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Триптофангидроксилаза-2 является ключевым ферментом синтеза нейромедиатора серотонина, иг-
рающего важную роль в механизмах регуляции широкого спектра физиологических функций и форм 
поведения. В  данной работе было изучено влияние острого введения этанола на экспрессию гена 
раннего ответа c-fos и метаболизм серотонина и катехоламинов в структурах мозга мышей конген-
ных линий B6-1473C и B6-1473G, различающихся однонуклеотидной заменой C1473G в гене  Tph2 
и  функциональной активностью фермента. Острая алкоголизация приводила к существенному 
рос ту экспрессии гена c-fos во фронтальной коре и стриатуме мышей B6-1473G и гиппокампе мы-
шей B6-1473С. Введение этанола вызвало снижение индекса метаболизма серотонина в прилежащих 
ядрах у мышей линии B6-1473С, а также в гиппокампе и стриатуме мышей линии B6-1473G. Также 
этанол привел к снижению уровня норадреналина в гипоталамусе у мышей линии B6-1473C. Таким 
образом, полиморфизм C1473G в гене  Tph2 оказывает существенное влияние на вызванные ост-
рым введением этанола изменения паттерна экспрессии гена c-fos и метаболизма биогенных аминов 
в мозге.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: этанол, C1473G полиморфизм, триптофангидроксилаза-2, ген раннего ответа c-fos, 
серотонин, дофамин, норадреналин, мышь.

DOI: 10.31857/S0320972523030016, EDN: QVYUTF

Принятые сокращения: ТПГ2 – триптофангидроксилаза-2; DA – дофамин; DOPAC – 3,4-дигидроксифенилуксусная 
кислота; 5-HIAA – 5-гидроксииндолуксусная кислота; 5-НТ – серотонин, HVA – гомованилиновая кислота, NA – нор-
адреналин; полиморфизм C1473G – замена цитозина на гуанин в положении 1473 гена Tph2.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Многочисленными исследованиями пока-
зано, что дисфункция серотониновой  (5-НТ) 
системы головного мозга вовлечена в патофи-
зиологию широкого спектра нервно-психи-
ческих заболеваний, в том числе алкогольных 
расстройств  [1–2]. Согласно литературным 
данным, полиморфизмы в генах, кодирующих 
ключевые элементы серотониновой систе-
мы мозга, такие как рецепторы 5-HT1B  [3], 
5-HT6 [4] и 5-HT2A [5], транспортер 5-HT [6], 
моноаминоксидаза А [7], могут обусловливать 
нарушения поведения, связанные с потребле-
нием алкоголя.

Триптофангидроксилаза-2 (TPH2) является 
ключевым ферментом синтеза 5-НТ в головном 

мозге, некоторые полиморфизмы в гене  TPH2 
человека ассоциированы с развитием нервно-
психических заболеваний, включая депрессию 
и биполярное аффективное расстройство [8, 9]. 
Однако участие этого фермента в патогенезе 
расстройств, связанных с употреблением алко-
голя, остается малоизученным. Было показа-
но, что у страдающих алкоголизмом больных 
повышены уровни мРНК  TPH2 и количества 
белка  ТПГ2 в дорзальных и медиальных ядрах 
шва среднего мозга [10]. Однако ряд работ, на-
правленных на выявление ассоциаций между 
различными полиморфизмами в гене  TPH2 
и расстройствами поведения, связанными с 
алкоголизмом, не показали однозначных ре-
зультатов  [11–14]. Таким образом, создание 
полноценных животных моделей для изучения 



БАЗОВКИНА и др.356

БИОХИМИЯ том 88 вып. 3 2023

роли гена TPH2 в регуляции эффектов алкоголя 
на поведение и нервную систему является акту-
альной задачей.

Полиморфизм C1473G (rs33849125) в 
гене Tph2 мыши представляет собой функцио-
нальную мутацию, результатом которой явля-
ется замена аминокислот в белке TPH2 (Pro447 
на Arg447), что, в свою очередь, приводит к дву-
кратному снижению активности фермента 
и изменениям в поведении  [15, 16]. В  нашей 
лаборатории были созданы конгенные линии 
мышей B6-1473C и B6-1473G, различающие-
ся только этой однонуклеотидной заменой в 
гене  Tph2  [16]. Было показано, что полимор-
физм C1473G в гене Tph2 вовлечен в эффекты 
неблагоприятных факторов среды (острый 
стресс, содержание при коротком фотоперио-
де) на нервную систему  [17–18]. Кроме этого, 
нами было обнаружено, что при остром введе-
нии этанол по-разному влияет на двигатель-
ную активность и тревожное поведение мы-
шей линий B6-1473C и B6-1473G [19], однако, 
как при этом такое введение алкоголя влияет 
на центральную нервную систему у животных 
этих линий, оставалось неизученным. Извест-
но, что однократная инъекция этанола может 
приводить к изменению метаболизма биоген-
ных моноаминов  [20], а также к активации 
экспрессии генов раннего ответа (например, 
гена c-fos) в мозге [21], при этом было показа-
но влияние генотипа на эти эффекты.

Целью работы было исследование эффек-
тов острого введения этанола на экспрессию 
гена раннего ответа c-fos, а также содержа-
ния серотонина, норадреналина  (NA), дофа-
мина  (DA) и их метаболитов в структурах 
мозга мышей конгенных линий B6-1473C и 
B6-1473G, различающихся однонуклеотидной 
заменой C1473G в гене триптофангидрокси-
лазы-2.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Опыты проводили на взрос-
лых (10–12  недель) самцах мышей конген-
ных линий B6-1473C (C/C) и B6-1473G (G/G), 
полученных в результате 9  возвратных скре-
щиваний самцов мышей F1[CC57BR(G/G)
xC57BL/6(C/C)] с самками линии  C57BL/6. 
Конгенные линии B6-1473C и B6-1473G, 
полученные на основе линии C57BL/6, раз-
личались только однонуклеотидной заме-
ной  C1473G в гене  Tph2  [16]. Вес животных 
составлял 25 ± 0,7 г, мышей содержали в плас-
тиковых клетках размером 40  ×  30  ×  15  см в 
стандартных условиях (температура  20–22 °С, 

относительная влажность  50–60%, с регули-
руемым световым режимом (14  ч света и  10  ч 
темноты)) со свободным доступом к стан-
дартной пище и воде. Генотипы животных, 
использованных в эксперименте, были допол-
нительно подтверждены, согласно протоколу 
генотипирования, описанному ранее  [16]. 
Исследование было выполнено на базе Центра 
генетических ресурсов лабораторных живот-
ных ФИЦ  Институт цитологии и генетики 
СО РАН (RFMEFI62119X0023).

Введение этанола и выведение животных 
из эксперимента. За 2  дня до эксперимента 
мышей рассаживали в индивидуальные клет-
ки. Введение раствора этанола (1,6  г/кг;  20%) 
осуществляли внутрибрюшинно  [22], мыши 
контрольных групп получали инъекцию физ-
раствора; через 40  мин после введения эта-
нола животных декапитировали. Выбор дозы 
алкоголя и времени его действия проводили 
по литературным данным, поскольку на гры-
зунах было показано, с одной стороны, увели-
чение уровня мРНК гена c-fos в течение часа 
при введении этанола в дозах 0,25–4  г/кг  [21, 
23]. С другой стороны, алкоголь может влиять 
на метаболизм биогенных аминов при таких 
параметрах введения [24].

На льду выделяли гипоталамус, фронталь-
ную кору, область прилежащих ядер, гиппо-
камп, стриатум, черную субстанцию, область 
среднего мозга. Выбор структур был обуслов-
лен тем, что гипоталамус, фронтальная кора, 
гиппокамп, стриатум являются чувствитель-
ными к нейротоксическому действию этанола 
на уровне экспрессии генов раннего реагиро-
вания [25–26]. Область ядер шва среднего моз-
га и черная субстанция являются основным 
местом локализации тел серотониновых  [8] и 
дофаминовых нейронов  [27] соответственно. 
Область прилежащих ядер и стриатум полу-
чают главным образом дофаминергические 
проекции, а гипоталамус, фронтальная кора, 
область прилежащих ядер, гиппокамп, стриа-
тум – серотонинергические проекции [8, 27].

При выделении структур мозга ориентиро-
вались на данные атласа мозга мыши [28]. Для 
лобной коры использовали следующие коорди-
наты: передне-задняя (anterior-posterior, AP) – 
от +1,6 до +2,8; латеральная (L) – от –2 до +2; 
толщина среза была около 1,5 мм. Гипоталамус 
рассекали по координатам АР – от +0,3 до –2,9; 
L  – от  –1 до  +1; дорсо-вентрально (dorsal-
ventral,  DV)  – от  3,2 до  5,8. Оба гиппокампа 
были рассечены от АР –0,8 до АР –2,9. Коор-
динаты полосатого тела: АР – от +1,3 до –1,0; 
L  – от  –2,4 до  –3,8 и от  +2,4 до  +3,8; DV  – 
от 2,4 до 3,8. Координаты области, содержащей 
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прилежащие ядра: AP  – от  +1,8 до  +1,2; L  – 
от  –1,7 до  –0,5 и от  0,5 до  1,7; DV  – от  4,2 
до  3,6. Для среднего мозга делали краниаль-
ный срез перед верхним бугорком  (АР  –3) 
и каудальный срез перед ромбовидной ям-
кой  (АР  –7,3), после чего бугорки удаляли. 
Черная субстанция рассекалась по координа-
там: AP – от –2,7 до –3,4; L – от –1,2 до –2,0 и 
от +1,2 до +2,0; DV – от 3,6 до 4,4.

Проводили две серии введения этанола: 
образцы тканей первой серии использовали 
для выделения РНК (число животных в группе 
составило 6–7  мышей), образцы второй се-
рии – для хроматографического анализа (чис-
ло животных в группе составило 7–8 мышей). 
Биоматериал замораживали в жидком азоте 
и хранили при  –70 °C до процедур выделе-
ния РНК или ВЭЖХ.

Выделение общей РНК. Общая РНК была 
выделена с помощью TRIzol Reagent («Life 
technologies», США), затем обработана ДНКа-
зой без РНКазной активности (RNase free 
DNase («Promega», США), 1000  о.е./мл) в со-
ответствии с инструкциями производителей. 
Оптическая плотность РНК была измерена 
на спектрофотометре («Nanodrop», США). 
РНК была разведена водой до концентрации 
0,125  мкг/мкл и хранилась при  –70 °С. При-
сутствие примесей геномной ДНК в препара-
тах РНК определяли в соответствии с протоко-
лом, описанным ранее [29, 30].

Реакцию обратной транскрипции прово-
дили по протоколу, описанному ранее  [25]. 
Общую  РНК (8  мкл или  1  мкг) смешивали 
со 180  нг статистического праймера длиной 
6  нуклеотидов (конечная концентрация прай-
мера составила 5  мкМ) и 2,25  мкМ стериль-
ного 1М KCl в объеме 16 мкл, денатурировали 
при 94 °C в течение 5  мин на амплификаторе 
БИС  М-120 («БИС-Н», Россия), затем добав-
ляли 15 мкл смеси, содержащей 0,5 М Tris-HCl, 
pH  8,3 (0,63  мкл); смесь трифосфатов 4  мM 
(3,63  мкл); 0,1  М  дитиотреитол (2,25  мкл); 
0,1 М MnCl2 (0,3 мкл); 2000 ед. обратной тран-
скриптазы MuMLV («Биосан», Россия) и 8 мкл 
воды, обработанной диэтилпирокарбонатом. 
Полученную смесь (конечным объемом 31 мкл) 
инкубировали при 41 °C в течение 60  мин. 
Синтезированную кДНК хранили при темпе-
ратуре –20 °C.

ОТ-ПЦР в реальном времени. Экспрес-
сию генов определяли с помощью количе-
ственного метода обратной транскрипции с 
последующей полимеразной цепной реак-
цией (ОТ-ПЦР), разработанного в нашей 
лаборатории  [24, 25]. Праймеры, исполь-
зуемые для амплификации кДНК исследуе-

мых генов  (табл.  1), разрабатывали на осно-
ве последовательностей, опубликованных в 
базе данных EMBL Nucleotide database, при 
помощи инструментов Oligoanalizer (https://
eu.idtdna.com/calc/analyzer) и Ensemble (https://
www.ensembl.org/ index.html) и синтезировали 
в компании «Биосан». Для проведения ПЦР в 
реальном времени 1  мкл кДНК смешивали c 
универсальным набором реагентов для прове-
дения ПЦР-РВ в присутствии красителя SYBR 
Green  I («Синтол», Россия) в соответствии с 
инструкцией производителя. ПЦР проводи-
ли на амплификаторе LightCycler  480 («Roche 
Applied Science», Швейцария) в соответствии 
со следующим протоколом: 95 °C  – 3  мин; 
затем 40  циклов: 95 °C  – 10  с; при соответ-
ствующей температуре отжига (табл. 1) – 30 с; 
72 °C  – 30  с. Серию разведений геномной 
ДНК с концентрацией 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 
8; 16; 32 и 64 нг/мкл амплифицировали одно-
временно в отдельных пробирках и использо-
вали как внешний экзогенный стандарт для 
построения калибровочной кривой. Калибро-
вочная кривая в координатах Ct (значение по-
рогового цикла) – lg P (десятичный логарифм 
количества стандарта ДНК) была построена 
автоматически программным обеспечением 
«LightCycler  480». Для контроля специфич-
ности амплификации использовали анализ 
кривой плавления ПЦР-продукта для каждого 
прогона каждой пары праймеров. Экспрес-
сия гена c-fos представлена как отношение 
количества кДНК исследуемого гена к 100 ко-
пиям гена ДНК-зависимой РНК-полимера-
зы 2 (rPol2), выполняющей функцию внутрен-
него стандарта [17, 29, 30].

Высокоэффективная жидкостная хромато-
графия  (ВЭЖХ). Содержание 5-HТ, его мета-
болита 5-HIAA (5-гидроксииндолуксусная 
кислота), норадреналина, дофамина и его 
метаболитов DOPAC (3,4-дигидроксифенил-
уксусная кислота) и HVA (гомованилиновая 
кислота) в мозге оценивали при ВЭЖХ по 
протоколу, описанному ранее  [31]. Образ-
цы мозга гомогенизировали в 150  мкл 0,6  М 

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров 
и их характеристики

Ген Нуклеотидная 
последовательность 5′→3′

Тотж., 
°C

Длина 
продукта 
ПЦР, п.н.

rPol2 F: tgtgacaactccatacaatgc
R: ctctcttagtgaatttgcgtact 60 194

c-fos F: aaagagaaggaaaaactggag
R: cggaaacaagaagtcatcaa 58 264
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перхлората  (HClO4), смесь центрифугировали 
15  мин при 4 оС и 14  000  об./мин для осаж-
дения белка. Затем отбирался супернатант, 
который разбавляли бидистиллированной 
водой в 2  раза. Оставшийся осадок хранили 
при  –20 оС для последующего определения 
белка по Брэдфорду [31]. Супернатант (20 мкл) 
вводили в петлю системы ВЭЖХ, которая со-
стояла из следующих компонентов: электро-
химический детектор (750 мВ, DECADE IITM) 
и проточный элемент из стеклоуглерода (ячей-
ка VT-03, 3 мм GC sb) («Antec», Нидерланды), 
системный контроллер CBM-20A, блок подачи 
растворителя LC-20AD, автоматический про-
боотборник SIL-20A и дегазатор DGU-20A5R 
(«Shimadzu Corporation», США). Хроматогра-
фическое разделение веществ осуществляли 
в изократическом режиме элюирования при 
скорости потока 0,6  мл/мин на колонке Luna 
5  мкм  C18, L  ×  ID  75  ×  4,6  мм, защищенной 
предколонкой  C8 («Penomenex», США). По-
движная фаза состояла из 90%-ного буфера, 
содержащего 50  мМ дигидроортофосфата ка-
лия («Sigma Aldrich», США), 1,4 мМ натриевой 
соли октансульфоновой кислоты («Chimmed», 
Россия) и 0,05  мМ этилендиаминтетрауксус-
ной кислоты («Sigma Aldrich», США) рН 3,9 и 
10%  метанола («Chimmed»). Для построения 
калибровочной кривой внешних стандартов 
использовали серию растворов, содержащих 
0,5; 1 и  2  нг каждого исследуемого вещества 
(«Sigma Aldrich»). Высота пиков была оценена 
при помощи программы LabSolution LG/GC 
(«Shimadzu», США) и калибрована на соответ-
ствующий внешний стандарт. Концентрации 
биогенных аминов выражали в нг/мг белка.

Статистика. Результаты представляли 
как m  ±  SEM и сравнивали в программе 
STATISTICA  8.0 с использованием двухфак-
торного дисперсионного анализа ANOVA 
(факторы «генотип» и «этанол») с последую-
щим межгрупповым сравнением методом LSD 
по Фишеру. Нормальность выборок определя-
ли по критерию Колмогорова–Смирнова с по-
правкой Лиллиефорса и критерию Шапиро–
Уилка. Достоверными считались различия 
с p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспрессия гена c-fos. Двухфакторный дис-
персионный анализ выявил эффект этанола 
(F1,22  =  5,23; p  <  0,05) и взаимодействия фак-
торов (F1,22 = 9,85; p < 0,01) для уровня мРНК 
гена c-fos во фронтальной коре, при этом 
эффект генотипа был обнаружен на уровне 
тенденции (F1,22  =  3,36, р  =  0,08). Пост-хок-
анализ показал достоверное увеличение экс-
прессии гена c-fos во фронтальной коре по-
сле введения этанола только у мышей линии 
B6-1473G (p  <  0,01)  (рис.  1). Были найдены 
существенные эффекты генотипа (F1,22 = 24,15; 
p  <  0,001), этанола (F1,22  =  16,22; p  <  0,001) и 
взаимодействия этих факторов (F1,22  =  23,74; 
p  <  0,001) для уровня мРНК гена c-fos в гип-
покампе. Анализ межгрупповых сравнений 
показал, что рост уровня экспрессии этого 
гена, обусловленный введением этанола, на-
блюдался в гиппокампе только мышей линии 
B6-1473С (p  <  0,001)  (рис.  1). В  стриатуме 
для уровня мРНК гена c-fos был обнаружен 

Рис. 1. Влияние острого введения этанола на экспрессию гена c-fos в структурах мозга мышей линий B6-1473C (C/C) 
и B6-1473G (G/G). Экспрессия генов представлена как отношение количества кДНК исследуемых генов к 100 копиям 
кДНК rPol2; n = 6–7 животных в группе. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 по сравнению с мышами соответствующей 
контрольной группы
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Рис. 2. Влияние острого введения этанола на содержание серотонина (а), его метаболита 5-HIAA (б) и индекс метабо-
лизма серотонина 5-HIAA/5-НТ (в) в структурах мозга мышей линий B6-1473C (C/C) и B6-1473G (G/G); n = 7–8 жи-
вотных в группе. * p < 0,05, ** p < 0,01 по сравнению с мышами соответствующей контрольной группы
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эффект этанола (F1,22  =  8,52; p  <  0,01), но не 
генотипа (F1,22 < 1) и взаимодействия факторов 
(F1,22 < 1). Уровень мРНК гена c-fos был выше 
в стриатуме мышей B6-1473G, подвергавшихся 
острой алкоголизации по сравнению с мыша-
ми контрольной группы (p < 0,05). В гипотала-
мусе для уровня мРНК гена c-fos был найден 
эффект этанола (F1,20 = 4,59; p < 0,05), эффект 
генотипа на уровне тенденции (F1,20  =  3,36; 
p = 0,08) и не было обнаружено эффекта взаи-
модействия факторов (F1,22  <  1). Анализ меж-
групповых сравнений не показал никаких 
различий (рис. 1).

