KISSPEPTIN-10 AFFECTS THE SEXUAL 
MOTIVATION OF MALE RATS AFTER STRESS

Abstract. In this study, we determined the effect of restriction stress on male 
sexual activity and subsequent correction using the neuropeptide kisspeptin-10. 
Restriction stress was carried out with restriction of animal mobility for 6 hours. 
It was found that kisspeptin-10 increases sexual activity in male rats after the action 
of restriction stress, which manifested itself in a decrease in latency, an increase 
in  the number of mating acts and a slight increase in testosterone levels in the 
blood.

Key words: sexual behavior, kisspeptin-10, restriction stress, rats in estrus.
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Аннотация. Исследовали влияние ингибитора метилтрансфераз Rg108 
на долговременные синаптические изменения виноградной улитки. Выра-
ботали долговременную потенциацию посредством тетанизации и аппли-
кации серотонина. Rg108 препятствует выработке долговременной потен-
циации в холинергических и глутаматергических синапсах.

Ключевые слова: синаптическая пластичность, Rg108, потенциация, 
виноградная улитка.

Достоверно известно влияние эпигенетических регуляторов 
на процессы нейропластичности. В общем случае, ингибиторы ме-
тилтрансфераз препятствуют пластическим изменениям, в то вре-
мя как ингибиторы гистондеацетилаз способствуют проявлениям 
синаптической пластичности [1]. На различных моделях, в  том 
числе на виноградной улитке, был отработан метод выработки 
долговременной потенциации посредством тетанизирующих сти-
муляций и аппликации серотонина [2]. Ранее было изучено влия-
ние аппликации серотонина и бутирата натрия на возникновение 
долговременных пластических изменений в условиях электрофи-
зиологического эксперимента на препаратах изолированной цен-
тральной нервной системы, а также воздействие эпигенетических 
регуляторов в условиях поведенческого эксперимента.

В данной работе исследуется влияние ингибитора метил-транс-
феразы RG108 на долговременные пластические изменения в цен-
тральной нервной системе виноградной улитки на холинергиче-
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ском и глутаматэргическом синапсах. Долговременная потенциа-
ция вызывается пятикратной тетанизацией с интервалом в 5 мин. 
стимулом в 10 раз больше тестового частотой 10 Гц и аппликацией 
серотонина.

Работа была выполнена на гигантских командных интернейро-
нах (Па2 и Па3). Исследуемые нейроны получают как холинергиче-
скую, так и глутаматергическую стимуляцию через кишечный и кож-
ный нервы, соответственно. Тестовая стимуляция без тетанизации 
как по холинергическому, так и по глутаматергическому нервам 
вызвала постепенное снижение амплитуды ВПСП (возбуждающий 
постсинаптический потенциал) как с применением RG108, так и 
без  него. Статистически значимых различий между амплитудами 
ВПСП между группами с RG108 и без RG108 обнаружено не было.

Были обнаружены статистически значимые различия в экс-
периментах с тетанизацией глутаматергического (кожного) нерва. 
Ослабление синаптического ответа в группе с RG108 и серотони-
ном по сравнению с группой без RG108 (только с серотонином) 
началось через 1,5 часа после завершения тетанизации. Так, через 
120 мин. после последней тетанизации амплитуда ВПСП в группе 
без RG108 составляла 172,3 ± 16,3% от исходной, тогда как в группе 
c RG108 только 105,4 ± 33,1%. Через 4 ч. после последней тетаниза-
ции амплитуда ВПСП в группе без RG108 достоверно превышала 
амплитуды ответов в группе с RG108: 120,2 ± 14,4% и 25,6 ± 4,4%, со-
ответственно.

Были обнаружены статистически значимые различия в экспе-
риментах с тетанизацией холинергического (кишечного) нерва. Так, 
через 10 мин. после последней тетанизации, совмещенной с аппли-
кацией серотонина, амплитуда ВПСП в группе без RG108 состав-
ляла 178,3 ± 20,2% от исходной, а в группе с RG108 — 133,1 ± 7,4%. 
Дальнейшая регулярная стимуляция по нерву вызывала ослабление 
синаптического ответа в группе с RG108 по сравнению с группой без 
RG108. На всем интервале от 60 мин. после последней тетанизации 
до 250 мин. после последней тетанизации экспериментальной за-
писи между данными группами наблюдалось достоверное отличие. 
Так, через 120 мин. после тетанизации амплитуда ВПСП в группе 
без RG108 составляла 178,5 ± 24,2% от исходной, тогда как в группе 
с RG108 только 86,9 ± 16,8%. Через 4 ч. после последней тетаниза-
ции амплитуда ВПСП в группе без RG108 по-прежнему достовер-
но превышала амплитуды ответов в группе с RG108: 152,3 ± 15,3% 
и 47,1 ± 17,5%, соответственно.
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Таким образом, было показано, что применение ингибитора 
метилтрансферазы RG108 препятствует выработке долговремен-
ной потенциации как холинергического, так и глутаматергического 
синапсов.
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OF LONG-TERM POTENTIATION  
OF EPSP PREMOTOR INTERNEURONS  
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Abstract. The effect of the methyltransferase inhibitor Rg108 on long-term 
synaptic changes in the grape snail was investigated. They developed long-term 
potentiation through tetanization and application of serotonin. Rg108 prevents 
the development of long-term potentiation in cholinergic and glutamatergic 
synapses.

Key words: synaptic plasticity, Rg108, potentiation, grape snail.



44

УДК 616.831

АНАЛИЗ ТРАНСКРИПТОМНЫХ ОТВЕТОВ  
DANIO RERIO  

ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ ISRIB  
В МОДЕЛИ ТРАВМАТИЧЕСКОГО  

ПОВРЕЖДЕНИЯ МОЗГА
DOI 10.24412/CL-37228-2024-44-46

А. Д. Шевляков1, Н. П. Ильин2, Т. О. Колесникова1,2,  
Н. В. Католикова2, С. А. Чекрыгин2, Д. С. Галстян2,  
К. А. Демин2, А. В. Калуев1,2

1Научно-технологический Университет «Сириус», Сочи, Россия
2Национальный медицинский исследовательский центр  

имени В. А. Алмазова, Санкт-Петербург, Россия
E-mail: anton27sh@gmail.com

Аннотация. Травматическое повреждение мозга (ТПМ) вызывает 
комплекс дегенеративных процессов, таких как нейровоспаление, апоптоз, 
эксайтотоксичность и окислительный стресс. В данной работе исследуется 
влияние препарата ISRIB, который предотвращает фосфорилирование фак-
тора инициации трансляции eIF2a, на транскриптомные ответы в модели 
ТПМ у рыб Danio rerio. С помощью анализа данных RNA-seq было выяв-
лено, что воздействие ISRIB способствует нейрорегенерации и восстанов-
лению ЦНС за счет снижения экспрессии генов, связанных с клеточной 
гибелью и воспалением, а также увеличения активности путей, связанных 
с нейрогенезом и синаптической пластичностью. Результаты подтверждают 
эффективность ISRIB в терапии вторичных повреждений мозга после ТПМ.

Ключевые слова: травматическое повреждение мозга (ТПМ), Danio 
rerio, ISRIB, нейрорегенерация, нейровоспаление, синаптическая пластич-
ность.

Травматическое повреждение мозга (ТПМ) представляет со-
бой комплекс патофизиологических и морфологических изменений 
функций мозга, вызванных внешними факторами, такими как как 
удары, проникающие травмы и сотрясение мозга [1]. Клиническая 
картина ТПМ характеризуется тяжелыми последствиями вторич-
ных повреждений нейротравмы, которые включают в себя целый 
комплекс дегенеративных процессов, таких как нейровоспаление, 
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апоптоз, эксайтотоксичность, окислительный стресс и др. [2]. Та-
ким образом, молекулярные механизмы ТПМ требуют детального 
изучения с последующим поиском новых методов их терапии, а так-
же эффективных моделей ТПМ на животных. Одним из перспек-
тивных препаратов для лечения последствий нейротравмы являет-
ся ISRIB, препятствующий фосфорилированию фактора инициа-
ции трансляции eIF2a — ключевого белка в пути интегрированного 
ответа на стресс, как одного из основных путей вторичных повреж-
дений при ТПМ [3].

Целью данной работы является анализ данных RNA-seq образ-
цов мозга рыб Danio rerio и выявление ключевых генов и молеку-
лярных путей, характеризующих влияние ISRIB на работу ЦНС по-
сле ТПМ. В исследовании использовались рыбы Danio rerio, разде-
ленные на 4 группы (всего 26 образцов): контроль (С) — 7 шт., рыбы 
с  ТПМ (Т)  — 7 шт., рыбы с инъекцией ISRIB (I)  — 5 шт. и  рыбы 
с ТПМ и инъекцией ISRIB (TI) — 7 шт. Травма наносилась уколом 
иглы в область конечного мозга. Инъекции ISRIB проводились с по-
мощью инсулинового шприца в дозе 2,5 мг/кг на 1, 2 и 3 дни после 
травмы.

Секвенирование РНК проводили с использованием Illumina 
HiSeq2500 с длиной прочтения 110 п.н. Оценка количества транс-
криптов проводилась с использованием референсного транс-
криптома Danio rerio GRCz11 и программного обеспечения salmon 
(версия 1.10.0). Анализ дифференциальной экспрессии проводился 
с помощью пакета DESeq2 Bioconductor (версия 1.40.2). Далее про-
водился анализ биологических путей с использованием GAGE (вер-
сия 4.3.1) и анализ сетей ко-экспрессии с помощью WGCNA (версия 
1.72-5).

По результатам анализа дифференциальной экспрессии генов 
было проведено сравнение трех групп образцов (T, I и TI) с кон-
трольной группой (С) и выявлены специфичные гены для каждой. 
В случае группы T, данные гены были ассоциированы с апоптозом, 
воспалением, иммунным ответом и репарацией ДНК. В группе I — 
нейрогенезом, морфологическим развитием и активацией цитоске-
лета. В группе TI — клеточной адгезией, активацией цитоскелета, 
а также иммунным ответом, но в меньшем количестве, чем в груп-
пе  T. Анализ биологических путей продемонстрировал значимое 
обогащение общими путями, связанными с нейрогенезом и си-
наптической пластичностью, у групп I и TI. В совокупности со сни-
жением обогащения путей генами клеточной гибели и воспаления 
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в  группе TI в сравнении с группой T, такой результат свидетель-
ствует об активации процессов нейрорегенерации и восстановле-
ния на молекулярном уровне в мозге Danio rerio в ответ на введение 
препарата ISRIB, что подтверждает его эффективность при терапии 
вторичных повреждений после ТПМ.

Исследование выполнено при финансовой поддержке  
Министерства науки и высшего образования Российской Федерации  

(Соглашение Nº 075-15-2020-901).
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ANALYSIS OF TRANSCRIPTOMIC RESPONSES  
OF DANIO RERIO UNDER THE INFLUENCE OF ISRIB 

IN A MODEL OF TRAUMATIC BRAIN INJURY
Abstract. Traumatic brain injury (TPM) causes a complex of degenerative 

processes such as neuroinflammation, apoptosis, excitotoxicity and oxidative 
stress. In this paper, the effect of the drug ISRIB, which prevents phosphorylation 
of the translation initiation factor eIF2a, on transcriptomic responses in the TPM 
model in Danio rerio fish is investigated. Analysis of RNA-seq data revealed that 
ISRIB exposure promotes neuroregeneration and CNS repair by reducing gene 
expression associated with cell death and inflammation, as well as increasing the 
activity of pathways associated with neurogenesis and synaptic plasticity. The 
results confirm the effectiveness of ISRIB in the treatment of secondary brain 
damage after TPM.
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Аннотация. Работа включает в себя создание доступного атласа раз-
вития мозга человека на русском языке. Мы проводим отбор материала, его 
оцифровку, разметку и подробное аннотирование. Атлас включает в себя 
три раздела с иллюстрациями, текстовыми описаниями и интерактивными 
элементами.

Ключевые слова: развитие головного мозга, атлас, пренатальное раз-
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Использование информационных технологий является неотъ-
емлемой частью деятельности научного, медицинского и образова-
тельного сообществ в современном мире. Эту деятельность невоз-
можно осуществить без качественных цифровых ресурсов. Целью 
данной работы является разработка информационно-справочной 
системы по пренатальному развитию головного мозга человека — 
первого подобного ресурса на русском языке.

Система разрабатывается в рамках исследования «Иммунофе-
нотипическая карта нейрогенеза коры головного мозга человека». 
Работа ведется на архиве макро- и микропрепаратов головного 
мозга из коллекции аутопсийного материала лаборатории развития 
нервной системы. Исследование одобрено локальным этическим 
комитетом института морфологии человека (протокол № 33 (9) 
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от 07.02.2022). База данных создается на основе оцифровки препа-
ратов при помощи гистологического сканера МЕКОС-Ц2 (Мекос, 
Россия) на базе микроскопа AxioImager 1 (Zeiss, Германия) с после-
дующей векторной разметкой и аннотированием.

Прототип системы представлен в виде сайта в сети Интернет 
под названием «Атлас развития мозга человека» [1]. Разрабатыва-
емая система включает в себя три основных блока: 1) текстовые 
описания образцов человеческого мозга на определенном сроке, 
начиная с 10-й недели гестационного развития, и методов их об-
работки, а также галереи отсканированных серий срезов, окрашен-
ных при помощи классических гистологических окрасок; 2) анно-
тированные атласы мозга в высоком разрешении на разных сроках; 
3) раздел со сканами срезов, на которых проведены иммуногисто-
химические реакции с важнейшими маркерами нейро- и глиоге-
неза, позволяющими проанализировать изменения иммунофено-
типического профиля во время пренатального развития, начиная 
с 11-й недели гестационного развития. На сайте дано описание де-
сяти образцов головного мозга в сопровождении галерей; для вось-
ми из них выполнена частичная разметка в атласе.

На практике информационно-справочная система может быть 
использована практикующими специалистами, преподавателями 
и студентами биологической и медицинской направленностей при 
изучении анатомии, морфологии, развития и ряда функциональ-
ных особенностей головного мозга, т.к. электронный атлас обла-
дает высокой проектно-интерактивной наглядностью и доступен 
с большинства устройств. По этой же причине система будет вос-
требована для фундаментальных исследований. Атлас развития 
мозга человека является структурированной базой данных, а зна-
чит, существует возможность обучения искусственного интеллекта 
на его основе и, как следствие, наращивания диагностических мощ-
ностей в медицинской отрасли.

Исследование поддержано грантом РНФ №22-15-00172.
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CREATION  
OF THE INFORMATION AND REFERENCE SYSTEM 

“ATLAS OF HUMAN BRAIN DEVELOPMENT”  
AND PROSPECTS FOR ITS USE  

FOR PRACTICAL PURPOSES
Abstract. The work includes the creation of an accessible atlas of human 

brain development in Russian. We select the material, digitize it, mark it up 
and annotate it in detail. The atlas includes three sections with illustrations, text 
descriptions and interactive elements.

Key words: brain development, atlas, prenatal development, histology, 
immunohistochemistry (IHC).



50

УДК 611.81.013

ИНАКТИВАЦИЯ РЕЦЕПТОРА PDGFRβ  
В КОРЕ ГОЛОВНОГО МОЗГА  

ПРИВОДИТ К НАРУШЕНИЯМ МИГРАЦИИ  
И ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ НЕЙРОНОВ

DOI 10.24412/CL-37228-2024-50-52

Х. К. Целис Суэскун1, Н. С. Хорева1, В. С. Тарабыкин2

1Научно-исследовательский институт нейронаук, лаборатория генетики 
развития мозга, Нижегородский государственный университет  
им. Н.И. Лобачевского, Нижний Новгород, Россия

2Institute of Cell Biology and Neurobiology, Charité-Universitätsmedizin, Бер-
лин, Германия

E-mail: juancamilo1297@gmail.com

Аннотация. Исследование доказывает роль PDGFRβ в процессах ми-
грации и определение клеточной судьбы развивающихся нейронов коры го-
ловного мозга. С помощью метода in utero электропорации, проводили экс-
перименты по повышенной экспрессии, а также инактивации PDGFRβ что 
приводили к изменениям доли Satb2+ и Ctip2+ клеток, а также к нарушениям 
миграции и распределения нейронов по слоям коры головного мозга.

Ключевые слова: нейрогенез, кора головного мозга, in utero электро-
порация.

В процессе развития коры головного мозга фосфорилирова-
ние белков играет важную роль в сигнальных путях, контролиру-
ющих многие клеточные процессы, включая регуляцию клеточного 
цикла, пролиферацию, дифференцировку, метаболизм и апоптоз. 
В предыдущих экспериментах in vitro с использованием библиоте-
ки ингибиторов киназ рецептор тромбоцитарного фактора роста 
бета (PDGFRβ) был идентифицирован как потенциальный регуля-
тор клеточной судьбы развивающихся нейронов [1]. В связи с этим 
была проведена серия экспериментов с применением метода in utero 
электропорации (IUE) для изучения роли PDGFRβ в развитии коры 
головного мозга и определении клеточной судьбы.

С целью исследования влияния повышенной экспрессии 
(OverExpression, OE) PDGFRβ в процессе нейрогенеза нами был 
создан генетический конструкт рCAG-PDGFRβ-IRES-eGFP. IUE 
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проводилась на стадии е14.5 эмбрионального развития до начала 
спецификации нейрональных клеток верхних слоев с последующим 
анализом на стадии е18.5. Эксперименты проводились на линии 
мышей BALB/c. В качестве контроля использовались конструкты 
с флуоресцентными белками — pCAG-eGFP и pCAG-Venus. Повы-
шенная экспрессия PDGFRβ в нейронах коры головного мозга после 
IUE приводила к значительному снижению количества нейронов 
верхних слоев коры (Satb2+). В то же время наблюдалось значитель-
ное увеличение количества нейронов глубоких слоев коры (Ctip2+). 
Кроме того, повышенная экспрессия PDGFRβ привела к изменению 
распределения нейронов по слоям коры, значительно увеличивая 
количество еGFP+ клеток в нижних слоях, что свидетельствует 
о нарушении миграции нейронов.

Для изучения роли PDGFRβ in vivo были проведены экспери-
менты по ингибированию (Knock-Out, КО) PDGFRβ с помощью 
конструкта, кодирующего shРНК (“short-hairpin”). Аналогично 
PDGFRβ OE, IUE проводилась на стадии е14.5, и дальнейший ана-
лиз — на стадии е18.5 на линии мышей BALB/c. В качестве контро-
ля использовался конструкт, кодирующий неактивную (scramble) 
shРНК вместе с pCAG-eGFP и pCAG-Venus. Ингибирование 
PDGFRβ приводило к изменению доли Satb2+ клеток, а также к на-
рушению миграции нейронов. РНК интерференция PDGFRβ при-
водит к значительному увеличению количества Satb2+ нейронов, 
в то время как общее количество Ctip2+ нейронов остается прак-
тически неизменным. Послойное распределение eGFP+ нейронов 
демонстрирует два выраженных варианта распределения PDGFRβ 
KO клеток. С одной стороны, нейроны чаще находятся в глубоких 
слоях неокортекса, с другой — значительно увеличено количество 
клеток, находящихся в верхних слоях коры по сравнению с кон-
трольной группой. Данное распределение клеток может свидетель-
ствовать о нарушении механизмов миграции.

Полученные нами результаты in vivo коррелируют между собой. 
При PDGFRβ OE наблюдалось значительное уменьшение Satb2+ 
клеток коре, в то время как PDGFRβ KO приводила к противопо-
ложному эффекту, демонстрируя возможную роль данной киназы 
в отрицательной регуляции экспрессии Satb2 в развивающихся ней-
ронах. Также полученные данные in vivo предполагают, что PDGFRβ 
играет важную роль в процессах образования сложной цитоархи-
тектуры коры посредством контроля механизмов миграции и опре-
деления клеточной судьбы нейронов.
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INACTIVATION OF THE PDGFRβ RECEPTOR  
IN THE CEREBRAL CORTEX LEADS  

TO IMPAIRED MIGRATION AND DIFFERENTIATION 
OF NEURONS

Abstract. The study proves the role of PDGFRβ in migration processes 
and the determination of the cellular fate of developing neurons in the cerebral 
cortex. Using the in utero electroporation method, experiments were conducted 
on increased expression and inactivation of PDGFRβ, which led to changes in the 
proportion of Satb2+ and Ctip2+ cells, as well as to disturbances in the migration 
and distribution of neurons across the layers of the cerebral cortex.

Key words: neurogenesis, cerebral cortex, in utero electroporation.
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Аннотация. Мутации гена Spout1 ассоциированы с нарушениями 
развития нервной системы, однако молекулярные механизмы патогенеза 
не изучены. Нами было показано, что ген Spout1 экспрессируется на всех 
важнейших стадиях кортикогенеза, а его инактивация c помощью shRNA 
методом in utero электропорации в предшественниках нейронов приводит 
к задержке их выхода из митоза и последующему нарушению дифферен-
цировки, что в свою очередь может приводить к уменьшению количества 
нейронов в коре головного мозга.

Ключевые слова: нарушения развития нервной системы, микроцефа-
лия, инактивация гена Spout1, кортикогенез.

Развитие коры головного мозга — это сложный, многоступен-
чатый процесс, нарушения которого приводят к серьёзным нейро-
патологиям. Такие нарушения часто обусловлены генетическими 
факторами и вызывают структурные аномалии, такие как микро- 
и  макроцефалия или нарушения функции мозга, проявляющиеся 
в расстройствах аутистического спектра, умственной отсталости 
и эпилепсии. Было показано, что мутации в гене Spout1 могут при-
водить к подобным нарушениям [1], однако молекулярные механиз-
мы патогенеза на данный момент не изучены. Целью данной работы 
явилось установление паттерна экспрессии гена Spout1 на эмбрио-
нальных стадиях развития мыши и изучение влияния инактивации 
гена на процессы кортикогенеза.
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Для изучения паттерна экспрессии гена Spout1 использова-
ли метод гибридизации РНК in situ (ISH). В ходе проведения ISH 
мРНК гена на срезах гибридизовали с синтетическими РНК проба-
ми, меченными дигоксигенином. Срезы обрабатывали BCIP/NBT, 
который при взаимодействии с щелочной фосфатазой образует не-
растворимый осадок сине-фиолетового цвета, наблюдаемый в све-
товой микроскоп. В экспериментах по инактивации гена Spout1 
в  кортикальных предшественниках in vivo использовали метод 
in utero электропорации (IUE). На 13 день эмбрионального разви-
тия в боковые желудочки головного мозга эмбриона мыши линии 
C3H вводили плазмидный конструкт, экспрессирующий shRNA 
против мРНК Spout1, а также плазмиду, экспрессирующую кДНК 
белка GFP. Через 24 часа после электропорации беременным самкам 
однократно внутрибрюшинно вводили синтетический нуклеозид-
ный аналог тимидина, бромодезоксиуридин (BrdU). Через 24 часа 
после инъекции BrdU осуществляли выделение и фиксацию образ-
цов головного мозга.

Экспрессия гена Spout1 была обнаружена на стадиях е14.5, е16.5 
и е18.5 в вентрикулярной и субвентрикулярной зонах. Кроме того, 
более слабый уровень экспрессии был обнаружен в кортикальной 
пластинке и в интермедиальной зоне. При помощи иммуногистохи-
мии срезы мозга были проанализированы на наличие клеток, дваж-
ды положительных по GFP и маркеру пролиферирующих клеток 
Ki67 — это клетки, остающиеся в митотическом цикле через 48 ча-
сов после IUE. В контрольном эксперименте процент таких клеток 
составил 20% от всех GFP-положительных клеток. В эксперимен-
тах с IUE доля клеток, которые не вышли из митотического цик-
ла, была вдвое больше по сравнению с контрольными образцами. 
Дополнительное окрашивание антителами к BrdU показывает клет-
ки, которые находились в митотическом цикле через 24 часа после 
электропорации. Процент клеток, положительных на GFP/BrdU/
Ki67 в опытных образцах составил 48% по сравнению с контролем, 
где доля клеток оказалась значительно ниже — 33%, что свидетель-
ствует о нарушении выхода из митотического цикла и процесса 
дифференцировки при инактивации данного гена.

Полученные результаты показывают, что ген Spout1 экспрес-
сируется в нейрональных предшественниках на протяжении всего 
периода кортикогенеза, что в свою очередь подчеркивает важность 
этого гена и связанных с ним молекулярных каскадов на каждом 
из  изученных этапов развития коры головного мозга. Продемон-
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стрировано, что инактивация гена Spout1 в делящихся клетках 
приводит к задержке их выхода из митоза и нарушению дифферен-
цировки нейрональных предшественников. Следовательно, можно 
предположить, что причина микроцефалии при мутации данного 
гена заключается в нарушении выхода из клеточного цикла, что 
приводит к уменьшению количества нейронов в коре.

Исследование выполнено при поддержке  
Министерства науки и высшего образования РФ  

(проект № FSWR-2023-0029).
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STUDYING THE EXPRESSION AND ROLE  
OF THE SPOUT1 GENE IN THE DEVELOPMENT  

OF THE CEREBRAL CORTEX
Abstract. Mutations of the Spout1 gene are associated with disorders of the 

development of the nervous system, but the molecular mechanisms of pathogenesis 
have not been studied. We have shown that the Spout1 gene is expressed at all 
important stages of corticogenesis, and its inactivation using shRNA by in utero 
electroporation in the precursors of neurons leads to a delay in their exit from 
mitosis and subsequent disruption of differentiation, which in turn can lead to a 
decrease in the number of neurons in the cerebral cortex.

Key words: disorders of the nervous system, microcephaly, inactivation of 
the Spout1 gene, corticogenesis.
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Аннотация. Депрессивно-подобное состояние (ДПС) у крыс сопрово-
ждается изменением экспрессии генов субъединиц ионотропных глутамат-
ных AMPA и NMDA рецепторов в дорсальном и вентральном гиппокампе, 
что свидетельствует о модуляции субъединичного состава рецепторов, ко-
торое напрямую влияет на их функциональную активность. При развитии 
ДПС в разных возрастных группах крыс наблюдались различные изменения 
экспрессии, что может свидетельствовать о разных возрастных нейробио-
логических особенностях этого заболевания.

Ключевые слова: депрессивное расстройство, депрессивно-подобное 
состояние, AMPA, NMDA.

Согласно данным Всемирной организации здравоохранения, 
с депрессивными расстройствами (ДР) сталкивается от 10 до 15% 
мирового населения [1]. Трудности в изучении ДР связаны с его 
гетерогенностью и различной степенью тяжести у людей разного 
возраста [2]. Как показали недавние исследования, важную роль 
в развитии ДР играют NMDA рецепторы, опосредующие возбуж-
дающую нейротрансмиссию, и AMPA-рецепторы, обеспечивающие 
изменение мембранного потенциала для открытия канала NMDA 
рецепторов, а функциональная активность этих рецепторов напря-
мую зависит от субъединичного состава [3; 4].
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Целью работы было оценить изменение экспрессии генов, ко-
дирующих разные субъединицы NMDA и AMPA рецепторов в вен-
тральном и дорсальном гиппокампе крыс разных возрастных групп 
в депрессивно-подобном состоянии (ДПС).

Для моделирования ДПС самцы крыс Wistar возрастом 3, 10 
и  20 месяцев подвергались процедуре хронического непредсказу-
емого стресса (ХНС), включающей предъявление чередующихся 
коротких и длительных умеренных стрессовых стимулов на протя-
жении 7 недель. Для оценки развития ДПС применяли тест предпо-
чтения сахарозы, поведенческие тесты (тест «открытое поле» и тест 
принудительного плавания) и измеряли уровень кортикостерона 
в плазме крови методом ИФА. Изменения экспрессии генов субъ-
единиц АМРА и NMDA рецепторов оценивали методом ОТ-ПЦР 
в реальном времени.

Процедура ХНС привела к развитию ангедонии и состоянию 
«поведенческого отчаяния» у крыс. В плазме крови животных всех 
возрастных групп после ХНС наблюдалось увеличение уровня 
кортикостерона, что в совокупности с результатами поведенче-
ских тестов подтвердило развитие ДПС. В вентральном гиппокам-
пе 10- и 20-месячных крыс в ДПС уровни экспрессии генов Grin2a 
и  Grin2b снижались по отношению к гену Grin1, что указывает 
на изменение субъединичного состава NMDA рецепторов и  пре-
обладание минорных субъединиц. В вентральном гиппокампе 
3-месячных крыс увеличивалась экспрессия генов Grin2c и Gria3. 
В дорсальном гиппокампе 10-месячных крыс снижалась экспрес-
сия генов Grin1 и Grin2a. В группе 10-месячных крыс также было 
выявлено достоверное снижение уровня экспрессии гена Gria3, ко-
дирующего субъединицу GluA3 AMPA рецепторов. В группе 20-ме-
сячных крыс обнаружено достоверное снижение экспрессии гена 
Gria2.

Таким образом, при развитии ДПС в разных возрастных груп-
пах крыс наблюдались различные изменения экспрессии генов 
субъединиц NMDA и AMPA рецепторов, что может свидетельство-
вать о разных возрастных нейробиологических особенностях этого 
заболевания. 

Работа выполнена в соответствии с гос. заданием ИЭФБ РАН 
№ 075-00264-24-00.
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EXPRESSION OF NMDA  
AND AMPA RECEPTOR GENES IN THE VENTRAL 

AND DORSAL HIPPOCAMPUS OF RATS  
OF DIFFERENT AGE GROUPS  
IN DEPRESSIVE-LIKE STATE

Abstract. Depressive-like state (DLS) in rats is accompanied by a change in 
the expression of genes of subunits of ionotropic glutamate AMPA and NMDA 
receptors in the dorsal and ventral hippocampus, which indicates a modulation 
of the subunit composition of receptors, which directly affects their functional 
activity. With the development of DLS, various changes in expression were 
observed in different age groups of rats, which may indicate different age-related 
neurobiological features of this disease.

Key words: depressive disorder, depressive-like state, AMPA, NMDA.
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Аннотация. Синтетических аналог фрагмента аргинин-вазопресси-
на(6-9) — Ac-D-MPRG при хроническом неонатальном введении оказыва-
ет положительное влияние на социальное поведение крыс. Коэффициент 
социального взаимодействия и время проведенное с не сибсом(чужой не-
знакомой крысой) увеличивается у самцов крыс получавших тетрапептид 
в дозе 10 мкг/кг. Таким образом, полученные нами результаты позволяют 
сделать вывод о том, что Ac-D-MPRG действительно обладает отставлен-
ным действием, которое зависит от дозы неонатально введенного вещества 
и пола тестируемых животных.

Ключевые слова: вазопрессин, социальное поведение, крысы, пептид-
ные препараты.

В настоящее время регуляторные пептиды являются наибо-
лее интенсивно изучаемым классом биологически активных ве-
ществ. Интерес вызван тем, что представители этой группы пря-
мо или опосредованно воздействуют на физиологические процес-
сы, а любое нарушение в деятельности пептидной регуляторной 
системы может привести к развитию целого ряда патологических 
реакций организма. Среди пептидов есть гормон аргинин-вазо-
прессин (АВП), а также его фрагменты и аналоги. Установлено, 
что некоторые фрагменты и искусственно синтезированные ана-
логи природных пептидов часто обладают более выраженным 
действием, чем сами прототипы. На основании конформаци-
онного анализа, проведенного профессором В.П. Голубовичем, 
в  институте биоорганической химии НАН Беларуси был синте-
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зирован оригинальный тетрапептид Ac-D-Met-Pro-Arg-Gly-NH2 
(Ac-D-MPRG).

Опыты проводились на детенышах крыс. Крысят каждого вы-
водка делили на две группы: контрольную — вводили растворитель 
(дистиллированную воду) и опытную  — вводили раствор иссле-
дуемого пептида хронически с 3-го по 7-й дни жизни в дозах 1,0 
и 10 мкг/кг. Использовали интраназальный способ введения. Кры-
сята каждого выводка содержались в отдельной клетке вместе с ма-
терью до достижения ими месячного возраста, после чего крысят 
отсаживали от матери. В работе использовали стандартный пове-
денческий тест «Социальное поведение» в модификациях: мама/чу-
жая самка на 22 день жизни, сибс/не сибс на 32 день жизни.

Изменения в социальном поведении были обнаружены только 
в модификации теста «Сибс/не сибс». После введения Ac-D-MPRG 
в дозе 10 мкг/кг у самок опытной и контрольной групп различий 
не  наблюдалось. В опытной группе самцов по сравнению с кон-
трольной группой увеличен пробег (р = 0,030) и увеличено суммар-
ное взаимодействие с чужаком (количество подходов + количество 
контактов + количество подъемов на решетчатую перегородку) 
(р = 0,005). Коэффициент взаимодействия  — это отношение вре-
мени, проведенного с чужаком, к суммарному времени взаимодей-
ствия с обеими крысам. У опытных самцов коэффициент взаимо-
действия сдвинут в сторону изучения нового объекта (p = 0,02), что 
проявляется в снижении времени взаимодействия с сибсом (p = 0,04) 
и увеличении времени взаимодействия с не сибсом (p = 0,02).

Таким образом, полученные нами результаты позволяют сде-
лать вывод о том, что оригинальный тетрапептид Ac-D-MPRG дей-
ствительно обладает отставленным действием, которое зависит 
от дозы неонатально введенного вещества и возраста тестируемых 
животных. Кроме того, наблюдаются половые различия в действии 
Ac-D-MPRG.
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THE EFFECT  
OF EARLY NEONATAL ADMINISTRATION  

OF THE ORIGINAL TETRAPEPTIDE AC-D-MPRG  
ON THE SOCIAL BEHAVIOR OF WHITE RATS

Abstract. A synthetic analogue of the arginine vasopressin fragment(6-9), 
Ac–D-MPRG, with chronic neonatal administration has a positive effect on 
the social behavior of rats. The coefficient of social interaction and time spent 
with a non-sibling (a strange unfamiliar rat) increases in male rats treated with 
tetrapeptide at a dose of 10 µg/kg. Thus, our results allow us to conclude that Ac-
D-MPRG does have a delayed effect, which depends on the dose of the neonatally 
administered substance and the sex of the tested animals.

Key words: vasopressin, social behavior, rats, peptide drugs.
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Аннотация. В нашем исследовании мы оценивали влияние диабета 
2  типа (СД2) на обонятельную способность крыс линии Wistar. Были ис-
пользованы тест результативности поиска пищи и тест на предпочтение 
запахов. Результаты тестов показывают, что СД2 у крыс линии Wistar при-
водит к развитию гипосмии и преимущественно влияет на основную обо-
нятельную систему.

Ключевые слова: обоняние, диабет, крысы, поведенческие тесты.

Снижение обоняния может быть одним из ключевых признаков 
широкого спектра нарушений. Так, ухудшение обонятельной функ-
ции может возникнуть как макро- или микрососудистое осложне-
ние или дисфункция центральной нервной системы при диабете [1; 
2]. Однако на обонятельную систему в клинической практике обра-
щают внимание реже, чем на зрительную или слуховую. Гипосмия 
чаще встречается при диабете 2 типа (СД2) и характеризуется сни-
жением способности распознавать запахи, ухудшением памяти 
на  обонятельные стимулы. Её развитие связывают с нарушением 
нейрогенеза и дифференцировки незрелых нейронов и изменением 
активности ГАМКергических интернейронов в определённых обла-
стях мозга [3; 4]. При этом данных о развитии гипосмии в условиях 
экспериментальных моделей СД2 на грызунах крайне мало. Целью 
нашей работы было исследование обонятельной функции на нико-
тин-стрептозотоциновой модели СД2 у крыс.

Диабет 2 типа моделировали стрептозотоцином (внутрибрю-
шинно  — 65 мг/кг) с предварительным (за 15 мин.) внутрибрю-
шинным введением никотинамида (230 мг/кг) [5]. Для оценки 
обонятельной функции животных использовали поведенческие 
тесты: оценка результативности поиска пищевых объектов зары-
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тых в  опилки и тест на предпочтение запахов. Результативность 
поиска оценивали по количеству обнаруженных кусочков корма. 
Также оценивали время, затраченное на их нахождение и число 
обнюхиваний всех отверстий на полу камеры. В тесте на предпо-
чтение запахов оценивали количество подходов к одной из восьми 
стеклянных плошек, содержащих эфирные масла апельсина, гвоз-
дики, жасмина, мяты, эвкалипта, полыни, лаванды или валерианы 
в объеме 0,1 мл.

По результатам проведенного поведенческого теста крысам 
с диабетом 2 типа требовалось больше времени на поиск пищевых 
объектов, чем контрольной группе. Результативность поиска у кон-
трольной в 1,55 раза превышала таковую у группы с индуцирован-
ным диабетом 2 типа. Показатели исследовательской активности 
у  крыс обеих групп достоверно не различались. Таким образом, 
тест на результативность поиска пищи показал, что развитие диа-
бета 2 типа у крыс оказывало негативное влияние на обоняние. Это 
позволяет предположить, что для данной модели СД2 на крысах ха-
рактерно развитие гипосмии.

По результатам теста на предпочтение запахов изменились 
предпочтения биологически-индифферентных одорантов, в то вре-
мя как предпочтение феромонного миметика (валериана) перед 
биологически-индифферентными одорантами сохранилось. Таким 
образом, результаты теста распознавания одорантов указывают 
на преимущественное влияние СД2 на основную обонятельную си-
стему, нежели на дополнительную.

Выполнено в рамках Госзадания 075-00264-24-00.
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THE EFFECT OF TYPE II DIABETES MELLITUS  
ON THE SENSE OF SMELL IN WISTAR RATS

Abstract. In our study, we evaluated the effect of type 2 diabetes (T2D) on 
the olfactory ability of Wistar rats. A food search performance test and a smell 
preference test were used. The test results show that T2D in Wistar rats leads to the 
development of hypoxemia and predominantly affects the basic olfactory system.

Key words: sense of smell, diabetes, rats, behavioral tests.



65

УДК 618.2-06

ТРАНСПОРТЁРЫ SNAT-1 И SNAT-2, MTORC  
И ОКИСЛИТЕЛЬНЫЙ СТРЕСС  

В РЕГУЛЯЦИИ КЛЕТОЧНОГО МЕТАБОЛИЗМА 
В МОЗГЕ В УСЛОВИЯХ ПРЕНАТАЛЬНОЙ 

ГИПЕРГОМОЦИСТЕИНЕМИИ
DOI 10.24412/CL-37228-2024-65-67

А. В. Горбова1, А. В. Михель1,2, А. Д. Щербицкая1,2,  
С. К. Бочковский1, В. А. Дудина1, В. А. Пода1

1Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродук-
тологии им. Д. О. Отта, Санкт-Петербург, Россия

2Институт эволюционной физиологии и биохимии имени И. М. Сеченова 
РАН, Санкт-Петербург, Россия

E-mail: alekss137@mail.ru

Аннотация. Исследование сфокусировано на влиянии пренатальной 
гипергомоцистеинемии (ПГГЦ) на систему А и mTORC; также было реше-
но уделить внимание элементам метаболизма метионина и ГЦ, изменению 
уровня MDA и ОМБ в мозге плода на 20 день эмбрионального развития. 
Полученные данные сигнализируют о том, что ПГГЦ не приводит к выра-
женному устойчивому дисбалансу аминокислот в мозге плода, требующих 
активации системы mTORC, также было зафиксировано, что ПГГЦ приво-
дит к понижению уровня 4EBP-1 и повышению уровня MDA, что указывает 
на угнетение процесса синтеза белка.

Ключевые слова: пренатальная гипергомоцистеинемия, плод, S-адено-
зил-метионин, S-аденозил-гомоцистеин, mTORC, SNAT-1, SNAT-2, 4EBP-1.

Гипергомоцистеинемия (ГГЦ) — это патологическое состояние, 
характеризующееся повышенным содержанием гомоцистеина (ГЦ) 
в крови. Особенно опасна пренатальная ГГЦ, так как она способна 
провоцировать отставленные когнитивные дисфункции у потом-
ства. Известно, что ГЦ может преодолевать фето-плацентарный 
барьер и обнаруживаться в мозге плода. Накопление ГЦ в организ-
ме ведёт к нарушению клеточного транспорта. Среди вариантов до-
ставки аминокислот в клетку выделяют систему А и её представите-
лей, SNAT-1 и SNAT-2. Особенно важно их присутствие в нейронах 
и клетках нейроглии, где они принимают участие в поддержании 
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функций мозга. Известно, что комплекс mTOR (mTORC) активен 
в  присутствии аминокислот, контролирует метаболизм клетки, 
а также способствует клеточному росту и выживанию за счет ак-
тивации нижестоящих белков, 4EBP-1 и rpS6 [1]. Метионин, не-
обходимый для синтеза S-adenosyl-L-methionine (SAM), как  и  ГЦ, 
транспортируется системой А. Поддержание баланса между SAM 
и S-adenosyl-homocysteine (SAH) критически важно для должного 
клеточного функционирования [3]. Клеточный стресс может вы-
зывать перекисное окисление белков, липидов и нуклеиновых кис-
лот [2]. Влияние материнской ГГЦ активно исследуется, и в настоя-
щее время уже известен ряд механизмов, однако вопрос о влиянии 
ГГЦ на регуляцию клеточного метаболизма в целом и работу транс-
портёров в частности всё ещё остаётся открытым.

Самок крыс линии Wistar разделили на две группы: контроль-
ной группе с 4-го по 20-й день беременности (Е4-Е20) перорально 
вводили воду, подопытной — раствор метионина. Мозг плода был 
извлечён на Е20. Содержание ГЦ в мозге плода было измерено им-
мунохимическим анализом. Уровень компонентов mTORC (mTOR, 
p-mTOR, rpS6, p-rpS6, 4EBP-1), а также SNAT-1 и SNAT-2 был изме-
рен методом Western-Blotting. Для оценки содержания SAM и SAH 
использовали метод иммуноферментного анализа. Содержание ма-
лонового диальдегида (MDA) и окислительных модификаций бел-
ков (ОМБ) измеряли колориметрическим методом по реакции с ти-
обарбитуровой кислотой и набором OxyBlot соответственно.

Продемонстрировано повышение уровня ГЦ в мозге плода 
на Е20 уже через 1 час после введения метионина матерям и воз-
вращение к исходным значениям через 18 часов. Также установле-
но повышение уровня MDA в подопытной группе без изменения 
уровня ОМБ в мозге. Изменений в уровнях SAM, SAH и их соот-
ношении, а также в содержании транспортёров SNAT-1, SNAT-2 
обнаружено не было. В системе mTORC наблюдалось только сни-
жение уровня 4EBP-1 в группе с материнской ГГЦ. Снижение уров-
ня 4EBP-1, ответственного за 5’-кэп-зависимую трансляцию, и по-
вышение содержания маркера окислительного стресса MDA могут 
указывать на нарушения в процессе синтеза белка и его чрезмерное 
разрушение, что, вероятно, приводит к дисфункции клеточного ме-
таболизма в мозге плода в условиях пренатальной ГГЦ. При этом 
полученные данные выступают в пользу предположения о том, 
что ГГЦ матери, вызванная метиониновой нагрузкой, не приводит 
к выраженному устойчивому хроническому дисбалансу аминокис-
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лот в мозге плода, в том числе ГЦ и метионина, требующих актива-
ции системы mTORC и изменению содержания транспортеров, что 
предположительно указывает на высокую активность ферментов 
метионинового цикла в мозге плода.

Выполнено при поддержке РНФ (№22-15-00393).
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SNAT-1 AND SNAT-2 TRANSPORTERS, MTORC 
AND OXIDATIVE STRESS  

IN THE REGULATION OF CELLULAR METABOLISM 
IN THE BRAIN UNDER CONDITIONS  

OF PRENATAL HYPERHOMOCYSTEINEMIA
Abstract. The study focused on the effect of prenatal hyperhomocysteinemia 

(PHHC) on the A system and mTORC; it was also decided to pay attention to the 
elements of methionine and homocysteine (HC) metabolism, changes in the level 
of malondialdehyde (MDA) and oxidative protein modifications (OPM) in the 
fetal brain on day 20 of embryonic development. The data obtained indicate that 
PHHC does not lead to a pronounced stable imbalance of amino acids in the fetal 
brain requiring activation of the mTORC system, it has also been recorded that 
PHHC leads to a decrease in the level of 4EBP-1 and an increase in the level of 
MDA, which indicates inhibition of the protein synthesis process.

Key words: prenatal hyperhomocysteinemia, fetus, S-adenosylmethionine, 
S-adenosylhomocysteine, mTORC, SNAT-1, SNAT-2, 4EBP-1.
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Аннотация. Самцы и самки Danio rerio подвергались воздействию 
5-недельного хронического непредсказуемого стресса. Тревожность 
и склонность к агрессии у рыб оценивались с помощью поведенческих те-
стов, таких как новый аквариум и зеркальный тест. Согласно полученным 
результатам, большей чувствительностью к воздействию хронического 
стресса обладают самцы.

Ключевые слова: Danio rerio, хронический стресс, поведение, половые 
различия.

Стресс является одной из наиболее актуальных проблем совре-
менного общества. Хронический стресс может приводить к разным 
заболеваниям, в том числе и психическим [4], наиболее распростра-
ненными среди которых являются депрессивные и тревожные рас-
стройства [1; 3]. Однако гендерные различия во влиянии стресса 
на ментальное состояние не изучены достаточно хорошо. Живот-
ные модели, среди которых одно из ведущих мест занимают Danio 
rerio [2], могут помочь расширить представления о влиянии стресса 
на организм человека. Данная работа посвящена изучению воздей-
ствия 5-недельного хронического непредсказуемого стресса на по-
ведение самцов и самок Danio rerio.

Самцы и самки Danio rerio в течении 5 недель подвергались воз-
действию разных стрессоров. В качестве поведенческих методик 
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использовались: тест нового аквариума (NTT), в котором оценива-
лась частота, общее время и латентность выхода в верхнюю зону, 
а также пройденная дистанция и общая подвижность; зеркальный 
тест на агрессию, в котором рассматривались частота, латентность 
и общее время нахождения в зонах близких и удаленных от зерка-
ла. Статистическая обработка методами Краскела-Уоллиса, Манна-
Уитни и ANOVA.

По итогам статистической обработки результатов NTT были 
выявлены значимые различия в группе самцов после хроническо-
го стресса в частоте, общем времени нахождения и латентности 
выхода в верхнюю зону, а также в пройденной дистанции и общей 
подвижности (p < 0,05), причем контрольная группа раньше вышла 
в верхнюю часть аквариума и провела там больше времени, показы-
вая при этом большую активность. Помимо этого различия были 
обнаружены между экспериментальными группами самцов и самок 
в частоте выхода в верхнюю зону, пройденном расстоянии и общей 
подвижности, самки при этом были активнее самцов. Влияние хро-
нического стресса на агрессию не показало статистически значи-
мых различий как при сравнении особей разного пола, так и при 
общем сравнении контрольных и экспериментальных групп. Полу-
ченные результаты свидетельствуют о большей чувствительности 
самцов к воздействию хронического стресса.

Работа выполнена при поддержке  
Российского Научного Фонда № 23-25-00246.
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GENDER DIFFERENCES  
IN THE EFFECTS OF CHRONIC STRESS  

ON BEHAVIOR DANIO RERIO
Abstract. Males and females of Danio rerio were exposed to 5 weeks of chronic 

unpredictable stress. Anxiety and propensity to aggression in fish were assessed 
using behavioral tests, such as “New Aquarium” and “Mirror Test”. According to 
the results obtained, males are more sensitive to the effects of chronic stress.

Key words: Danio rerio, chronic stress, behavior, gender differences.
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Аннотация. Острое и хроническое воздействие экстрагированного 
в DMSO сушеного мухомора (Amanita muscaria) на поведение Danio rerio 
привело к повышению тревожно-подобного поведения у рыб в тесте нового 
аквариума и тесте на построение косяка.

Ключевые слова: Amanita muscaria, Danio rerio, поведение, тревож-
ность.

В современном обществе набирает популярность употребление 
биологически активных добавок (БАД) [3], в список которых вхо-
дит мухомор (Amanita muscaria) [2]. Однако количество исследова-
ний, касающихся употребления сушеного мухомора на состояние 
организма, довольно мало, что оставляет не полностью раскрытым 
вопрос о безопасности его применения. Для тестирования разного 
рода фармакологических препаратов обычной практикой является 
использование лабораторных животных, среди которых популяр-
ным модельным организмом является Danio rerio [1; 4], преиму-
ществом которого является схожесть рецепторов с человеческими 
и наличие основных систем нейромедиаторов, а также прозрачность 
эмбрионов, быстрый цикл развития, чувствительность к основным 
классам нейротропных веществ, простота содержания и  возмож-
ность проводить скрининг на большой выборке животных. Данная 
работа посвящена изучению острого и хронического воздействия 
Amanita muscaria на поведение зебраданио.