Содержание серотонина и его метаболита 
5-HIAA. Результаты дисперсионного анали-
за влияния факторов «генотип», «этанол» 
и их взаимодействия на уровень 5-HT, его 
мета болита 5-HIAA и индекс метаболизма 
серотонина 5-HIAA/5-HT в структурах мозга 
мышей линий В6-1473С и В6-1473G, подвер-
гавшихся острому введению этанола, пред-
ставлены в  табл. 2. Анализ межгрупповых 
сравнений показал, что после инъекции алко-
голя содержание 5-НТ в среднем мозге снизи-
лось у мышей B6-1473G (p < 0,01) и выросло 
на уровне тенденции (р = 0,069) у животных 

Таблица 2. Результаты дисперсионного анализа влияния факторов «генотип», «этанол» и их взаимодействия на уровень 
5-HT, его метаболита 5-HIAA и индекс метаболизма серотонина 5-HIAA/5-HT в структурах мозга мышей линий 
В6-1473С и В6-1473G, подвергавшихся острому введению этанола

Структура Генотип Этанол Генотип × Этанол

5-HT

Гипоталамус F1,25 < 1 F1,25 = 1,09; p > 0,05 F1,25 = 2,14; p > 0,05

Фронтальная кора F1,25 < 1 F1,25 < 1 F1,25 < 1

Прилежащие ядра F1,25 < 1 F1,25 < 1 F1,25 < 1

Гиппокамп F1,26 = 1,08; p > 0,05 F1,26 = 3,71; p = 0,065 F1,26 < 1

Стриатум F1,26 = 11,98; p < 0,01 F1,26 < 1 F1,26 = 1,98; p > 0,05

Средний мозг F1,26 = 25,75; p < 0,001 F1,26 < 1 F1,26 = 12,37; p < 0,01

5-HIAA

Гипоталамус F1,25 < 1 F1,25 < 1 F1,25 = 3,57, p = 0,07

Фронтальная кора F1,25 < 1 F1,25 = 1,90, p > 0,05 F1,25 < 1

Прилежащие ядра F1,25 < 1 F1,25 = 1,13; p > 0,05 F1,25 = 5,06; p < 0,05

Гиппокамп F1,26 = 2,71; p > 0,05 F1,26 < 1 F1,26 < 1

Стриатум F1,26 = 11,03; p < 0,01 F1,26 < 1 F1,26 = 12,19; p < 0,01

Средний мозг F1,26 = 6,19; p < 0,05 F1,26 = 1,99; p > 0,05 F1,26 < 1

5-HIAA/5-HT

Гипоталамус F1,25 < 1 F1,25 < 1 F1,25 = 4,62; p < 0,05

Фронтальная кора F1,25 < 1 F1,25 = 2,69; p > 0,05 F1,25 < 1

Прилежащие ядра F1,25 < 1 F1,25 = 1,04; p > 0,05 F1,25 = 4,66; p < 0,05

Гиппокамп F1,26 < 1 F1,26 = 5,02; p < 0,05 F1,26 < 1

Стриатум F1,26 = 1,07; p > 0,05 F1,26 = 2,04; p > 0,05 F1,26 = 4,11; p < 0,05

Средний мозг F1,26 = 5,83; p < 0,05 F1,26 < 1 F1,26 = 8,08; p < 0,01

Примечание. Жирным шрифтом выделены статистически значимые результаты.
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линии B6-1473С (рис.  2,  а). Пост-хок-анали-
зом было обнаружено падение уровня 5-HIAA 
в области прилежащих ядер мышей В6-1473С 
(p < 0,05) и в стриатуме мышей B6-1473G 
(p < 0,05), получавших этанол, по сравнению 
с контролем  (рис.  2,  б). Индекс метаболизма 
серотонина, определяемый как 5-HIAA/5-HT, 
снижался для области прилежащих ядер мы-
шей В6-1473С (p < 0,05), а также гиппокам-
па  (p < 0,05) и стриатума мышей B6-1473G 
(p < 0,05) после введения этанола  (рис.  2,  в). 
Примечательно, что для среднего мозга этот 
показатель на уровне тенденции уменьшился у 
животных линии В6-1473С (р = 0,054) и увели-
чился у мышей B6-1473G (р  =  0,056) под дей-
ствием алкоголя (рис. 1, в).

Содержание дофамина и его метаболитов 
DOPAC и HVA. Результаты дисперсионного ана-
лиза влияния факторов «генотип», «этанол» и 
их взаимодействия на уровень DA, его метабо-
литов DOPAC, HVA и индекс метаболизма до-
фамина DOPAC + HVA/DA в структурах мозга 

мышей линий В6-1473С и В6-1473G, подвергав-
шихся острому введению этанола, представле-
ны в  табл.  3. Анализ межгрупповых сравнений 
не выявил различий ни в одной из исследо-
ванных структур по содержанию дофамина у 
животных обеих линий (p  >  0,05)  (рис.  3,  а). 
Однако в результате пост-хок-анализа было 
обнаружено, что уровень DOPAC в стриату-
ме повысился у мышей В6-1473С (p  <  0,05) и 
упал – у животных B6-1473G (p  <  0,05), полу-
чавших этанол (рис. 3, б). Кроме этого, анализ 
межгрупповых сравнений не выявил различий 
ни в одной из исследованных структур по со-
держанию  HVA и индексу метаболизма дофа-
мина DOPAC + HVA/DA у мышей обеих линий 
(p > 0,05) (рис. 3, в и г).

Содержание норадреналина. Двухфактор-
ный дисперсионный анализ выявил эффект 
этанола (F1,25 = 7,53; p < 0,05) и взаимодействия 
факторов (F1,25 = 6,64; p < 0,05) для уровня 
норадреналина в гипоталамусе, при этом не 
было обнаружено эффекта генотипа (F1,25  <  1). 

Таблица 3. Результаты дисперсионного анализа влияния факторов «генотип», «этанол» и их взаимодействия на 
уровень  DA, его метаболитов DOPAC,  HVA и индекс метаболизма дофамина DOPAC  +  HVA/DA в структурах мозга 
мышей линий В6-1473С и В6-1473G, подвергавшихся острому введению этанола

Структура Генотип Этанол Генотип × Этанол

DA

Прилежащие ядра F1,25 = 1,91; p > 0,05 F1,25 < 1 F1,25 < 1

Черная субстанция F1,25 < 1 F1,25 < 1 F1,25 < 1

Стриатум F1,26 = 47,95; p < 0,001 F1,26 < 1 F1,26 = 2,01; p = 0,055

DOPAC

Прилежащие ядра F1,25 = 3,26; p = 0,08 F1,25 < 1 F1,25 = 1,08; p > 0,05

Черная субстанция F1,25 < 1 F1,25 < 1 F1,25 < 1

Стриатум F1,26 = 6,38; p < 0,05 F1,26 < 1 F1,26 = 10,05; p < 0,01

HVA

Прилежащие ядра F1,25 < 1 F1,25 < 1 F1,25 = 4,05; p = 0,056

Черная субстанция F1,25 < 1 F1,25 < 1 F1,25 < 1

Стриатум F1,26 = 6,80; p < 0,001 F1,26 < 1 F1,26 = 1,99; p > 0,05

DOPAC + HVA/DA

Прилежащие ядра F1,25 = 1,62; p > 0,05 F1,25 < 1 F1,25 = 2,14; p > 0,05

Черная субстанция F1,25 < 1 F1,25 < 1 F1,25 < 1

Стриатум F1,26 = 14,36; p < 0,001 F1,26 < 1 F1,26 < 1

Примечание. Жирным шрифтом выделены статистически значимые результаты.
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Рис. 3. Влияние острого введения этанола на содержание дофамина (а) и его метаболитов DOPAC (б), HVA (в) и индекс 
метаболизма дофамина DOPAC  +  HVA/DA  (г) в структурах мозга мышей линий B6-1473C (C/C) и B6-1473G (G/G); 
n = 7–8 животных в группе. * p < 0,05 по сравнению с мышами соответствующей контрольной группы
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Рис. 4. Влияние острого введения этанола на содержание норадреналина в структурах мозга мышей линий B6-1473C 
(C/C) и B6-1473G (G/G); n  =  7–8 животных в группе. **  p  <  0,01 по сравнению с мышами соответствующей 
контрольной группы

Пост-хок-анализ показал достоверное сниже-
ние уровня этого нейромедиатора в гипотала-
мусе после введения этанола только у мышей 
линии B6-1473С (p  <  0,01)  (рис.  4). Не было 
обнаружено достоверного влияния ни генотипа 
(F1,26 = 3,93; p = 0,058), ни этанола (F1,26 = 1,98; 
p  >  0,05), ни взаимодействия этих факторов 
(F1,26  <  1) для фронтальной коры. Также дис-
персионный анализ не выявил эффектов гено-
типа (F1,25 < 1), этанола (F1,25 < 1) и взаимодей-
ствия этих факторов (F1,25  =  2,77; p  >  0,05) для 
содержания норадреналина в области при-
лежащих ядер. Было найдено влияние эта-
нола (F1,26  =  6,52; p  <  0,05), но не генотипа 
(F1,26  =  1,88; p  >  0,05) и взаимодействия этих 
факторов (F1,26  <  1) для уровня норадреналина 
в гиппокампе. Анализ межгрупповых сравне-
ний выявил лишь повышение на уровне тен-
денции содержания этого нейромедиатора в 
гиппокампе мышей В6-1473G (р  =  0,66). Для 
среднего мозга дисперсионным анализом был 
зафиксирован значительный эффект гено-
типа (F1,25  =  15,61; p  <  0,001), но не этанола 
(F1,26  =  3,95; p  =  0,058) и не взаимодействия 
этих факторов (F1,26  <  1). Анализ межгруппо-
вых сравнений не выявил различий между кон-
трольной и опытной группами мышей обеих 
линий по уровню норадреналина в среднем 
мозге (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Целью данной работы было выяснение 
роли полиморфизма C1473G в гене Tph2 в эф-

фектах острого действия этанола на нервную 
систему мышей. Для этого мы исследовали 
влияние острого введения этанола на экспрес-
сию гена раннего ответа c-fos и метаболизм 
биогенных аминов в структурах мозга мышей 
конгенных линий B6-1473C и B6-1473G, раз-
личающихся однонуклеотидной заменой 
C1473G в гене Tph2 и, как следствие, – функ-
циональной активностью фермента [16].

По литературным данным, рост экспрессии 
гена с-fos является показателем нейрональной 
активности в мозге после воздействий, вклю-
чая острую алкогольную интоксикацию  [25, 
32–33]. Увеличение уровня мРНК гена c-fos 
в течение часа может наблюдаться при введе-
нии этанола в дозах 0,25–4 г/кг [21, 23]. Однако 
некоторые исследователи отмечают, что, хотя 
рост экспрессии гена или белка c-Fos может 
дать важную информацию об активированных 
путях сигналинга, отрицательный результат не 
обязательно указывает на то, что активность 
нейронов не повышалась в результате экспери-
ментальных манипуляций [34]. В нашей работе 
острое введение этанола по-разному изменило 
паттерны экспрессии гена c-fos в структурах 
мозга: увеличение мРНК с-fos наблюдалось в 
гиппокампе мышей линии B6-1473C (с нор-
мальной активностью ТПГ2) и во фронтальной 
коре и стриатуме мышей линии B6-1473G (со 
сниженнной на 50% активностью ТПГ2). При-
мечательно, что в проведенном ранее экспери-
менте по изучению эффекта острого (30  мин) 
эмоционального стресса экспрессия гена с-fos 
значительно увеличивалась у мышей обеих ли-
ний и в коре, и в гиппокампе [17].
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Различные исследования показали, что 
острое введение этанола может приводить как 
к увеличению, так и к уменьшению уровня 
5-HT и его основного метаболита 5-HIAA во 
всем мозге и/или различных областях мозга, 
или вообще не оказывать влияния на эти па-
раметры [35, 36]. Эти противоречия, вероятно, 
можно объяснить тем, что в описанных рабо-
тах используются различные виды и линии 
животных и дизайны экспериментов (дозы 
этанола, способ его введения, временные ин-
тервалы и  т.д.). В  нашем исследовании боль-
ше изменений в метаболизме серотониновой 
системы мозга после введения этанола демон-
стрировали мыши линии B6-1473G, у которых 
наблюдалось достоверное снижение содержа-
ния 5-НТ в области ядер шва среднего мозга 
и метаболита – в стриатуме, а также уменьше-
ние индекса метаболизма 5-НТ в гиппокампе 
и стриатуме. В  то же время у мышей линии 
B6-1473C наиболее чувствительной к острому 
действию этанола оказалась область прилежа-
щих ядер, где наблюдалось снижение 5-HIAA 
и индекса метаболизма нейромедиатора. Весь-
ма примечательно, что изменения в показателе 
5-HIAA/5-HT для области ядер шва среднего 
мозга носили разнонаправленный характер 
(хотя и на уровне тенденции): уменьшение 
для мышей B6-1473C и увеличение для мышей 
B6-1473G. Поскольку область ядер шва сред-
него мозга является основным местом локали-
зации тел серотониновых нейронов [8], можно 
предположить связь обнаруженного эффекта 
введения этанола с особенностями 5-НТ-си-
стемы мозга мышей B6-1473G. Важно отме-
тить – несмотря на то что замена цитозина на 
гуанин в положении  1473 гена  Tph2 приводит 
к существенному снижению активности фер-
мента  ТПГ2, между контрольными группами 
линий B6-1473G и B6-1473С не было найдено 
достоверных различий в уровне серотонина, 
что согласуется с более ранними исследова-
ниями  [16, 37]. Этот факт может быть объ-
яснен развитием компенсаторных процессов 
в серотонинергической системе мозга у мы-
шей B6-1473G (вследствие снижения актив-
ности  ТПГ2), одним из которых является де-
сенситизация пресинаптических рецепторов 
5-НТ1А, локализованных в области ядер шва 
среднего мозга и осуществляющих регуля-
цию высвобождения серотонина по принципу 
«обратной связи»  [38]. Механизмы действия 
острого введения этанола на высвобождение 
5-НТ до сих пор остаются не до конца ясны. 
Считается, что в регуляции этих процессов 
значительную роль играет активность пре-
синаптических 5-НТ1А-ауторецепторов  [39]. 

Предположительно, острое введение этанола 
нарушает у мышей B6-1473G баланс компен-
саторных процессов в области среднего моз-
га, и 5-НТ нейромедиаторная система мышей 
этой линии оказывается более чувствительной 
к алкоголю. Это предположение согласуется 
с данными литературы, демонстрирующими 
увеличение чувствительности ауторецепто-
ров 5-НТ1А вследствие действия этанола  [40]. 
Нужно отметить, что 30-минутный рестрик-
ционный стресс оказал большее влияние на 
метаболизм 5-НТ-системы животных линии 
B6-1473С  [17]. Данные этого эксперимента и 
результаты нашей работы свидетельствуют о 
разных механизмах регуляции эффектов ост-
рого эмоционального стресса и острого вве-
дения этанола у мышей линий B6-1473G и 
B6-1473С на 5-НТ-систему мозга и экспрессию 
гена раннего ответа с-fos.

Другими важными нейромедиаторами, уча-
ствующими в контроле этанол-индуцирован-
ных эффектов на нервную систему, являются 
дофамин и норадреналин [41–42]. В данной ра-
боте острое введение этанола оказало разнона-
правленный эффект на изменение содержания 
метаболита дофамина DOPAC в стриатуме: об-
наружено снижение у мышей B6-1473G, а также 
повышение – у мышей B6-1473С. Последний 
результат косвенно может свидетельствовать 
об увеличении внеклеточного дофамина в об-
ласти стриатума под действием этанола, что 
согласуется с данными литературы  [43]. Ранее 
было показано, что полиморфизм C1473G в 
гене  Tph2 влияет на метаболизм DA-системы 
мозга, приводя к снижению уровней DA и 
DOPAC в среднем мозге и стриатуме [44], одна-
ко механизм этого влияния остается пока неяс-
ным. Вероятно, измененная регуляция дофа-
миновой нейромедиаторной системы у мышей 
линии B6-1473G обусловила различие в ответах 
введения этанола на эту систему мозга у живот-
ных обеих линий. Также в нашем исследова-
нии острая алкоголизация привела к падению 
содержания норадреналина в гипоталамусе, но 
только у мышей линии B6-1473С, что согласу-
ется с данными о большей чувствительности к 
острому стрессу животных этой линии [17].

Таким образом, полиморфизм C1473G 
в гене  Tph2 участвует в регуляции эффектов 
острого введения этанола на экспрессию гена 
раннего ответа c-fos и метаболизм важней-
ших нейромедиаторов, таких как серотонин и 
катехоламины. Результаты настоящей работы 
говорят о том, что линии мышей B6-1473G и 
B6-1473С являются перспективными для из-
учения роли  ТПГ2 в регуляции эффектов ал-
коголя на центральную нервную систему.
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THE ROLE OF C1473G POLYMORPHISM 
IN TRIPTOPHANHYDROXYLASE-2 GENE IN THE ACUTE ETHANOL 

EFFECTS ON c-fos GENE EXPRESSION AND METABOLISM 
OF BIOGENIC AMINES IN BRAIN OF MICE

D. V. Bazovkina*, D. V. Fursenko, V. S. Naumenko, and A. V. Kulikov

Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of Russian Academy of Sciences, 
630090 Novosibirsk, Russia; E-mail: daryabazovkina@gmail.com

Tryptophan hydroxylase-2 is a key enzyme in the synthesis of the neurotransmitter serotonin, which plays 
an important role in the mechanisms of regulation of a wide range of physiological functions and behaviors. 
In this work, we studied the effect of acute ethanol administration on the expression of the c-fos early response 
gene and the metabolism of serotonin and catecholamines in the brain structures of B6-1473C and B6-1473G 
congenic mice, which differ in the C1473G single-nucleotide substitution in the Tph2 gene and enzyme activity. 
Acute alcoholization led to a significant increase in c-fos gene expression in the frontal cortex and striatum 
of B6-1473G mice and the hippocampus of B6-1473C mice. The introduction of ethanol caused a decrease in 
the index of serotonin metabolism in the nucleus accumbens in B6-1473C mice, as well as in the hippocampus 
and striatum of B6-1473G mice. Also, ethanol led to a decrease in the level of norepinephrine in the hypo-
thalamus in B6-1473C mice. Thus, the C1473G polymorphism in the Tph2 gene has a significant effect on 
changes in the c-fos gene expression pattern and metabolism of biogenic amines in the brain induced by acute 
ethanol administration.