Сушеный Amanita muscaria был приобретен у коммерческо-
го дистрибьютора на одной из популярных интернет-площадок. 
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Особи Danio rerio подвергались острой (20 минут, в дозах 300 мг/л 
и  600  мг/л) и хронической (7 дней, в дозах 100 мг/л, 200 мг/л 
и 300 мг/л) экспозиции экстрагированного в DMSO сушеного мухо-
мора. В качестве поведенческих методик были использованы: тест 
нового аквариума (NTT), в котором оценивалась частота, общее 
время и латентность выхода в верхнюю зону, а также пройденная 
дистанция и общая подвижность; тест на построение косяка (ST), 
в котором оценивались площадь косяка и расстояние между особя-
ми. Статистическая обработка проводилась при помощи критериев 
Краскела-Уоллиса для межгруппового сравнения и Манна-Уитни 
для попарного сравнения.

По итогам статистической обработки результатов NTT группа, 
находившаяся под острым воздействием Amanita muscaria в  кон-
центрации 600 мг/л, реже находилась в верхней части аквариума по 
сравнению с контролем (р < 0,05). Помимо этого группа, находивша-
яся под хроническим воздействием сушеного мухомора в концен-
трации 200 мг/л, статистически значимо прошла меньшее расстоя-
ние (p < 0,05), реже выходила в верхнюю часть аквариума (p < 0,01) 
и больше времени провела в обездвиженном состоянии (p < 0,01). 
Группа, находившаяся под хронической экспозицией 300 мг/л экс-
тракта из Amanita muscaria, отличалась от контроля только в более 
продолжительном времени иммобилизации (p < 0,05). Также было 
замечено изменение траектории движения: рыбы плавали стерео-
типно от стенки к стенке. Результаты обработки ST показали ста-
тистически значимые различия между группой, находящейся под 
экспозицией 200 мг/л сушеного мухомора, и контрольной группой 
в расстоянии между рыбами и продолжительности контакта с те-
лом другой особи. При этом рыбы опытной группы имели более 
продолжительные контакты (p < 0,01) и меньшее расстояние меж-
ду особями (p < 0,01). Данные результаты указывают на увеличение 
тревожности у особей Danio rerio, находившихся под острым и хро-
ническим воздействием экстракта из Amanita muscaria. К тому же 
стоит отметить высокую смертность рыб, находившихся под хро-
ническим воздействием экстракта в концентрации 300 мг/л.
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THE ANXIOGENIC EFFECT  
OF FLY AGARIC EXTRACT (AMANITA MUSCARIA)  

ON ZEBRA DANIO (DANIO RERIO)
Abstract. The acute and chronic effects of dried fly agaric (Amanita muscaria) 

extracted in DMSO on the behavior of Danio rerio led to an increase in anxiety-
like behavior in fish in the “New Aquarium” test and the “Shoaling” test.

Key words: Amanita muscaria, Danio rerio, behavior, anxiety.
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Аннотация. В данной работе было исследовано действие азобензол-со-
держащего фоточувствительного полиамина на различные типы нативных 
глутаматных рецепторов (NMDA, Ca2+ проницаемые/непроницаемые AMPA 
рецепторы). Было показано, что вещество оказывает угнетающее действие 
на токи через глутаматные рецепторы. Наиболее активно оно оказалось 
по  отношению к Ca2+ проницаемым AMPA рецепторам, где  действовало 
по механизму блока открытого ионного канала. Наши данные открывают 
перспективы создания высокоселективных блокаторов кальций-проницае-
мых AMPA рецепторов для контроля их активности с высоким простран-
ственным и временным разрешением.

Ключевые слова: фотофармакология, фотопереключаемый лиганд, 
ионные каналы, AMPA-рецепторы, глутаматные рецепторы, блокатор.

AMPA глутаматные рецепторы  — это лиганд-управляемые 
ионные каналы, которые обеспечивают быстрые процессы возбуж-
дения в ЦНС. Существует два подтипа AMPA рецепторов: Ca2+-про-
ницаемые и Ca2+-непроницаемые. Ca2+-проницаемые AMPA рецеп-
торы играют важную роль в синаптической пластичности и  па-
тологии. Для изучения функций этих рецепторов используются 
селективные антагонисты — блокаторы ионных каналов (внутри-
клеточные полиамины, природные полиаминные токсины, а также 
синтетические блокаторы) [1]. Однако экспериментальное исполь-
зование «традиционных» блокаторов зачастую имеет ограничения 
вследствие медленного развития и неполной обратимости действия. 
Для решения этой проблемы могут быть использованы светочув-
ствительные блокаторы, действие которых можно контролировать 
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с высочайшим временным и пространственным разрешением [2]. 
Примером такого соединения является новый препарат, азобен-
зол-содержащее производное спермина (азо-спермин). Благодаря 
фоточувствительной группе это соединение обладает свойством 
фотоизомеризации, т.е. в зависимости от светового окружения мо-
жет существовать в транс- или цис-состоянии. Предполагается, 
в транс-состоянии оно может проникать внутрь канала и блокиро-
вать ток ионов. Данная работа посвящена экспериментальному те-
стированию действия азо-спермина на Ca2+-проницаемых, а также 
других типах глутаматных рецепторов.

Мы провели электрофизиологические эксперименты на изо-
лированных нейронах гиппокампа и стриатума крысы. Для опти-
ческого контроля использовали монохроматический свет (410 нм). 
В условиях комнатного освещения вещество в концентрации 1 мкМ 
вызывало глубокое угнетение Ca2+-проницаемых AMPA рецепторов 
на уровне 80–90% от контрольного ответа. При облучении светом 
ответы полностью восстанавливались до контрольного значения. 
При выключении засветки амплитуда ответов быстро возвраща-
лась к исходному уровню блока. Действие вещества было концен-
трационно-зависимым, а наибольшее падение активности в свете 
наблюдалось в широком диапазоне концентраций 0,5–10 мкМ. Ак-
тивность соединения резко зависела от мембранного потенциала 
фиксации, что свидетельствует в пользу блокады ионного канала. 
При гиперполяризации мембраны (от –70 мВ до –140 мВ) как в тем-
ноте, так и в освещении наблюдался феномен «проваливания» ве-
щества внутрь клетки, характерная черта классических блокаторов 
Ca2+ -проницаемых AMPA рецепторов.

На Ca2+-непроницаемых AMPA рецепторах действие было сла-
бым, 10 мкМ вызывало 10–15% угнетения ответа. В случае NMDA 
рецепторов также наблюдалось светозависимое угнетение ответов, 
однако активность была на порядок ниже по сравнению с Ca2+-про-
ницаемыми рецепторами. Действие на NMDA рецепторы также 
опосредуется каналоблокадой, однако существует дополнительный 
участок связывания вне полости канала.

Таким образом, азо-спермин является высокоселективным ан-
тагонистом Ca2+-проницаемых AMPA рецепторов, при этом его ак-
тивность можно контролировать с помощью света. Использование 
этого соединения в нейрофизиологических экспериментах откры-
вает новые возможности для изучения функций Ca2+-проницаемых 
AMPA рецепторов в норме и при патологических состояниях.
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MODULATION  
OF CALCIUM-PERMEABLE AMPA RECEPTORS  
BY AZOBENZENE-CONTAINING DERIVATIVES  

OF SPERMINE
Abstract. In this work, the effect of azobenzene-containing photosensitive 

polyamine on various types of native glutamate receptors (NMDA, Ca2+ 
permeable/impermeable AMPA receptors) was investigated. It has been shown 
that the substance has a depressing effect on currents through glutamate receptors. 
It turned out to be most active in relation to Ca2+ permeable AMPA receptors, 
where it acted by the mechanism of an open ion channel block. Our data open up 
prospects for the creation of highly selective calcium-permeable AMPA receptor 
blockers to control their activity with high spatial and temporal resolution.

Key words: photopharmacology, photo-switchable ligand, ion channels, 
AMPA receptors, glutamate receptors, blocker.
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Аннотация. Мы провели детальное изучение различий липидного со-
става головного мозга между человеком и его ближайшими родственника-
ми: шимпанзе, бонобо и макаками на основании данных масс-спектроме-
трического анализа липидов в пяти различных репрезентативных регионах 
мозга. Обнаружены различия в профилях липидов, в целом пропорцио-
нальные эволюционным расстояниям между видами, выявлены наиболее 
эволюционно значимые классы липидов. Показана согласованность между 
изменения в белом и сером веществе, однако наблюдаются и специфические 
изменения. Наши результаты показывают потенциальную значимость ли-
пидов в эволюции мозга человека.

Ключевые слова: липидомика, эволюция, масс-спектрометрия, голов-
ной мозг, биоинформатика.

Липиды играют важную роль в структуре и функционирова-
нии тканей и клеток. В человеческом мозге они составляют почти 
60% сухой массы [1]. Регулируя химические и механические свой-
ства мембран, липиды оказывают влияние на процессы слияния 
и деления везикул, поток ионов, а также латеральную диффузию 
мембранных белков. Гетерогенный состав мембран клеток мозга 
определяет их специфические функции, передачу сигналов и другие 
процессы [2]. Поэтому изучение липидома имеет важное значение 
для понимания работы нервных клеток, эволюционных различий 
между видами и особенностей строения мозга человека.
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В данной работе мы провели детальное изучение различий ли-
пидного состава головного мозга между человеком и его ближай-
шими родственниками: шимпанзе, бонобо и макаками на основа-
нии данных масс-спектрометрического анализа липидов в пяти 
различных репрезентативных регионах мозга. Наша цель состояла 
в том, чтобы: (а) определить изменения липидного состава регионов 
мозга, значимо отделяющие человека от других приматов; и (б) бо-
лее обще исследовать общие принципы эволюционных изменений 
липидного состава мозга среди приматов.

Пять регионов мозга, использованных в исследовании, включа-
ли: серое вещество мозжечка, дорсолатеральную префронтальную 
кору (зона Бордмана 9), хвостатое ядро, внутреннюю капсулу и пе-
реднюю часть мозолистого тела. В результате анализа масс спектро-
метрических данных в этих регионах была определена относитель-
ная представленность 463 липидов, принадлежащих к 21 классу. 
Дальнейший анализ показал разделение серого и белого вещества 
с помощью метода главных компонент (PCA) и метода стохастиче-
ского вложения соседей с t-распределением (tSNE). Для дальней-
ших этапов анализа был выполнен однофакторный дисперсионный 
анализ (ANOVA) с фактором группы — видом, с поправкой на мно-
жественное сравнение Беньямини-Хохберга.

В соответствии с предсказаниями теории молекулярной эво-
люции, наибольшие по амплитуде изменения обнаружены между 
человеком и макакой, показана их корреляция с аналогичными 
изменениями между человекообразными обезьянами и макакой, 
а также человеком и человекообразными обезьянами. Далее, ам-
плитуды изменений уменьшаются по мере уменьшения эволюци-
онного расстояния. При помощи метода k-средних были выделены 
кластеры липидов, у которых наблюдалось повышение/понижение 
концентрации в ряду макака — человекообразные обезьяны — че-
ловек, а  также те, которые не менялись в этом ряду, но отличали 
бонобо и шимпанзе друг от друга.

Анализ с использованием гипергеометрического теста показал, 
что липиды, демонстрирующие изменения концентрации между 
видами, были обогащены узкой группой классов липидов: фосфа-
тидилхолинами, эфирами холестерина и жирными кислотами  — 
для мозга в целом. Для серого вещества изменения концентрации 
были обогащены лизофосфатидилхолинами, лизофосфатидилсери-
нами и эфирами холестерина и жирными кислотами, а для белого 
вещества значимого обогащения не наблюдалось.
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Сходимость данных с результатами усреднения по мозгу и по 
белому и серому веществу была проверена для всех регионов и для 
всех пар сравнения fold-changes. Специфичные для человека изме-
нения липидома были неравномерно распределены между обла-
стями мозга: дорсолатеральная префронтальная кора выделялась 
многократным превышением специфичных для человека измене-
ний среди липидов, тогда как для мозжечка и внутренней капсулы 
(при том же пороге отсечения p value adjusted < 0,05) значимых пи-
ков не было обнаружено. Наши результаты показывают потенци-
альную значимость липидов в эволюции мозга человека.
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COMPARATIVE ANALYSIS OF THE LIPID PROFILE 
OF FIVE BRAIN REGIONS OF THE HUMAN  

AND PRIMATE BRAINS
Abstract. We conducted a detailed study of the differences in the lipid 

composition of the brain between humans and their closest relatives: chimpanzees, 
bonobos and macaques based on data from mass spectrometric analysis of lipids in 
five different representative regions of the brain. Differences in lipid profiles were 
found, generally proportional to the evolutionary distances between species, and 
the most evolutionarily significant classes of lipids were identified. Consistency 
between changes in white and gray matter is shown, but specific changes are also 
observed. Our results show the potential importance of lipids in the evolution of 
the human brain.

Key words: lipidomics, evolution, mass spectrometry, brain, bioinformatics.
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Аннотация. Изучив локализацию экспрессии гена Sh3gl2 в коре голов-
ного мозга мышей линии C57Bl/6 на разных стадиях эмбрионального раз-
вития, мы провели нокаут гена с помощью технологии CRISPR/Cas9. При 
нокауте гена Sh3gl2 в развивающейся коре происходит задержка нейронов 
преимущественно в нижних слоях коры.

Ключевые слова: нейрогенез, транскрипционные факторы, in situ ги-
бридизация, CRISPR/Cas9.

Понимание того, как развивается мозг во время эмбриогенеза, 
представляет собой важный вопрос современной нейробиологии 
[2]. Нейрогенез следует последовательным, организованным кле-
точным и молекулярным шагам, которые управляются генетиче-
скими механизмами для создания органа для выполнения сложных 
вычислительных задач более высокого уровня, таких как познание, 
память, эмоции, язык и поведение [4]. Нарушение любого из них 
может приводить к широкому спектру пороков с различной мор-
фологией коры, генетической или внешней этиологией, родствен-
ными синдромами и клиническими проявлениями [1]. Поэтому так 
важно искать и изучать гены, которые оказывают влияние на кор-
тикогенез. В процессах регуляции развития мозга особое место за-
нимают транскрипционные факторы семейства Neurod — Neurod1, 
Neurod2 и Neurod6. Они играют ключевую роль в процессах диф-
ференцировки, миграции, выживания и спецификации нейронов 
[3]. Одной из потенциальных мишеней Neurod является ген Sh3gl2. 
В связи с этим наш интерес был обращен к нему.
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Ген Sh3gl2 кодирует белок эндофилин-А1, который участвует 
в  быстром клатрин-независимом эндофилин-опосредованном эн-
доцитозе, что является основным путем рециклинга синаптиче-
ских везикул. Чтобы изучить локализацию экспрессии гена Sh3gl2 
была проведена гибридизация in situ в срезах на стадиях e12.5, е15.5 
и е18.5. Мы обнаружили сильную экспрессию Sh3gl2 в популяции 
нейронов нижних слоев в мозге мышей линии C57Bl/6 на всех ста-
диях, которая достигает своего пика к е18.5, что было подтвержде-
но иммуногистохимическим анализом.

Для выявления роли гена Sh3gl2 в процессах нейрогенеза был 
проведен нокаут гена с использованием технологии CRISPR/Cas9. 
Генетический конструкт был введен в нейрональные клетки-пред-
шественники эмбрионов мышей линии C57Bl/6 на е13.5 с помощью 
in utero электропорации. На сроке e18.5 было продемонстрировано, 
что нокаут гена Sh3gl2 приводит к задержке нейронов преимуще-
ственно в нижних слоях коры, что свидетельствует о нарушении 
миграции.

В заключение стоит отметить, что идентификация генов-ми-
шеней транскрипционных факторов Neurod и регулируемых ими 
каскадов позволит понять процессы, лежащие в основе нейрогене-
за и миграции нейронов, что послужит фундаментом для создания 
новых методов пренатальной диагностики и терапии.

Исследование выполнено при финансовой поддержке  
Министерства науки и высшего образования Российской Федерации 
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STUDYING THE ROLE OF THE SH3GL2 GENE  
IN NEUROGENESIS

Abstract. After studying the localization of Sh3gl2 gene expression in the 
cerebral cortex of C57Bl/6 mice at different stages of embryonic development, we 
performed a gene knockout using CRISPR/Cas9 technology. When the Sh3gl2 
gene is knocked out in the developing cortex, neurons are delayed mainly in the 
lower layers of the cortex.

Key words: neurogenesis, transcription factors, in situ hybridization, 
CRISPR/Cas9.
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Аннотация. В работе было исследовано участие, а также механизмы 
регуляции гистондеацетилазы 3 (HDAC3) в выживаемости и гибели нерв-
ных клеток в экспериментальных моделях аксотомии с помощью верстерн 
блот анализа и иммунофлуоресцентного окрашивания. Полученные данные 
свидетельствуют о вовлеченности HDAC3 и сигнального пути Akt/GSK3β 
в вызванное аксотомией повреждение ганглиев на ранних сроках после по-
вреждения.

Ключевые слова: гистондеацетилаза 3, аксотомия, нейротравма, эпи-
генетическая регуляция, спиномозговые ганглии крысы, апоптоз.

Эпигенетическая регуляция повреждений периферических 
нервов в последние годы привлекает пристальное внимание ис-
следователей. Но роль эпигенетических процессов в регуляции 
гибели и выживаемости клеток в первые часы после повреждения 
нервов пока не изучена [1]. Ряд работ продемонстрировали ней-
ротоксическое действие гистондеацетилазы 3 (HDAC3), однако 
ее участие в индукции гибели нейронов исследована не до конца. 
Целью работы явилось исследование уровня содержания и вну-
триклеточной локализации гистондеацетилазы HDAC3, а также 
киназ Akt/GSK-3β, участвующих в её фосфорилировании, в ней-
ронах и клетках глии ганглиев дорсальных корешков (dorsal root 
ganglia, DRG) после аксотомии седалищного нерва методами им-
мунофлуоресцентной микроскопии и вестерн блот анализа, а так-
же оценка участия HDAC3 в апоптозе клеток аксотомированных 
ганглиев методом TUNEL.

Метод двойного иммунофлуоресцентного окрашивания по-
казал, что уровень HDAC3 в цитоплазме поврежденных DRG зна-
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чительно сверхэкспрессируется уже через 1 час после аксотомии 
(p < 0,01), но снижается через 4 часа по сравнению с контрольными 
ганглиями (p <0,05) и уровнем, определяемым через 1 час (p<0,01). 
Через 24 часа после повреждения разницы не наблюдалось. В ядре 
аксотомированных DRG уровень HDAC3 увеличивался через 4 часа 
после перерезки седалищного нерва по сравнению с неповрежден-
ными ганглиями крыс (p < 0,01), что происходило на фоне сниже-
ния уровня ацетилирования гистонов H3 (AcH3K9) и H4 (AcH4). 
Это свидетельствует о перераспределении HDAC3 из цитоплазмы 
в ядро через 4 часа после аксотомии седалищного нерва крысы, что 
также подтверждается коэффициентом М1 (р < 0,05). Отмечалась 
повышенная колокализация HDAC3 и клеточных ядер, окрашенных 
TUNEL в течение первых 7 суток после повреждения. Это позволяет 
предположить, что в аксотомированных спинномозговых ганглиях 
крысы апоптоз был связан со сверхэкспрессией HDAC3. Согласно 
полученным данным, аксотомия седалищного нерва крыс вызывала 
достоверное снижение уровня Akt через 24 часа в цитоплазматиче-
ской фракции клеток ганглиев (в 2 раза относительно контрольных 
ганглиев (р < 0,01) и в 1,5 раза относительно четырехчасовой группы 
(р < 0,01)). Уровень Akt в ядерной фракции при этом не изменялся 
и был низким. Уровень GSK-3β был низким и не изменялся на всем 
протяжении исследования, как в ядерной, так и цитоплазматиче-
ской фракциях клеток спинномозговых ганглиев крыс. Однако, по 
данным иммунноблота уровень phospho-GSK-3β (Ser9) достоверно 
увеличивался через 24 часа в цитоплазматической фракции клеток 
аксотомированных спинномозговых ганглиев крыс (р < 0,01).

Таким образом, данные свидетельствуют о вовлеченности 
HDAC3 и сигнального пути Akt/GSK3бета в вызванное аксотомией 
повреждение клеток DRG. На основании полученных данных мы 
можем предположить, что нейротоксический эффект HDAC3 в от-
вет на аксотомию сенсорных нейронов DRG обусловлен её трансло-
кацией из цитоплазмы в ядро аксотомированных нейронов. Это 
происходит на фоне снижения уровня ацетилирования гистонов 3 
и 4. Это вероятно приводит к нарушению белкового синтеза и как 
следствие — гибели клеток. Полученные результаты об изменении 
экспрессии исследуемых белков могут лечь в основу теоретической 
базы о механизмах нейродегенерации при аксотомии перифериче-
ских нервов, а исследуемые белки служить потенциальными марке-
рами повреждения и мишенями при разработке нейропротектор-
ных препаратов.
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HISTONE DEACETYLASE 3  
AS A REGULATOR OF CELL DEATH  

IN RAT SPINAL GANGLIA  
IN AN EXPERIMENTAL AXOTOMY MODEL

Abstract. The work investigated the participation, as well as the mechanisms 
of regulation of histone deacetylase 3 (HDAC3) in the survival and death of 
nerve cells in experimental models of axotomy using western blot analysis 
and  immunofluorescence staining. The data obtained indicate the involvement 
of HDAC3 and the Akt/GSK3ß signaling pathway in axotomy-induced ganglion 
damage in the early stages after injury.

Key words: histone deacetylase 3, axotomy, neurotrauma, epigenetic 
regulation, rat spinal ganglia, apoptosis.
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Аннотация. В настоящем исследовании измерена динамика уров-
ней основных нейромедиаторов (глутамата и ГАМК) в ответ на короткий 
зрительный стимул при помощи протонной магнитно-резонансной спек-
троскопии в головном мозге человека. В результате получили увеличение 
уровней нейромедиаторов в первые секунды после начала стимуляции, что 
означает количество нейромедиаторов, выпущенных из везикул и взаимо-
действующих с рецепторами на постсинаптическом нейроне. Таким обра-
зом, подобные измерения способны показать уровни торможения или воз-
буждения, вызванные стимуляцией.

Ключевые слова: глутамат, ГАМК, фМРС, фМРТ.

В этой работе исследуются быстрые изменения уровней основ-
ных нейромедиаторов (γ-аминомасляная кислота, ГАМК и глута-
мат, Glu) в головном мозге в ответ на зрительную стимуляцию. Ме-
тод протонной магнитной резонансной спектроскопии (МРС) по-
зволяет неинвазивно измерять уровни метаболитов in vivo. Обычно 
для получения сигнала достаточной интенсивности спектры на-
капливаются не менее чем 2–3 минуты, и полученные результаты 
чаще всего интерпретируются в рамках метаболических процессов. 
Однако временного промежутка в несколько секунд недостаточно 
для  изменений концентраций нейромедиаторов из-за метаболиз-
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ма. В этом случае причиной увеличения уровня нейромедиаторов 
может быть переход нейромедиаторов из везикул в свободное про-
странство [1; 2]. Если этот переход происходит из-за, например, 
сенсорной стимуляции, то становится возможным измерить коли-
чество нейромедиаторов, выпускаемых из-за стимуляции. Целью 
настоящей работы является исследование кинетики уровня нейро-
медиаторов после короткого зрительного стимула.

Все фМРТ-изображения и МР-спектры получены на МР-томо-
графе Philips Achieva dStream 3 Тл. Карта активации в ответ на зри-
тельный стимул получена на компьютере томографа, и в эту область 
поместили спектроскопический воксель. В исследовании приняли 
участие 61 здоровый испытуемый. Стимуляция осуществлялась 
предъявлением мерцающей с частотой 8 Гц шахматной доски в те-
чение трех секунд, повторяющейся через определенный период 
(между стимулом испытуемому предъявлялся черный экран в  те-
чение 13,5/18  c для ГАМК/Glu соответственно). Спектры для из-
мерения ГАМК получены при помощи импульсной последователь-
ности MEGA-PRESS (TR / TE = 1500/68 мс, NSA = 802, 30×40×25 мм), 
для Glu  — PRESS (TR / TE = 2000 / 35 мс, NSA = 432, 20×30×20 мм). 
Мы анализировали динамику концентраций метаболитов с времен-
ным разрешением 2 секунды, а также BOLD-эффект, измеренный 
по изменению ширины и высоты резонансных линий NAA и Cr. Мы 
обнаружили статистически значимое увеличение уровня глутамата 
на 1 секунде (+12%) и ГАМК на 1,6–3,1 секунде (+4–5%) после нача-
ла предъявления стимуляции. Максимальные изменения ширины 
и высоты резонансных линий Cr и NAA составили 1,2–1,5% и до-
стигли максимума к 6-й секунде после начала стимуляции. Корре-
ляции между уровнями нейромедиаторов и BOLD-ответом не на-
блюдалось. Предполагается, что изменения уровней нейромедиато-
ров, вызванные короткой стимуляцией, вероятно, обусловлены их 
выходом из везикул, а последующее снижение связано с их возвра-
щением в везикулы. Таким образом, в этом исследовании впервые 
оценены процессы возбуждения и торможения в зрительной коре 
головного мозга при использовании мерцающей шахматной доски 
путем прямой оценки выпущенного из везикул количества нейро-
медиаторов.

Исследование выполнено при финансовой поддержке  
Российского Научного Фонда (номер соглашения 23-13-00011).
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PROTON MRS  
FOR THE STUDY OF RAPID CHANGES  

IN NEUROTRANSMITTER LEVELS  
IN THE VISUAL CORTEX

Abstract. In this study, the dynamics of the levels of the main 
neurotransmitters (glutamate and GABA) in response to a short visual stimulus 
was measured using proton magnetic resonance spectroscopy in the human brain. 
The result was an increase in neurotransmitter levels in the first seconds after 
the start of stimulation, which means the number of neurotransmitters released 
from vesicles and interacting with receptors on the postsynaptic neuron. Thus, 
such measurements are able to show the levels of inhibition or arousal caused by 
stimulation.

Key words: glutamate, GABA, fMRS, fMRI.
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Аннотация. Исследовано изменение маркеров аутофагии, нейротро-
финов, семафорина 3Е, а также каспазы-3 в мозге плода как в норме, 
так и при высоком уровне гомоцистеина матери на различных сроках бере-
менности методом Вестерн-блот. Данные свидетельствуют о том, что 14-й 
день беременности в норме характеризуется большей экспрессией изучае-
мых белков и является наиболее уязвимым периодом для воздействий мате-
ринской гипергомоцистеинемии.

Ключевые слова: пренатальная гипергомоцистеинемия, нейротрофи-
ны, аутофагия, каспаза-3, мозг плода

Аутофагия как процесс, направленный на поддержание кле-
точного и энергетического гомеостаза, важен в период эмбриоге-
неза, когда происходит активное формирование архитектоники 
коры головного мозга [4]. В свою очередь, для самых ранних ми-
граций клеток, образующих нервную систему, важна передача сиг-
налов семафоринов (SEMA), в частности SEMA3Е, регулирующего 
развитие нисходящих аксональных путей [3]. Также важную роль 
в поддержании процессов роста и дифференциации клеток в пери-
од формирования ЦНС плода играют нейротрофические факторы 
(BDNF, NGF) [1]. При этом нормальное развитие мозга плода со-
провождается апоптозом, ключевым медиатором которого явля-
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ется каспаза-3 [2]. Баланс описываемых молекулярных процессов 
лежит в основе гармоничного развития мозга плода. Любые на-
рушения в этапах аутофагии, апоптоза или миграции клеток спо-
собствуют развитию когнитивных дисфункций в постнатальный 
период. Однако вопрос об изменении маркеров этих процессов 
в мозге плода с течением нормального эмбриогенеза не раскрыт, 
тем более при патологическом воздействии токсических агентов, 
одним из которых является гомоцистеин (ГЦ). В связи с этим, це-
лью данной работы является комплексная оценка содержания мар-
керов аутофагии (ATG-13, Beclin-1, LC3B, Lamp-2), уровня NGF, 
BDNF, SEMA3E, а также каспазы-3 в мозге плода разных сроков 
эмбриогенеза (14-й и 20-й день развития; Е14, Е20) как в норме, так 
и при высоком уровне ГЦ в организме матери (Гипергомоцистеи-
немия, ГГЦ).

Самок крыс линии Wistar разделили на две группы: контроль-
ной группе с 4-го дня беременности (Е4) и до родоразрешения пе-
рорально вводили воду, подопытной — раствор метионина. В мозге 
плода Е14 и Е20 оценка содержания NGF, BDNF, SEMA3E, Atg-13, 
Beclin-1, LC3B, Lamp-2, а также каспазы-3 проводилась методом Ве-
стерн-блот.

В норме с увеличением срока беременности в мозге плода на-
блюдалось достоверное снижение уровня SEMA3E, повышение 
pro-BDNF, снижение NGF, а также повышение неактивного пред-
шественника (р35) каспазы-3, что сопровождалось снижением 
уровней ATG-13, Beclin-1 и показана тенденция к снижению LC3B. 
При материнской ГГЦ наблюдалось же повышение pro-BDNF, сни-
жение его зрелой формы, а также SEMA3E в ткани головного мозга 
плода на Е14. На этом же сроке развития при воздействии высоких 
уровней материнского ГЦ наблюдалось снижение Beclin-1 и повы-
шение Lamp-2. Активная форма каспазы-3 (р17) обнаруживалась 
только в мозге на Е20. При этом не было выявлено статистически 
значимых отличий в содержании фрагментов каспазы-3 при срав-
нении обеих групп на Е14 и Е20. Единственное отличие в исследу-
емых маркерах на Е20 состояло в повышении pro-BDNF в группе 
с пренатальной ГГЦ.

Таким образом, изменения, наблюдаемые в контрольной груп-
пе, характеризуют срок Е14 как наиболее активный период форми-
рования структур головного мозга плода. В свою очередь, именно 
на этом сроке материнская ГГЦ способствует изменению большин-
ства маркеров, ответственных за процесс аутофагии и нейрогенез, 
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что может свидетельствовать о весьма раннем негативном влиянии 
ГЦ на развивающийся мозг.

Поддержано грантом РНФ №22-15-00393.
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ASSESSMENT OF THE LEVELS  
OF AUTOPHAGY MARKERS,  

NEUROTROPHINS AND CASPASE-3  
IN THE FETAL BRAIN  

IN NORMAL AND EXPERIMENTAL PRENATAL 
HYPERHOMOCYSTEINEMIA

Abstract. Changes in markers of autophagy, neurotrophins, semaphorin 3E, 
and caspase-3 in the fetal brain were studied both in normal and with high levels 
of maternal homocysteine at various stages of pregnancy using the western blot 
method. The data indicate that the 14th day of pregnancy is normally characterized 
by a greater expression of the studied proteins and is the most vulnerable period to 
the effects of maternal hyperhomocysteinemia.
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Аннотация. В работе было продемонстрировано влияние донора ок-
сида азота на изменение тактильной чувствительности и дегрануляцию 
тучных клеток в мозговой оболочке крыс в модели хронической мигрени. 
Результаты показали, что при введении нитроглицерина происходит изме-
нение порогов механорецепции, а также повышение активности тучных 
клеток.
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клетки

Оксид азота (NO) играет ключевую роль в патогенезе мигрени. 
Нитроглицерин (НТГ) — донор NO, является фактором, вызываю-
щим головную боль, а инфузия НТГ участвует в индукции приступа 
мигрени [2]. Тучные клетки, локализующиеся в dura mater, могут 
являться источником медиаторов воспаления во время мигреноз-
ного приступа. В процессе своей активации они высвобождают ряд 
различных медиаторов воспаления, в том числе гистамин [1]. Ги-
стамин, выделяющийся при дегрануляции тучных клеток, связан 
с ноцицептивной системой и обработкой сенсорных стимулов. Це-
лью данной работы являлось исследование хронического влияния 
нитроглицерина на пороги тактильной чувствительности и дегра-
нуляцию тучных клеток у крыс.

В исследовании была использована модель хронической ми-
грени на самцах крыс линии Wistar. Животным внутрибрюшинно 
вводился НТГ в концентрации 10 мг/кг на 1, 3, 5, 7, 9 дни. Ко-
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личество животных в контрольной группе составило 7, в экспе-
риментальной группе — 5. Пороги механорецепции у животных 
измерялись до введения НТГ, а также на 3, 5 и 9 дни в течение 
3 часов после инъекции с помощью прибора фон Фрея (Ugo Basin, 
Италия). Через день после последней инъекции производилось 
выделение мозговых оболочек и их окрашивание 0.1% толуиди-
новым синим. Степень дегрануляции тучных клеток оценивали 
визуально. Расчет индекса дегрануляции проводился по следую-
щей формуле: 

Индекс Дегрануляции = , 

где	 А–Г — степень дегранулированности клеток: А — неактивные тучные 
клетки, Б  — клетки со слабой степенью дегрануляции, В  — клетки 
с умеренной степенью дегрануляции, Г — сильно дегранулирующие 
клетки; n — общее количество клеток. 
Количество клеток для каждого препарата составило не менее 

100 клеток. Механическую чувствительность измеряли до введе-
ния НТГ (32,2 ± 8,9 г/мм²) и сравнивали с результатами, получен-
ными во время введения НТГ: 3 часа на третий день (28,1 ± 8,5; 
26,5 ± 9,3; 29,6 ± 11 г/мм²), 3 часа на пятый день (26,8 ± 9,2; 24,5 ± 8,7; 
23,2 ±7 г/мм²), 2 часа на девятый день (29,1 ± 9,9; 26,6 ± 9,2 г/мм²).

Статистически значимые различия были обнаружены между 
контрольными показателями и вторым часом третьего дня (p ≤ 0,05), 
вторым и третьим часами пятого дня (p < 0,001) и вторым часом де-
вятого дня (p ≤ 0,05). Общий индекс дегрануляции тучных клеток 
животных контрольной группы составил 0,31 ± 0,35 (p < 0,05, n = 7). 
Индекс дегрануляции тучных клеток после введения нитроглице-
рина был достоверно выше и составил 1,06 ± 0,04 (p < 0,05, n = 5).

Было показано, что при введении нитроглицерина, донора NO, 
происходит изменение порогов механорецепции, а также повыше-
ние активности тучных клеток. Рост дегрануляции тучных клеток 
приводит к повышенной выработке медиаторов воспаления, кото-
рые играют важную роль в нейровоспалении, а также могут опосре-
дованно влиять на сенсорные процессы, вызывая гиперсенситиза-
цию.

Работа поддержана грантом РНФ № 23-15-00328.
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THE EFFECT OF A NITRIC OXIDE DONOR  
ON TACTILE SENSITIVITY AND THE CONDITION  

OF MAST CELLS OF THE RAT DURA MATER
Abstract. The work demonstrated the effect of a nitric oxide donor on 

changes in tactile sensitivity and degranulation of mast cells in the rat meninges 
in a model of chronic migraine. The results showed that when nitroglycerin is 
administered, there is a change in the thresholds of mechanoreception, as well as 
an increase in the activity of mast cells.

Key words: migraine, nitroglycerin, mechanoreception, mast cells.
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Аннотация. Данное исследование демонстрирует временно́е 
изменение паттернов поведения с тревожного на депрессивно-по-
добное в модели хронического непредсказуемого стресса на зебра-
данио (Danio rerio). В дальнейшем наблюдения могут быть транс-
лированы с модели зебраданио на человека, в том числе для потен-
циального поиска фармакологических агентов для терапии послед-
ствий хронического стресса.

Ключевые слова: хронический непредсказуемый стресс, трево-
жное поведение, депрессивно-подобное поведение, зебраданио.

Введение. Хронический стресс является ведущей причиной 
возникновения тревожно-депрессивного расстройства (ТДС). 
На настоящий момент ТДС страдает около 300 миллионов человек 
во всем мире [1]. Применение в биомедицинских исследованиях 
перспективных модельных объектов позволяет ускорить разра-
ботку новых лекарственных форм для эффективной борьбы с ТДС 
и другими коморбидными заболеваниями нервно-психическо-
го спектра. Для этих целей используется зебраданио (Danio rerio), 
которая зарекомендовала себя в трансляционных исследованиях, 
в том числе и в модели хронического стресса.

Цель исследования. Оценить переход тревожного поведения 
в депрессивно-подобное на зебраданио после воздействия 1-, 5- 
и 12-недельного хронического непредсказуемого стресса.
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Материалы и методы. Были использовали 160 особей корот-
коплавниковых зебраданио дикого типа, разделенных на две рав-
ные группы (опыт + контроль). Экспериментальная группа под-
вергалась хроническому непредсказуемому стрессу (ХНС) в тече-
ние 3 различных периодов времени (1, 5 и 12 неделя): 32 особи — 
1-недельный стресс + контроль; 48 особей — 5-недельный стресс + 
контроль; 80 особей — 12-недельный стресс + контроль. В каждой 
временной точке проводился анализ поведения рыб и оценивался 
уровень кортизола в теле рыбы. Поведенческие тесты включали 
в себя тест нового аквариума (NTT) [2] и тест иммобилизации за 
хвост (ZTI) [3]. Уровень кортизола был определен с помощью им-
муноферментного анализа (ИФА) [4].

Результаты и обсуждение. Мы не выявили различий между 
экспериментальной и контрольной группами в тесте NTT после 
1 недели. На 5 неделе было показано, что экспериментальная груп-
па по сравнению с контрольной проводила меньше времени в верх-
ней части аквариума и характеризовалась меньшей двигательной 
активностью и увеличенным латентным периодом выхода в верх-
нюю зону аквариума. Аналогичные наблюдения были сделаны 
со стрессированной группой после 12 недель. Данные указывают на 
повышенный уровень тревожности у зебраданио на 5 и 12 неделе, 
однако статистически значимой разницы между ними не наблю-
далось. Мы не выявили статистически значимых различий на 1-й 
и 5-й неделях после теста на отчаяние (ZTI). На 12 неделе экспери-
ментальные зебраданио проявляли меньшую активность по срав-
нению с контрольной группой, что указывает на поведение отчая-
ния. Уровень кортизола между экспериментальной и контрольной 
группами после 1 недели не различался. Кортизол увеличивался на 
5 неделе хронического стресса и снижался на 12 неделе по сравне-
нию с контролем, что может свидетельствовать об истощении кор-
тикотропной оси из-за длительности стрессирования. Таким обра-
зом, тесты NTT и ZTI показали, что рыбы на 5 неделе хронического 
непредсказуемого стресса демонстрировали тревожное поведение, 
а рыбы на 12 неделе — депрессивно-подобное поведение. При этом 
уровень кортизола повышается при тревожном поведении и сни-
жается при  депрессивно-подобном. Это может иллюстрировать 
переход от тревожного поведения к депрессивно-подобному в ходе 
хронического непредсказуемого стресса у зебраданио, что не было 
показано ранее.
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ZEBRA DANIO AS A MODEL  
OF MIXED ANXIETY-DEPRESSIVE DISORDER 

AFTER EXPOSURE TO CHRONIC UNPREDICTABLE 
STRESS

Abstract. This study demonstrates a temporary change in behavior patterns 
from anxious to depressive-like in the zebra danio model of chronic unpredictable 
stress. In the future, observations can be translated from the zebra danio model 
to humans, including for the potential search for pharmacological agents for the 
treatment of the effects of chronic stress.

Key words: chronic unpredictable stress, anxious behavior, depressive-like 
behavior, zebra danio.
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Аннотация. Исследование направлено на изучение влияние напря-
жения мышц шеи и положения головы на активацию системы зеркальных 
нейронов при наблюдении за движениями рук. В рамках эксперимента 
участники просматривали видеоклипы движений мизинца и указательного 
пальца, в то время как проводилась транскраниальная магнитная стимуля-
ция. Результаты подчеркивают значительное взаимодействие между движе-
нием пальцев на видео и активацией целевых мышц или ингибированием 
нецелых мышц, а также на потенциальное влияние положения головы на 
возбудимость моторной коры.

Ключевые слова: зеркальные нейроны; наблюдение за действиями; 
транскраниальная магнитная стимуляция; положение головы; возбуди-
мость моторной коры; первичная моторная кора; реабилитация.

Актуальность данного исследования обусловлена значитель-
ным вкладом системы зеркальных нейронов (СЗН) в понимание 
социальных взаимодействий и эмпатии, а также в реабилитацию 
после моторных нарушений [4; 6]. СЗН играет ключевую роль 
в имитации действий и развитии языка, что подчеркивается в ис-
следованиях [2; 4]. Возбуждение кортико-спинального тракта за-
висит от  положения головы и напряжения мышц шеи, моторные 
вызванные потенциалы (МВП) при повороте головы, собранные 
на здоровой выборке, были близки к МВП больных цервикальной 
дистонией [5]. Функционирование мышц шеи и положение тела как 
факторы, влияющие на работу СЗН, мало изучены. В данном уни-
кальном исследовании изучаются изменения в работе СЗН, выра-
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жаемой в активации мышц во время наблюдения за действиями в 
зависимости от напряжения мышц шеи и поворота головы.

Участники просматривали видеоклипы, изображающие дви-
жения мизинца и указательного пальца, а также статичные положе-
ния руки при прямом и повёрнутом положении головы, в то время 
как транскраниальная магнитная стимуляция (ТМС) применялась 
через различные временные интервалы [1].

Многомерные пост-хок тесты выявили значительные взаимо-
действия между типом движения и целевой мышцей, подтверждая 
сильную активацию первой дорсальной межкостной мышцы (FDI) 
во время движения указательного пальца в отличие от её тормозно-
го эффекта при наблюдении за движением мизинца (p = 0,01) и при 
статическом положении руки (p ≤ 0,001). Кроме того, активность 
мышцы, отводящей мизинец (ADM), значительно увеличивается 
при наблюдении за статичной рукой и движением мизинца, но сни-
жается при движении указательного пальца (p = 0,026), что свиде-
тельствует о том, что СЗН участвует не только в активации целевых 
мышц, но и в ингибировании мышц, не задействованных в наблю-
даемом движении. Интересно, что значимых различий в активации 
СЗН при различных положениях шеи и поворотах головы не обна-
ружено, однако наблюдается тенденция к увеличению МВП при по-
вороте головы (p = 0,24), что предполагает потенциальное влияние 
положения головы и напряжения шеи на возбудимость моторной 
коры. 

Эти результаты проливают свет на сложные механизмы, ле-
жащие в основе наблюдения за действиями, и имеют значение для 
моторного познания и реабилитации [3]. Будущие исследования 
необходимы для дальнейшего понимания факторов, влияющих 
на  активацию зеркальных нейронов, и того, как они формируют 
двигательные реакции, тем самым улучшая методы реабилитации.

Исследование было проведено с использованием Уникальной 
научной установки НИУ ВШЭ «Автоматизированная система неин-
вазивной стимуляции мозга с возможностью синхронной регистра-
ции биотоков мозга и отслеживания глазодвижения».
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STUDYING THE EFFECT OF HEAD ROTATION  
ON THE FUNCTIONING  

OF THE MIRROR NEURON SYSTEM
Abstract. The study investigates the effect of neck muscle tension and head 

position on the activation of the mirror neuron system when observing hand 
movements. As part of the experiment, participants watched video clips of the 
movements of the little finger and index finger, while transcranial magnetic 
stimulation was performed. The results highlight the significant interaction 
between finger movement in the video and activation of target muscles 
or inhibition of non-target muscles, as well as the potential effect of head position 
on motor cortex excitability.

Key words: mirror neurons; observation of actions; transcranial magnetic 
stimulation; head position; excitability of the motor cortex; primary motor cortex; 
rehabilitation.
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Аннотация. Исследовали изменение биоэлектрической активности 
мозга при имплицитном научении. В ходе исследования были показаны 
увеличение амплитуды в α- и θ-частотных диапазонах в лобно-височных 
областях коры, увеличение амплитуды в β-частотном диапазоне в темен-
но-затылочных и фронтальных областях коры. Имплицитное научение 
базируется на взаимодействии двух нейронных сетей мозга: лобно-височ-
ные отделы коры и осцилляторные системы α1- и θ- частотных диапазо-
нов отвечают за обработку информации и выявление последовательностей, 
теменно-затылочные отделы и осцилляторные системы β1- и α3-ритмов — 
за ожидание и подготовку к ответной реакции.

Ключевые слова: имплицитное обучение, ЭЭГ, память.

Неосознаваемое имплицитное обучение и обработка инфор-
мации происходит быстрее и эффективнее, чем с использованием 
сознания. В данном исследовании основной целью было изучение 
нейрофизиологических основ имплицитного обучения с исполь-
зованием искусственной грамматики по методике А. Ребера [3]. 
Эксперимент включал обучающую и контрольную серии стимулов 
по 20 буквенных последовательностей в каждой. Оценка механиз-
мов различных областей мозга при имплицитном научении прово-
дилась в сравнении со статистическим (эксплицитным) научени-
ем, для которого использовались буквенные последовательности 
с  очевидными закономерностями. Данные обрабатывались с ис-
пользованием ЭЭГ и анализа амплитуд в стандартных частотных 
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диапазонах. Участие в исследовании приняли 42 человека. Для ста-
тистической обработки данных применялся дисперсионный анализ 
ANOVA в программе SPSS 23.

Результаты исследования показывают, что процесс имплицит-
ного обучения включает взаимодействие двух нейронных сетей 
мозга. На начальном этапе обучения для обработки информации и 
выявления релевантных последовательностей активируются лоб-
но-височные отделы коры и осцилляторные системы α1- и θ-ча-
стотных диапазонов. В частности, на основе повышенной синхрон-
ности α-ритма могут выстраиваться процессы взаимодействия 
проекционных, ассоциативных и подкорковых образований на ма-
кроуровне, что способствует более эффективной обработке посту-
пающей информации [1]. В нашем исследовании это проявляется 
в активации процессов восприятия и анализа стимулов для выяв-
ления правильных последовательностей. Увеличение амплитуды 
α-ритма также может быть связано с обучением методом проб и 
ошибок [2]. Это согласуется с результатами нашего исследования, 
в котором среднее количество ошибок составляет 40%. На конеч-
ном этапе обучения и при распознавании наблюдается рост ампли-
туды в теменно-затылочных отделах и в системах β1- и α3-ритмов, 
что связано с активацией зрительного внимания. Рост амплитуды 
β-ритма заметен также в период ожидания стимула, при выполне-
нии задач, требующих повышенного внимания, связан с улучше-
нием чувствительности зрительных структур к визуальным сти-
мулам. Активация теменно-затылочных областей в нашем иссле-
довании связана с процессами ожидания правильной последова-
тельности. Другие работы также подтверждают роль этих областей 
в перцептивном предвосхищении и возможности формирования 
прогнозов для процесса обучения [4]. Однако недостаточное вов-
лечение корковых осцилляторов ЭЭГ активности приводит к низ-
кой точности, инвариантности и эффекту неосознанности резуль-
татов обучения.
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CHARACTERISTICS OF EEG ACTIVITY  
IN THE PROCESS OF IMPLICIT LEARNING

Abstract. The changes in the bioelectric activity of the brain during implicit 
learning were studied. The study showed an increase in amplitude in the α- 
and θ-frequency ranges in the frontal-temporal regions of the cortex, an increase 
in amplitude in the β-frequency range in the parietal-occipital and frontal regions 
of the cortex. Implicit learning is based on the interaction of two neural networks 
of the brain: the frontal-temporal cortex and the oscillatory systems of the α1 and 
θ frequency ranges are responsible for processing information and identifying 
sequences, the parietal-occipital departments and the oscillatory systems of the 
β1 and α3 rhythms are responsible for waiting and preparing for a response.

Key words: implicit learning, EEG, memory.
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Аннотация. Проведение опыта по затуханию нейрональной репрезен-
тации аудиальных стимулов на группе нормофизиологических испытуемых 
в четырех экспериментальных парадигмах позволило построить модель 
аудиальной адаптации, достоверно отражающую силовые и временные ха-
рактеристики нейрофизиологических процессов, протекающих в коре го-
ловного мозга человека.

Ключевые слова: аудиальная адаптация, модель аудиальной адапта-
ции, затухание репрезентации, вызванный потенциал.

Нейрональная адаптивность является крайне важным феноме-
ном, объясняющим природу многих нормальных и патофизиологи-
ческих процессов в организме [2]. Вместе с этим на данный момент 
не существует единой признанной модели, описывающей ее сило-
вые и временные характеристики [3].