Keywords: ethanol, C1473G polymorphism, tryptophan hydroxylase-2, c-fos gene, serotonin, dopamine, 
norepinephrine, mouse



БИОХИМИЯ, 2023, том 88, вып. 3, с. 368 – 387

368

УДК 577.25;577.151;616.89-008.48

ДИФФЕРЕНЦИРОВАННЫЙ ПОДХОД 
К ФАРМАКОТЕРАПИИ РАССТРОЙСТВ АУТИСТИЧЕСКОГО СПЕКТРА: 

БИОХИМИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ

Обзор

© 2023 И.С. Бокша*, Т.А. Прохорова, О.К. Савушкина, Е.Б. Терешкина, Г.Ш. Бурбаева

ФГБНУ «Научный центр психического здоровья», 
115522 Москва, Россия; электронная почта: boksha_irina@mail.ru

Поступила в редакцию 01.11.2022
После доработки 24.11.2022

Принята к публикации 25.11.2022

Расстройства аутистического спектра  (РАС)  – это высоко гетерогенные нейроонтогенетические 
заболевания, вызываемые сложным взаимодействием многочисленных генетических факторов 
и факторов внешней среды, приводящим к нарушениям формирования нервной системы на ранних 
этапах развития. В настоящее время отсутствуют общепринятые фармакологические методы лече-
ния нарушений социальной коммуникации и ограниченных и повторяющихся моделей поведения, 
так называемых ядерных симптомов РАС. В качестве причин неудач клинических испытаний фар-
макотерапии РАС рассматриваются, в частности, недостаток знаний о биологических основах РАС, 
отсутствие клинически значимых биохимических параметров, отражающих нарушение сигналь-
ных молекулярных каскадов, управляющих развитием и функционированием нервной системы, 
и  отсутствие методов выделения гомогенных по клиническим и биологическим показателям под-
групп больных. В настоящем обзоре рассмотрены возможности применения дифференцированного 
клинико-биологического подхода к целевому поиску фармакотерапии РАС с акцентом на биохими-
ческие маркеры, связанные с РАС, и попытки стратификации пациентов по биохимическим пока-
зателям. Обсуждается использование подхода «мишень-ориентированная терапия и оценка состоя-
ния мишени до лечения и в процессе лечения для возможного выделения больных с положительным 
ответом на лечение» на примере опубликованных результатов клинических испытаний. Сделан 
вывод о том, что выявление биохимических показателей для выделения подгрупп больных РАС тре-
бует проведения исследований на больших выборках, отражающих клиническое и биологическое 
разнообразие больных с РАС, и использования единых подходов для проведения подобных иссле-
дований. Комплексный подход, включающий клинические наблюдения, клинико-психологическую 
оценку поведения пациентов, изучение анамнеза и составление индивидуальных молекулярных 
профилей, должен стать новой стратегией для стратификации и выделения подгрупп пациентов 
с РАС для клинических испытаний фармакотерапии, а также для оценки её эффективности.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: расстройства аутистического спектра, фармакотерапия, биомаркеры, молекуляр-
ные мишени.

DOI: 10.31857/S0320972523030028, EDN: QWDYQR

Принятые сокращения: АВП – аргинин-вазопрессин; ГАМК – гамма-аминомасляная кислота; МРС – магнитно-
резонансная спектроскопия; 5-МТГФ – 5-метилтетрагидрофолат; ОТ – окситоцин; ОТР – рецептор окситоцина; РАС – 
расстройства аутистического спектра; РКИ – рандомизированные контролируемые испытания; СМЖ – спинномозговая 
жидкость; Х-ФРА – синдром ломкой Х-хромосомы; Akt – RAC-alpha серин-треониновая протеинкиназа; CARS – шкала 
оценки детского аутизма; E/I – равновесие возбуждения/торможения; FMRP – белок, ассоциируемый с синдромом лом-
кой X-хромосомы; FR – рецептор фолата; FRab – аутоантитела к рецептору фолата; Glx – суммарная концентрация глу-
тамин + глутамат; 5-HT – серотонин; 5-НТТ – белок-переносчик серотонина; mTOR – протеинкиназа, механистическая 
мишень рапамицина у млекопитающих.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Расстройства аутистического спектра (РАС) – 
это гетерогенные многофакторные нарушения 

развития нервной системы (нейроонтогенеза), 
при которых общими характеристиками фено-
типа являются нарушения социального взаимо-
действия, общения и стереотипное поведение 



ФАРМАКОТЕРАПИЯ АУТИСТИЧЕСКИХ РАССТРОЙСТВ 369

БИОХИМИЯ том 88 вып. 3 2023

(так называемые ядерные симптомы  РАС). 
С клинической точки зрения, РАС представля-
ют собой неоднородную группу расстройств, 
включающих различные нозологические де-
финиции по Международной классификации 
болезней  (МКБ-10): синдром Аспергера, дет-
ский аутизм, атипичный аутизм, гиперактив-
ное расстройство, сочетающееся с умеренной 
умственной отсталостью и стереотипными дви-
жениями, другие дезинтегративные расстрой-
ства детского возраста – всё это обозначается 
в западных клинико-биологических исследо-
ваниях термином «идиопатический аутизм». 
РАС  также встречаются при многих хромо-
сомных и генетических синдромах, включая 
моногенные, и эти формы называют синдром-
ными РАС [1, 2].

РАС характеризуются широким диапазо-
ном и гетерогенностью проявлений, что свя-
зано с разными этиологическими факторами 
и различной нейробиологической основой  [3]. 
В  клинической практике диагноз РАС выстав-
ляется на основании картины клинических 
симптомов без определения этиологии, а в слу-
чае синдромных форм диагноз РАС сопутствует 
основному и подтверждается генетическими 
анализами. Ключевые нейробиологические ме-
ханизмы РАС при постановке диагноза опреде-
лить очень сложно.

В патогенез РАС вносят вклад многочис-
ленные генетические факторы, предопреде-
ляющие нейроонтогенетические нарушения. 
Также велик вклад влияния факторов внешней 
среды, когда сложное взаимодействие различ-
ных факторов приводит к нарушениям фор-
мирования нервной системы на ранних эта-
пах развития. Нейробиологические нарушения 
включают аномальную активность сигнальных 
каскадов, участвующих в росте и дифферен-
цировке нервной ткани, запуск аутоиммунных 
процессов, развитие окислительного стресса, 
нарушения функционирования и взаимодей-
ствия нейромедиаторных систем. С  помощью 
ряда экспериментальных платформ обнару-
жены ключевые узлы нарушений в основных 
компонентах сигнальных каскадов, связанных 
с развитием нейронов и передачей импульсов 
между ними, метаболизмом и поддержанием 
гомеостаза, к которым «сходятся» биохими-
ческие пути или которые имеют место при 
различных РАС, а также с регуляцией иммун-
ной системы и нейровоспалением [4].

Несмотря на интенсивные исследования 
и существенный прогресс в изучении этио-
логии и патогенеза РАС, на сегодняшний день 
отсутствуют эффективные лекарственные пре-
параты для воздействия на ядерные симпто-

мы  РАС. Возможности фармакотерапии  РАС 
сводятся в основном к облегчению симптомов 
патологических состояний, сопутствующих 
РАС (эпилептических припадков, нарушений 
поведения и сна).

Недавний метаанализ данных по 41 лекар-
ственному средству и  17  пищевым добавкам 
из  125  рандомизированных контролируемых 
испытаний (РКИ) (n = 7450 участников среди 
детей/подростков (средний возраст 8,2  года)) 
и 18 РКИ (n = 1104 участников среди взрослых 
(средний возраст 24,6  года))  [5] показал, что 
по меньшей мере один из ядерных симптомов 
поддаётся коррекции у детей/подростков дей-
ствием следующих препаратов: арипипразол 
(трудности в общении и стереотипное пове-
дение), атомоксетин (стереотипное поведе-
ние), буметанид (стереотипное поведение) и 
рисперидон (трудности в общении, стерео-
типное поведение). Что касается взрослых 
пациентов, улучшение в домене стереотип-
ное поведение отмечалось при приёме флуок-
сетина, флувоксамина, окситоцина  (ОТ) или 
рисперидона, однако рисперидон, сульфора-
фан, баловаптан и  ОТ не оказались эффек-
тивными в отношении тяжести ядерных сим-
птомов аутизма в целом, хотя при применении 
сульфорафана была отмечена тенденция к 
улучшению. Кроме того, были отмечены неко-
торые признаки улучшения при применении 
карнозина, галоперидола, фолиевой кислоты, 
гуанфацина, омега-3-жирных кислот, пробио-
тиков, сульфорафана, тидеглусиба и вальпро-
ата. Достоверность этих оценок была низкой, 
за исключением ОТ  (умеренная). Лекарства 
существенно различались по степени облегче-
ния тяжести сопутствующих симптомов и по-
бочным эффектам [5].

Таким образом, хотя некоторые лекар-
ства из обширного списка препаратов с со-
вершенно разными мишенями и механиз-
мами действия и оказались способными 
воздействовать на ядерные симптомы, этот 
эффект может быть вторичным по отношению 
к снижению тяжести сопутствующих симпто-
мов, а результаты исследований плохо воспро-
изводятся.

Исследования в области психофармако-
логии при РАС сталкиваются с такими основ-
ными препятствиями, как гетерогенность 
этиологии и, как следствие, большая межин-
дивидуальная вариабельность в клинических 
реакциях и побочных эффектах в популяции 
больных  РАС  [6] и отсутствие поддающихся 
количественной оценке идентифицированных 
и верифицированных биохимических пара-
метров, отражающих нарушение сигнальных 
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молекулярных каскадов, управляющих раз-
витием и функционированием нервной систе-
мы  [7, 8]. Поэтому, очевидно, почему до сих 
пор отсутствует универсальный лекарствен-
ный препарат, направленный на облегчение 
тяжести ядерных симптомов аутизма.

В качестве причин неудач большинства 
клинических испытаний лекарственных пре-
паратов для лечения основных симптомов 
РАС также рассматривают недостаток знаний 
о биологических основах  РАС (т.е.  отсутствие 
чётко определённых мишеней лечения), отсут-
ствие объективных диагностических биомар-
керов, маркеров для предсказания результата 
лечения и мониторинга и единых подходов к 
стратификации (отбору групп) больных при 
клинических исследованиях. Использование 
«универсального» подхода к лечению (т.е. при-
менение одинаковой терапии у пациентов с 
недифференцированными формами  РАС) и к 
оценке клинических изменений при лечении 
негативно сказывается на итогах клинических 
испытаний [9–15].

Кроме того, существенным аспектом био-
логических исследований  РАС является необ-
ходимость учёта возраста больных. При по-
становке диагноза  РАС важно определить, 
насколько тяжесть специфических симптомов 
сочетается с наличием генетических или неге-
нетических факторов, включая функциональ-
ные показатели изменений в  ЦНС, и прини-
мать во внимание их соответствующее влияние 
на траекторию нервного и психического раз-
вития (гармоничность и соответствие возраст-
ным рамкам) для того, чтобы наилучшим обра-
зом подобрать персонализированное лечение 
с учётом конкретных симптомов. В  связи с 
этим подчёркивается важность биомаркеров, 
связанных с развитием и функционированием 
нервной системы и ответственных за проявле-
ние определённого фенотипа(ов) в определён-
ные периоды развития, соответствующего воз-
растной норме [16].

Между тем в России и за рубежом в кли-
нико-биологических исследованиях и испы-
таниях новых лекарственных препаратов в 
последнее время предлагается подкреплять 
клиническую диагностику исследованиями 
биомаркеров  [17–22]. В  частности, приме-
нение нейролептиков при  РАС, так диску-
тируемое в мировой детской психиатрии, в 
России рекомендовано лишь для узких, чёт-
ко охарактеризованных подгрупп пациентов 
с  РАС (с диагнозами подрубрик F84.02 (дет-
ский психоз) и F84.12 (атипичный детский 
психоз)), причём диагнозы должны быть об-
основаны клинически и подкреплены био-

химическими/иммунологическими/нейрофи-
зиологическими маркерами [17, 23]. В случаях 
РАС, не относящихся к моногенным синдром-
ным формам и с неустановленной этиологией, 
называемых в западной литературе «идиопа-
тическими» РАС, целенаправленный феноти-
пический отбор групп пациентов по биохими-
ческим показателям, хотя и трудно реализуем, 
но возможен.

Цель написания обзора  – систематика и 
описание попыток применения дифференци-
рованного клинико-биологического подхода 
к целевому поиску фармакотерапии  РАС, при 
этом основной акцент сделан на биохимичес-
ких путях и маркерах, связанных с РАС, и по-
пытках стратификации пациентов по биохими-
ческим показателям. В  настоящей работе мы 
рассматриваем возможность использования под-
хода «мишень-ориентированная терапия и оцен-
ка степени отклонения от контрольных значе-
ний базовых (исходных) значений параметров, 
отражающих состояние мишени, и их измене-
ние в процессе лечения» на примере опублико-
ванных результатов клинических испытаний.

ПОИСК БИОМАРКЕРОВ 
ДЛЯ СТРАТИФИКАЦИИ ПАЦИЕНТОВ 

С РАС ПЕРЕД КЛИНИЧЕСКИМИ 
ИСПЫТАНИЯМИ ПРЕПАРАТОВ

В настоящее время усилия по развитию 
клинической психофармакологии  РАС на-
правлены на: (1)  выяснение нейробиологи-
ческих основ  РАС, поиск мишеней лечения и 
разработку мишень-ориентированных пре-
паратов; (2)  унификацию используемых при 
проведении клинических испытаний шкал для 
оценки симптомов и (3)  рациональное пла-
нирование клинических испытаний  [24,  25]. 
Можно выделить несколько направлений 
исследований: (1)  поиск биомаркеров для 
диагностики заболевания, стратификации 
больных при клинических исследованиях, 
предсказания результата лечения и монито-
ринга; (2) на основании клинических и биоло-
гических признаков выделение биологических 
подгрупп РАС, в том числе подгрупп больных, 
которые с наибольшей или с наименьшей ве-
роятностью окажутся респондерами; (3) опре-
деление приоритета молекулярных мишеней 
для терапевтического воздействия (исполь-
зование Fail-Fast-подхода, т.е.  прекращение 
испытания при наличии ошибки/отрицатель-
ного результата).

По первому направлению возлагаются опре-
делённые надежды на омиксные подходы  [26]. 
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Интегрированные мультиомиксные подходы 
в настоящее время включают метаболомику в 
сочетании с геномикой или метагеномикой, 
однако более обещающим кажется сочета-
ние с клиническими исследованиями мета-
боломики и протеомики (оба направления 
дают информацию о функциональных аспек-
тах  РАС), хотя, конечно, омиксные иссле-
дования очень дороги и требуют большого 
напряжения и затрат ресурсов системы здраво-
охранения.

Среди отдельных биохимических маркеров 
в диагностических целях и для мониторинга 
действия фармакопрепаратов поиск ведёт-
ся по таким направлениям, как определение 
концентрации серотонина  (5-HT) и серото-
нина  +  N-ацетилсеротонина  +  мелатонина в 
крови и определение концентрации аргинина-
вазопрессина  (АВП) в спинномозговой жид-
кости (СМЖ) [24].

Клинико-психологические шкалы и опрос-
ники для клинической оценки состояния па-
циентов с  РАС разнообразны и проанализи-
рованы в специальной медицинской литера-
туре [27, 28].

Что касается рационального планирова-
ния клинических испытаний, то, как уже 
было сказано выше, в качестве одного из под-
ходов можно рассматривать выделение под-
групп больных  РАС, которые с большей или 
меньшей вероятностью дадут положительный 
ответ на лечение. Известны попытки раз-
деления пациентов с идиопатическими фор-
мами  РАС на фенотипические подгруппы и 
разработки целевых лекарств для выделенных 
подгрупп. Так, проводятся клинические испы-
тания препарата STP1, разработанного фир-
мой «STALICLA» (США) для подгруппы боль-
ных  РАС с фенотипом ASD-Phen1. Препарат 
STP1 сочетает в себе два вещества: ингибитор 
фосфодиэстеразы  BPN14770 с противовоспа-
лительными свойствами, который ранее уже 
был использован в клинических испытаниях 
на взрослых с синдромом ломкой Х-хромо-
сомы (X-ФР)  [29], и модулятор Na+-K+-2Cl–-
котранспортера  NKCC1, также исследован-
ный ранее. Характеристики, на основании 
которых набиралась группа больных с РАС для 
испытаний препаратов фирмой «STALICLA», 
и результаты клинических испытаний пока не 
опубликованы, поэтому неизвестно, исполь-
зовались ли какие-либо биохимические пока-
затели для селективного отбора группы. В ка-
честве биохимического показателя, который 
предполагалось отслеживать в ходе клиниче-
ских испытаний, указано соотношение лак-
тат/пируват в крови.

БИОХИМИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ, 
ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ ДЛЯ СТРАТИФИКАЦИИ 

ПАЦИЕНТОВ ПРИ МОНОГЕННЫХ 
СИНДРОМНЫХ ФОРМАХ РАС

Примером стратификации пациентов 
по биохимическим признакам для исследо-
вания действия фармакопрепаратов могут 
служить клинические испытания в случае 
синдромных форм  РАС, где изначально об-
следуемые группы более гомогенны с кли-
нической и биохимической точек зрения, 
чем в случае идиопатических форм. В  случае 
моногенных синдромов, при которых пси-
хическое состояние пациентов с определён-
ной частотой соответствует диагностическим 
критериям  РАС, аномалии развития нервной 
системы связаны с мутациями в генах, коди-
рующих белки: FMRP (белок, ассоциируемый 
с Х-ФРА); MeCP2  (метил-CpG-связывающий 
белок  2, ассоциированный с синдромом Рет-
та); TSC1/TSC2  (белки комплекса тубероз-
ного склероза, гамартин и туберин) и другие 
и, по-видимому, разработка направленных 
методов лечения в данных случаях более опре-
делённа и перспективна  [4]. Синдромные 
формы  РАС встречаются значительно реже, 
чем идиопатические  РАС, причина которых в 
подавляющем числе случаев не установлена. 
Изучение синдромных форм  РАС позволит 
лучше понять биохимические механизмы, ле-
жащие в основе как синдромных, так и идио-
патических форм РАС, и будет способствовать 
разработке общих или уникальных методов 
лечения [4].

Примером направленного поиска фармако-
 терапии с использованием биохимических мар-
керов при синдромных формах РАС может слу-
жить исследование X-ФРА. Синдром Х-ФРА 
вызывается мутацией со снижением актив-
ности экспрессии гена  FMR1, что является в 
данном случае ведущей моногенной причи-
ной аутизма. Ряд ключевых нарушений регу-
ляции, обнаруженных в нейронах человека при 
X-ФРА, например, гиперактивность сигналь-
ных путей фосфорилирования MAPK/ERK 
(митоген-активируемой протеин киназы/акти-
вируемых внеклеточными сигналами киназ) и 
PI3K/Akt/mTOR (фосфатидилинозитол-3-кина-
зы/RAC-alpha серин-треониновой протеин-
киназы, механистической мишени рапами-
цина у млекопитающих) воспроизводится в 
форменных элементах крови, что подтвер-
ждает возможность использования послед-
них для биохимического моделирования 
этого синдрома. Определение концентрации 
белка FMRP в лимфоцитах, тромбоцитах или 
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волосяных фолликулах пациентов с Х-ФРА по-
зволило обнаружить связь концентрации FMRP 
с уровнем интеллекта, оцененным в тесте Векс-
лера [30]. При X-ФРА в тромбоцитах более чем 
в  1,5  раза усилено фосфорилирование ERK 
и  Akt по сравнению с контролем, что под-
тверждает регуляцию белком  FMRP этих сиг-
нальных путей  [31] и, что важно, обнаружены 
отрицательные корреляции между уровнями 
фосфорилирования ERK и Akt и когнитив-
ными функциями по тесту Векслера. Кроме 
того, при Х-ФРА обнаружена корреляция сте-
пени усиления фосфорилирования ERK и  Akt 
с концентрацией FMRP в тромбоцитах: в под-
группе с крайне низким, не поддающимся об-
наружению, уровнем тромбоцитарного FMRP 
фосфорилирование ERK и  Akt усилено более 
чем вдвое, а у индивидуумов-мозаиков, сохра-
няющих некоторый уровень синтеза FMRP и 
измеримую его концентрацию, степень фос-
форилирования ERK и  Akt неотличима от 
контроля  [31]. Лечение ловастатином за  3  ме-
сяца корректировало гиперактивацию ERK в 
тромбоцитах пациентов с X-ФРА  [32]. Однако 
в другом контролируемом испытании ловаста-
тина не наблюдалось значительных отличий ни 
в одном из изученных маркеров (матриксной 
металлопротеиназы  9, ERK1/2 и рибосомаль-
ной протеинкиназы  S6 бета-1) как в процессе 
лечения, так и между группами ловастатина 
и плацебо [33].