В эксперименте по аудиальной адаптации принял участие 
21 здоровый испытуемый (11 мужчин и 10 женщин в возрасте от 19 
до 35 лет). Испытуемые слышали бинауральные звуки (чистый тон 
1000 Гц длительностью 0,1 с и громкостью 65 дБ) через наушники. 
Эти звуки предъявлялись в четырех экспериментальных блоках 
с  четырьмя типами межстимульных интервалов (МСИ): 0,45; 0,9; 
1,8 и 3,6 с. Параллельно велась запись ЭЭГ по 64 отведениям. Ана-
лиз ЭЭГ проводился с использованием языка программирования 
Python и пакета MNE.
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Пики амплитуд полученных элементов ВП определялись как 
максимальное отрицательное значение в интервале 0,08–0,12 с 
для N100 и как максимальное положительное значение в интерва-
ле 0,12–0,22 с для P180. Используя полученные значения элементов 
ВП при четырех различных МСИ по модулю, для каждого испыту-
емого была построена модель экспоненциального затухания, пред-
ставляющая собой график функции f (t) = α + βe–t/τ, где α — это зна-
чение асимптоты, β — это величина адаптации, τ — это постоянная 
времени адаптации, t — это значение МСИ [1].

Было выбрано значение для условия с максимально выражен-
ным ответом (МСИ 3,6 с) и проанализирована связь амплитуды 
ответа и параметров модели затухания. Было установлено, что ве-
личина затухания β имеет корреляцию со значениями амплитуд 
исследуемых компонентов (для N100 R = 0,717, p <0,001, для  P180 
R = –0,561, p = 0,008, тест корреляции Спирмена). При этом время 
затухания τ не коррелировало с амплитудами ответов (для  N100 
R = –0,198, p = 0,403, для P180 R = –0,282, p = 0,229, тест ранговой кор-
реляции Спирмена), что подтверждает независимость этого пара-
метра от характеристик отдельного ВП.

Таким образом, в работе продемонстрированы различные пара-
метры затухания репрезентации аудиального стимула, отражающи-
еся в компонентах N100 и Р180 — время затухания больше для более 
позднего компонента, что подтверждает идею об увеличении времени 
хранения следа памяти на более поздних этапах анализа информации. 
В целом полученные данные согласуются с параметрами слуховой ра-
бочей памяти и могут быть использованы в будущем для оценки про-
цесса адаптации при различных нейрофизиологических процессах.

Работа проведена при поддержке гранта РНФ 22-18-00676.
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A MODEL OF ATTENUATION  
OF THE NEURONAL REPRESENTATION  

OF AN AUDITORY STIMULUS  
IN HUMANS

Abstract. Conducting an experiment on attenuation of the neuronal 
representation of auditory stimuli on a group of neurotypical subjects in four 
experimental paradigms allowed us to build a model of auditory adaptation that 
reliably reflects the power and time characteristics of neurophysiological processes 
occurring in the human cerebral cortex.

Key words: auditory adaptation, auditory adaptation model, attenuation of 
representation, evoked potential.
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Аннотация. Recently, P300 was proposed as a marker of attention 
deficit, especially in patients with hemineglect. In this experiment, 
patients with neglect-like symptoms were recruited to perform a stimulus-
response task, and RIDE decomposition was used to assess changes 
in P300 in these patients. We detected frontal S-P300 when moving the 
paretic hand, which is absent when moving the unaffected hand, probably 
reflecting compensatory mechanism related to early stimulus processing.

Ключевые слова: Residue Iteration Decomposition, Stroke, 
Neglect, P300.

Одним из проявлений нарушения когнитивных функций после 
инсульта является неглект или пространственная агнозия — потеря 
ориентации и способности замечать объекты в поле зрения, проти-
воположном поврежденному полушарию. В исследовании Saevarsson 
et al. [1] авторами использовался когнитивный потенциал P300 как 
мера распределения внимания для изучения связи между дефици-
том внимания и неглектом. Авторы регистрировали потенциал P300 
в парадигме с редкими стимулами у пациентов с пространственным 
игнорированием и выявили, что целевые стимулы в противополож-
ном повреждению поле зрения вызывали более слабые ответы по 
сравнению со стимулами в интактном поле. Ye et al. [2] исследовали 
изменения поведения и вызванных потенциалов ЭЭГ у пациентов 
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после правополушарного инсульта, выделив группы с простран-
ственным игнорированием и без. Примечательно, что у пациентов 
с неглектом также было обнаружено значительное снижение ампли-
туды P300. Эти результаты могут свидетельствовать о том, что изу-
чение вариаций P300 и других кортикальных потенциалов поможет 
понять механизмы, лежащие в  основе пространственной агнозии, 
развивающейся после инсульта.

В настоящем исследовании мы проводили регистрацию 
ЭЭГ-вызванных потенциалов у 20 пациентов с гемиплегией после 
инсульта. В эксперименте пациентам в ответ на зрительный стимул 
необходимо было совершить движение здоровой конечностью или 
попытаться выполнить движения паретичной. Целевым движени-
ем было разгибание запястья. Пациентам предъявлялось два зри-
тельных стимула — первый соответствовал движениям правой ру-
кой, предъявление второго требовало совершить движение левой 
рукой. Однако в ходе одной сессии необходимо было выполнять 
только один тип движения (например, «целевым» стимулом была 
лампочка справа и в ответ на ее подсветку необходимо было совер-
шить разгибание запястья правой руки), соответственно, предъяв-
ление второго стимула («нецелевого») необходимо было игнориро-
вать. Мы провели декомпозицию вызванных потенциалов методом 
Residue Iteration Decomposition (RIDE), который разделяет вызван-
ные потенциалы на кластеры: S (связанный с анализом стимула), 
R (связанный с реакцией) и C (промежуточный кластер) [3].

В S-кластере мы наблюдали появление пика, подобного по-
тенциалу P300, у пациентов с симптомами неглекта, который от-
сутствовал у пациентов без симптомов игнорирования, причем 
он был более выражен в непораженном полушарии. Кроме того, 
у пациентов с неглектом при движениях пораженной конечностью 
пик Р300, обнаруженный в C-кластере, имел меньшую амплитуду, 
чем при движениях здоровой рукой. Эта асимметрия P300 между 
пораженным и непораженным полушариями может указывать на 
изменения когнитивных процессов у пациентов с неглектом. Эти 
результаты могут быть использованы для оценки динамики восста-
новления в ходе реабилитации и тренировки внимания. Более того, 
у пациентов с агнозией наблюдались более высокие амплитуды пи-
ков как в S-кластере, так и в C-кластерах по сравнению с пациента-
ми с отсутствием признаков неглекта. Это наблюдение может отра-
жать компенсаторные механизмы у пациентов с пространственной 
агнозией. 
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CHANGES IN THE CORTICAL POTENTIAL  
OF P300 IN UNILATERAL SPATIAL AGNOSIA  

IN PATIENTS AFTER STROKE
Abstract. Recently, P300 was proposed as a marker of attention deficit, 

especially in patients with hemineglect. In this experiment, patients with neglect-
like symptoms were recruited to perform a stimulus-response task, and RIDE 
decomposition was used to assess changes in P300 in these patients. We detected 
frontal S-P300 when moving the paretic hand, which is absent when moving the 
unaffected hand, probably reflecting compensatory mechanism related to early 
stimulus processing.

Key words: Residue Iteration Decomposition, Stroke, Neglect, P300.
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Аннотация. В данном исследовании рассмотрены возможности при-
менения мультимодальных методов машинного обучения для улучшения 
качества диагностики шизофрении. Набор данных включал в себя матрицы 
связности функциональной магнитно-резонансной томографии датасета 
COBRE 54 пациентов с шизофренией и 69 здоровых испытуемых, МР-мор-
фометрию и информацию об уровнях липидной интенсивности 36 регионов 
белого вещества головного мозга. Построенная с помощью метода опорных 
векторов мультимодальная модель классификации характеризуется высо-
кой чувствительностью (0,75) и специфичностью (0,81), что позволит улуч-
шить качество диагностики шизофрении.

Ключевые слова: шизофрения, машинное обучение, фМРТ, мультимо-
дальный анализ данных.

Шизофрения является многогранным психиатрическим рас-
стройством, оказывающим глубокое влияние на жизнь людей, 
что требует ранней и точной диагностики для эффективного пла-
нирования лечения [1]. В данном исследовании представлен под-
ход с использованием передовых нейровизуализационных техник, 
а  именно  — функциональной магнитно-резонансной томографии 
(фМРТ) и структурной магнитно-резонансной томографии (сМРТ) 
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в сочетании с данными об изменениях в липидном составе ключе-
вых регионов белого вещества человеческого мозга для повышения 
точности диагностики шизофрении. Вклад нашего исследования 
заключается во включении информации о липидном составе белого 
вещества. Такие дополнительные признаки имеют критическое зна-
чение для понимания сложных биологических основ шизофрении. 
Особое внимание уделяется анализу данных о липидных интен-
сивностях, полученных из лобных и височных долей левого полу-
шария, включая мозолистое тело, поясной пучок, верхнюю часть 
лучистого венца, средний продольный пучок, верхнюю височную 
извилину и  угловую извилину, регионы, значительно измененные 
у пациентов с шизофренией по данным МРТ, подтвержденные с ис-
пользованием Атласа мозга Аллена [2].

Используя открытый набор данных COBRE [3], который вклю-
чает нейровизуализационные данные от 123 субъектов, включая 
69 здоровых испытуемых и 54 пациентов с диагнозом шизофрения, 
мы применили подход к слиянию данных разных модальностей. 
С помощью моделей машинного обучения  — логистической ре-
грессии, случайного леса, метода опорных векторов (SVM), метода 
градиентного бустинга (XGBoost) — мы анализировали и интегри-
ровали признаки, извлеченные из данных фМРТ и сМРТ, вместе 
с данными о липидных интенсивностях. Признаки фМРТ отража-
ют функциональную активность мозга и связность областей друг 
с другом, что имеет решающее значение для расшифровки аномаль-
ных паттернов нейронной синхронизации, в то время как признаки 
сМРТ дают представление об анатомических изменениях в струк-
турах мозга. Включение сведений о концентрациях липидов в ка-
честве признака представляет возможность проводить более ком-
плексный анализ гемодинамических и биохимических изменений, 
ассоциированных с шизофренией.

Данные были предобработаны следующим образом: нормали-
зация фМРТ и стандартизация, за которой следовал отбор призна-
ков с использованием SelectKBest, сосредоточенный на морфоме-
трии для выявления наиболее значимых структурных признаков 
в задаче классификации. Наш метод слияния данных, объединя-
ющий пространственные, временные и биохимические признаки, 
улучшает способность различать пациентов с шизофренией и здо-
ровых контрольных. Оценка эффективности модели, основанной 
на макро-метрике F1, подчеркивает рост в точности предсказания 
с увеличением оценки F1 до 0,77, превосходящей предсказательную 
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производительность традиционных подходов с одной модально-
стью: фМРТ с F1 0,75, сМРТ с F1 0,65 и F1 для данных о липидных 
интенсивностях, равной 0,58.

Проведенный анализ подтверждает значимость совмещения 
данных о липидном профиле с мультимодальными нейровизуали-
зационными данными для повышения точности диагностирования 
шизофрении.
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APPLICATION OF MACHINE LEARNING METHODS 
TO COMBINE MULTIMODAL NEUROIMAGING DATA 

IN THE DIAGNOSIS OF SCHIZOPHRENIA
Abstract. This study examines the possibilities of using multimodal 

machine learning methods to improve the quality of diagnosis of schizophrenia. 
The data set included connectivity matrices of functional magnetic resonance 
imaging of the COBRE dataset of 54 patients with schizophrenia and 69 healthy 
subjects, MR morphometry and information on lipid intensity levels of 36 regions 
of the white matter of the brain. The multimodal classification model constructed 
using the  support vector machine is characterized by high sensitivity (0.75) 
and specificity (0.81), which will improve the quality of diagnosis of schizophrenia.

Key words: schizophrenia, machine learning, fMRI, multimodal data 
analysis.
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Аннотация. В этой работе мы изучили влияние моторного 
и тактильного типов воображения на кортикальную возбудимость 
при помощи транскраниальной магнитной стимуляции (ТМС), со-
вмещенной с электроэнцефалографией (ЭЭГ). Оказалось, что оба 
типа воображения влияют на возбудимость первичной моторной 
коры. Были обнаружены специфичные компоненты ТМС-вызван-
ных потенциалов (ТВП) к разным типам воображения.

Ключевые слова: моторное воображение, тактильное вообра-
жение, ТМС, ЭЭГ, кортикальная возбудимость.

Изучение механизмов формирования мысленных двигатель-
ных образов и ассоциированных с ними сенсорных ощущений вно-
сит вклад в фундаментальное понимание работы сенсомоторных 
отделов коры больших полушарий. В частности известно, что во-
ображение движений приводит к изменениям пластичности коры 
за счет роста кортикоспинальный возбудимости [1]. Исследования 
в этой области могут быть полезны для разработки и усовершен-
ствования программ реабилитации двигательных и сенсорных на-
рушений.

Несмотря на то, что феномен двигательного воображения хо-
рошо представлен в литературе, тактильное воображение, не свя-
занное с движениями, до сих пор изучено недостаточно [2]. Наши 
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предыдущие результаты показали, что как двигательный, так и так-
тильный типы воображения увеличивают амплитуды моторных 
вызванных потенциалов (МВП). При этом эффекты воображения 
различались: воображение движений приводило к более выражен-
ному развитию эффекта по сравнению с тактильным [3]. В насто-
ящем исследовании мы старались заполнить существующий про-
бел, изучив как изменяется кортикальная возбудимость во время 
моторного и тактильного типов воображения с использованием 
совмещенной регистрации ТМС-ЭЭГ.

Десять здоровых добровольцев приняли участие в экспери-
ментальной серии. Оценка кортикальной возбудимости осущест-
влялась с использованием одиночной нейронавигируемой ТМС 
в  область M1, совмещеной с регистрацией 64-канальной ЭЭГ. 
Для позиционирования катушки стимулятора использовались ин-
дивидуальные структурные изображения магнитно-резонансной 
томографии (МРТ). Регистрация проводилась в состоянии покоя, 
при тактильном воображении, двигательном воображении и так-
тильной стимуляции. Сравнение амплитуд пиков ТМС-вызванных 
потенциалов (ТВП) между состояниями проводилось при помощи 
непараметрического, основанного на кластерах теста с перестанов-
ками (количество перестановок 10 000).

Мы обнаружили, что при моторном воображении снижается 
амплитуда компоненты N15 (p < 0,001) по сравнению с состоянием 
покоя в центро-париетальной группе каналов (CP5, FC5, C5). Также 
при моторном воображении наблюдался рост компонента P30 у ка-
нала FC1 (p < 0,001). При тактильном воображении наблюдалось 
увеличение амплитуды более поздних компонент Р30 и Р60 (для ка-
налов С1, FC3), а также компоненты N100 (FC5, FC1, C5) по срав-
нению с покоем (p < 0,001). Схожие по направленности результаты 
наблюдались и для условия тактильной стимуляции. Интересно 
то, что часть эффектов была сходной для условий воображения 
(как тактильного, так и моторного) — увеличение амплитуды P30 
во фронто-центральной области, в то время как изменение ампли-
туды N15 наблюдалось только для моторного воображения в цен-
тро-париетальной группе каналов. Считается, что амплитуды ТВП 
определяются различными типами синаптической передачи [4]. 
Таким образом, наблюдаемые различия свидетельствуют о вкладе 
разных типов нейротрансмиссии в реализацию механизмов вооб-
ражения и обработки сенсорной информации. 
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CORTICAL EFFECTS OF MOTOR  
AND TACTILE IMAGINATION ASSESSED  

USING TMS-EEG
Abstract. In this work, we studied the effect of motor and tactile types 

of  imagination on cortical excitability using transcranial magnetic stimulation 
(TMS) combined with electroencephalography (EEG). It turned out that both 
types of imagination affect the excitability of the primary motor cortex. Specific 
components of TMS-induced potentials (TIP) for different types of imagination 
have been found.

Key words: motor imagination, tactile imagination, TMS, EEG, cortical 
excitability.
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Аннотация. Применение малых интерферирующих РНК (миРНК) яв-
ляется перспективным подходом для повышения чувствительности глиом 
к химиотерапии. В данной работе была оценена экспрессия онкогена-ган-
кирина, проанализирована эффективность различных миРНК, показан си-
нергический эффект миРНК и химиотерапевтических препаратов на клет-
ках 3 линий глиобластом.

Ключевые слова: глиобластома, химиорезистентность, РНК-интерфе-
ренция, миРНК, ганкирин.

Глиобластома представляет собой наиболее агрессивную форму 
злокачественной опухоли головного мозга. Низкая выживаемость и 
высокая смертность пациентов обусловлена локализацией опухоли, 
ее инвазивным ростом и многочисленными механизмами лекар-
ственной устойчивости глиобластом. Согласно официальным дан-
ным, пятилетняя выживаемость составляет около 6–7%, при этом 
данные показатели почти не изменились за последние 30  лет [1] 
несмотря на прогресс медицины. РНК-интерференция может слу-
жить новым многообещающим способом лечения. Малые интерфе-
рирующие РНК (миРНК) способствуют избирательной деградации 
мРНК и могут быть направлены на гены прогрессирования и роста 
опухоли, а также химиорезистентности. Одним из таких потенци-
альных генов-таргетов является ганкирин (PSMD10), так как он 
имеет повышенную экспрессию во многих видах опухолей, а также 
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показал свою эффективность при комбинированной терапии с со-
рафенибом в гепатоцеллюлярной карциноме [2]. Таким образом, 
целью данной работы является оценка эффективности использова-
ния миРНК к ганкирину в комбинированной терапии с химиопре-
паратами (цисплатин, доксорубицин).

Основная работа была проведена на линиях U87, СT2a и GL261, 
дополнительно мы использовали клеточный материал, полученный 
от пациентов. На первом этапе было показано, что уровень мРНК 
ганкирина в 2 раза выше в линиях GL261 и U87 и в 1,5 раз в боль-
шинстве первичных линий глиобластом. Анализ был проведен с по-
мощью ПЦР в реальном времени. На следующем этапе нами были 
проанализированы различные миРНК как в мышиных, так и в че-
ловеческих линиях глиобластом, и дальнейшая работа проводилась 
только с миРНК, подавляющими экспрессию гена на 80–90% уже 
после 24 часов трансфекции с помощью липофектамина. Вместе 
с тем мы показали, что уровень белка ганкирина начинает значи-
тельно снижаться спустя 48 часов и почти исчезает на 3 день после 
трансфекции. Далее мы оценили цитотоксичность миРНК с помо-
щью резазурин-теста. Наиболее чувствительна к ингибированию 
ганкирина оказалась линия GL261, у которой выживаемость сни-
зилась на 40%, в то время как у остальных линий этот показатель 
колебался в пределах 10–20%. Как следствие, мы установили, что 
под действием миРНК большая часть клеток погибает путем апоп-
тоза (Apoptosis/Necrosis kit), генерируя активные формы кислорода 
(H2DCFDA assay).

При лечении исключительно доксорубицином и цисплатином 
процент жизнеспособности клеток GL261 составил 72 и 88,7% со-
ответственно. Одновременная терапия миРНК и цитостатически-
ми веществами помогла снизить клеточную выживаемость еще 
на 20%. Аналогичная тенденция была отмечена в экспериментах по 
цитотоксичности с клетками U87, где нокдаун ганкирина усиливал 
лекарственную терапию на 28–32%. Однако клетки CT2a проявили 
меньшую чувствительность к ингибированию ганкирина, возмож-
но, это связано с его низкой экспрессией в этой клеточной линии. 
Получить заметный эффект удалось только с цисплатином: выжи-
ваемость при добавлении миРНК снизилась с 78 до 53%. Таким об-
разом, мы показали, что миРНК к ганкирину, самостоятельно или 
как элементы комбинированного лечения, могут служить новой по-
тенциальной терапией глиобластом.
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PROSPECTS FOR THE APPLICATION  
OF SMALL INTERFERING RNAS TO GANKYRIN 

AS AN ELEMENT OF COMBINED GLIOBLASTOMA 
TREATMENT

Abstract. The use of small interfering RNAs (siRNAs) is a promising 
approach to increase the sensitivity of gliomas to chemotherapy. In this work, the 
expression of the oncogene gankyrin was evaluated, the effectiveness of various 
siRNAs was analyzed, and the synergistic effect of siRNAs and chemotherapeutic 
drugs on cells of 3 glioblastoma lines was shown.

Key words: glioblastoma, chemoresistance, RNA interference, siRNA, 
gankyrin.
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Аннотация. Опухолевое микроокружение считается одной из ос-
новных причин высокой устойчивости глиобластомы к естественному 
иммунитету и применяемой в настоящий момент терапии. В данной ра-
боте исследовали миграцию в очаг глиомы регуляторных Т-лимфоцитов — 
ключевых компонентов иммуносупрессии в микроокружении опухоли  — 
на трансгенной линии мышей C57Bl/6-FoxP3-eGFP.
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Глиобластома является самой распространенной опухолью 
головного мозга и связана с крайне неблагоприятным прогнозом 
у пациентов. Высокая устойчивость глиобластомы к естественному 
противоопухолевому иммунитету и стандартной терапии обуслов-
лена сложным многокомпонентным микроокружением и высокой 
гетерогенностью опухоли. Регуляторные Т-лимфоциты (Treg) яв-
ляются одной из ключевых субпопуляций лимфоцитов в иммуно-
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супрессии при глиобластоме [1]. Кроме того, существуют данные 
о  мезенхимальных стволовых клетках (МСК) как важных регуля-
торах опухолевого микроокружения, способствующих прогресси-
рованию опухоли и терапевтической резистентности [2]. Целью ра-
боты была оценка миграции регуляторных Т-клеток в очаг опухоли 
в процессе динамического роста глиомы, а также изменения сигна-
ла FoxP3 при введении МСК.

Работа выполнена на трансгенной линии мышей C57Bl/6-FoxP3-
eGFP (виварий НИИ ЭО и БМТ, Нижний Новгород). В ходе экс-
перимента мышам ортотопически имплантировали глиому GL261 
(Stereotaxis, RWD). Также одной группе мышей вводили МСК (сте-
реотаксически и внутривенно). С помощью метода интравиталь-
ной микроскопии (Nikon Eclipse Ti-E) отслеживали инфильтрацию 
опухолевого очага в динамике при дополнительном внутривенном 
введении маркеров субпопуляций лимфоцитов. Далее мозг извле-
кали и делали срезы для последующей иммуноцитохимии. Резуль-
таты ИЦХ оценивали конфокальной лазерной сканирующей ми-
кроскопией (Nikon Eclipse Ti-2).

На полученных изображениях определялась инфильтрация 
регуляторными Т-лимфоцитами микроокружения опухоли и ко-
локализация Treg, МСК и клеток глиомы. В процессе роста глиоб-
ластомы процент Treg среди всех привлеченных клеток оставался 
примерно одинаковым. Значимых отличий в экспрессии FoxP3 
при  введении мезенхимальных стволовых клеток не выявлено. 
С одной стороны, такие результаты могут быть связаны с тем, что 
регуляторные Т-клетки мигрируют в зону опухоли уже в первые 
сутки после имплантации, с другой — с увеличением абсолютного 
числа Treg по мере прогрессии глиобластомы.

Более глубокое понимание функционирования и взаимодей-
ствия компонентов опухолевого микроокружения, в частности 
регуляторных Т-клеток, является важным для совершенствования 
уже существующих терапевтических подходов и создания принци-
пиально новых методов лечения пациентов с глиобластомой.

Работа финансирована из средств  
гранта РНФ №21-74-20110 и гранта РНФ №22-64-00057.
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THE ROLE OF REGULATORY T-LYMPHOCYTES  
AND TUMOR-ASSOCIATED MESENCHYMAL STEM 

CELLS IN THE FORMATION  
OF THE GLIOBLASTOMA MICROENVIRONMENT

Abstract. The tumor microenvironment is considered one of the main reasons 
for the high resistance of glioblastoma to natural immunity and currently used 
therapy. In this work, migration of regulatory T-lymphocytes — key components 
of immunosuppression in the tumor microenvironment — to the glioma focus 
was studied in a transgenic mouse line C57Bl/6-FoxP3-eGFP.