Известна попытка применения параме-
тров белкового фосфорилирования в качестве 
биохимического маркера при испытании дей-
ствия препаратов в целях предикции терапев-
тического ответа на лекарство, влияющее на 
активность рецепторов гамма-аминомасляной 
кислоты  (ГАМК). Например, оценка фосфо-
рилирования ERK в клинических исследова-
ниях рилузола [32], оказывающего ингибирую-
щее действие на высвобождение глутамата и 
подавляющего его эксайтотоксичность.

Важный вывод аналитического обзора 
отклонений при  РАС активности сигнальных 
каскадов фосфорилирования, затрагивающих 
путь mTOR и контролирующих такой глобаль-
ный процесс, как интенсивность трансляции 
белка, состоит в том, что при разных формах 
РАС (как синдромных, так и идиопатических) 
регистрируются изменения активности систем 
сигнальных каскадов, которые имеют различ-
ную направленность (усиление или, наобо-
рот, подавление активности сигналинга)  [4]. 
Поэтому, очевидно, невозможно ожидать, что 
один и тот же препарат, нацеленный на одну и 
ту же мишень, окажет одинаковый эффект при 
разных формах РАС. Даже в случаях синдром-

ных моногенных форм  РАС фенотипическая 
выраженность (степень биохимических нару-
шений) у разных индивидуумов сильно варьи-
рует, и вариации определяются не только гене-
тическими аномалиями, но также условиями 
развития индивидуума и влиянием факторов 
среды при внутриутробном и постнаталь-
ном развитии. При этом генетические обсле-
дования проводятся в лучшем случае лишь у 
немногочисленной доли пациентов, обычно в 
случае синдромных форм  РАС, и глубина ге-
нетических анализов зависит от степени раз-
вития здравоохранения страны, где проводит-
ся исследование.

БИОХИМИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ, 
ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ 

ДЛЯ СТРАТИФИКАЦИИ ПАЦИЕНТОВ 
ПРИ ИДИОПАТИЧЕСКИХ ФОРМАХ РАС

Фолат. Как было показано в недавних ме-
таанализах [5, 34], некоторые улучшения ядер-
ных симптомов  РАС наблюдаются при лече-
нии фолиниевой кислотой.

Фолиевая кислота  – водорастворимый 
витамин B9 (N-4-2-амино-4-окси-6-птеридил-
метил-аминобензоил-L-глутаминовая кислота) 
[35, 36]. Фолат необходим для обмена одноуг-
леродных фрагментов, имеющего важное зна-
чение для многих внутриклеточных процессов, 
и метаболизируется до основного метаболита 
5-метилтетрагидрофолата (5-МТГФ). Дефицит 
фолата в период внутриутробного и неонаталь-
ного развития может приводить к нарушениям 
в развитии мозга и вызывать структурные от-
клонения, проявляющиеся в виде симптомов 
церебральной фолатной недостаточности или 
сниженной концентрации 5-МТГФ в  СМЖ, 
при этом в крови может и не наблюдаться от-
клонений в концентрации этого метаболита. 
В  редких случаях причиной развития фолат-
ной недостаточности могут быть мутации гена 
рецептора фолата (FR) [37], но наиболее частая 
причина, приводящая к снижению уровней 
фолата в СМЖ – наличие аутоантител к рецеп-
тору фолата  (FRab), способных блокировать 
перенос фолата через гематоэнцефалический 
барьер  [35, 38]. Направленный поиск дефек-
тов в гене, кодирующем FR, у пациентов с РАС 
их не выявил, но были отмечены сниженные 
уровни фолата в  СМЖ  [39] и, как показали 
проведённые разными группами учёных иссле-
дования, в крови более чем половины боль-
ных  РАС содержатся FRab  [40–44]. Было вы-
сказано предположение, что дети/подростки 
с  РАС и повышенным уровнем FRab в крови 
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могут представлять определённую подгруппу 
больных и гипотетически могут быть респонде-
рами при применении фармакотерапии фолатом.

Активная форма фолиевой кислоты – фо-
линиевая кислота  – проникает через гемато-
энцефалический барьер посредством перенос-
чика восстановленного фолата в тех случаях, 
когда аутоантитела блокируют  FR. Проведён-
ное плацебо-контролируемое исследование 
действия фолиниевой кислоты или лейковори-
на (фолинат кальция) в высокой дозе (2  мг/кг 
в  день, максимально  – 50  мг в  день) показало 
достоверное улучшение речевого общения и 
коррекцию стереотипного поведения при РАС. 
Эффект был более выражен у детей с досто-
верно регистрируемыми FRab  [45, 46]. К  со-
жалению, в данном исследовании не ана-
лизировалась корреляция между тяжестью 
симптомов РАС и наличием FRab. Но есть дан-
ные о том, что при лечении в течение 12 недель 
низкими дозами (в  среднем 0,48  мг/кг в  день) 
фолиниевой кислоты связи между изменением 
баллов по шкале  ADOS в процессе лечения и 
уровнем FRab не обнаружено [43]. Ещё одним 
ограничением исследований [47, 48], о котором 
упоминают сами авторы, является то, что ста-
бильность 5-МТГФ и нарушение транспорта 
фолата в мозг также могут быть связаны с ми-
тохондриальной дисфункцией (или снижением 
концентрации  ATP), которая в данном случае 
не изучалась [46, 49].

Что касается снижения концентрации фо-
лата в  СМЖ, обнаруженного в предваритель-
ных поисковых исследованиях, то результаты 
лонгитюдных исследований не выявили ни из-
менения концентрации 5-МТГФ во времени, 
ни её корреляции с клиническими проявле-
ниями аутизма, поэтому было высказано пред-
положение, что концентрация 5-МТГФ в СМЖ 
не может служить биомаркером РАС [50].

Возможно, терапевтический эффект высо-
ких доз лейковорина связан с положительным 
опосредованным действием, в любом случае 
для выяснения вопроса требуются дополни-
тельные исследования фолата, и авторы предпо-
лагают рациональность предварительного отбо-
ра подгрупп по биохимическим признакам [51].

Нейропептиды. Среди наиболее перспек-
тивных препаратов для терапии идиопати-
ческих  РАС названы нейропептиды, регули-
рующие социальные функции, окситоцин и 
аргинин-вазопрессин [6, 34].

Окситоцин. Ядерные симптомы РАС – это 
нарушения социального взаимодействия и об-
щения. Важную роль в социальном поведении 
человека, особенно при решении социоком-
муникативных задач, играет ОТ [52]. Это под-

твердили результаты исследования с примене-
нием функциональной  МРТ, показывающие 
дифференциальную реакцию мозга на соци-
альные стимулы после однократного интра-
назального введения ОТ [52].

Нейропептид ОТ в основном продуцирует-
ся в супраоптическом и паравентрикулярном 
ядрах гипоталамуса. Свои основные функции 
ОТ реализует через специфические окситоци-
новые рецепторы  (ОТР), которые принадле-
жат к семейству сопряжённых с G-белками 
рецепторов. К  этому же семейству относятся 
3 структурно родственных рецептора АВП 
(V1aR, V1bR и V2R). Все эти рецепторы с раз-
ным сродством связываются с ОТ и АВП и вы-
зывают разные ответы.

Уровень экспрессии ОТР является крити-
ческим фактором, определяющим реакцию на 
OT в головном мозге, и непосредственно влия-
ет на поведенческие реакции и социальные 
черты  [53]. Известно, что риск развития РАС 
связан с наличием полиморфизмов в гене, 
кодирующем ОТР [54–63], однако ни в одном 
клиническом испытании  ОТ не сообщается 
о предварительном генотипировании паци-
ентов. Кроме того, установлена связь между 
метилированием гена рецептора ОТ и симпто-
мами РАС [64].

При связывании ОТР с агонистом активи-
руется фосфолипаза  С (изоформа C-β, PLCβ), 
что приводит к гидролизу фосфатидилино-
зитол-4,5-бисфосфата  (PIP2) и образованию 
инозитол-1,4,5-трифосфата (IP3) и 1,2-диацил-
глицерина  (DAG). IP3  мобилизует кальций из 
внутриклеточных запасов, а DAG активирует 
протеинкиназу  C, что приводит к фосфорили-
рованию ряда целевых белков. В  зависимости 
от специфических G-белков, активируемых ОТ, 
могут активироваться разные внутриклеточные 
пути, регулирующие синтез белка, высвобож-
дение нейромедиаторов, процесс гиперполя-
ризации нейронов, равновесие возбуждения/
торможения  (E/I). ОТ  также взаимодействует 
с другими нейрохимическими системами моз-
га [65–67].

ОТ и его влияние на социальное функцио-
нирование и стереотипное поведение активно 
изучается на разных возрастных группах боль-
ных РАС. У пациентов с РАС в плазме и слюне 
наблюдается изменение уровня эндогенно-
го ОТ по сравнению с контролем, а метаанализ 
Moerkerke et al. [68] показал, что уровни эндо-
генного ОТ ниже у детей (7 ± 2 года) с РАС по 
сравнению с контрольной группой. Однако 
в подростковом возрасте (15  ±  2  года) и во 
взрослой популяции (старше 20 лет) различия 
с контролем не выявлены, что подтверждает 
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необходимость дальнейших исследований воз-
можностей применения ОТ для терапии соци-
ального дефицита при  РАС. Стратификация 
пациентов по биохимическим критериям мог-
ла бы принести пользу в этом направлении, 
особенно если удастся ответить на вопрос, 
связано ли различное влияние ОТ на взрослых 
и детей с такими показателями, как уровень 
эндогенного ОТ в плазме и паттерны экспрес-
сии рецептора ОТ в мозге [69].

Определение уровня ОТ в крови было 
использовано в некоторых двойных слепых 
рандомизированных плацебо-контролируемых 
исследованиях  [70], где применили стратифи-
кацию пациентов по уровню  ОТ, правда, уже 
после проведённого исследования. Авторы 
проверяли эффективность и переносимость 
4-недельного интраназального лечения OT 
у  32  детей с  РАС в возрасте 6–12  лет. Когда в 
статистическую модель были включены кон-
центрации этого нейропептида, измеренные 
до лечения, было обнаружено, что примене-
ние OT, по сравнению с плацебо, значительно 
улучшило социальные навыки детей с  РАС 
по шкале социальной отзывчивости (Social 
Responsiveness Scale SRS™-2), но не повлияло 
на стереотипии и тревожность. Важно отме-
тить, что определение концентрации OT в 
крови до лечения помогало предикции тера-
певтического ответа: у  детей с самыми низ-
кими концентрациями  OT наблюдалось мак-
симальное улучшение социальных навыков. 
Кроме того, улучшение социального функцио-
нирования наблюдалось у пациентов, у кото-
рых концентрации OT в крови повысились по-
сле лечения. Это позволяет предположить, что 
основой улучшения может быть повышение 
секреции эндогенного  OT. Результаты пока-
зывают, что лечение OT улучшает социальные 
способности у детей с РАС и что наибольшего 
эффекта от лечения OT можно достичь у паци-
ентов с дефицитом активности OT-зависимой 
сигнальной системы до лечения. На основа-
нии этих результатов очевидна необходимость 
биохимической стратификации пациентов по 
этому признаку перед назначением терапии.

В проведённом с участием 34  взрослых 
мужчин с  РАС исследовании влияния 4-не-
дельного курса интраназального введения  ОТ 
на эндогенные уровни ОТ в слюне было пока-
зано, что приём  ОТ достоверно увеличивал 
уровень эндогенного ОТ в слюне сразу после 
лечения и спустя 4  недели после лечения, что 
указывает на взаимодействие между экзоген-
но введенным  ОТ и его эндогенной продук-
цией  [71]. Примечательно, что более сильное 
повышение концентрации OT в слюне после 

лечения было связано с более выраженными 
улучшениями социального функционирова-
ния  (SRS-A), но не было значимо связано с 
коррекцией повторяющегося/стереотипного 
поведения. Эти результаты показывают, что 
положительное влияние  ОТ на социальное 
функционирование может привести к само-
поддерживающемуся повышению уровня  ОТ 
за счёт запуска его продукции и высвобожде-
ния [72].

Начато проведение многоцентрового 
исследования ОТ при РАС для улучшения 
социального поведения (SOARS-B), вклю-
чающее 290  участников 3–17  лет  [73]. Оценка 
результатов лечения должна будет проведена 
через 4  недели после завершения курса прие-
ма  ОТ. В  процессе исследования планируется 
тестирование по разным психометрическим 
шкалам, определение концентраций ОТ и 
серотонина в сыворотке крови, определение 
степени метилирования гена рецептора ОТ, 
оценка уровня экспрессии гена окситоцина 
по  мРНК в начале исследования и на  8, 24 и 
36  неделе для изучения потенциальных взаи-
мосвязей между этими показателями и клини-
ческой реакцией на лечение.

Имеются данные о том, что ОТ тесно свя-
зан с кишечным микробиомом через иммунно-
эндокринно-мозговые сигнальные сети  [74]. 
Лечение пробиотиками Lactobacillus reuteri из-
бирательно восстанавливает социальный де-
фицит за счёт индукции эндогенного ОТ [75]. 
Обнаружена интересная связь между уров-
нями  ОТ в сыворотке и представленностью 
микробиоты (с присутствием определённых 
микроорганизмов) у детей с  РАС  [76]. Пока-
зано, что наблюдаются достоверные различия 
между здоровыми и больными детьми с  РАС 
в представленности микробиоты. Кроме того, 
среди мальчиков с  РАС с наиболее низкими 
уровнями  ОТ в сыворотке крови были наи-
более выражены проблемы с кишечником. 
Таким образом, измерение уровней ОТ может 
играть важную роль в выявлении потенциаль-
ных подтипов  РАС и быть использовано для 
прогнозирования ответа на лечение.

Аргинин-вазопрессин. Было показано, что 
средняя концентрация нейропептида АВП 
в  СМЖ ниже у детей с  РАС по сравнению с 
контрольной группой, и было высказано пред-
положение о том, что концентрация  АВП 
в  СМЖ может быть маркером социального 
дефицита при аутизме [77]. При этом концен-
трация АВП в крови коррелирует с концентра-
цией этого нейропептида в СМЖ [78]. Однако 
в исследованиях эффективности назальной 
формы АВП у пациентов с  РАС обнаружено, 
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что лучшие результаты лечения были у участ-
ников с наивысшими концентрациями АВП в 
крови до лечения  [70]. Для объяснения этого 
факта было высказано предположение о том, 
что пациенты-участники с более низкими кон-
центрациями эндогенного АВП получали «не-
достаточную дозу», с точки зрения количества 
препарата или продолжительности лечения, 
и, следовательно, не получили той пользы от 
введения АВП, которую получили пациенты c 
более высокими концентрациями АВП.

В настоящее время проводятся испыта-
ния назальной формы вазопрессина (фазы 2 и 3 
в  США), и результаты ожидаются в  2024  году 
[79]. В  данном клиническом испытании для 
изучения возможностей предикции эффектив-
ности лечения прописано определение концен-
трации эндогенного вазопрессина перед нача-
лом испытания.

Таким образом, предварительная стра-
тификация пациентов перед началом клини-
ческих испытаний по перечисленным био-
химическим признакам проводилась нечасто. 
Дифференцирование пациентов в основном 
проводилось после проведённых исследова-
ний, однако полученные при этом данные и 
обнаруженные связи могут свидетельствовать 
в пользу подхода с предварительной страти-
фикацией. При проведении дальнейших кли-
нических испытаний данный подход пред-
ставляется рациональным. Корреляции между 
биохимическими показателями и данными 
психометрических оценок анализировались 
крайне редко, вероятно, ввиду трудности ор-
ганизации и проведения подобных клинико-
биологических исследований.

ГАМК и глутамин/глутамат. В  современ-
ной литературе нарушение равновесия про-
цессов E/I в ЦНС рассматривается в качестве 
одной из первичных нейробиологических ос-
нов и нейропатофизиологического механизма 
по меньшей мере у определённой подгруппы 
больных РАС. Предполагают, что наличие дис-
баланса  E/I (по  данным нейровизуализации) 
потенциально может быть использовано для 
выделения биохимических подтипов среди 
больных  РАС при выборе лечения и проведе-
ния клинических испытаний [80].

Для прямой неинвазивной оценки in  vivo 
глутамата и ГАМК, основных возбуждающего 
и тормозного нейромедиаторов в ЦНС, как 
правило, используют магнитно-резонансную 
спектроскопию (МРС). Предполагают, что 
неинвазивные анализы ткани головного мозга 
наиболее точны, поскольку уровни глутамата 
и ГАМК в плазме крови могут не точно отра-
жать концентрации нейромедиаторов в мозге, 

несмотря на то что есть исследования, в кото-
рых выявлена достоверная корреляция между 
уровнем глутамата в крови и уровнем глута-
мата в головном мозге у детей с РАС [81]. По-
казано, что средние концентрации глутамата 
в крови и головном мозге у пациентов с  РАС 
значительно превосходят контрольные значе-
ния (p < 0,001), была также выявлена высоко-
достоверная положительная корреляция ме-
жду уровнем глутамата в крови и уровнем глу-
тамата в четырёх тестируемых областях голов-
ного мозга (p < 0,001).

Буметанид – «петлевой» диуретик, ин-
гибитор Na+-K+-2Cl–-котранспортера NKCC1. 
При моделировании на животных аутистиче-
ского поведения буметанид изменял E/I в си-
напсах, усиливая действие ГАМК и тем самым 
уменьшая тяжесть проявления аутизма  [80]. 
Были проведены клинические испытания 
буметанида, в которых изучались клиниче-
ские и нейрохимические параметры пациен-
тов с  РАС, включая метаболизм глутамата и 
ГАМК, исследованные методом МРС [82]. Груп-
пу из 83  пациентов с  РАС рандомизировали в 
подгруппу буметанида (0,5 мг/2 раза в день) или 
контрольную подгруппу и изучали динамику 
как клинических показателей по шкале оценки 
детского аутизма  (CARS) и шкале общего кли-
нического впечатления  (CGI), так и биохими-
ческих параметров  – пиков (сигналов), соот-
ветствующих ГАМК и суммарному сигналу от 
глутамина и глутамата  (Glx), при МРС в ост-
ровковой доле и зрительной коре. По сравне-
нию с контрольной подгруппой в подгруппе, 
пролеченной буметанидом, наблюдалось зна-
чительное и достоверное снижение тяжести 
симптомов, о чём свидетельствовала сумма 
баллов по  CARS. Снижение тяжести клиниче-
ских симптомов было подтверждено оценками 
по  CGI. Отношение сигнала ГАМК к сигналу 
Glx снижалось сильнее в подгруппе бумета-
нида, чем в контрольной, и это снижение было 
связано со снижением тяжести симптомов в 
подгруппе буметанида. Исследование подтвер-
дило клиническую эффективность буметанида 
в облегчении ядерных симптомов РАС у детей 
3–6  лет и впервые напрямую показало, что 
улучшение связано со снижением отношения 
сигналов ГАМК/Glx. Это исследование пред-
полагает, что отношение сигналов ГАМК/Glx, 
измеренное МРС, может служить биомаркером 
нейровизуализации для оценки эффективности 
лечения буметанидом [83], хотя, конечно, МРС 
не всегда доступна по экономическим сообра-
жениям и сопряжена с этическими сложно-
стями (для её проведения требуется анестезия 
пациентов).
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Рецепторы ГАМК также рассматривались 
как потенциальная мишень для терапии  РАС. 
Так, исследования префронтальной коры моз-
га посредством МРС на ядрах протонов  [84] 
на группе взрослых с высокофункциональным 
аутизмом показали, что действие рилузола 
различно у пациентов с РАС и в контрольной 
группе: у пациентов рилузол увеличивал отно-
шение сигналов ГАМК/Glx, а в контрольной 
группе  – уменьшал. Проводится рандомизи-
рованное двойное слепое плацебо-контроли-
руемое испытание  AZD7325 избирательного 
агониста рецептора ГАМК-А, активирующе-
го субъединицы  α2 и  α3 и обладающего ан-
ксиолитическим действием, также на группе 
взрослых пациентов с высокофункциональ-
ным аутизмом  [85]. Поскольку клинические 
испытания, проводимые в настоящее время, 
нацелены на глутаматергическую и ГАМК-
ергическую системы (арбаклофен, мемантин, 
каннабидиол, каннабидиварин), то маркеры, 
характеризующие активность этих систем и 
оцениваемые с помощью МРС или других по-
казателей, например, активность гамма-диа-
пазона ЭЭГ, кажутся весьма значимыми [86].

БИОХИМИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ, 
ИCСЛЕДУЕМЫЕ С ТОЧКИ ЗРЕНИЯ 

СТРАТИФИКАЦИИ ПАЦИЕНТОВ 
ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ РАС

Иммунохимические показатели. Проведён-
ные исследования показали, что концентра-
ции белков иммунной системы (цитокинов, 
хемокинов и факторов роста) в сыворотке кро-
ви и СМЖ не отражают состояние ЦНС и мик-
роокружение нейроиммунной системы из-за 
значительной вариабельности концентраций 
этих иммунологических показателей и отсут-
ствия их стабильности во времени при изме-
рении у одного и того же ребенка  [87]. Также 
не было обнаружено достоверных различий в 
концентрациях циркулирующих цито кинов и 
хемокинов между детьми с  РАС и контроль-
ной группой  [88]. Результаты исследований 
не подтвердили гипотезу о том, что активный 
системный воспалительный процесс играет 
роль в персистенции  РАС и позволили пред-
положить, что ранее наблюдаемое повышение 
уровня цитокинов и хемокинов в тканях го-
ловного мозга  [89] могло отражать вторичную 
гомеостатическую невоспалительную реакцию 
на дисфункцию ЦНС [90].

Тем не менее исследования возможности 
использования иммунохимических показате-
лей для выделения подгрупп пациентов с РАС 

продолжаются. Например, при испытаниях 
буметанида стратификация пациентов по 
таким параметрам, как концентрация интер-
лейкинов, позволила разделить пациентов на 
подгруппы с хорошим, умеренным и слабым 
эффектами от применения буметанида  [91]. 
Было показано, что улучшение клинических 
симптомов при лечении буметанидом детей 
с  РАС связано с характером изменений уров-
ней трёх цитокинов, а именно интерферона-γ 
(IFN-γ), MIG (монокина, индуцированного 
интерфероном-γ) и интерферона-α2 (IFN-α2). 
На  основании этого было высказано предпо-
ложение, что исходные концентрации этих ци-
токинов, наряду с использованием поведенче-
ских оценок, могут улучшить прогнозирова-
ние ответа на буметанид.

Ранее сообщалось, что у пациентов с РАС 
более высокий, по сравнению с контролем, уро-
вень IFN-γ в головном мозге  [92], СМЖ  [89], 
плазме  [93] и мононуклеарных клетках пери-
ферической крови  [94]. Получены данные об 
ингибировании IFN-γ секреции хлоридов [95] 
и подавлении экспрессии NKCC1  [95, 96] и 
Na+-K+-ATPазы  [96], которые вовлечены в 
ГАМКергическую дисфункцию при РАС  [95]. 
Следовательно, иммунная система может быть 
вовлечена в механизм восстановления функ-
ционирования ГАМКергической системы под 
действием буметанида при РАС.

В России сертифицированы и запатенто-
ваны нейроиммунологические маркеры, кото-
рые предложено ввести в клиническую практику 
в поддержку клинической дифференциальной 
диагностики РАС [27]. В диагностические тесты 
включено определение в крови пациентов фер-
ментативной активности лейкоцитарной эласта-
зы и альфа1-протеиназного ингибитора, уров-
ня аутоантител к нейроспецифическим белкам 
S-100 бета и основному белку миелина [23].

Серотонин (5-гидрокситриптамин). О  био-
логических основах РАС к настоящему момен-
ту известно немного, но гипотеза об участии 
5-НТ в развитии нервной системы при  РАС 
является одной из самых ранних. 5-HT участ-
вует в регуляции таких сложных процессов, 
как обучение, память, настроение, социаль-
ные взаимодействия, сон и аппетит. Известно, 
что изменение уровня 5-HT влияет на развитие 
мозга и вызывает беспокойство, депрессию, 
снижение социальных контактов и другие сим-
птомы, близкие по проявлению к тем, которые 
наблюдаются у пациентов с РАС. Такое разно-
образие функций 5-HT связано с наличием 
большого количества рецепторов, которые 
регулируют различные клеточные сигнальные 
пути, например, сигнальный путь ERK, mTOR 
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и циклинзависимой киназы  5 (Cdk5). Боль-
шинство серотониновых рецепторов относятся 
к семейству рецепторов, связанных с G-бел-
ком, ряд рецепторов 5-HT являются катионны-
ми каналами. Известно, что семейство рецеп-
торов 5-HT1 опосредует своё действие через 
ингибирование аденилатциклазы и снижение 
концентрации cAMP; семейство 5-HT2 акти-
вирует фосфолипазу  C, и рецепторы 5-HT4, 
5-HT6 и 5-HT7 активируют аденилатциклазу 
и повышают содержание cAMP. Активация ре-
цепторов связана с процессами гиперполяри-
зации и деполяризации нейронов [97].

Концентрация серотонина контролиру-
ется трансмембранным белком-переносчиком 
серотонина (5-НТТ)  [98]. Обратный захват 
5-НТ посредством 5-НТТ является основным 
путём снижения внеклеточного уровня 5-НТ в 
головном мозге и маркером системы 5-НТ, но 
исследования 5-НТТ и системы 5-НТ in  vivo 
при  РАС немногочисленны. Количественная 
оценка возможных изменений системы 5-HT 
при  РАС проведена с помощью позитронно-
эмиссионной томографии с радиоактивным 
лигандом [11C]  MADAM для измерения до-
ступности 5-HTT в мозге 15  взрослых с  РАС 
(19–48 лет) и 15 лиц контрольной группы [99]. 
Кроме того, исследованы корреляции между 
региональной доступностью 5-HTT и оцен-
ками поведенческого фенотипа в отношении 
основных симптомов  РАС. В  группе с  РАС 
обнаружена достоверно пониженная доступ-
ность 5-НТТ в стволе мозга и в 9 из 18 иссле-
дованных областей серого вещества. Кроме 
того, было обнаружено несколько корреляций 
между региональной доступностью 5-HTT и 
результатами социальных когнитивных тестов. 
Результаты подтверждают гипотезу о том, что 
доступность 5-НТТ снижена в мозге взрослых 
людей с РАС, и согласуются с теорией участия 
5-НТ в нарушении развития нервной системы 
при  РАС. Полученные данные подтверждают 
центральную роль 5-HT в физиологии  РАС и 
указывают на необходимость дальнейшего из-
учения системы 5-HT при РАС.

В качестве маркеров, которые могут иметь 
значение для выделения подгрупп пациентов и 
определения эффективности лечения, рассма-
тривались концентрации 5-HT в крови и гене-
тические полиморфизмы, влияющие на ак-
тивность серотонинергической системы  [100, 
101], включающей переносчики и рецепторы 
5-HT  [102–106], причём в последней цитиро-
ванной статье сообщается о том, что сниже-
ние концентрации 5-HT в поясной извилине у 
больных с аутизмом коррелирует с выраженно-
стью дефицита социальных функций.

Обнаружено, что при идиопатических 
формах  РАС происходит нарушение метабо-
лизма 5-HT  [107], регистрируемое по изме-
нению концентрации 5-HT в крови пациен-
тов  [108], причём около трети обследованных 
пациентов с РАС имели повышенный уровень 
5-НТ в крови [109].

Это послужило толчком к испытанию 
препаратов  – ингибиторов обратного захвата 
5-НТ (а также норадреналина и других препа-
ратов с известным антидепрессантным дей-
ствием), но прорыва на данном направлении 
не произошло [6]. При исследованиях эффек-
тивности селективных ингибиторов обратно-
го захвата 5-НТ  (СИОЗС) при  РАС получены 
противоречивые результаты. В  целом СИОЗС 
хуже переносятся детьми с РАС, чем взрослы-
ми, и менее эффективны у детей. В настоящее 
время проводятся исследования препарата 
антидепрессанта тианептина, который усили-
вает обратный захват 5-HT нейронами коры 
головного мозга и гиппокампа и относительно 
слабее влияет на дофаминовую и норадрена-
линовую системы в ЦНС. В качестве биологи-
ческого маркера используется функциональ-
ная активность мозга во время решения задач 
целенаправленной регуляции поведения, и с 
помощью этого метода удалось продемонстри-
ровать позитивные результаты от однократно-
го введения тианептина [110].

Причины повышенного уровня серотонина 
при  РАС обусловлены не только генетически. 
Поскольку за 90% уровня 5-HT, определяемого 
в крови, отвечает его синтез кишечными энте-
рохромаффинными клетками, было высказа-
но предположение, что более высокие уровни 
5-HT у детей с РАС могут быть вызваны желу-
дочно-кишечной гиперсекрецией 5-HT  [111]. 
К этому могут также иметь отношение инфек-
ции, нарушения желудочно-кишечной микро-
флоры и иммунной системы [112, 113].

В настоящее время ведутся исследования 
в области разработки препаратов, влияющих 
на определённые типы серотониновых рецеп-
торов. Разработаны избирательные лиганды 
5-HTР для лечения психических расстройств, 
мигрени и расстройств пищевого поведения. 
Часть препаратов проходит клинические ис-
пытания, и, возможно, некоторые окажутся 
полезными в терапии РАС [97].

Наконец, изучается стратегия частичного 
подавления активности транспортёра серото-
нина без полной её блокировки  [114]. Напри-
мер, применение ингибитора p38α  MAPK 
может нормализовать клиренс 5-НТ в гип-
покампе и улучшить основные и сопутствую-
щие фенотипы, присутствующие в моделях 
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РАС  [114]. Это одно из будущих направлений 
исследования 5-HT при аутизме.

Триптофан (Trp)  – незаменимая для орга-
низма человека аминокислота, является пред-
шественником 5-НТ. Снижение уровня Trp 
в нервной ткани влечёт за собой изменение 
функционирования митохондрий, снижение 
синаптической пластичности, аномалии раз-
вития нейронов и их морфологии, и, веро-
ятно, может обусловливать депрессию, раз-
дражительность и другие симптомы у больных 
РАС  [48]. Наоборот, нормализация потребле-
ния  Trp гипотетически может ослабить про-
явление упомянутых симптомов у пациентов 
с  РАС. В  опытах по социальному поведению 
животных острый дефицит  Trp снижал уро-
вень 5-НТ в мозге, что сопровождалось рас-
стройством социального поведения, а после 
приёма  Trp социальное поведение нормали-
зовалось  [115]. Нарушение метаболизма Trp у 
пациентов с РАС может влиять на раннее раз-
витие мозга, развитие митохондрий и актив-
ность иммунной системы, что впоследствии, 
вероятно, приводит к аномальному развитию 
нейронов, особенно в лобно-височной доле 
и лимбической системе, и это может рассма-
триваться как невропатологическая основа 
развития РАС [116]. Обнаружено, что экспрес-
сия гена  TPH2, кодирующего триптофангид-
роксилазу  2 (фермент, лимитирующий ско-
рость синтеза 5-HT), снижена в мозге больных 
аутизмом [116, 117].

Основные пути метаболизма триптофана 
в желудочно-кишечном тракте: (1) микробио-
логический путь или прямая трансформация 
Trp в ряд метаболитов (триптамин, индол, 
индолуксусную кислоту, включая лиганды ре-
цептора ароматических углеводородов  (AhR)) 
микробиотой кишечника; (2) кинурениновый 
(Kyn) путь в иммунных и эпителиальных 
клетках с участием индоламин-2,3-диокси-
геназы 1 (IDO1); (3) серотониновый путь в 
энтерохромаффинных клетках с участием трип-
тофангидроксилазы 1. Trp  играет ключевую 
роль в регуляции биосинтеза белка, функции 
иммунной системы, роста и пролиферации 
клеток. Истощение  Trp вызывает нарушение 
системного гомеостаза и психические нару-
шения и нейроиммунологические послед-
ствия, что наблюдается при ряде заболеваний 
ЦНС с нейровоспалительными механизмами. 
Более того, нарушение метаболизма Trp влия-
ет на уровень 5-HT и, следовательно, повы-
шает уязвимость ЦНС и предрасположен-
ность к психическим заболеваниям. Среди 
«парафармакологических» подходов к лече-
нию  РАС дискутируется вопрос о том, помо-

жет ли облегчить симптомы аутизма решение 
проблем ЖКТ и нормализация кишечной мик-
робиоты  [118]. Исходя из предположения о 
регуляции метаболизма Trp кишечной микро-
биотой, стратификацию пациентов с идио-
патическими  РАС предлагалось проводить на 
основе соотношения активности ферментов, 
метаболизирующих  Trp  [118]. При  РАС обна-
ружены изменения интенсивности и соот-
ношения путей метаболизма  Trp, а именно: в 
плазме и моче снижены концентрации  Trp, 
зарегистрирована высокая активность  IDO1 
(оценённая по отношению  Kyn/Trp) и высо-
кие уровни 5-HT в крови  [118]. Немаловажен 
также вопрос о влиянии нарушения кишечной 
микробиоты на проницаемость гематоэнцефа-
лического барьера при  РАС, что может иметь 
значение при клинических испытаниях фар-
макопрепаратов при РАС [119].

Стратификация пациентов на основе раз-
личий в метаболизме липидов. Достоверно вы-
делен подтип РАС, характеризующийся нару-
шением нормального соотношения липидов 
крови (гиперлипидемией и гиперхолестерине-
мией)  [120]. Выделение нового подтипа согла-
суется с существованием редкой синдромной 
формы  РАС, связанной с синдромом Смита–
Лемли–Опица, характеризующимся врождён-
ным нарушением метаболизма стеринов  [121], 
и с известным влиянием генов, отвечающих 
за метаболизм стеринов, на развитие мозга 
млекопитающих. Известно, что липопротеин-
липаза играет ключевую роль во время диф-
ференцировки нейронов [122], рецептор липо-
протеинов низкой плотности является важным 
медиатором передачи нейронных сигна-
лов [123], а пропротеиновая конвертаза субти-
лизин/кексинового типа 9 (PCSK9) регулирует 
апоптоз нейронов [124]. Кроме того, в несколь-
ких исследованиях было показано, что MeCP2, 
дисфункция которого вызывает синдром Ретта, 
регулирует метаболизм холестерина [125].

Интересно, что в работе Tierney et al. [126], 
проводимой в рамках клинического испыта-
ния NCT00298246, у детей с РАС было показано 
снижение синтеза холестерина, а также сниже-
ние в крови количества липопротеинов высо-
кой плотности, аполипопротеина  А1  (ApoA1) 
и аполипопротеина B (ApoB). При этом у каж-
дого пятого пациента наблюдались паттерны 
аполипопротеинов, сходные с гиполипидеми-
ческими клиническими синдромами, и у трети 
пациентов уровни ApoA1 и/или ApoB были 
сниженными, при этом у таких детей наблю-
дались пониженные показатели адаптивных 
функций по сравнению с другими детьми 
с РАС [126].
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Митохондриальные функции. Известно, что 
нарушения митохондриального метаболизма 
связаны с РАС [127]. Однако нет исследований, 
посвящённых вопросу о степени изменения/
вовлечённости аномалий митохондриального 
метаболизма при различных формах РАС. Про-
ведённые обширные популяционные иссле-
дования с целью выявления распространён-
ности  РАС (оценка по  DSM-IV и  CARS)  [128] 
обнаружили необычно высокую распространён-
ность митохондриальных болезней среди паци-
ентов с  РАС. Ввиду трудностей характеристики 
нарушений митохондриального метаболизма 
методом МРС пока непонятно, как эти наруше-
ния связаны с развитием РАС [48], однако были 
проведены клинические испытания препара-
тов, действие которых направлено на митохон-
дриальный метаболизм  – убихинола (восста-
новленной формы коэнзима Q10, убихинона) и 
L-карнитина  [129]. Роль L-карнитина в мито-
хондриальном метаболизме жирных кислот и 
другие функции L-карнитина подробно рассмо-
трены в метаанализе Rossignol и Frye [48]. Было 
выявлено значительное улучшение показателей 
по CARS у пациентов, получавших L-карнитин, 
и это улучшение было связано с увеличением 
концентрации общего и свободного карни-
тина. Отмечены хорошая переносимость лече-
ния и облегчение тяжести симптомов аутизма у 
пациентов, получавших L-карнитин в течение 6 
месяцев  [130], однако о предварительной стра-
тификации пациентов по степени нарушения 
митохондриального метаболизма не сообщается.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Итак, выявление достоверно различаю-
щихся подгрупп в рамках диагноза  РАС на 
основе биохимических показателей  – это 
сложная задача, требующая, с одной стороны, 
больших выборок, которые оптимально отра-
жают биологическое разнообразие больных 
с  РАС, а, с другой стороны, единообразных 
подходов к клинической диагностике и опреде-
лению биохимических параметров. Большин-
ство обзоров по фармакотерапии аутизма не 
слишком информативно из-за того, что в пуб-

ликациях результатов оригинальных клиниче-
ских испытаний препаратов и «мишень-ори-
ентированных» поисков фармакотерапии, как 
правило, отсутствует биохимическая оценка 
степени нарушения «мишени» (отклонения 
параметров молекулярной «мишени» действия 
фармакопрепарата у пациентов с  РАС от кон-
трольных значений уравненных по возрасту 
типично развивающихся индивидуумов). Но 
не менее важно и то, что не проводится кли-
ническая дифференциация по диагнозам вну-
три рубрики идиопатические/не моногенные 
формы РАС (в лучшем случае среди идиопати-
ческих форм выделяют синдром Аспергера), 
хотя, согласно МКБ-10, внутри рубрики  F84 
дифференцируется несколько подрубрик. По-
этому необходимо объединение и сопряжение 
усилий специалистов клинико-психологиче-
ского и биохимического/нейрохимического 
направлений в исследованиях РАС. Комплекс-
ный подход, включающий клинические на-
блюдения, клинико-психологическую оценку 
поведения пациентов, изучение анамнеза в со-
четании с описанием состояния молекулярной 
«мишени» (индивидуальных молекулярных 
профилей), должен стать новой стратегией для 
стратификации и выделения подгрупп паци-
ентов с РАС для клинических испытаний фар-
макотерапии. Этот подход может быть полезен 
для дифференциальной диагностики и прогно-
за заболевания РАС, для выбора применяемой 
фармакотерапии и оценки ее эффективности.
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DIFFERENTIATED APPROACH TO THE PHARMACOTHERAPY 
OF AUTISM SPECTRUM DISORDERS: BIOCHEMICAL ASPECTS

Review

I. S. Boksha*, T. A. Prokhorova, E. B. Tereshkina, O. K. Savushkina, and G. Sh. Burbaeva

Mental Health Research Center, 115522 Moscow, Russia; e-mail: boksha_irina@mail.ru

Autism Spectrum Disorders (ASD) are highly heterogeneous neurodevelopmental disorders caused by a 
complex interaction of numerous genetic and environmental factors and leading to deviations in the nervous 
system formation at very early developmental stages. Currently, there are no accepted pharmacological 
treatments for so-called core symptoms of ASD, such as social communication disorders and restricted and 
repetitive behavior patterns. The lack of knowledge about biological basis of ASD, the absence of clinically 
significant biochemical parameters ref lecting abnormalities in signaling molecular cascades controlling the 
nervous system development and functioning, and the lack of methods for selection of clinically and bio-
logically homogeneous subgroups are considered among the causes for the failure of clinical trials of ASD 
pharmacotherapy. This review considers the possibilities of applying a differentiated clinical and biological 
approach to the targeted search for ASD pharmacotherapy with an emphasis on biochemical markers asso-
ciated with ASD and attempts to stratify patients by biochemical parameters. The use of approach such as 
“target-oriented therapy and assessment of the status of the target before and during the treatment to identi-
fy patients with a positive response to treatment” is discussed using the published results of clinical trials as 
examples. It is concluded that the identification of biochemical parameters for the identification of distinct 
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subgroups among ASD patients requires research on large samples ref lecting the clinical and biological 
diversity of patients with ASD, and the use of unified approaches for such studies. An integrated approach, 
including clinical observation, clinical-psychological assessment of patient behavior, study of anamnesis 
and description of individual molecular profiles should become a new strategy for stratifying and subgroup-
ing patients with ASD for clinical pharmacotherapeutic trials, as well as for evaluating its efficiency.