Key words: regulatory T-lymphocytes, glioblastoma, glioma, tumor 
microenvironment, immunosuppression.
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вания GNAO1-энцефалопатия. Мы создали ААВ-вектор для реализации 
стратегии «Silence-and-Replace», универсальной для всех патогенных ва-
риантов гена GNAO1. В клеточных культурах мы продемонстрировали, 
что ААВ-вектор снижает экспрессию GNAO1 дикого типа и обеспечивает 
синтез здоровой копии GNAO1 с кодон-оптимизацией. Наши результаты 
могут быть использованы для создания прототипа препарата и доклини-
ческих испытаний.
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GNAO1-энцефалопатия является орфанным неврологиче-
ским заболеванием, вызванным гетерозиготными вариантами 
гена GNAO1. Заболевание проявляется преимущественно в виде 
младенческой эпилепсии и/или нарушением развития мозга с не-
произвольными движениями [1]. Ген GNAO1 кодирует альфа-субъ-
единицу гетеротримерного G-белка (Gαo), которая играет важную 
роль в передаче сигналов. Gαo широко распространен в централь-
ной нервной системе, особенно в полосатом теле, таламусе, черной 
субстанции и мозжечке [2]. Различные мутации в GNAO1 могут 
приводить к потере или усилению функции белка Gαo, а также к до-
минантно-негативной активности. Генная терапия с использовани-
ем аденоассоциированных вирусов (ААВ) является перспективной 
для лечения таких заболеваний.
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Нашей целью является разработка универсальной генной тера-
пии “Silence-and-Replace” для большинства мутаций GNAO1. Подход 
заключается в подавлении экспрессии эндогенного GNAO1 (Silence) 
эффекторами РНК интерференции и доставке функциональной 
копии гена, устойчивой к подавлению (Replace). На первом этапе 
мы подобрали искусственную микроРНК для подавления GNAO1, 
а также создали CDS GNAO1 с кодон-оптимизацией (coGNAO1), 
обеспечивающей устойчивость к подавлению. Затем мы сконстру-
ировали плазмидный ААВ-вектор для одновременной экспрессии 
искусственной микроРНК и соGNAO1 c НА-тагом под  контролем 
CMV-промотора. Полученный ААВ-вектор мы проверили в куль-
туре клеток HEK293T методами ОТ-кПЦР и вестерн-блота. Мы 
подтвердили эффективную экспрессию соGNAO1, а также устой-
чивость к подавлению эффекторами РНК интерференции. На сле-
дующем этапе мы проверили функциональность компонентов 
ААВ-вектора в первичной культуре нейронов, выделенных из цель-
ного мозга новорожденных мышей. Мы собрали рекомбинантные 
частицы ААВ серотипа DJ и заражали нейроны при множественно-
сти инфекции 105 геномных копий на клетку. ААВ-вектор обеспе-
чивал эффективную экспрессию гетерологичного coGNAO1, суще-
ственно превышающую уровень мРНК и белка эндогенного Gnao1. 
Таким образом, созданный нами ААВ-вектор, несущий coGNAO1 
и микроРНК, является хорошим кандидатом для изучения подхода 
«Silence-and-Replace», поскольку соответствует ожидаемым пара-
метрам.

В дальнейшем мы планируем протестировать подход “Silence-
and-Replace” в пациент-специфических нейронах с патогенным 
вариантом GNAO1 с.607G>A (p.G203R). Результаты исследования 
прояснят перспективы генной терапии Silence-and-Replace для ле-
чения GNAO1-энцефалопатии.

Исследование выполнено за счет гранта  
Российского научного фонда  

№ 23-25-00323, https://rscf.ru/project/23-25-00323/
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DEVELOPMENT OF A “SILENCE-AND-REPLACE” 
GENE THERAPY APPROACH  

FOR GNAO1-ENCEPHALOPATHY
Abstract. The work is devoted to the development of gene therapy based 

on adeno-associated viruses (AAV) for the neurological disease GNAO1-
encephalopathy. We have created an AAV vector to implement the “Silence-and-
Replace” strategy, which is universal for all pathogenic variants of the gnao1 gene. 
In cell cultures, we have demonstrated that the AAV vector reduces the expression 
of wild-type GNAO1 and ensures the synthesis of a healthy copy of GNAO1 with 
codon optimization. Our results can be used to create a prototype of the drug 
and pre-clinical trials.

Key words: GNAO1-encephalopathy, gene therapy, adeno-associated 
viruses, Silence-and-Replace.
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Аннотация. Болезнь Паркинсона — распространенное нейродегенера-
тивное заболевание с прогрессирующим разрушением дофаминергических 
нейронов. В данной работе изучалось защитное действие водорастворимой 
формы дигидрокверцетина при моделировании патологии у крыс, вызван-
ной введением 6-гидроксидофамина. Результаты показали, что дигидро-
кверцетин обладает нейропротекторным действием и может быть исполь-
зован для предупреждения и лечения этого заболевания.

Ключевые слова: болезнь Паркинсона, 6-гидроксидофамин, аква так-
сифолин, дигидрокверцетин водорастворимый.

Болезнь Паркинсона (БП)  — это распространенное нейроде-
генеративное заболевание, вызываемое прогрессирующей дегене-
рацией дофаминергических нейронов в компактной части черной 
субстанции и полосатом теле, участвующих в инициации двига-
тельной активности [1; 2]. На данный момент БП является неизле-
чимым заболеванием и поиск новых подходов к его предупрежде-
нию и лечению является актуальной задачей в биомедицине.

Целью данной работы стало изучить защитное действие водо-
растворимой формы дигидрокверцетина на модели болезни Пар-
кинсона, вызванной введением нейротоксина 6-гидроксидофамина 



128

(6-OHDA). Модель заболевания воспроизводилась на самцах крыс 
линии Wistar, весом ~250 грамм, путем унилатерального стереотак-
сического введения в полосатое тело мозга крыс. Животные содер-
жались с соблюдением всех норм и все эксперименты выполнены 
с учетом рекомендаций Европейской конвенции о гуманном обра-
щении.

В работе были использованы современные биофизические 
и биохимические методы исследования такие как: световая и элек-
тронная микроскопии для определения структурных изменений 
в ткани мозга, флуориметрический и спектрофотометрический ме-
тоды определения скорости образования Н2О2 и содержания про-
дуктов перекисного окисления липидов, определение Са2+-емкости 
митохондрий, определения параметров дыхания и фосфорилиро-
вания митохондрий мозга крыс. Вместе с этим проводились пове-
денческие тесты: «Открытое поле», «Ротарод» и «Степ-тест».

Ранее в нашей лаборатории на культуре клеток мозга в ишеми-
я-подобных условиях было проведено сравнительное исследование 
действия классического дигидрокверцетина и его водорастворимой 
формы («аква Таксифолина»). Показано, более эффективное анти-
оксидантное и антигипоксантное действие последнего [3]. Учиты-
вая эти данные, в настоящей работе, для снятия отрицательного 
действия нейротоксина, использовался «аква Таксифолин». Тера-
певтическое применение «Таксифолина-аква» приводило к увели-
чению кальциевой емкости, уменьшению скорости образования 
Н2O2 и продуктов перекисного окисления липидов в митохондриях 
мозга в нейротоксической модели болезни Паркинсона. Кроме это-
го, наблюдались значительные улучшения в двигательной активно-
сти животных, уменьшалось число поврежденных нейронов в чёр-
ной субстанции и полосатом теле мозга. Полученные данные позво-
ляют судить о нейропротекторном действии «Таксифолина-аква» 
и возможности его дальнейшего применения для предупреждения 
и лечении болезни Паркинсона.

Работа поддержана грантом РНФ № 23-25-00441.
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THERAPEUTIC EFFECT OF WATER-SOLUBLE 
DIHYDROQUERCETIN ON PHYSIOLOGICAL  

AND BIOCHEMICAL PARAMETERS OF ANIMALS  
IN MODELING PARKINSON’S DISEASE

Abstract. Parkinson’s disease is a common neurodegenerative disease with 
progressive destruction of dopaminergic neurons. In this work, the protective 
effect of the water-soluble form of dihydroquercetin was studied in modeling 
pathology in rats caused by the administration of 6-hydroxydopamine. The results 
showed that dihydroquercetin has a neuroprotective effect and can be used to 
prevent and treat this disease.

Key words: Parkinson’s disease, 6-hydroxydopamine, aqua taxifolin, water-
soluble dihydroquercetin.



130

УДК 577.121.9

ОЦЕНКА  
ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ КУЛЬТУРЫ АСТРОЦИТОВ  

ПОД ВЛИЯНИЕМ НОВЫХ МОДУЛЯТОРОВ 
НИКОТИНАМИДАДЕНИНДИНУКЛЕОТИДА

DOI 10.24412/CL-37228-2024-130-132

Д. Е. Нарзаева1,2, Н. А. Колотьева2

1Российский национальный исследовательский медицинский университет 
имени Н. И. Пирогова, Москва, Россия

2ФГБНУ «Научный центр неврологии», Москва, Россия
E-mail: narzaeva.diana@yandex.ru

Аннотация. Исследование посвящено изучению влияния новых мо-
дуляторов NAMPT на жизнеспособность культуры астроцитов под воздей-
ствием окислительного стресса. Мы показали, что активаторы NA-00723, 
NA-00762 стимулируют интенсивность флуоресценции митохондрий, 
в то время как ингибитор NA-00192 вызывает снижение этого показателя. 
Новые модуляторы не оказывают цитотоксического эффекта на астроциты, 
что говорит об их безопасности.

Ключевые слова: астроциты, модуляторы NAMPT, никотинамидфос-
форибозилтрансфераза, НАД+, жизнеспособность, окислительный стресс.

Никотинамидадениндинуклеотид (НАД+) является ключевой 
молекулой в метаболизме, принимает участие во многих процессах, 
включая поддержание митохондриального гомеостаза, адаптацию 
и выживание клеток в условиях стресса [2]. При нейродегенератив-
ных заболеваниях происходит снижение уровня НАД+, что при-
водит к метаболическим нарушениям, гибели клеток центральной 
нервной системы. В последние несколько лет ведется поиск в обла-
сти синтеза новых низкомолекулярных гетероциклических молекул, 
влияющих на активность НАД+-синтезирующих ферментов, кото-
рые могли бы проходить через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) 
и применяться в качестве таргетной терапии нейродегенеративных 
заболеваний. Такими молекулами стали модуляторы НАД+-син-
тезирующего фермента NAMPT. Цель исследования состоит в из-
учении влияния новых модуляторов (активаторы и ингибиторы) 
NAMPT на жизнеспособность первичной культуры астроцитов.
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Культуру астроцитов получали из новорожденных крыс линии 
Wistar методом ферментно-механической диссоциации [1]. Все экс-
периментальные протоколы одобрены Этическим советом ФГБНУ 
НЦН (протокол № 9-5/23 от 29.11.2023 г.). Модуляторы NAMPT 
были синтезированы на кафедре медицинской химии и тонкого ор-
ганического синтеза химического факультета МГУ имени М. В. Ло-
моносова. Первичную культуру астроцитов инкубировали с моду-
ляторами NAMPT: активаторы NA-00762, NA-00723, NA-00763 и ин-
гибитор NA-00192 в конечных концентрациях 0,048 мкМ, 1,2 мкМ 
и 30 мкМ в течение 24 часов при действии окислительного стресса 
и в его отсутствии. Окислительный стресс индуцировали переки-
сью водорода (Sigma, Великобритания) в конечной концентрации 
0,25 мкМ. Оценку жизнеспособности астроцитов проводили с ис-
пользованием MTT-теста. Измерение мембранного митохондри-
ального потенциала проводили с применением TMRE-теста (Abcam, 
Великобритания) с помощью спектрофотометра SpectraMax M2 
(Molecular Devices, США). Статистический анализ данных проводи-
ли с помощью программ GraphPad Prism 7 для Windows (GraphPad 
Software Inc., США).

Было показано, что в условиях окислительного стресса актива-
торы NA-00723, NA-00762 статистически значимо увеличивали ин-
тенсивность флуоресценции митохондрий в астроцитах по сравне-
нию с контрольной группой. Присутствие в ростовой среде ингиби-
тора NAMPT NA-00192 вызвало статистически значимое снижение 
интенсивности флуоресценции митохондрий в клетках по сравне-
нию с контролем. Неактивные или деполяризованные митохон-
дрии в условиях окислительного стресса не могут секвестировать 
TMRE и имеют сниженный мембранный потенциал. Кроме того, 
было выявлено, что новые модуляторы NAMPT не оказывают цито-
токсического эффекта на первичную культуру астроцитов во всех 
изучаемых концентрациях, что указывает на безопасность данных 
химических соединений и открывает возможности для дальнейше-
го изучения.

Поиск и изучение биологической роли и фармакотерапевтиче-
ского потенциала новых соединений, влияющих на уровень НАД+, 
которые могут проникать через ГЭБ, является перспективным на-
правлением. Дальнейшие исследования модуляторов NAMPT по-
могут в разработке таргетных препаратов для управления уровнем 
НАД+ в клетках головного мозга, что будет способствовать разви-
тию нейрофармакологии, фармакотерапии, неврологии.
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EVALUATION OF THE VIABILITY  
OF ASTROCYTE CULTURE UNDER THE INFLUENCE 
OF NEW NICOTINAMIDE ADENINE DINUCLEOTIDE 

MODULATORS
Abstract. The study is devoted to investigation of the effect of new NAMPT 

modulators on the viability of astrocyte culture under the influence of oxidative 
stress. We have shown that the activators NA-00723, NA-00762 stimulate the 
intensity of mitochondrial fluorescence, while the inhibitor NA-00192 causes 
a decrease in this indicator. The new modulators do not have a cytotoxic effect 
on astrocytes, which indicates their safety.

Key words: astrocytes, NAMPT modulators, nicotinamide phosphor
ibosyltransferase, NAD+, viability, oxidative stress.
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Аннотация. Изучены эффекты баклофена и производного 4-фенил-
пирролидона ГИЖ-290 на экспериментальных моделях обсессивно-ком-
пульсивного расстройства при различных режимах введения в сравнении 
с флуоксетином. Установлено, что флуоксетин, баклофен и ГИЖ-290 ос-
лабляют компульсивно подобное поведение мышей в тесте «Закапывание 
шариков» независимо от продолжительности введения, а на модели вы-
званного 8-OH-DPAT нарушения спонтанного чередования — только после 
хронического введения.
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Обсессивно-компульсивное расстройство (ОКР)  — заболева-
ние, характеризующееся появлением навязчивых мыслей, вызыва-
ющих у пациентов дистресс и тревогу (обсессий) и/или повторяю-
щихся действий, направленных на нейтрализацию этого дистресса 
и тревоги (компульсий) [4]. Патогенез ОКР традиционно связы-
вают с нарушениями в серотонинергической, дофаминергической 
и глутаматергической синаптической передаче кортико-стриато-та-
ламо-кортикальной системы головного мозга (ГМ). В то же время 
данные литературы указывают на возможную роль ГАМКергиче-
ской системы ГМ в патогенезе ОКР [2]. Синтезированное в ФГБНУ 
«НИИ фармакологии имени В. В. Закусова» производное 4-фенил-
пирролидона ГИЖ-290 обладает противосудорожным и прокогни-
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тивным эффектами, которые, по-видимому, обусловлены взаимо-
действием с ГАМКB- и метаботропными глутаматными рецептора-
ми II группы [1]. Агонист ГАМКB-рецепторов баклофен (БАК) яв-
ляется перспективным средством фармакотерапии ОКР, поскольку 
применяется для лечения родственного ОКР синдрома Туретта [3]. 
Цель исследования — изучение эффектов ГИЖ-290 и БАК в срав-
нении с флуоксетином (ФЛК) на экспериментальных моделях ОКР.

Исследование проведено на самцах ICR мышей. Влияние изу-
чаемых веществ на компульсивноподобное поведение оценивали 
после однократного и хронического введения в тесте «Закапывание 
шариков» (ТЗШ) и на модели нарушения спонтанного чередования, 
вызванного 8-OH-DPAT (2 мг/кг).

ФЛК (10 мг/кг) после однократного введения ослаблял ком-
пульсивноподобное поведение мышей только в ТЗШ, а при хрони-
ческом — в обеих моделях ОКР. БАК в ТЗШ уменьшал количество 
зарытых шариков (р < 0,05) — ослаблял компульсивноподобное по-
ведение мышей после однократного введения в дозах 0,1, 1 и 5 мг/
кг, а после хронического — только в дозе 1 мг/кг. На модели нару-
шения спонтанного чередования БАК после однократного введе-
ния не только не ослаблял эффект 8-OH-DPAT, но и усиливал его 
в  дозе 1 мг/кг (р < 0,05), а после хронического  — ослаблял в дозе 
1 мг/кг (p < 0,05). ГИЖ-290 в ТЗШ уменьшал количество зарытых 
шариков (р < 0,05) после однократного и хронического введения 
в дозах 0,01, 0,1 и 1 мг/кг. На модели вызванного 8-OH-DPAT на-
рушения спонтанного чередования ГИЖ-290 ослаблял вызванное 
8-OH-DPAT нарушение только после хронического введения в до-
зах 0,1 и 1 мг/кг.

Таким образом, ФЛК, БАК и ГИЖ-290 ослабляют компульсив-
ноподобное поведение мышей в ТЗШ после однократного и хрони-
ческого введения, а на модели вызванного 8-OH-DPAT нарушения 
спонтанного чередования — только после хронического введения.
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STUDY OF THE EFFECTS OF BACLOFEN  
AND THE 4-PHENYLPYRROLIDONE DERIVATIVE 

GIZH-290 ON EXPERIMENTAL MODELS  
OF OBSESSIVE-COMPULSIVE DISORDER

Abstract. The effects of baclofen and the 4-phenylpyrrolidone derivative 
GIZh-290 were studied in experimental models of obsessive-compulsive disorder 
in various modes of administration in comparison with fluoxetine. It was found 
that fluoxetine, baclofen and GIZh-290 weaken compulsively similar behavior 
of mice in the “Marble burying” test regardless of the duration of administration, 
and in the model of spontaneous alternation disorder caused by 8-OH-DPAT — 
only after chronic administration.

Key words: obsessive-compulsive disorder, baclofen, GIZh-290, fluoxetine, 
8-OH-DPAT, mice.
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Одной из важнейших проблем для пациентов, перенесших ин-
сульт, становится нарушение двигательных функций конечностей, 
контралатеральных по отношению к пораженному полушарию. 



137

Восстановлению двигательных функций после инсульта могут спо-
собствовать несколько разных механизмов. Самым распространён-
ным из них является восстановление нервных путей в пораженном 
полушарии [3]. Однако вклад ипсилатерального полушария также 
широко обсуждается, в редких случаях оно может полностью от-
вечать за восстановление двигательных функций [2]. Латерализо-
ванный потенциал готовности (lateralized readiness potential — LPR) 
представляет собой один из маркеров межполушарного баланса 
в процессе двигательной подготовки. Это быстрое негативное от-
клонение, возникающее примерно за 200 мс до начала движения, 
отражает подготовительную активность первичной моторной коры 
(М1) [4]. В настоящее время динамика LPR у людей, перенесших ин-
сульт остается плохо изученной [1].

В данном исследовании мы рассмотрели корковые потенциа-
лы, связанные с двигательной активностью, у 20 пациентов, стол-
кнувшихся с гемиплегией после инсульта. В ходе эксперимента 
участникам было предложено выполнить задание на разгибание 
пальцев для нажатия на кнопки здоровой и паретичной рукой. 
В тех случаях, когда движение было невозможно выполнить, 
пациента просили представлять нужное движение, концентри-
руясь на руке. На протяжении исследования регистрировалась 
электроэнцефалографическая и электромиографическая актив-
ность. Мы  наблюдали изменения в паттернах LPR у пациентов, 
перенесших инсульт, и смогли оценить вклад здорового полуша-
рия в функциональное восстановление паретичной конечности. 
У большинства пациентов с хроническим инсультом наблюдалась 
атипичная латерализация LRP, что может указывать на двусто-
роннее участие М1 ипсилатерального полушария в контроле дви-
жений конечностей.

Исследование выполнено при поддержке гранта  
Российского научного фонда №21-75-30024.
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CHANGES IN LATERALIZED READINESS 
POTENTIAL IN STROKE PATIENTS DURING 

MOVEMENTS WITH A HEALTHY AND PARETIC ARM
Abstract. For stroke patients, the restoration of limb motor functions is one of 

the key challenges. Various mechanisms can contribute to this process, including 
the restoration of nerve pathways in the affected hemisphere and the involvement 
of the healthy hemisphere. A study of cortical potentials in 20 patients with 
hemiplegia after stroke showed changes in patterns of brain activity associated 
with limb movements. Most patients demonstrated atypical lateralization of the 
movement readiness potential, which indicates the possible involvement of both 
hemispheres of the brain in the control of limb movements.

Key words: stroke, readiness potential, motor function, rehabilitation.
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ных анамнеза, клинической картины и инструментальных методов диагно-
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Центральный понтинный миелинолиз (ЦПМ)  — это ограни-
ченная невоспалительная демиелинизация в области центральных 
отделов моста головного мозга. Частая причина развития ЦПМ — 
это коррекция гипонатриемии гипертоническим раствором, а так-
же заболевания печени и алкоголизм [1]. В зависимости от локали-
зации очагов демиелинизации клиническая картина может варьи-
роваться от атаксии, тремора, псевдобульбарного синдрома, нару-
шения ходьбы и до центральной тетраплегии [2; 3]. Цель работы — 
проанализировать причины развития и особенности клинической 
картины ЦПМ на конкретном клиническом случае. Актуальность 
данного клинического случая обусловлена редкостью и малоизу-
ченностью ЦПМ.

Из анамнеза известно, что Пациент М., 61 год, в ноябре 2023 г. 
проходил стационарное лечение по поводу перелома правой руки, 
где помимо оперативного лечения проводилась инфузионная тера-
пия. Пациент отмечает, что в этот период у него развилось наруше-
ние ходьбы. В марте 2024 г. в поезде после сна появилось нарушение 
речи, после чего в экстренном порядке был госпитализирован в не-
врологическое отделение. Также из анамнеза известно о злоупотре-
блении алкоголем.
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Объективно при поступлении: состояние средней тяжести. Со-
знание ясное. Речь: дизартрия средней степени тяжести. Нистагма 
нет. Движение глазных яблок не изменено. Зрачки симметричные, 
OD = OS. Поля зрения не изменены. Лицо симметрично. Глотание 
не изменено. Сила в мышцах сохранена. Чувствительность не из-
менена. Мышечный тонус повышен. Сухожильные рефлексы с ко-
нечностей оживлены. Патологические знаки отсутствуют. ПНП вы-
полняет удовлетворительно, ПКП с явлениями атаксии с двух сто-
рон. Статико-локомоторная атаксия. Биохимический анализ крови: 
АЛТ-105, АСТ-269. На МРТ головного мозга и шеи с контрастным 
усилением выявлены зоны кистозно-глиозных изменений в обла-
сти моста. Признаки церебральной микроангиопатии, умеренного 
расширения наружных ликворосодержащих пространств. Атро-
фия червя мозжечка.

Сочетание таких факторов как злоупотребление алкоголем, 
интенсивная инфузионная терапия на фоне гипонатриемии, нару-
шение функции печени привело к появлению ЦПМ. На основании 
данных клинической картины и результатов инструментальной 
диагностики был поставлен диагноз: понтинный миелинолиз с ди-
зартрией, пирамидной недостаточностью, статико-локомоторной 
атаксией на фоне кистозно-глиозных изменений в мосту головного 
мозга, атрофии червя мозжечка по данным МРТ. Из вышесказанно-
го следует, что необходимо строго соблюдать стандарты по коррек-
ции электролитных нарушений.
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A SPECIAL CASE OF CENTRAL PONTINE 
MYELINOLYSIS

Abstract. The clinical case of a patient with central pontine myelinolysis, 
diagnosed on the basis of anamnesis, clinical picture and instrumental diagnostic 
methods, has been analyzed. The information obtained made it possible to form a 
portrait of the patient with a certain MRI picture.