Keywords: autism spectrum disorders, pharmacotherapy, biomarkers, molecular targets

3*



БИОХИМИЯ, 2023, том 88, вып. 3, с. 388 – 408

388

УДК 543.51

ПРОТЕАСОМНЫЙ ИНТЕРАКТОМ 
И ЕГО РОЛЬ В МЕХАНИЗМАХ ПЛАСТИЧНОСТИ МОЗГА

Обзор

© 2023 О.А. Бунеева, А.Т. Копылов, А.Е. Медведев*

НИИ биомедицинской химии имени В.Н. Ореховича, 
119121 Москва, Россия; электронная почта: professor57@yandex.ru

Поступила в редакцию 20.10.2022
После доработки 29.11.2022

Принята к публикации 29.11.2022

Протеасомы – высококонсервативные мультиферментные комплексы, ответственные за рас-
щепление короткоживущих, регуляторных, неправильно свернутых и поврежденных белков. Они 
играют важную роль в процессах пластичности мозга, и снижение их функциональной активности 
сопровождается развитием нейродегенеративной патологии. Исследования, выполненные в раз-
ных лабораториях как на культивируемых клетках млекопитающих и человека, так и на препаратах 
коры мозга крысы и мозга кролика, выявили большое количество белков, ассоциированных с про-
теасомами. Поскольку идентифицированные белки принадлежат к определенным метаболическим 
путям, многократное обогащение фракции протеасом этими белками свидетельствует о важной 
роли последних для функционирования протеасом. Если экстраполировать на мозг человека дан-
ные, полученные на различных биологических объектах, можно предположить, что ассоцииро-
ванные с протеасомами белки составляют не менее 28% протеома мозга человека. Протеасомный 
интерактом мозга содержит большое количество белков, принимающих участие в сборке этих над-
молекулярных комплексов, регуляции функционирования и внутриклеточной локализации, кото-
рая может меняться при изменении условий (например, при окислительном стрессе) или в раз-
личные фазы клеточного цикла. В контексте молекулярных функций Gene Ontology (GO) Pathways 
белки протеасомного интерактома обеспечивают взаимодействие компонентов более 30 метаболи-
ческих путей, аннотированных в терминах  GO. Главным итогом этих взаимодействий, по-види-
мому, является связывание адениновых и гуаниновых нуклеотидов, которые, очевидно, обеспе-
чивают реализацию нуклеотид-зависимых функций 26S- и 20S-протеасом. Поскольку развитие 
нейродегенеративной патологии чаще всего связано с региоселективным сниженим функциональ-
ной активности протеасом, положительный терапевтический эффект, очевидно, будут оказывать 
факторы, способствующие повышению активности протеасом. В  любом случае фармакологиче-
ская регуляция протеасом мозга, по-видимому, реализуется через изменение состава и/или актив-
ности белков, ассоциированных с ними (деубиквитиназы, PKA, CaMKIIα и др.).

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: протеасомы, мозг, 20S-субчастица, 19S-субчастица, субклеточная локализация 
и функции, ассоциированные с протеасомами белки, протеасомный протеом и интерактом.

DOI: 10.31857/S032097252303003X, EDN: QWFWPM

Принятые сокращения: УПС  – убиквитин-протеасомная система; Ecm29  – регулятор окислительного стресса; 
PA28 – 11S-субчастица; PKA – cAMP-зависимая протеинкиназа; Rpn – субъединицы, не обладающие АТPазной актив-
ностью; Rpt – субъединицы, обладающие АТPазной активностью.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Протеасомы  – высококонсервативные 
мультиферментные комплексы, присутствую-
щие во всех прокариотических и эукариотиче-
ских клетках и осуществляющие расщепление 
короткоживущих, регуляторных, неправиль-
но свернутых и поврежденных белков  [1–3]. 

Протеолитическая коровая (сердцевинная) и 
регуляторная субчастицы протеасом, а также 
протеасома, содержащая обе субчастицы, по-
лучили названия 20S-, 19S- и 26S-протеасом 
в соответствии с их коэффициентами седи-
ментации. Протеасомы играют важную роль 
в процессах пластичности мозга, и снижение 
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их функциональной активности сопровожда-
ется развитием нейродегенеративной патоло-
гии [2, 3].

В большинстве случаев подлежащие про-
теасомной деградации белки сначала подверга-
ются убиквитинированию  – АТР-зависимому 
присоединению остатков убиквитина, белка с 
молекулярной массой около  8,5  кДа. Мечен-
ные таким образом полиубиквитинированные 
белки узнаются рецепторами 19S-субчастицы 
протеасомы. В  ней под действием деубикви-
тиназ происходит отщепление убиквитино-
вой метки, а подлежащие протеолитической 
деградации белки поступают в 20S-протеа-
сому [4, 5]. Помимо такого пути доставки бел-
ков для деградации в протеасомах, известного 
как АТР- и убиквитин-зависимый  [6], белки 
могут подвергаться деградации в протеасомах 
АТР- и убиквитин-независимым путем [7–11]. 
В последнем случае одной из основных струк-
турных предпосылок такой деградации белков 
является наличие неструктурированных обла-
стей, которые и обеспечивают взаимодействие 
с 20S-протеасомой [12].

СТРОЕНИЕ И ФУНКЦИИ ПРОТЕАСОМ

20S-протеасома (20S-субчастица). 20S-про-
теасома представляет собой цилиндр, состоя-
щий из четырех гептамерных колец, каждое 
из которых образовано семью α- или семью 
β-субъединицами, кодируемыми четырнадца-
тью различными генами. Два внешних кольца 
цилиндра, состоящие из субъединиц α-типа, 
во-первых, выполняют функцию «ворот», че-
рез которые белки-субстраты попадают во внут-
реннюю каталитическую область, и, во-вто-
рых, отвечают за ассоциацию 20S-протеасомы 
с регуляторными субчастицами  [13]. Два внут-
ренних кольца образованы β-субъединицами, 
из которых субъединицы β1, β2, β5 обладают 
соответственно каспазоподобной, трипсино-
подобной и химотрипсиноподобной активно-
стями [14, 15] (рис. 1).

19S-протеасома (19S-субчастица) и другие 
регуляторы протеасом. 19S-субчастица. Регу-
ляторная 19S-субчастица, известная также как 
активатор протеасомы  700 (РА700; Рroteasome 
activator  700), состоит из двух субкомплек-
сов: «крышки»  (lid) и «основания»  (base) и 
включает в себя до 20 различных субъединиц, 
обладающих или не обладающих АТPазной 
активностью  (рис.  1). Субъединицы, облада-
ющие АТPазной активностью, обозначаются 
как Rpt-субъединицы (Rpt – regulatory particle 
triphosphatase), а субъединицы, не обладаю-

щие АТPазной активностью,  – Rpn (Rpn  – 
regulatory particle non-triphosphatase). Помимо 
19S-субчастиц (РА700), которые могут при-
соединяться к коровой части протеасомы с 
одной стороны или с двух сторон сразу, есть 
и другие регуляторы протеасомы. PA28  (или 
11S-субчастица) существует в двух основных 
формах: PA28αβ и PA28γ (или REGγ). PA28αβ 
экспрессируется в цитоплазме, состоит из двух 
субъединиц α и β массой по 28 кДа, индуциру-
ется γ-интерфероном и усиливает способность 
20S-протеасомы расщеплять короткие пеп-
тиды и окисленные субстраты [15, 16]. Актива-
тор протеасомы PA28γ экспрессируется в ядре; 
присоединяясь к коровой части протеасомы, 
действует, подобно молекулярному ситу, от-
бирая белки для деградации непосредственно 
в коровой части протеасомы по АТР- и убик-
витин-независимому пути. PA28γ принимает 
участие в регуляции таких важных клеточных 
процессов, как клеточный рост и пролифера-
ция, апоптоз, репарация ДНК, иммунный от-
вет, метаболизм, таким образом, поддерживая 
гомеостаз клетки [17].

19S-регуляторная субчастица ответственна 
за распознавание полиубиквитинированных 
субстратов, их разворачивание, деубиквити-
нирование и направление во внутреннее про-
странство коровой части, где они расщепля-
ются до олигопептидов. Активный транспорт 
субстратов в каталитическую область осуще-
ствляется с использованием энергии гидроли-
за АТP. Шесть субъединиц «основания» 19S-ре-
гуляторной субчастицы (Rpt1–Rpt6) относятся 
к АТРазам семейства  ААА (ATPases associated 
with various cellular activities). Эти субъединицы 
образуют кольцо, как и четыре субъединицы, 
не обладающие АТРазной активностью (Rpn1, 
Rpn2, Rpn10 и Rpn13) [18]. Субъединицы Rpn1, 
Rpn10 и  Rpn13 служат рецепторами убиквити-
на, распознавая субстраты, меченные для эли-
минации в протеасоме [19–22]. Субъединицы – 
убиквитиновые рецепторы  – различаются по 
своему сродству к разным полиубиквитиновым 
цепям [23, 24]. «Крышка» представлена девятью 
различными субъединицами (Rpn3, Rpn5–9, 
Rpn11, Rpn12 и  Rpn15), которые формируют 
подковообразную структуру  [25–27]. Основ-
ная функция «крышки»  – деубиквитинирова-
ние субстратов, осуществляемое при помощи 
нескольких деубиквитиназ (одна из них – соб-
ственный компонент протеасомы  Rpn11)  [28–
30]. Энергия АТР необходима для стабилиза-
ции комплекса регуляторной и каталитической 
субчастиц протеасомы и главное – для измене-
ний конформации субъединиц, позволяющих 
открыть «ворота» протеолитической полости 
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Рис. 1. Строение протеасом (см.  пояснения в тексте). Изображение (map03050) адаптировано и взято из открытого 
ресурса KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; Kanehisa Laboratory) [15] с разрешения правообладателя

для прохождения внутрь белковых субстра-
тов [31]. Энергия гидролиза АТР используется 
также и для разворачивания субстратов во 
время перемещения их в протеолитическую 
область [32, 33].

Другие регуляторы протеасомы. Активатор 
протеасомы РА200  – фосфопротеин, широко 
представленный в клетке в виде пула, свобод-
ного от протеасом. В случае стрессовых условий 
РА200 рекрутируется протеасомами. При при-
соединении к 20S-протеасоме  – усиливает ее 
пептидазную активность; способен также взаи-

модействовать с 26S-протеасомой, образуя 19S–
20S–РА200 гибридную протеасому. РА200  уча-
ствует в ключевых сигнальных путях клетки, 
играет роль в репарации  ДНК, обеспечивая 
стабильность генома. Экспрессия этого фактора 
резко увеличивается в случае опухолевых про-
цессов и, наоборот, подавляется при нейроде-
генеративных заболеваниях. В настоящее время 
этому фактору уделяется пристальное внимание 
как возможной терапевтической мишени [34].

У высших позвоночных стимуляция клет-
ки γ-интерфероном или другими противо-
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воспалительными цитокинами приводит к 
тому, что при формировании протеасомы из 
15S-препротеасомного комплекса образуется 
иммунопротеасома, содержащая вместо субъ-
единиц β1, β2, β5 альтернативные каталитиче-
ские субъединицы β1i, β2i, β5i и обладающая 
видоизмененной протеолитической актив-
ностью и субстратной специфичностью  [35, 
36] (рис. 1). В настоящее время накапливается 
все больше данных, свидетельствующих о роли 
иммунопротеасом не только в случае иммун-
ного ответа, но и при окислительном стрессе, 
канцерогенезе и нейродегенеративных заболе-
ваниях, таких как болезни Паркинсона, Альц-
геймера, Гентингтона, боковой амиотрофиче-
ский склероз, аутоиммунные заболевания (в 
частности, рассеянный склероз) [37, 38].

Регулятор Ecm29 играет ключевую роль 
в защите клетки от окислительного стресса. 
Было показано, что при окислительном стрес-
се происходит резкое увеличение количества 
20S-протеасом в клетке не только в результате 
регуляции транскрипции, но и благодаря дис-
социации 26S-протеасомных комплексов. Это 
необходимо для скорейшей элиминации по-
врежденных белков убиквитин- и АТР-незави-
симым способами. Регулятор Ecm29 ускоряет 
процесс диссоциации 26S-протеасом в ответ 
на окислительный стресс, по-видимому, вы-
зывая конформационные изменения и влияя 
на белок-белковые взаимодействия между 19S- 
и 20S-субкомплексами [39].

Протеасомный регулятор PI31 (Proteasomal 
Inhibitor of 31 kDa) был первоначально открыт 
как ингибитор гидролиза пептидов 20S-про-
теасомой in  vitro. Позже оказалось, что in  vivo 
он, напротив, способствует протеасомному 
расщеплению белков. Рибозилирование  PI31 
способствует сборке 26S-протеасомы. Не  так 
давно обнаружили, что этот фактор также ра-
ботает как адаптер протеасомного транспорта в 
нейроны. В опытах на мутантных мышах было 
показано, что «выключение» этого фактора в 
спинальных мотонейронах и в клетках Пур-
кинье вызывает аксонопатию, дегенерацию 
нейронов, спинальную и мозжечковую невро-
логические дисфункции. Авторы предполага-
ют, что протеасомный регулятор PI31 может 
играть ключевую роль в гомеостазе белков и 
функции синапсов и, соответственно, его дис-
функции могут приводить к развитию нейро-
дегенеративных заболеваний у человека [40].

Сборка протеасом. Сборка протеасом 
представляет собой сложный регулируемый 
процесс; в настоящее время она достаточно 
хорошо изучена (на примере протеасом дрож-
жей и человека) благодаря криоэлектронной 

мик роскопии. Сборка коровой части у эука-
риот может быть условно разделена на три 
этапа: формирование α-кольца, формирова-
ние β-кольца, димеризация полупротеасомы и 
дозревание. Эти этапы обеспечиваются пятью 
шаперонами, которые носят названия Pba1–
Pba4 (proteasome biogenesis associated 1–4) и 
Ump1 (underpinning maturation of proteasome 1) 
у дрожжей и соответственно РАС1–РАС4 
(proteasome assembly chaperone 1–4) и РОМР 
(proteasome maturation protein) – в случае про-
теасом человека [41, 42].

Сборка регуляторной субчастицы  – также 
многостадийный процесс; два ее субкомплек-
са  – «крышка» и  «основание»  – могут соби-
раться независимо друг от друга. В  сборке 
«основания» участвуют пять шаперонов (соот-
ветственно у дрожжей и у человека): Nas2 (р27), 
Nas6  (р28), Hsm3  (S5b), Rpn14  (PAAF1) 
(pro teasomal ATPase associated factor  1) и 
Adc17  (ATPase dedicated chaperone of  17  kDa). 
Было предложено две модели сборки «основа-
ния» регуляторной субчастицы протеасомы. 
Согласно одной из них, сборка «основания» не 
зависит от коровой части; другая модель пред-
полагает, что 20S-субчастица служит «платфор-
мой» для формирования «основания» 19S-суб-
частицы [41, 42].

«Крышка» может собираться в отсутствии 
«основания» 19S-субчастицы и коровой части 
протеасомы. На  первом этапе образуются два 
интермедиата: один состоит из субъединиц 
Rpn5–6, Rpn8, Rpn9 и Rpn11, другой – из субъ-
единиц Rpn3, Rpn7 и Rpn15. После ассоциации 
этих интермедиатов присоединяется последняя 
субъединица  Rpn12, что является триггером 
для конформационных изменений, позволяю-
щих «крышке» присоединиться к «основанию» 
19S-субчастицы. В  ассоциации коровой и ре-
гуляторной части протеасомы принимают уча-
стие шаперон Nas6 (р28) и субъединицы «крыш-
ки» Rpn5 и Rpn6 [41, 43].

На сборку протеасом может влиять функ-
циональное состояние митохондрий  [44]. Де-
фекты дыхательного комплекса  I ухудшают 
сборку 26S-протеасомы, нарушения которой 
менее заметны в присутствии пирувата или 
аспартата [44].

Компартментализация протеасом. Чтобы 
элиминировать соответствующие белки в нуж-
ный момент в нужном месте, протеасомам 
необходимо быть динамичными не только в 
аспекте их структуры, но и в аспекте компарт-
ментализации. Поэтому субклеточная локализа-
ция протеасом может меняться при изменении 
условий (например, при окислительном стрес-
се) или в различные фазы клеточного  цикла. 
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Протеасомы содержатся в цитоплазме, часть 
их ассоциирована с цитоскелетом и мембра-
нами эндоплазматического ретикулума. В  то 
же время большое количество протеасом нахо-
дится в ядре. Более того, в опытах на эмбрио-
нальных фибробластах мыши было показано, 
что новосинтезированные протеасомы нахо-
дятся именно в ядре, тогда как трехдневные 
протеасомы в основном обнаруживались в ци-
топлазме, что свидетельствует о поступлении 
новосинтезированных протеасом из ядра в ци-
топлазму [45]. Примечательно, что белки, реа-
лизующие ядерные функции (циклины, инги-
биторы циклин-зависимых киназ, факторы 
транскрипции NF-κB, IκB, p53), были одними 
из первых идентифицированных физиологи-
ческих протеасомных субстратов [46–48].

Недавно у млекопитающих (в трех различ-
ных клеточных линиях) был обнаружен белок 
AKIRIN2 – адаптер импорта в ядро зрелых ко-
ровых частиц. AKIRIN2 обеспечивает наличие 
у зрелой коровой частицы специальной после-
довательности, необходимой для транспорта в 
ядро, и способствует связыванию транспорт-
ного рецептора импортина  9. AKIRIN2  инги-
бирует коровую субчастицу и расщепляется 
при попадании ее в ядро  [49]. Механизмы 
импорта протеасом в ядро у дрожжей и мле-
копитающих схожи тем, что 20S-субчастица 
проходит через ядерные поровые комплексы 
в ингибированном либо незрелом состоянии, 
вероятно, для того чтобы избежать деградации 
белков ядерных пор, богатых неупорядочен-
ными последовательностями.

На клетках млекопитающих и дрожжей 
было показано, что различные стрессовые 
факторы (ингибирование протеасом, окисли-
тельный стресс и другие) вызывают аккумуля-
цию протеасом в ядерных или околоядерных 
локусах (так называемых специфических «без-
мембранных органеллах»). Как только стрес-
совые факторы перестают действовать, наблю-
дается «демонтаж» этих «органелл» [50–53].

Если аберрантные белки вовремя не эли-
минируются в ядре из-за протеасомных дис-
функций, они могут аккумулироваться в 
PML-тельцах (ядерные тельца промиелоци-
тарной лейкемии), заполняя «protein quality 
compartments» в ответ на стресс  [54]. Протеа-
сомы рекрутируются в PML-тельца для де-
градации белков, однако в неблагоприятных 
условиях, например, при недостатке АТР, убик-
витин-протеасомная система не может рабо-
тать в полную силу. В этом случае PML-тельца 
с избытком протеасом становятся токсичны-
ми; это может приводить к нейродегенератив-
ным заболеваниям [55].

В нейронах обнаружен новый 20S-про-
теасомный комплекс, локализованный в плаз-
матической мембране и экспонированный во 
внеклеточное пространство  [56, 57]. Образу-
ющиеся в результате работы этого комплекса 
пептиды могут стимулировать кальциевую 
сигнализацию нейронов.

Посттрансляционные модификации протеа-
сом. Среди посттрансляционных модификаций 
протеасом наиболее изучено фосфорилиро-
вание. Согласно базе данных PhosphoSitePlus, 
известно более 450  фосфосайтов на 26S-про-
теасоме человека, которые были обнаружены 
на каждой субъединице протеасом  [58]. Окру-
жающие фосфосайты протеасом аминокис-
лотные последовательности соответствуют 
мотивам узнавания различных протеинкиназ 
(MAPK, CDK, CaMK, GSK3 и некоторых дру-
гих) [58]. Это предполагает участие различных 
протеинкиназ в регуляции функции протеасом 
(и протеинфосфатаз, осуществляющих обрати-
мость такой регуляции путем дефосфорилиро-
вания). Результаты нескольких исследований 
свидетельствуют в пользу того, что фосфори-
лирование Rpn6-субъединицы 19S-протеасом 
cAMP-зависимой протеинкиназой  (PKA) по-
вышает активность протеасом и увеличивает 
деградацию токсических белков. Активация 
PKA in  vivo путем увеличения уровня внутри-
клеточного сАМР снижала накопление фос-
форилированного тау-белка и улучшала когни-
тивные функции у мышей с таупатией  [59]. 
Стимуляция активности 26S-протеасомы при 
фосфорилировании cGMP-зависимой протеин-
киназой также способствовала увеличению 
протеасомной деградации белков (включая 
белки, вовлеченные в развитие нейродегенера-
тивных заболеваний) [60].

Помимо фосфорилирования, есть сооб-
щения об О-связанном N-ацетилглюкозами-
нировании  [61], ADP-рибозилировании  [62], 
ацетилировании и миристилировании [63, 64]. 
О-связанное N-ацетилглюкозаминирование 
приводит к торможению ATPазной активности 
26S-комплекса и ингибирует протеолитиче-
скую активность протеасом. У  млекопитаю-
щих этому типу модификации (как in  vitro, 
так и in  vivo) подвергается Rpt2-субъединица 
19S-протеасом  [61]. ADP-рибозилирование 
способствует активности 26S-протеасом как в 
клетках дрозофилы, так и в клетках человека. 
Танкираза  – фермент ADP-рибозилтрансфе-
раза, а также шапероны dp27 и dS5b, участвую-
щие в сборке 19S-протеасомы, связываются с 
регулятором протеасомы  PI31. ADP-рибози-
лирование последнего снижает его сродство к 
α-субъединицам протеасомы 20S. Это снижает 
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действие PI31 на коровую субчастицу  (20S). 
Кроме того, модификация  PI31 увеличивает 
связывание и секвестрацию  dp27 и  dS5b из 
регуляторных частиц  19S, способствуя тем 
самым сборке  26S. Протеомное профилиро-
вание 26S-протеасом сердца мыши выявило 
N-концевое ацетилирование пяти субъединиц 
19S-протеасом (Rpn1, Rpn5, Rpn6, Rpt3 и Rpt6) 
и пяти субъединиц 20S-протеасом (α2, α5, α7, 
β3 и  β4), а также N-концевое миристилиро-
вание Rpt2-субъединицы 19S-протеасом  [63]. 
Увеличение ацетилирования субъединиц 
коровой части  (20S) повышало протеолити-
ческую активность протеасом мыши и чело-
века  [65, 66]. У  дрожжей миристилированная 
Rpt2-субъединица направляет протеасомы для 
осуществления контроля качества ядерных 
белков. Мутации, блокирующие эту модифи-
кацию, приводят к нарушению внутриклеточ-
ной локализации протеасом [64].

Окислительная модификация сульфгид-
рильных групп 20S-протеасомы (окисление 
остатков цистеина Cys-SH до цистеинсульфе-
новой кислоты Cys-SOH) приводит к после-
дующему S-глутатионилированию (Cys-S-SG). 
Это сопровождается частичной потерей химо-
трипсиноподобной активности  [67]. В  усло-
виях in  vitro глутаредоксин  2 проявлял де-
 глутатионлигазную активность, удаляя глута-
тион из глутатионилированных in  vivo и 
in  vitro 20S-протеасом. Аналогичным обра-
зом действовали и другие цитоплазматиче-
ские редокс-белки тиоредоксин 1 и тиоредок-
син 2 [67].

БЕЛКИ, АССОЦИИРОВАННЫЕ 
С ПРОТЕАСОМАМИ

Помимо собственно протеасомных белков, 
фракции протеасом, выделенные при помощи 
различных методов из разных источников (от 
дрожжей до клеток и тканей высших позвоноч-
ных и человека), содержат существенное коли-
чество ассоциированных с этими частицами 
белков [68–78].

В одной из первых работ, посвященных 
анализу белкового состава очищенных 19S-, 
20S- и 26S-протеасом дрожжей, все иденти-
фицированные белки были разделены на не-
сколько классов (по терминологии авторов 
работы) [70].

(1)  Субъединицы протеасом, а также 
компоненты убиквитин-протеасомной си-
стемы  (УПС), взаимодействующие с ними. 
К  числу последних относятся убиквитиназы, 
деубиквитиназы и т.д.

(2) Белки-шапероны, участвующие в ассо-
циации/диссоциации протеасом, в разделении 
плотно упакованных убиквитинированных 
субстратов в ходе подготовки к их протеолизу, 
а также во взаимодействии с развернутыми 
(или неправильно свернутыми) белками-ми-
шенями для последующей протеолитической 
деградации.

(3)  Разнообразные белки, участвующие в 
регуляции транскрипции и трансляции, а так-
же в функционировании цитоскелета, метабо-
лизме РНК, делении клеток, проведении сиг-
налов и метаболизме.

(4)  Белки рибосом и гликолитические 
ферменты. С учетом данных о том, что не ме-
нее трети всех новосинтезированных белков 
клеток млекопитающих подвергаются про-
теасомной деградации в течение нескольких 
минут после трансляции  [79], ассоциация 
белоксинтезирующей машины и  УПС имеет 
важное значение в немедленной ликвидации 
аберрантных белков. К  тому же реакции суб-
стратного фосфорилирования, в которых уча-
ствуют гликолитические ферменты, создают 
потенциальные возможности образования 
дополнительных количеств АТР, оказывающих 
влияние на нуклеотид-чувствительное взаимо-
действие белков с протеасомами, а также на 
функционирование субъединиц регуляторной 
19S-субчастицы, проявляющих АТРазную ак-
тивность (Rpt1–6).

Условность такого деления белков, ассо-
циированных с протеасомами, очевидна, осо-
бенно когда речь заходит о трех последних 
классах. Многофункциональные белки, напри-
мер гликолиза, помимо своих классических 
биохимических функций, едва ли не с равным 
успехом могут рассматриваться и как шапе-
роны (например, глицеральдегид-3-фосфат-
дегидрогеназа  (ГАФД)), и как белки, предна-
значенные для деградации в протеасомах. То же 
самое относится к регуляторам и компонентам 
трансляционной машины (рибосомные бел-
ки). Участие белков этих групп в конкретных 
метаболических путях, включая протеасомную 
деградацию, определяется их структурными 
особенностями в данный конкретный момент 
времени. Например, уже упоминавшийся выше 
фермент гликолиза – ГАФД – может выполнять 
шаперонные функции, защищая новосинте-
зированный белок, высвобожденный с рибо-
сом, от протеасомной деградации  [80]. Однако 
при окислении остатка цистеина (Cys247) ГАФД 
теряет способность выполнять функцию шапе-
рона [80], и шаперон Hsp70, связываясь с окис-
ленной  ГАФД, защищает клетку от агрегации 
этого белка [81].
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Исследования, выполненные как на куль-
тивируемых клетках млекопитающих и челове-
ка [68, 70–75], так и на препаратах коры мозга 
крысы  [69], мозга и печени кролика  [76, 77], 
также выявили большое количество белков, 
ассоциированных с протеасомами  (таблица). 
Белки, не являющиеся собственно компо-
нентами  УПС, относятся к различным функ-
циональным группам, включающим: (I)  ком-
поненты цитоскелета и белки, вовлеченные в 
транспортировку внутриклеточных «грузов»; 
(II)  защитные белки; (III)  сигнальные белки 
и регуляторы активности ферментов; (IV)  ре-
гуляторы экспрессии генов, стабильности 
генома и дифференцировки клеток; (V)  мета-
болические ферменты, в том числе мульти-
функциональные белки. Примечательно, что 
представленность ряда ассоциированных с 
протеасомами белков была не ниже и даже 
превышала представленность белков, фор-
мирующих структуру протеасом  [69, 76, 77]. 
Уровень протеасомных субъединиц, форми-
рующих коровую часть протеасомы, варьиро-
вал в диапазоне 400–1000  ед. (условные еди-
ницы, arbitrary units of spectrum counting); для 
субъединиц регуляторной субчастицы этот 

показатель был в диапазоне 200–680  ед.  [76]. 
Для ряда белков вышеприведенных функ-
циональных групп представленность пре-
вышала обнаруженные для собственно про-
теасомных субъединиц диапазоны. Например: 
(I)  цитоплазматический актин (P29751  Actin, 
cytoplasmic)  – 1777,6  ед.; (II)  белок теп-
лового шока (G1T9M9 Heat shock protein 
family  A (Hsp70) member  8)  – 509,2  ед.; 
(III)  кальмодулин (P62160 Calmodulin)  – 
1386,3  ед.; (IV)  гетерогенный ядерный рибо-
нуклеопротеин  К (O19049 Heterogeneous nu-
clear ribonucleoprotein  K)  – 468,5  ед.; 
(V)  ГАФД (P46406 glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase) – 952,8 ед.  [76]. С учетом того, 
что абсолютное количество приведенных бел-
ков в мозге  [82] отличается от их представ-
ленности во фракции протеасом, все это, 
очевидно, свидетельствует о том, что выделяе-
мые вместе с фракцией протеасом белки не 
являются контаминантными, а представляют 
собой компоненты протеасомных протеомов. 
В  пользу этого же свидетельствует и много-
кратное обогащение выделенных протеасом 
мозга белками, принадлежащими к определен-
ным метаболическим путям (рис. 2).

Рис. 2. Обогащение протеасом определенными группами белков, идентифицированных в мозге [76, 77]. Анализ дан-
ных ресурсом Quick GO по базе Explore Biology показал распределение обнаруженных белков по нескольким метабо-
лическим путям. По отношению к полноразмерному протеому человека наибольшее обогащение обнаружено в случае 
белков, участвующих в метаболизме глутамина и глутамата (Р02747; 100-кратное обогащение в субпротеоме связанных 
с протеасомами белков), гликолиза (Р00024; 82-кратное обогащение), метаболизма фруктозы (Р02744; 37-кратное обо-
гащение), метаболизм пирувата (Р02772; 34-кратное обогащение) и т.д. Заметное обогащение выявлено для метаболи-
ческих путей, вовлеченных в развитие болезни Паркинсона (P00049; 12-кратное обогащение) и болезни Гентингтона 
(P00029; 8-кратное обогащение). Идентификаторы метаболических путей представлены в соответствии с номенклату-
рой ресурса Quick GO в терминах GO Slims (http://www.ebi.ac.uk/QuickGO) [83]
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Функциональные группы белков, ассоциированных с протеасомами

Источник протеасом Метод выделения

Функциональные 
группы белков Метод избирательной 

валидации взаимодей-
ствия с протеасомой

Ссылка

I II III IV V

Saccharomyces cerevisiae аффинная очистка 
на основе anti-Flag M2* агарозы + + + + + [70]

S. cerevisiae

изотопное мечение, 
сшивка in vivo и тандемная 

аффинная очистка SILAC**, 
количественный анализ 

QTAX***

+ + + + + обратная коочистка 
и иммуноблоттинг [72]

Homo sapiens, 
клетки 
293HF-UbR/Rpn11-TB

аффинная очистка 
с применением сшивки 

in vivo XBAP****
+ + + + [74]

H. sapiens, 
клетки линия K562

аффинная очистка 
на основе комплекса биотин-
стрептавидин с применением 

протеазы TEV *****
+ + + + [75]

H. sapiens, 
внеклеточные 
26S-протеасомы 
клеточной линии К562

центрифугирование 
в градиенте концентрации 
сахарозы и ионообменная 

хроматография 
+ + коочистка 

и иммуноблоттинг [73]

H. sapiens, 
26S-протеасомы 
клеток hec 293, 
экспрессирующих 
меченную Rpn11-HTBH

аффинная очистка 
MAP******-SILAC + + + + [68]

Rattus norvegicus, 
цитозоль 
и синаптосомы коры 
больших полушарий

аффинная очистка 
с использованием глутатион-

сефарозы, GST (glutathione 
S-transferase) и мечения UBL 

(ubiquitin-like domain)

+ + + + коочистка 
и иммуноблоттинг [69]

R. norvegicus, 
скелетные мышцы

аффинная очистка 
с использованием глутатион-

сефарозы, GST (glutathione 
S-transferase) и мечения UBL 

(ubiquitin-like domain)

+ + + + + [78]

Oryctolagus cuniculus, 
печень

высокоскоростное 
ультрацентрифугирование, 

фракционирование 
сульфатом аммония

+ + + + +
оптический биосенсор 
(поверхностный плаз-

монный резонанс)
[77]

O. cuniculus, 
головной мозг

высокоскоростное 
ультрацентрифугирование, 

фракционирование 
сульфатом аммония

+ + + + +
оптический биосенсор 
(поверхностный плаз-

монный резонанс)
[76, 77]

Примечание. Белки, принадлежащие к данным функциональным группам, не являются ни собственно протеасомными 
белками, ни компонентами убиквитин-протеасомной системы (убиквитиназы, деубиквитиназы и пр.). Они были иден-
тифицированы в количестве нескольких десятков с помощью масс-спектрометрических методов во фракциях протеа-
сом, выделенных из различных источников, и в ряде случаев их взаимодействие с протеасомами было подтверждено 
независимыми методами.
Функциональные группы ассоциированных с протеасомами белков:
I – компоненты цитоскелета и белки, вовлеченные в транспортировку внутриклеточных «грузов»;
II – защитные белки;
III – сигнальные белки и регуляторы активности ферментов;
IV – регуляторы экспрессии генов, стабильности генома и дифференцировки;
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Примечание к таблице (окончание).
V – метаболические ферменты, преимущественно мультифункциональные белки.
* Моноклональные антитела к FLAG-эпитопу.
** Stable isotope labeling of amino acids in cell culture.
*** Quantitative analysis of tandem-affinity purified cross-linked (x) protein complexes.
**** In vivo cross-linking (X) assisted bimolecular tandem affinity purification strategy.
***** Использовали клетки, экспрессирующие beta  7 субъединицу 20S-протеасомы, меченной C-концевым HTBH-
пептидом, содержащим два His(6)-фрагмента, специфический сайт протеазы TEV (Tobacco Etch Virus), биотинилиро-
вание in vivo, метод нековалентного связывания с образованием комплекса биотин-стрептавидин с последующей элю-
цией с применением протеазы TEV.
****** Смешивание по-разному меченных проб (МАР, Mixing after purification).

Фракционирование 26S-протеасом мозга 
оказывает существенное влияние на профиль 
связанных с коровой субчастицей  (20S) бел-
ков. Число индивидуальных белков, иденти-
фицированных во фракции 20S-протеасом 
мозга кролика, практически удваивается по 
сравнению с фракцией 26S-протеасом моз-
га  [76, 77] преимущественно за счет метабо-
лических ферментов, белков, участвующих 
в передаче сигнала и регуляции активности 
ферментов, защитных белков и белков-регу-
ляторов экспрессии генов, клеточного деления 
и дифференцировки  [77]. При фракциониро-
вании 26S-протеасом печени кролика число 
индивидуальных белков во фракции 20S-про-
теасом практически не изменяется по сравне-
нию с фракцией 26S. Следует подчеркнуть, что 
сопоставление субпротеомов белков фракций 
26S- и 20S-протеасом мозга и печени кролика 
выявило их высокую органную специфич-
ность. Пул общих белков (n = 35) в основном 
представлен метаболическими и защитными 
белками, на долю которых приходится более 
70%  белков. Примечательно, что из 35  ассо-
циированных с протеасомами белков, об-
щих для всех четырех фракций (фракции  26S 
и  20S мозга и печени), 10  принадлежат к так 
называемым мультифункциональным белкам. 
Среди них: ГАФД [84], α-енолаза [85, 86], фак-
тор элонгации 1-α 1 [87], альдолаза [88, 89], глу-
татионпероксидаза  [90, 91], белок теплового 
шока Hsp60  [92], лактатдегидрогеназа  [93], 
триозофосфатизомераза  [94]. Существенное 
расширение репертуара белков, связанных 
с коровой субчастицей протеасом  (20S) моз-
га, после удаления белков 19S-субчастицы, 
указывает на то, что компонентам послед-
ней принадлежит важная роль в формиро-
вании протеасомного интерактома и его 
регуляции. Во  всяком случае, профили мито-
хондриальных белков мозга крысы, связы-
вающихся с субъединицей  Rpn10 19S-суб-
частицы протеасом, существенно различа-
лись при введении животным нейротоксина 
1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропириди-
на  (МФТП) и нейропротектора изатина  [95]. 

Поскольку субъединица  Rpn10 19S-протеа-
сом играет важную роль в узнавании субстра-
тов, предназначенных для протеолитической 
деградации в протеасомах  [96, 97], это согла-
суется с представлениями о том, что именно 
субъединицы 19S-протеасом определяют упо-
рядоченное поступление белков, подвергаю-
щихся протеолитической деградации в коро-
вой субчастице. При этом нельзя не отметить 
тот факт, что вопреки общепринятому пред-
ставлению о том, что протеасомные рецепторы 
убиквитина  – субъединицы  Rpn10 и  Rpn13  – 
взаимозаменяемы в контексте функциониро-
вания протеасом  [25], профили белков мозга, 
связывающихся Rpn10- и Rpn13-субъедини-
цами in  vitro, существенно различались  [98]. 
Это согласуется с результатами, полученными 
другими авторами на дрожжах [72]. По их дан-
ным, профили белков, взаимодействующих с 
субъединицами 19S-протеасомы Rpn1, Rpn10, 
Rpn11 и Rpt15, не полностью идентичны.

В контексте известных данных о внутри-
клеточном трафике протеасом и их транс-
локации в различные компартменты клетки 
в зависимости от функционального состоя-
ния клетки  [42–45] существование большого 
числа белков, взаимодействующих с протеасо-
мами и формирующих протеасомный интер-
актом, вполне объяснимо.