Key words: central pontine myelinolysis, demyelination, magnetic resonance 
imaging.
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Аннотация. В работе рассматривались два классических индуктора 
иммуногенной клеточной смерти в отношении первичных культур глиомы 
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Существующие клинические протоколы лечения глиом низко-
эффективны и разработка терапевтических стратегий лечения гли-
ом является актуальной задачей. Иммунотерапия представляет со-
бой перспективный подход к лечению рака, который может обеспе-
чить широкий противоопухолевый ответ против гетерогенной кле-
точной популяции. Включение иммунотерапии при других опухо-
левых заболеваниях значительно увеличивает медианные значения 
выживаемости. Некоторые методы иммунотерапии основаны на 
иммуногенной клеточной смерти (ICD), в результате которой про-
исходит высвобождение адъювантного сигнала DAMPs (damage-
associated molecular patterns). На сегодняшний день потенциал ак-
тивации ICD на первичных культурах глиом не исследовался

В качестве объекта исследования выступала клеточная куль-
тура первичной глиомы человека. Донором была пациентка 40 лет 
с первичной опухолью и диагнозом астроцитома Grade III. Паци-
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ентка прошла курс лучевой терапии, однако после хирургической 
резекции опухоли выживаемость составила 5 месяцев. Клетки, по-
лученные от пациентки, были со статусом IDH mutant. Морфология 
клеток была близка к морфологии клеточных культур астроцитов 
человека. Культура отличалась высокой скоростью пролиферации.

В качестве тестируемых индукторов ICD использовались хими-
опрепарат митоксантрон (МТХ) и фотодинамическое воздействие 
с  использованием оригинального фотосенсибилизатора тетра(а-
рил)тетрацианопорфиразина (pz III). Иммуногенность выбранных 
индукторов была подтверждена в предыдущих работах для клеточ-
ной линии мышинной глиомы GL261 [1; 2].

На первом этапе исследований оценивали цитотоксичность 
МТХ и процесс накопления МТХ в клетках глиомы с использова-
нием конфокальной микроскопии. Клетки демонстрировали зна-
чительное повышение уровня препарата, преимущественно в ядре, 
что являлось многообещающим фактором эффективной апоптоти-
ческой клеточной смерти.

Для более детального описания клеточной гибели опухолевых 
клеток проводился анализ методом проточной цитофлуориметрии 
с окраской Annexin V (окраска фосфатидилсерина на поверхности 
мембраны) и Sytox (интеркалирующий краситель). Результаты ана-
лиза показали, что значительное количество клеток погибало путем 
нерегулируемой клеточной смерти. Из-за низкой эффективности 
МТХ в качестве индуктора регулируемой клеточной смерти даль-
нейшие исследования были сосредоточены на применении pz III 
для индукции ICD.

Было исследовано время поглощения pz III клетками первич-
ной глиомы, оценивалась скорость накопления фотоагента, подо-
брана концентрация для индукции смерти и цитофлуорометрией 
была выявлена клеточная популяция, вносящая наибольших вклад 
в ICD. Был оценен паттерн высвобождения АТФ, одного из ключе-
вых DAMPs при ICD. Результаты свидетельствуют о том, что изуча-
емый фотоагент может стать кандидатом в индукторы ICD на пер-
вичных глиомах человека, но требуется дополнительные экспери-
менты, расширяющие паттерн высвобождающихся DAMPs и дета-
лизация механизма клеточной смерти.

Исследование выполнено при поддержке  
министерства науки и высшего образования РФ  

(грант № FSWR-2023-0029).
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ANALYSIS OF THE EFFECTIVENESS  
OF MITOXANTRONE AND TETRA(ARYL)

TETRACYANOPORPHYRAZINE  
AS INDUCERS OF IMMUNOGENIC CELL DEATH  

FOR PRIMARY HUMAN GLIOMA CULTURE
Abstract. The paper considered two classical inducers of immunogenic cell 

death (ICD) in relation to primary human glioma cultures. It has been shown that 
the chemotherapy drug mitoxantrone is not a universal inducer of ICD, unlike 
photodynamic therapy with tetra(aryl)tetracyanoporphyrazine.

Key words: immunogenic cell death, glioma, photodynamic therapy, 
mitoxantrone.
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Аннотация. Ауранофин  — соединение золота, которое проявляет 
потенциальное противоопухолевое действие и может повышать чувстви-
тельность клеток различных опухолевых линий, в частности линий глиоб-
ластом, к различным терапевтическим препаратам. Определение ингиби-
рующей концентрации для клеточных культур флуоресцентным анализом 
показало, что ауранофин может стать эффективным препаратом в моно- 
и комбинированной терапии глиобластом и онкологических заболеваний, 
устойчивых к лекарствам других классов.

Ключевые слова: глиобластома, рак, ауранофин, тиоредоксинредукта-
за, терапия.

Ауранофин  — соединение золота, используемое для лечения 
ревматоидного артрита на протяжении почти 40 лет. Благодаря его 
способности ингибировать высвобождение гистамина из базофи-
лов и продукцию лейкотриенов, он оказывает противовоспали-
тельную и иммуномодулирующую активность [1]. Но последние 
исследования показывают, что ауранофин также проявляет потен-
циальное противоопухолевое действие и может повышать чувстви-
тельность клеток различных опухолевых линий, в частности линий 
глиобластом, к различным терапевтическим препаратам [2]. Новый 
класс противоопухолевых лекарств даст возможность преодолеть 
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резистентность клеток злокачественных образований к тем препа-
ратам, что активно применяются долгое время [3]. Целью работы 
стало изучение ауранофина как потенциального лекарства в моно- 
и комбинированной терапии онкологических заболеваний, в том 
числе и глиобластом.

Для определения эффективности ауранофина мы определя-
ли IC50 на следующих клеточных линиях: GL261, T98G, U-87, 4T1, 
MDA-MB-231, MCF-7, B16. Для этого мы инкубировали клеточные 
линии на 96-луночных планшетах с данным соединением в различ-
ных концентрациях в течение 24 часов. После определяли выживае-
мость культур путём инкубации с реагентом Alamar Blue и дальней-
шим получением данных флуоресценции метаболитов красителя. 
Было установлено, что все клеточные линии оказались чувстви-
тельны к действию ауранофина, а самые чувствительные линии 
имели IC50 в наномолярном диапазоне in vitro. Также для провер-
ки возможности синергии ауранофина с другими препаратами был 
поставлен вышеописанный опыт, но инкубация линии U-87 c дан-
ным препаратом была осуществлена совместно с темозоломидом, 
используемом при лечении мультиформной глиобластомы. Данные 
цитотоксичности позволяют нам убедиться, что ауранофин повы-
шает цитотоксичность темозоломида. Чтобы проверить эффектив-
ность комбинированного действия ауранофина на линиях, имею-
щие различную степень устойчивости к препарату, нами были по-
ставлены опыты на линиях 4T1 и MDA-MB-231. Каждую культуру 
инкубировали с ауранофином совместно с цитостатиками (доксо-
рубицином и паклитакселем). Опыт показал увеличение цитоток-
сичности данных цитостатиков.

Таким образом, опираясь на полученные результаты, мы пред-
полагаем, что ауранофин может стать эффективным препаратом 
в  моно- и комбинированной терапии глиобластом и онкологиче-
ских заболеваний, устойчивых к лекарствам других классов.

Исследование выполнено в рамках государственного задания,  
номер государственной регистрации 124021400005-3.
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STUDYING THE PROSPECTS OF USING AURANOFIN 
FOR MONO- AND COMBINATION THERAPY  

OF GLIOBLASTOMA  
AND OTHER ONCOLOGICAL DISEASES

Abstract. Auranofin is a gold compound that exhibits a potential anti-tumor 
effect and can increase the sensitivity of cells of various tumor lines, in particular 
glioblastoma lines, to various therapeutic drugs. Determination of the inhibitory 
concentration for cell cultures by fluorescence analysis showed that auranofin can 
become an effective drug in mono- and combination therapy of glioblastomas 
and oncological diseases resistant to drugs of other classes.

Key words: glioblastoma, cancer, auranofin, thioredoxin reductase, therapy.
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Аннотация. С целью поддержания своего роста и развития злока-
чественная опухоль взаимодействует с компонентами микроокружения 
и формирует опухолевую строму. В данной работе путем создания сложных 
сфероидов исследуется, какую роль в этих процессах играют эндотелиаль-
ные и мезенхимальные стволовые клетки.

Ключевые слова: глиобластома, 3D-модель, мезенхимальные стволо-
вые клетки, сфероид.

Глиобластома (ГБМ)  — первичная злокачественная опухоль 
ЦНС, наиболее распространенная и агрессивная форма среди пер-
вичных злокачественных опухолей ЦНС. Микроокружение опухо-
ли оказывает существенное влияние на инвазивный потенциал гли-
областомы. Актуальность данной работы заключается в создании 
сложных моделей глиобластомы, в которых анализируется взаимо-
действие клеток ГБМ с мезенхимальными стволовыми клетками 
(МСК) и/или эндотелиальными клетками (ЭК). Согласно многим 
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публикациям, МСК обладают как про-, так и противоопухолевыми 
свойствами при контакте с опухолевыми клетками [1]. Кроме этого, 
опухолевые и стромальные клетки в микросреде опухоли выделяют 
различные факторы роста, которые стимулируют ангиогенез, спо-
собствуя выживаемости и метастазированию опухоли [2]. Оценка 
их свойств изолированно от других клеток, окружающих опухоль, 
может привести к искажению результатов. С целью изучения вну-
триопухолевых клеточных взаимодействий были созданы как двух-
компомпонентные (ГБМ+МСК, ГБМ+ЭК), так и трехкомпонентная 
модель (МСК+ГБМ+ЭК) опухоли.

Для изучения путей взаимосвязи ангиогенеза и опухолевого 
роста созданные трехмерные модели сложных сфероидов, дополни-
тельно трансфицированные или липофильно меченные флюорес-
центными трейсерами, успешно имплантировали в мозг иммуноде-
фицитных мышей. Было отмечено увеличение пролиферативного 
потенциала глиомных клеток в сфероиде в комбинации с HUVEC 
in vivo. В сравнении с простым сфероидом из клеток ГБМ (10–12 
дней), длительность функционирования сложных ксенографтов 
в головном мозге возросла в 2–3 раза до 21 недели, с характерны-
ми признаками прогрессии по данным МРТ (ClinScan 7T, Bruker 
Biospin, Germany).

Сфероиды получали в процессе кокультивирования глиомных 
клеток, полученных из первичного материала пациентов ФНКЦ 
ФМБА и ФЦМН ФМБА (одобрение ЛЭК ФНКЦ ФМБА И ФЦМН 
ФМБА) и свежеприготовленных HUVEC (договор с роддомом №4 
от 2020 г) в различном соотношении на низкоадгезивных план-
шетах. В динамике оценивали свойства сфероидов и их пролифе-
ративную активность в лунке с помощью прибора CellInsight CX7 
LED Pro HCS Platform. Динамика поведения клеток внутри сферо-
ида отслеживали по флюоресцентной метке с помощью приборов 
EVOS M7000 Imaging System.

Таким образом, исследование и разработка сложной трехмер-
ной модели опухоли представляет большой потенциал для прогрес-
са в борьбе с раковыми заболеваниями. Работа выполнена в рамках 
гранта РНФ (№22-64-00057) и ГЗ ФМБА России («Персонализиро-
ванная платформа для постоперационной иммунотерапии глиоб-
ластом»).
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DEVELOPMENT  
OF A COMPLEX THREE-DIMENSIONAL MODEL  

OF A GLIOBLASTOMA TUMOR:  
PROSPECTS FOR THE STUDY  

OF TUMOR PROLIFERATION IN CO-CULTIVATION  
WITH STROMAL AND ENDOTHELIAL CELLS

Abstract. In order to maintain its growth and development, a malignant 
tumor interacts with the components of the microenvironment and forms a tumor 
stroma. In this work, by creating complex spheroids, we investigate the  role 
of endothelial and mesenchymal stem cells in these processes.
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Аннотация. На первичных культурах стволовых клеток глиобластом 
было показано, что клетки, демонстрирующие резистентность к химиотера-
певтическим препаратам, имеют также повышенную активность тиоредок-
синовой антиоксидантной системы. Ингибирование тиоредоксинредуктазы 
делает клетки более чувствительными к действию химиотерапии.

Ключевые слова: стволовые клетки глиобластомы, тиоредоксинредук-
тазная антиоксидантная система, химиотерапия.

Глиобластома (ГБМ)  — злокачественная опухоль головного 
мозга, отличающаяся высокой резистентностью к терапии. Агрес-
сивность ГБМ во многом обуславливается наличием популяции 
стволовых клеток глиобластомы (СКГ) в опухоли [1]. Препараты, 
применяемые для химиотерапии ГБМ, индуцируют окислительный 
стресс, приводящий к гибели в основном опухолевых клеток, однако 
СКГ часто оказываются невосприимчивыми к нему. Известно, что 
раковые клетки развивают резистентность к терапии, активируя 
антиоксидантные системы [2]. В связи с этим цель настоящей рабо-
ты — установление роли тиоредоксиновой антиоксидантной систе-
мы СКГ в развитии устойчивости глиобластомы к химиотерапии.
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Для анализа использовали первичные культуры СКГ, получен-
ные в нашей лаборатории из послеоперационного материала па-
циентов. Исследовали чувствительность культур к темозоломиду 
(ТМЗ)  — основному препарату, применяемому в химиотерапии 
глиобластом. Содержание пероксида водорода Н2О2 в клетках из-
учали с помощью генетически кодируемого флуоресцентного ре-
докс-сенсора HyPer7 [3]. Тиоредоксиновую систему СКГ характери-
зовали, исследуя чувствительность клеток к действию ауранофина, 
ингибитора тиоредоксинредуктазы, а также определяя активность 
этого фермента в клетках.

Для 15 культур СКГ была определена чувствительность к ТМЗ, 
причем полулетальная концентрация препарата LC50 сильно ва-
рьировала от культуры к культуре — от 67 до 2000 µM. Кроме того, 
СКГ оказались чувствительными к ауранофину, демонстрируя LC50 
от 0,1 до 3,2 µМ. С помощью редокс-сенсора HyPer7 было показано, 
что базовые значения содержания H2O2 одинаковы для всех куль-
тур. При добавлении 5 µM H2O2 в клетках большей части культур 
наблюдалось увеличение уровня пероксида водорода в цитоплазме, 
однако у двух культур подобный ответ не развивался. Эти культуры 
демонстрировали нечувствительность к ТМЗ и повышенную устой-
чивость к ауранофину, а также повышенную активность тиоредок-
синредуктазы. Это может указывать на то, что одним из ключевых 
факторов повышенной устойчивости СКГ к химиотерапии служит 
высокая активность АОС, в особенности тиоредоксиновой систе-
мы.

При этом для всех культур было продемонстрировано, что 
ауранофин сенсибилизирует клетки к действию ТМЗ, причем вза-
имодействие двух препаратов носит синергический характер. По-
лученные нами данные о снижении резистентности СКГ к терапии 
под действием ауранофина могут служить основой для создания 
новых схем терапии для лечения ГБМ.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ  
(грант № 22‑75‑10151).

Список литературы

1.	 Piper K., et al. Glioma Stem Cells as Immunotherapeutic Targets: Ad-
vancements and Challenges // Front Oncol. — 2021 Feb. — V 24. — 
No 11. — P. 615704.



153

2.	 Olivier C., et al. Drug Resistance in Glioblastoma: The Two Fac-
es of Oxidative Stress // Front Mol Biosci. — 2021 Jan. — V. 27. — 
No 7. — P. 620677.

3.	 Pak V.  V., et al. Ultrasensitive Genetically Encoded Indicator 
for Hydrogen Peroxide Identifies Roles for the Oxidant in Cell Mi-
gration and Mitochondrial Function // Cell Metab. — 2020 Mar. — 
V. 3. — No 31 (3). — P. 642–653.e6.

INHIBITION OF THE THIOREDOXIN  
ANTIOXIDANT SYSTEM LEADS TO A DECREASE  
IN THE RESISTANCE OF GLIOBLASTOMA STEM 

CELLS TO CHEMOTHERAPY
Abstract. In primary cultures of glioblastoma stem cells, it was shown that 

cells demonstrating resistance to chemotherapeutic drugs also have increased 
activity of the thioredoxin antioxidant system. Inhibition of thioredoxin reductase 
makes cells more sensitive to the effects of chemotherapy.

Key words: glioblastoma stem cells, thioredoxin reductase antioxidant 
system, chemotherapy.
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Аннотация. Было показано положительное влияние нейротрофина-3 
на пролиферацию, жизнеспособность клеток и аксональный рост у клеток 
нейробластомы SK-N-BE(2) и прямо репрограммированных нервных кле-
ток-предшественников с помощью тест-системы iCELLigence и флюорес-
центной микроскопии.
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Нейротрофин-3 (НТ-3) — белок, принадлежащий к семейству 
нейротрофинов. Он стимулирует рост симпатических и сенсорных 
нейронов, регулирует выживание, дифференцировку и пролифера-
цию клеток различных популяций в тканях центральной и пери-
ферической нервной системы. Благодаря своим хемотрофическим 
свойствам нейротрофин-3 способствует аксональному росту ней-
ронов, возобновление которого критически важно для восстанов-
ления после спинальной травмы [1; 3]. Из-за неблагоприятных ус-
ловий, развивающихся в месте повреждения, блокируется регене-
рация проводящих путей [2]. Нарушение трофики тканей приводит 
к снижению жизнеспособности как эндогенных клеток, так и при-
меняемых в терапии клеточных культур. Экзогенное введение в ме-
сто травмы факторов роста, в частности НТ-3, совместно с прямо 
репрограммированными нейрональными предшественниками мо-
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жет оказать существенное содействие их приживлению, стимули-
ровать нейрогенез, тем самым способствуя процессам заживления 
и росту аксонов [2; 3]. Целесообразно будет изучить воздействие 
НТ-3 на пролиферативный потенциал нервных клеток и рост аксо-
нов in vitro.

Работа была выполнена на двух клеточных линиях: SK-N-BE(2) 
и drNPC (direct reprogrammed Neural Progenitor Cells). SK-N-BE(2) — 
клеточная линия нейробластомы, созданная в 1972 году на основе 
биопсии костного мозга, используется в неврологических исследо-
ваниях. Клетки drNPC, меченные GFP, были получены по протоко-
лу Jan Eric Affort.

Для выявления функционального воздействия НТ-3 клетки 
SK-N-BE культивировали в планшете с адгезивной поверхностью 
в  полной ростовой среде DMEM/F12 + 10% FBS + 1% pen-strep, 
а  клетки drNPC  — в планшете, дно лунок которого было покры-
то матригелем Matrigel ® Matrix, в среде Neurocult + 10% Supplement 
Ns-A + 1% pen-strep + B27 + EGF. После постепенного удаления 
в  процессе культивирования факторов, имеющих положительное 
влияние на жизнеспособность и рост аксонов, наблюдали измене-
ния в морфологии клеток и их пролиферации, а также укорочение 
длины отростков, либо отсутствие их роста. Затем в среду добав-
ляли НТ-3 и наблюдали его дозозависимый эффект. В качестве 
контролей использовались клетки, выращиваемые в чистой среде 
или с добавлением различных комбинаций питательных компо-
нентов. Результаты анализировались с помощью микроскопа ZEISS 
Primovert, системы визуализации Celena S и системы мониторинга 
пролиферации в реальном времени iCELLigence.

Работа выполнена в рамках государственного задания  
ФМБА России (НИР «Нейромат»)  

и гранта РНФ 21-74-20110.
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THE EFFECT OF NEUROTROPHIN-3  
ON DIRECTLY REPROGRAMMED  

NERVE PROGENITOR CELLS  
AND NEUROBLASTOMA CELLS SK-N-BE(2)

Abstract. The positive effect of neurotrophin-3 on proliferation, cell viability 
and axonal growth in neuroblastoma cells SK-N-BE(2) and directly reprogrammed 
nerve progenitor cells (drNPC) was shown using the iCELLigence test system and 
fluorescence microscopy.

Key words: neurotrophin-3, proliferation, viability, axonal growth, drNPC, 
SK-N-BE(2).
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Глиобластома является одной из наиболее агрессивных опу-
холей головного мозга с высокой вероятностью рецидива. Пер-
вичной линией терапии глиобластомы является максимальная 
резекция с  последующей радиотерапией и химиотерапией те-
мозоломидом, однако опухоли часто развивают резистентность, 
чем и объясняется рецидив заболевания. Нами была поставлена 
цель поиска генов-мишеней, ингибирование которых поможет 
улучшить терапию глиом. Среди перспективных мишеней был 
выделен ген метилтрансферазы EZH2 [1], эпигенетического мо-
дулятора хроматина, экспрессия которого повышена в клетках 
глиобластомы [2].

В нашей работе для ингибирования мишеней мы используем 
трансфекцию малых интерферирующих РНК (миРНК). На сегод-
няшний момент миРНК зарекомендовали себя как эффективный 
метод ингибирования, и препараты на их основе уже используются 
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в клинике [2; 3], а также хорошо показали себя в доклинических 
исследованиях в терапии других опухолей [4].

Нами был проведён анализ данных транскриптома клеточных 
линий глиобластомы, полученных от пациентов. Для подтвержде-
ния результатов анализа был оценен уровень экспрессии EZH2 
в первичных культурах от пациентов-доноров по сравнению с кон-
тролем (астроцитами, фибробластами) методом ПЦР в реальном 
времени (rt-PCR). Был проведён дизайн и синтез различных миР-
НК к EZH2 для ингибирования гена путём РНК-интерференции, 
трансфекция клеток глиомы с помощью липофектамина. Эффек-
тивность ингибирования была оценена с помощью метода rt-PCR 
c отобранными праймерами к EZH2.

На основе данных транскриптома различных клеточных линии 
первичных культур были выбраны линии пациентов с повышенной 
экспрессией EZH2 для дальнейших исследований. Методом rt-PCR 
было показано, что уровень мРНК EZH2 повышается более чем 
в 7–20 раз относительно контроля (астроциты, фибробласты), что 
согласуется с данными, полученными при анализе транскриптома. 
На клеточной линии глиомы U87 было продемонстрировано, что 
инкубация клеток глиобластомы с выбранными миРНК в тече-
ние 72 часов позволяет эффективно снизить уровень мРНК EZH2 
по сравнению с контролем. Была выбрана последовательность миР-
НК с наиболее эффективными ингибирующими свойствами.

Полученные данные подтверждают перспективность использо-
вания EZH2 в качестве мишени для терапии. Суммируя, ингибирова-
ние EZH2 может быть эффективным способом борьбы с глиобласто-
мой, особенно в сочетании с другими лекарственными препаратами, 
что открывает новые возможности для комбинированной терапии.
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THE POTENTIAL OF EZH2 METHYLTRANSFERASE 
AS A TARGETED GENE FOR THE DEVELOPMENT  

OF NEW APPROACHES  
TO GLIOBLASTOMA THERAPY USING RNA 

INTERFERENCE
Abstract. In this work, a target was selected for targeted therapy 

of glioblastoma, the synthesis and design of siRNA to the selected gene (EZH2) was 
carried out, and the knockdown of the target gene was done by RNA interference.
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Глубокая стимуляция головного мозга (DBS) является признан-
ным методом лечения двигательных расстройств, таких как болезнь 
Паркинсона (БП) и цервикальная дистония [1]. Эта методика за-
ключается в имплантации многоконтактных электродов в области 
базальных ганглиев и создании препятствия на пути патологиче-
ского сигнала. Одной из наиболее значимых мишеней для стимуля-
ции при этих заболеваниях является бледный шар (globus pallidus), 
который состоит из двух сегментов: GPi и GPe [2]. Клинический эф-
фект от данной операции напрямую зависит от расположения элек-
трода и программы стимуляции, однако, несмотря на многочис-
ленные исследования в этой области, все еще отсутствует единое 
мнение о том, каким образом достигается положительный эффект. 
Размер клинического улучшения также сильно варьируется от па-
циента к пациенту. В связи с этим, необходимы групповые иссле-
дования, включающие установку электродов и программу стимуля-
ции, которые могут всесторонне помочь в изучении взаимосвязей 
между местами стимуляции и клиническими исходами.
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Известно, что DBS путем активации аксонов может вызывать 
возбуждение даже в отдаленных от участка стимуляции зонах го-
ловного мозга [3]. Это воздействие может быть одной из причин 
получаемого клинического эффекта. В рамках работы рассматрива-
ется зависимость активированных трактов от DBS и зона пересече-
ния области стимуляции (Volume of Tissue Activated, VTA) в мише-
ни GP для пациентов с БП и дистонией.

Анализ проводился путем нейровизуализации структур го-
ловного мозга и моделирования стимуляции для каждого паци-
ента по отдельности и в группе. В исследование были включены 
6 пациентов с цервикальной дистонией и 5 пациентов с болезнью 
Паркинсона, которым была показана имплантация DBS-электро-
дов компаний Medtronic и Boston Scientific в область GPi, а также 
их процентное улучшение моторной шкалы UPDRS-III и BFMDRS 
соответственно. Локализация DBS-электродов, моделирование 
VTA было проведено путем реконструкции по предоперацион-
ным данным МРТ и  постоперационной КТ с применением про-
граммного обеспечения Lead-DBS (http://www.lead-dbs.org/). Рас-
чет VTA проводился на основе интраоперационных данных про-
граммы стимуляции. Для  настоящего анализа мы выбрали пути 
передачи сигнала, которые проходили через VTA и заканчивались 
в различных областях сенсомоторной коры. Для исследования 
влияния стимуляции на тракты головного мозга были проведены 
массово-одномерные Т-тесты для каждого участка нормативного 
тракта между значениями улучшения от стимуляции и связанной 
зоной VTA. Затем волокна были помечены цветом по их T-значе-
нию. Этот анализ показал скопление волокон, стремящихся в об-
ласть первичной моторной коры для группы с БП [4], а в случае 
дистонии возбуждение распространялось в область дополнитель-
ной моторной коры и мозжечка.
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INVESTIGATION OF ACTIVATED TRACTS  
FROM STIMULATION  

OF DEEP HUMAN BRAIN STRUCTURES  
IN THE AREA OF THE PALE GLOBE  

IN PARKINSON’S DISEASE AND DYSTONIA
Abstract. Determination of activated tracts during stimulation of deep 

brain structures (DBS) in patients with Parkinson’s disease and dystonia by 
neuroimaging and modeling of the activated stimulation zone (VTA) in the area 
of the pale globe.

Key words: stimulation of deep brain structures, neuroimaging, Parkinson’s 
disease, dystonia.
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Аннотация. Ко-культивация трёхмерных клеточных культур мо-
жет обеспечить максимально близкое воспроизведение физиологических 
свойств нативной ткани in vitro. Разработанная нами градиент-продуциру-
ющая система позволяет изучить влияние градиента концентрации биоло-
гически активных молекул на направление роста и дифференцировку одно-
мерной первичной нейроглиальной культуры рыбы Danio rerio при ко-куль-
тивации с клетками в трехмерной матрице на основе гидрогеля.

Ключевые слова: 3D-культура клеток, градиент-продуцирующая си-
стема, градиент концентрации, Danio rerio, первичная нейроглиальная 
культура.

Трехмерные матрицы на основе гидрогеля представляют собой 
многообещающую модель для исследований нейрональных клеток 
в норме и патологии in vitro, позволяя более точно, по сравнению 
с одномерными культурами, воспроизводить физиологические 
свойства нативной ткани [1]. Ко-культивация нейронов различных 
структур ЦНС обеспечивает потенциал проводить комплексные 
исследования электрофизиологических, метаболических и генети-
ческих факторов, опосредующих нейрогенез и патогенез человека 
[2; 3].

Факторы роста играют важную роль в развитии и регенерации 
нервной системы путем стимуляции роста, дифференцировки и на-
правления нейрональных отростков. В данном исследовании было 
разработано градиент-продуцирующее устройство (ГПУ), которое 
способно создавать градиент концентрации факторов роста для 
направления нейритов и изучения сформированной внутри гидро-
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геля нейроглиальной сети с использованием гистологических ме-
тодов и конфокальной микроскопии. Система включает в себя кор-
пус из трех деталей и крепежные болты из полиамида, две камеры 
с микропористой трековой мембраной из полиэтилентерефталата 
(ПЭТФ), уплотнительные кольца из силикона, закрепленные с ис-
пользованием полидиметилсилоксанового компаунда, а также аль-
гинат-желатиновый гидрогель.

Микропористая мембрана, размещенная между двумя каме-
рами, используется для отделения сомы нейронов от нейритов. 
В нижней камере расположен двухслойный гидрогель из альги-
нат-желатина, сшитый раствором CaCl2 с концентрацией 0,4 М. 
В проведенном исследовании первый слой содержит первичную 
культуру нейрональных клеток рыбы Danio rerio, а второй слой — 
фактор роста NGF, диффундирующий вверх. Через верхнюю камеру 
нейроны Danio rerio, помеченные CFSE для отслеживания нейри-
тов, посажены на мембрану для роста нейритов в направлении по-
ложительного градиента концентрации хемоаттрактантов внутрь 
геля. В исследовании сделаны гистологические срезы композита 
из гидрогеля с клетками и полимера с максимальным сохранением 
структуры системы, что позволяет детально наблюдать за морфо-
логией, полученной нейроглиальной сети.
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CO-CULTIVATION OF PRIMARY CULTURES  
OF NEURONAL CELLS OF DANIO RERIO FISH  

IN A GRADIENT-PRODUCING SYSTEM
Abstract. The co-cultivation of three-dimensional cell cultures can ensure 

the closest possible reproduction of the physiological properties of native tissue 
in vitro. The gradient-producing system that we developed allows us to study the 
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effect of the concentration gradient of biologically active molecules on the growth 
direction and differentiation of the one-dimensional primary neuroglial culture of 
Danio rerio fish during co-cultivation with cells in a three-dimensional hydrogel-
based matrix.

Key words: 3D cell culture, gradient-producing system, concentration 
gradient, Danio rerio, primary neuroglial culture.
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Аннотация. Мы использовали аддитивный метод для фабрикации 
электродных матриц с применением композиционного токопроводящего 
материала. Были изучены электрические и электромеханические свойства 
синтезированного композиционного полимерного материала. Полученный 
материал обладает меньшим, чем проводящие полимеры, электрическим 
сопротивлением, а также механическими свойствами, близкими к коже че-
ловека, что позволяет ему растягиваться и изгибаться с малыми изменени-
ями импеданса.

Ключевые слова: электродные матрицы, электромиография, нейроин-
терфейсы, композиционные материалы, 3D печать.

На данный момент коммерческие электродные матрицы для 
электромиографии и инвазивных нейроинтерфейсов разрабаты-
ваются методами фотолитографии на полимерной подложке с ис-
пользованием металлов в качестве материалов электродов [1]. 
Для  фабрикации электродных матриц методом фотолитографии 
необходимо подготавливать шаблоны в течение длительного вре-
мени, а сам метод фотолитографии является многоступенчатым 
и дорогостоящим процессом. Матрицы, полученные методом фото-
литографии, широко применяются в нейроинтерфейсах для считы-
вания электрофизиологической активности, а также для стимуля-
ции нервной ткани, но их механические свойства, такие как модуль 
упругости и  предел прочности, не соответствуют механическим 
характеристикам нервной ткани и кожи человека [2]. В результа-
те электродные матрицы в электромиографии быстро выходят 
из строя при большом количестве циклов изгиба и не могут быть 
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растянуты, что затрудняет считывание сигналов с сильно изгиба-
ющихся мышц. При использовании данных электродных матриц 
в  инвазивных нейроинтерфейсах невозможно добиться долго-
срочной биосовместимости из-за реакции организма на инородное 
тело, которое значительно отличается по механическим свойствам 
от нервной ткани [3].

В данной работе используется композиционный материал на ос-
нове термопластичного полиуретана (Ellastolan 1170A, BASF) и мно-
гостенных углеродных нанотрубок (Таунит-М) в качестве электро-
проводящего наполнителя. Удельное электрическое сопротивление 
синтезированного материала составило порядка 1–10  кОм*мм, что 
значительно превышает значения, характерные для металлических 
электродных матриц, однако материал, полученный в данной работе, 
растяжимый и близок по своим механическим свойствам к нервной 
ткани и коже человека. Такие свойства позволяют электродной ма-
трице растягиваться вместе с кожей, обеспечивая постоянное считы-
вание потенциала мышечной активности с одного и того же участка, 
что является важным критерием для точного считывания сигналов.

Для фабрикации электродных матриц в данной работе исполь-
зуется технология поршневой экструзионной 3D печати, кото-
рая позволяет формировать многослойные электродные матрицы 
в  рамках одного технологического процесса. Таким образом, этот 
метод не только позволяет сократить время изготовления, но и су-
щественно снижает стоимость конечного продукта по сравнению 
с литографическими технологиями.

Работа выполнена при финансовой поддержке  
Министерства науки и высшего образования Российской Федерации  

в рамках программы стратегического академического лидерства  
«Приоритет 2030».
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DEVELOPMENT OF STRETCHABLE ELECTRODE 
ARRAYS FOR ELECTROMYOGRAPHY  

AND INVASIVE NEURAL INTERFACES
Abstract. We used an additive method to fabricate electrode arrays using 

a composite conductive material. The electrical and electromechanical properties 
of the synthesized composite polymer material were studied. The resulting material 
has less electrical resistance than conductive polymers, as well as mechanical 
properties close to human skin, which allows it to stretch and bend with small 
changes in impedance.

Key words: electrode arrays, electromyography, neurointerfaces, composite 
materials, 3D printing.
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Аннотация. Разработка гибких электродов на силиконовой матрице 
с различными высокодисперсными углеродными наполнителями. С помо-
щью смешивания мы сравнили и провели замеры проводимости компози-
тов с различными высокодисперсными углеродными наполнителями на ос-
нове силикона. Было выявлено что добавление анизодиаметрических ча-
стиц позволяет сдвинуть порог протекания электрического тока в сторону 
меньших концентраций более чем на 2 порядка по сравнению с частицами 
сферической формы.

Ключевые слова: композитные материалы, углеродные наполнители, 
гибкие электроды, силикон.

Нейроустройства, как разновидность медицинских изделий, де-
лятся на контактирующие с поверхностью тела и имплантируемые. 
Материалы для нейроимплантов должны удовлетворять требовани-
ям биосовместимости, атоксичности, по деформационно-прочност-
ным приближаться к тканям тела. Перспективным материалом для 
создания нейроустройств является силикон за счет его термической 
и химической стабильности, атоксичности и низкой жесткости. При-
дание силикону проводящих свойств позволяет применять его в ка-
честве элемента для нейроустройств, отвечающих за передачу биоэ-
лектрических потенциалов. Углеродные высокодисперсные наполни-
тели, такие как технический углерод, графен, углеродные нанотрубки 
и углеродные нановолокна, применяются в качестве компонентов 
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для создания электропроводящих композитов. Такие материалы 
являются совместимыми с силиконовыми полимерными матрица-
ми и могут быть использованы при изготовлении нейроустройств. 
Использование композитных материалов на основе силикона и угле-
родных наполнителей считается перспективным в области электри-
ческой медицинской аппаратуры из-за необходимости интеграции 
гибкой электроники. Для разработки датчиков, электродов и прово-
дящих путей в таких устройствах учитываются вязкоупругие свой-
ства и электропроводящие характеристики композитного материала.

Наша работа, реализуемая на базе лаборатории «Полимерные 
и композиционные материалы SmartTextiles» БФУ имени И. Кан-
та, посвящена выработке технологических подходов для создания 
электропроводящих гибких систем на основе силикона и разных 
углеродных наполнителей. Решаются задачи придания материалу 
необходимых электрических и механических свойств и их сохране-
ния при эксплуатационных деформационных нагрузках. В наших 
предыдущих исследованиях были установлены зависимости элек-
трических свойств композитов от типа и формы высокодисперсных 
углеродных наполнителей.

Электропроводящие системы на основе силикона и углеродных 
высокодисперсных наполнителей разрабатываются нами для при-
менения в качестве датчиков и проводящих систем в медицин-
ских изделиях: носимые электрохимические датчики, электроды 
для считывания биопотенциалов, проводящие пути и подложки. 
Устройства на основе таких композитов способны сохранять элек-
тропроводимость при деформации, что критично как для инвазив-
ных, так и неинвазивных медицинских устройств. Например, в слу-
чае носимого датчика на коже необходимо учитывать возможные 
деформации при движении человека, поэтому материал должен 
сохранять свои эксплуатационные электрические свойства при из-
гибе и растяжении.
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FLEXIBLE ELECTRICALLY CONDUCTIVE SYSTEMS 
BASED ON SILICONE AND CARBON-BASED HIGHLY 

DISPERSED FILLERS FOR NEURAL DEVICES
Abstract. Development of flexible electrodes on a silicone matrix with 

various highly dispersed carbon fillers was conducted. By mixing, we compared 
and measured the conductivity of composites with various highly dispersed 
carbon fillers based on silicone. It was found that the addition of anisodiametric 
particles makes it possible to shift the threshold of electric current flow towards 
lower concentrations by more than 2 orders of magnitude compared with spherical 
particles.

Key words: composite materials, carbon fillers, flexible electrodes, silicone.



173

УДК 57.085.23

ТЕХНОЛОГИЯ СОЗДАНИЯ 3D-БИОПЕЧАТНЫХ 
КОНСТРУКЦИЙ СЛОЖНОЙ ФОРМЫ  

С ПОМОЩЬЮ ФОТОИНДУЦИРОВАННОГО 
УДАЛЕНИЯ СФЕРОИДОВ

DOI 10.24412/CL-37228-2024-173-175

А. С. Баранова1,2, А. Р. Илясов1,2,3, С. М. Деев2

1НИЯУ МИФИ, Москва, Россия
2ИБХ РАН, Москва, Россия
3НИТУ МИСиС, Москва, Россия
E-mail: mrsvinograd@gmail.com

Аннотация. В данной работе была проверена работоспособность ме-
тодики биопечати тканевыми сфероидами с использованием наночастиц, 
активируемых лазером, на агрегате из сфероидов с наночастицами, жерт-
венными, и без них, как имитации единичного слоя объемной конструк-
ции. Было показано, что фототермия такого агрегата вызывает локальную 
гибель клеток, находящихся вблизи наночастиц, не влияя на жизнеспособ-
ность остальной конструкции. Более того, после проведения фототермии 
упрощается процедура извлечения жертвенного материала для формирова-
ния будущих полостей.

Ключевые слова: биопечать, тканевые сфероиды, наночастицы, фото-
термия.

В последние годы активно развивается область регенератив-
ной медицины, в том числе технологии, связанные с 3D-биопеча-
тью. Биопечатные конструкции используются для моделирования 
патологических процессов внутри организма, также по мере усо-
вершенствования получаемых структур их планируют использо-
вать в  трансплантологии. Усложнение конструкций ставит перед 
исследователями новые и новые задачи, и наиболее остро сейчас 
стоят вопросы васкуляризации и иннервации тканеинженерных 
конструктов [1]. В настоящее время существует несколько страте-
гий биопечати полых сосудов и создания сосудистой сети внутри 
напечатанных структур, включающие использование биополиме-
ров и различных добавок, однако их реализация сопряжена с опре-
деленными трудностями. 
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Была предложена инновационная методика биопечати объем-
ных конструкций тканевыми сфероидами с использованием «жерт-
венного» клеточного материала [2]. В данной работе в качестве 
такого материала используются сфероиды с наночастицами, обла-
дающими свойствами фототермальной конверсии [3]. Облучение 
лазером напечатанных конструкций должно индуцировать гибель 
«жертвенных» сфероидов для облегчения их дальнейшего удаления. 

В ходе работы были исследованы фототермические и цито-
токсические свойства наночастиц Ti3C2 на клеточной культуре 
НЕК293Т с помощью лазера длиной волны 808 нм. Далее с помощью 
микротензиометрии и красителя CellROX оценено воздействие ги-
пертермии на клеточные сфероиды. Была изучена эволюция агрега-
тов из сфероидов, с наночастицами и без, в течение времени, а так-
же с помощью окрашивания йодидом пропидия измерено воздей-
ствие лазерного излучения на полученные структуры.

Было показано, что наночастицы Ti3C2 позволяют эффектив-
но осуществлять фототермальную конверсию и при концентрации 
50  мкг/мл позволяют достигнуть необходимой температуры для 
активации контролируемой гибели клеток. При нагреве до темпе-
ратур ниже 45ºС не наблюдается изменения упругих свойств сфе-
роидов, показано, что идет активное выделение активных форм 
кислорода. При более высоких температурах модуль Юнга сферои-
дов значительно увеличивается, что вызвано денатурацией белков, 
и клетки в составе сфероидов погибают.

Облучение агрегатов из различных сфероидов позволяет ин-
дуцировать гибель сфероидов с наночастицами, сводя к минимуму 
воздействие на сфероиды без наночастиц. Фототермия способству-
ет облегченному извлечению «жертвенных» сфероидов для созда-
ния полостей, позволяя поддерживать сохранность окружающего 
материала. 
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TECHNOLOGY FOR CREATING 3D BIO-PRINTED 
STRUCTURES OF COMPLEX SHAPE USING 
PHOTOINDUCED REMOVAL OF SPHEROIDS

Abstract. In this work, the efficiency of the bioprinting technique with 
tissue spheroids using laser-activated nanoparticles on an aggregate of spheroids 
with and without sacrificial nanoparticles, as an imitation of a single layer 
of  a  volumetric structure, was tested. It has been shown that photothermy of 
such an aggregate causes local cell death in the vicinity of nanoparticles, without 
affecting the viability of the rest of the structure. Moreover, after phototherapy, 
the procedure for extracting sacrificial material for the formation of future 
cavities is simplified.

Key words: bioprinting, tissue spheroids, nanoparticles, photothermy.
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Аннотация. Была создана экспериментальная модель интеграции про-
гениторных клеток в сформированные нейрональные сети в трехкамерном 
микрофлюидном чипе. Прогениторные клетки встроились в общую нейро-
нальную сеть и участвовали в передаче пачек импульсов начиная с 20 дня 
развития культуры.
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Актуальной задачей регенеративной медицины является экс-
периментальное моделирование травмы и восстановления функ-
циональных связей иерархической структуры сети нейронов. 
Данный вопрос может быть решен с помощью культивирования 
клеток в связанных микроканалами камерах внутри микрофлю-
идного чипа [2]. Сочетание преимуществ микрофлюидики и воз-
можностей использования стволовых клеток позволит изучать 
механизмы восстановления функциональной структуры нейрон-
ных сетей в области травмы мозга. Малоизученным вопросом 
в данной области исследований является механизм интеграции 
новых клеток в сформированные нейрональные сети, а также их 
влияние на активность нейрональных сетей дифференцирован-
ных клеток.
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В исследовании использовались микрофлюидные чипы с тре-
мя камерами, последовательно соединенными шестнадцатью ми-
кроканалами [3]. Микроканалы обеспечивали преимущественно 
однонаправленный рост отростков нейрональных клеток. Клетки 
неокортекса мыши C57BL/6 Е13 использовались в качестве доступ-
ного источника нейрональных прогениторных клеток (НПК) [1]. 
НПК интегрировались в область между подсетями дифференциро-
ванных нейрональных клеток, полученных из неокортекса мыши 
E18. Биоэлектрическую активность регистрировали с помощью 
микроэлектродных матриц, и сравнивали спонтанную активность 
в нейрональных сетях при интеграции НПК и при интеграции диф-
ференцированных нейрональных клеток E18.

Обнаружено, что на 15 день развития культур вероятность рас-
пространения спонтанных сетевых пачек импульсов между каме-
рами была значительно ниже у культур с интегрированными НПК, 
чем у культур с дифференцированными нейрональными клетками. 
Начиная с 20 дня развития вероятность распространения сетевых 
пачек не различалась. Таким образом, интегрированные НПК фор-
мировали функциональные связи с сетями дифференцированных 
нейрональных клеток с заданным направлением распространения 
биоэлектрической активности.

Разработанная микрофлюидная система с интеграцией НПК 
в зрелую нейрональную сеть может быть использована для моде-
лирования многослойной гетерогенной архитектуры сетей для из-
учения взаимодействия клеток («мозг-на-чипе»). Нейрональная 
сеть может быть выращена из индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток человека и использована для фармакологическо-
го скрининга и фундаментальных исследований характеристик об-
работки информации.

Исследование выполнено при поддержке гранта  
Российского научного фонда  
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A THREE-CHAMBER MICROFLUIDIC CHIP FOR 
STUDYING THE INTEGRATION OF NEURONAL 

PROGENITOR CELLS INTO NEURONAL NETWORKS 
OF DIFFERENTIATED CELLS

Abstract. An experimental model of the integration of progenitor cells into 
the formed neural networks in a three-chamber microfluidic chip was created. 
Progenitor cells were integrated into the general neural network and participated 
in the transmission of packets of impulses starting from the 20th day of culture 
development.

Key words: brain-on-a-chip, microfluidics, electrophysiology, neural 
networks.
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Аннотация. В данном проекте предложено интегрировать модуль био-
логически обратной связи, контролируемый миографическим сигналом, 
с существующими системами транскраниальной магнитной стимуляции 
(ТМС), что позволяет создать закрытый контур стимуляции. Разрабо-
танный прототип устройства обеспечивает обратную связь с задержкой 
в 40 миллисекунд между обнаружением движения и наблюдением мотор-
ного вызванного потенциала, что может значительно улучшить эффектив-
ность нейрореабилитации и расширить применимость ТМС в клинической 
практике.
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абилитация, биологически обратная связь, нейромодуляция.

В современной медицинской практике транскраниальная маг-
нитная стимуляция (ТМС) выступает как передовой метод лечения 
двигательных нарушений, вызванных повреждением центрального 
двигательного звена [1]. Использование ТМС в реабилитации пред-
полагает аппликацию частотного протокола стимуляции в опреде-
ленную область коры, например, пациентам после инсульта про-
водят высокочастотную стимуляцию моторной коры пораженного 
полушария с целью повышения возбудимости моторных сетей моз-
га, их реактивации и запуска пластических перестроек. Несмотря 
на значительный потенциал, в ряде случаев терапевтические и ре-



180

абилитационные протоколы ТМС оказываются неэффективными 
и неудобными для пациентов: процедуры могут занимать длитель-
ное время, при этом результаты не гарантированы в долгосрочной 
перспективе, что частично объясняется отсутствием функциональ-
ности в подходах к нейромодуляции. В то же время существует ме-
тод функциональной электрической стимуляции (ФЭС), который 
предполагает стимуляцию периферических нервов и мышц для за-
пуска функционального движения. Данный тип стимуляции в реа-
билитационной практике может использоваться в составе контура 
нейроинтерфейса, в котором намерение пациента к совершению 
движения приводит к реальному движению через запуск ФЭС [2; 
3]. Однако стимуляция периферического моторного звена в кон-
туре нейроинтерфейса может иметь меньшую эффективность, чем 
стимуляция центрального, так как между намерением пациента 
к движению и обратной связью (реальное движение) проходит вре-
мя большее, чем в естественном двигательном контуре. Задержка 
подкрепления может играть решающее значение для стимуляции 
пластичности и восстановления двигательных функций.

В ответ на существующие ограничения ТМС и привлекатель-
ность создания нейротренажера с центральной функциональной 
стимуляцией, предоставляющей минимальную задержку подачи 
обратной связи в контуре нейроинтерфейса, настоящий проект 
предлагает внедрить аппаратно-программный комплекс, расши-
ряющий функционал существующих систем ТМС модулем мио-
графически-контролируемой обратной связи. В такой связке ТМС 
запускается в ответ на детектирование прироста ЭМГ сигнала, на-
пример, в момент, когда пациент, перенесший инсульт, совершает 
попытку запуска движения парализованной конечностью. В  мо-
мент фиксации попытки к движению система отправляет пачку 
стимулов на ТМС, вызывающих функциональное движение. Раз-
работанный командой проекта прототип устройства предлагает 
отправку обратной связи с задержкой в 40 миллисекунд между де-
текцией движения и началом стимуляции. Так же как и ФЭС, ис-
пользование функциональной ТМС в контуре миографического 
интерфейса приводит к движению, однако в случае с ТМС движе-
ние запускается через стимуляцию центральных звеньев моторной 
системы (моторная кора, спинной мозг). Такой подход расширяет 
применимость ТМС в клинической практике и предлагает новый 
метод нейрореабилитации, который может обладать высокой эф-
фективностью.
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DEVELOPMENT OF A HARDWARE  
AND SOFTWARE PACKAGE  

FOR PERSONALIZED TRANSCRANIAL MAGNETIC 
STIMULATION BASED ON BIOFEEDBACK

Abstract. In this project, it is proposed to integrate a biofeedback module 
controlled by a myographic signal with existing transcranial magnetic stimulation 
(TMS) systems, which allows you to create a closed stimulation circuit. 
The developed prototype device provides feedback with a delay of 40 milliseconds 
between motion detection and observation of motor evoked potential, which 
can significantly improve the effectiveness of neurorehabilitation and expand the 
applicability of TMS in clinical practice.

Key words: transcranial magnetic stimulation, neurorehabilitation, 
biofeedback, neuromodulation.
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