Краткая характеристика групп белков, взаи-
модействующих с протеасомами. Будучи широ-
ко представленным надмолекулярным ком-
плексом в клетках мозга и периферических 
тканей  [64, 99], протеасомы обнаруживаются 
в ядре и в цитоплазме, где они связаны с раз-
личными субклеточными структурами, вклю-
чая хроматин, цитоскелет, ядерную оболочку, 
плазматическую мембрану, цитозольную мем-
брану. При этом их распределение в клетках 
неравномерно, и конкретная субклеточная 
локализация протеасом часто зависит от типа 
клеток, статуса роста и динамически меняю-
щихся регуляторных стимулов [64, 100]. В кон-
тексте молекулярных механизмов пластич-
ности мозга локализация компонентов  УПС 
служит важным регулятором синаптической 
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функции, а нейрональные протеасомы могут 
взаимодействовать с внутриклеточными мем-
бранными структурами, включая синаптиче-
ские везикулы, везикулы аппарата Гольджи, 
митохондрии и лизосомы [101]. Локальные на-
рушения протеасомной деградации вовлечены 
в развитие многих нейродегенеративных забо-
леваний [102, 103].

(I ) Компоненты цитоскелета и белки, вовле-
ченные в транспортировку внутриклеточных 
«грузов», и их роль в локализации протеасом в раз-
личных компартментах клетки. Один из моле-
кулярных моторов  – динеиновый комплекс  – 
играет ключевую роль в подвижности протеасом 
в аксонах [104, 105].

Перераспределение 26S-протеасом в ней-
ронах и других типах клеток обеспечивается 
путем взаимодействия с компонентами цито-
скелета, который, в свою очередь, подвер-
гается ремоделированию при участии про-
теасом  [106]. Для размещения протеасом в 
синапсах нейроны используют зависимые от 
микротрубочек молекулярные моторы.

В нейронах дрозофилы компонентами 
зависимого от микротрубочек протеасомного 
транспорта служат белки легкой цепи динеи-
на (DYNLL1/2) [105].

В  связывании протеасом с белка-
ми DYNLL1/2 важную адаптерную роль играет 
консервативный связывающий протеасомы 
белок  PI31  [107, 108]. Фосфорилирование с 
помощью p38  MAPK увеличивало связыва-
ние  PI31 с  DYNLL1/2, стимулировало обра-
зование комплексов протеасома–DYNLL1/2 
и способствовало направленному движе-
нию протеасом в аксонах  [108]. Инактива-
ция  PI31 нарушала взаимодействие легких 
цепей динеина с протеасомами и транспорт 
последних в аксоны. Это приводило к измене-
нию пресинаптических зон и способствовало 
развитию дефектов белкового гомеостаза на 
периферии нейронов. Кроме того, PI31  проч-
но связывается с F-box-белком Ntc/FBXO7/
PARK15  [107, 108], мутации которого сопро-
вождаются нарушением функций протеасом 
и вызывают развитие ювенильной формы 
болезни Паркинсона  [109]. Другой адаптер-
ный белок,  Ecm29, связываясь с миозинами 
и кинезинами, способствует взаимодействию 
протеасом с различными компартментами 
клеток  [110]. Нокдаун тяжелой цепи мотор-
ного белка кинезина  1  (KIF5B) приводит к 
нарушению дендритного транспорта, процес-
сов обучения и памяти [111] и антероградного 
движения протеасом к аксонам [101]. Факто-
ры, способствующие росту аксонов, стимули-
ровали ретроградный транспорт протеасом из 

растущих терминалей аксонов, который регу-
лировался посредством фосфорилирования 
адаптерного белка протеасом  Ecm29, взаимо-
действующего с динеином [104].

(II )  Защитные белки. Помимо участия в 
сборке протеасом, клеточные шапероны уча-
ствуют в протеолитической деградации бел-
ков протеасомами. Члены семейства  Hsp70 
непосредственно вовлечены в процессы де-
градации белков путем доставки белковых 
субстратов к протеасоме. При этом участие 
Hsc70/Hsp70 в деградации белков 26S-протеа-
сомой опосредует кошаперон  CHIP (carboxyl 
terminus of Hsc70 interacting protein). Он дей-
ствует как убиквитинлигаза, а белок  BAG1 
(BCL2-associated athanogene) координирует 
связывание Hsp70-субстратного комплекса с 
26S-протеасомой  [112–114]. В  случае протео-
литической элиминации окисленных белков 
протеасомами клетки используют протеолити-
ческие возможности 20S-протеасомы, осуще-
ствляя диссоциацию 26S-протеасомы. В  этом 
процессе важная роль принадлежит белку теп-
лового шока 70 (Hsp70), который способствует 
увеличению количества свободных 20S-про-
теасом и предотвращает накопление окис-
ленных белков в клетках в условиях окисли-
тельного стресса  [115]. В  ходе формирования 
клеточного ответа на окислительный стресс 
Hsp70  может взаимодействовать и с окислен-
ными белками, и с 20S-протеасомой, которая, 
в отличие от 26S-протеасомы, способна распо-
знавать и расщеплять развернутые белки АТР- 
и убиквитин-независимым способом  [116]. 
Протеасома  20S узнает свои субстраты по их 
неструктурированным гидрофобным участ-
кам, экспонированным наружу в результате 
разворачивания белковой молекулы  [7–11]. 
При этом протеасома  20S значительно более 
устойчива к окислительному стрессу, чем про-
теасома  26S  [117, 118]. Устойчивости 20S-про-
теасомы к окислительному повреждению 
способствует Hsp90  [119]. Hsp90 также связы-
вается с окисленным кальмодулином  [120], 
представленность которого в протеасомах моз-
га превышает уровень ряда субъединиц про-
теасом  [76], и способствует деградации этого 
регуляторного белка 20S-субчастицей.

(III ) Сигнальные белки и регуляторы актив-
ности ферментов. Фосфорилирование играет 
важную роль в регуляции протеасом и их суб-
клеточной локализации. Ретроградный транс-
порт протеасом зависит от стадии развития 
нейрона и увеличивается по мере роста аксо-
нов  [104]. Это процесс стимулируют сАМР и 
мозговой нейротрофический фактор  (BDNF), 
не влияя на антероградное направление. 



БУНЕЕВА и др.398

БИОХИМИЯ том 88 вып. 3 2023

Регуляторный механизм включает BDNF/
сАМР-зависимую активацию PKA и фосфори-
лирование адаптерного белка 26S-протеасомы 
Ecm29, которое усиливает взаимодействие 
протеасомы с динеином. В  качестве главного 
регулятора (так называемого master regula-
tor) синапсов рассматривают α-субъединицу 
Ca2+/кальмодулин-зависимой протеинкиназы II 
(CaMKIIα) [58], которая в мозге ассоциирова-
на с протеасомами  [121]. Транслокация этого 
фермента в синапс способствует накоплению 
протеасом в шипиках и их постсинаптическо-
му перераспределению. Автофосфорилирова-
ние CaMKIIα усиливает связывание с протеа-
сомами и мобилизацию последних в шипики. 
Действие CaMKIIα на протеасомы осуще-
ствляется посредством некаталитического и 
каталитического механизмов. В  первом слу-
чае активированная (автофосфорилирован-
ная) CaMKIIα эффективнее связывается с 
протеасомами, способствуя их мобилизации 
к шипикам. Во  втором случае CaMKIIα сти-
мулирует активность протеасом, фосфорили-
руя остаток серина (Ser120) субъединицы Rpt6. 
Однако для деградации полиубиквитиниро-
ванных белков шипиков важное значение 
имеет именно транслокация CaMKIIα, а не 
ее киназная активность  [121]. Тем не менее, 
по данным других авторов, блокада этого 
фосфорилирования у мутантного белка с 
аминокислотной заменой  S120A или ингиби-
рование  CaMKIIα снижают синаптическую 
активность и рост шипиков [122, 123]. Конди-
ционирование страха сопровождалось увели-
чением фосфорилирования  Ser120 Rpt6-cубъ-
единицы регуляторной субчастицы протеасом 
и активности протеасом в миндалевидном теле 
крыс Лонг-Эванс (Long Evans)  [124]. Введе-
ние специфического ингибитора CaMKII  – 
myr-AIP (myristoylated autocamtide-2 related 
inhibitory peptide)  – приводило к значитель-
ному снижению индуцированного обуче-
нием увеличения фосфорилирования  Ser120 
Rpt6-cубъединицы и активности протеасом, 
не влияя на уровни полиубиквитинирования 
белков. Специфический ингибитор PKA та-
ким действием не обладал. Эти и другие дан-
ные свидетельствует в пользу того, что CaMKII 
участвует в формировании памяти, регулируя 
фосфорилирование  Rpt6 и функцию протеа-
сом [124, 125].

Полоподобная протеинкиназа  1 (polo-like 
kinase  1  – фермент семейства серин-треони-
новых киназ, участвующий в регуляции кле-
точного цикла, ответов клетки на поврежде-
ние ДНК и  др.) активирует 20S-протеасому, 
фосфорилируя α-субъединицы  [126]. Однако 

роль этой киназы, которую некоторые авторы 
называют протеасомной протеинкиназой [58], 
в пластичности мозга пока остается невыяс-
ненной. Известно, что ингибирование этого 
фермента блокирует прогрессию клеточного 
цикла при некоторых глиомах [127].

Кальмодулин  – активатор Ca2+/кальмоду-
лин-зависимой протеинкиназы  II  – обнару-
живается при протеомном профилировании 
фракций 26S- и 20S-протеасом мозга  [76, 77]. 
С учетом известных данных о диссоциации 
кальмодулина от CaMKII  [128] обнаружение 
этого белка в протеасомах может свидетель-
ствовать о его потенциальной роли в качестве 
регулятора CaMKII и, возможно, других каль-
модулин-зависимых ферментов, связанных 
с протеасомами. Нельзя исключить также и 
поступление этого белка к месту протеолити-
ческой деградации. В пользу последнего пред-
положения свидетельствует тот факт, что сво-
бодный кальмодулин, лишенный ионов  Са2+, 
подвергается деградации, не требующей убик-
витинирования как 26S-, так и 20S-протеасо-
мами [120, 129].

(IV ) Регуляторы экспрессии генов, стабиль-
ности генома и дифференцировки клеток. Зна-
чительное количество протеасом находится в 
ядре, где они играют ключевую роль в регуля-
ции клеточного цикла, транскрипции, ремо-
делирования хроматина, эпигенетического 
контроля, сплайсинга  РНК, восстановления 
повреждений  ДНК и контроля качества ядер-
ных белков  [64, 130]. В  связи с этим регуля-
торы экспрессии генов, стабильности генома 
и дифференцировки, обнаруживаемые во 
фракции протеасом, могут рассматриваться 
в качестве потенциальных субстратов, под-
лежащих протеолитической деградации. Фак-
тор элонгации eEF1A, играющий важную роль 
в долговременной синаптической пластич-
ности  [131], связывается с протеасомами  [76, 
77, 132]. Уровень этого белка снижен в гип-
покампе пациентов с болезнью Альцгейме-
ра  [133]. С  другой стороны, есть сообщения 
о том, что фактор элонгации eEF1A связы-
вает аберрантные белки, высвобождающиеся 
с рибосом, и доставляет их в протеасомы для 
последующей деградации [132]. eEF1A взаимо-
действует преимущественно с Rpt1-субъеди-
ницей регуляторной 19S-субчастицы, а также 
с убиквитинированными белками  [132]. Наи-
более сильное взаимодействие отмечено при 
истощении  АТР; при делеции гена, кодирую-
щего Rpt1-субъединицу, связывание eEF1A 
с протеасомой снижалось, но не исчезало 
совсем  [132]. Это свидетельствует о том, что 
eEF1A может связываться и с другими компо-
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нентами протеасом. Последнее, по-видимому, 
объясняет тот факт, что в мозге eEF1A обнару-
живается как во фракции 26S-протеасом, так и 
во фракции 20S-протеасом [76, 77].

(V )  Метаболические ферменты. Метабо-
лические ферменты, ассоциированные с про-
теасомами и обнаруженные в протеасомах, 
выделенных из различных биологических объ-
ектов  [69, 70, 72, 73, 75–78], вовлечены прак-
тически во все виды обмена. При этом только 
гликолитические ферменты, обнаруженные в 
протеасомах (рис. 3) и снабжающие их энерги-
ей АТР в реакциях субстратного фосфорилиро-
вания, по-видимому, могут рассматриваться в 
качестве функционально значимых. Во всяком 
случае, субъединицам митохондриального АТР-
синтазного комплекса  [73, 78] или транспорт-
ных АТРаз [76, 77] трудно «предложить работу 
по специальности» в протеасомах. По-види-
мому, часть этих ферментов (например, уже 
упоминавшаяся ранее  ГАФД), не подлежащая 
деградации в протеасомах, может выполнять 

неканонические функции, действуя, напри-
мер, в качестве шаперонов или белков-инги-
биторов 20S-протеасомы  [134]. С  другой сто-
роны, субъединицы лактатдегидрогеназы  [76, 
77], входящие в состав лактатоксидазного 
комплекса, обнаруженного в нейронах мозга 
крыс [135], могут служить одним из связующих 
звеньев между компонентами протеасомного 
интерактома и митохондриями.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Протеасомный интерактом содержит 
большое количество белков, которые прини-
мают участие в сборке этих надмолекулярных 
комплексов, регуляции функционирования и 
внутриклеточной локализации. При экстра-
поляции на мозг человека данных, получен-
ных на различных биологических объектах, 
ассоциированные с протеасомами белки со-
ставляют не менее 28%  протеома мозга чело-
века (рис. 4).

В контексте молекулярных функций Gene 
Ontology  (GO) Pathways белки протеасомного 
интерактома обеспечивают взаимодействие 
компонентов более 30 метаболических путей, 
аннотированных в терминах GO (рис. 5) [136]. 
Главным итогом этих взаимодействий, по-ви-
димому, является связывание адениновых и 
гуаниновых нуклеотидов, которые, очевидно, 

Рис. 3. Обогащение протеасом ферментами гликолиза, 
идентифицированными в мозге кролика  [76, 77]. Крас-
ным цветом обозначены те реакции гликолиза, участ-
никами которых являются обнаруженные белки. Блоки, 
заполненные зеленым цветом, показывают идентифици-
рованные белки, которые обозначены номерами в класси-
фикации ферментов, а также идентификаторами KEGG 
и UniProtKB: фосфоглюкомутаза-1 (EC  5.4.2.2; иденти-
фикатор KEGG  – K01835, идентификатор UniProtKB  – 
P36871), АТР-зависимая 6-фосфофруктокиназа (EC 
2.7.1.11; идентификатор KEGG – K00850, идентификатор 
UniProtKB  – P308237), фруктозобисфосфатальдолаза  А 
(ЕС  4.1.2.13, идентификатор KEGG  – K01623, иденти-
фикатор UniProtKB  – P04075), триозофосфатизомераза 
(EC  5.3.1.1; идентификатор KEGG  – K01803, идентифи-
катор UniProtKB – P60174), глицеральдегид-3-фосфатде-
гидрогеназа (EC 1.2.1.12; идентификатор KEGG – K00134, 
идентификатор UniProtKB  – P04406), фосфоглицерат-
киназа  2 (EC  2.7.2.3; идентификатор KEGG  – K00927, 
идентификатор UniProtKB  – P07205), альфа-енолаза 
(EC  4.2.1.11; идентификатор KEGG  – K01689, иденти-
фикатор UniProtKB  – P06733), пируваткиназа  PKM 
(EC  2.7.1.40; идентификатор KEGG  – K00873, иденти-
фикатор UniProtKB  – P14618), L-лактатдегидрогеназа 
(EC 1.1.1.27; идентификатор KEGG – K00016, идентифи-
катор UniProtKB  – P00338). Изображение адаптировано 
и взято из открытого ресурса KEGG (Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes; Kanehisa Laboratory) с разрешения 
правообладателя. Идентификатор оригинальной карты 
гликолиза KEGG – map00010 [15]
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Рис. 4. Функциональные классы (Protein Classes) ассоциированных с протеасомами белков, идентифицированных 
в  мозге кролика  [76, 77] и экстраполированных на протеом человека. Белки, ассоциированные с протеасомой, под-
разделяются на несколько функциональных классов в соответствии с данными анализа ресурса GO Slims https://www.
ebi.ac.uk/QuickGO. Синим цветом обозначен вклад белков в идентифицированном субпротеоме, ассоциированном 
с протеасомами, зеленым цветом отмечен вклад идентичного функционального класса в полноразмерном человече-
ском протеоме. Функциональные классы белков (обозначены в скобках) приведены в номенклатуре ресурса Quick GO 
Explore Biology

и обеспечивают реализацию нуклеотид-зави-
симых функций 26S- и 20S-протеасом [31, 137, 
138] в клетках центральной нервной системы и 
периферических тканей.

Участие протеасом в патогенезе различных 
заболеваний центральной нервной системы и 
периферических тканей делают эти надмоле-
кулярные комплексы привлекательным объек-
том таргетной фармакологической регуляции. 

Хотя в данной области преобладает явный 
интерес к разработке и применению инги-
биторов протеасом для лечения различных 
видов рака, фармакологической регуляции 
функциональной активности протеасом мозга 
также уделяется определенное внимание. По-
скольку развитие нейродегенеративной пато-
логии чаще всего связано с региоселектив-
ным сниженим функциональной активности 
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Рис. 5. Молекулярные функции белков мозга [76, 77], ассоциированных с протеасомами. Дерево распределения и взаи-
мосвязи функциональных классов, соответствующих белкам, ассоциированным с протеасомами, реконструировано с 
использованием ресурса PANTHER™ Protein Class (версия 17.0, дата обновления 2022-02-22; http://pantherdb.org/) [136]. 
Анализ группировки функциональных классов выполнен с поправкой FDR < 0,001 против полноразмерного протеома 
человека. Желтым цветом выделены блоки классов, к которым принадлежат обнаруженные белки, ассоциированные с 
протеасомой; белым цветом отмечены блоки функциональных классов, отвечающих или сопряженных с функциональ-
ными активностями белков, ассоциированными с протеасомами. Идентификаторы молекулярных функций приведены 
в номенклатуре Gene Ontology. Цветовые индикаторы в блоках отражают направление воздействия (активности) сосед-
них или связанных блоков

протеасом, положительный терапевтический 
эффект, очевидно, будут оказывать факторы, 
способствующие повышению активности про-
теасом. В  качестве одного из основных под-
ходов в настоящее время рассматривается воз-
можность фармакологического торможения 
активности деубиквитиназ [109]. Блокада этих 
ферментов способствует поступлению убикви-
тинированных субстратов в протеасомы для 
последующей протеолитической деградации. 
Другой подход, предполагающий посттранс-
ляционную модификацию субъединиц про-
теасомного комплекса, связан с рядом ком-
понентов протеасомного субпротеома (PKA, 

CaMKIIα и  др.)  [139]. В  любом случае фар-
макологическая регуляция протеасом мозга, 
по-видимому, реализуется через изменение 
состава и/или активности белков, ассоцииро-
ванных с протеасомами. Результаты исследо-
ваний, проведенных на модельных объектах 
in  vitro и in  vivo  [139], внушают определенный 
оптимизм в плане реализуемости данного 
подхода.

Вклад авторов. О.А.  Бунеева  – анализ соб-
ственных и литературных данных по теме, на-
писание глав обзора; А.Т.  Копылов  – биоин-
форматический анализ массивов протеомных 
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дев  – концепция обзора, написание отдельных 
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THE PROTEASOME INTERACTOME 
AND ITS ROLE IN THE MECHANISMS OF BRAIN PLASTICITY

Review

O. A. Buneeva, A. T. Kopylov, and A. E. Medvedev*

Institute of Biomedical Chemistry, 119121 Moscow, Russia; E-mail: professor57@yandex.ru

Proteasomes are highly conserved multienzyme complexes responsible for the proteolytic degradation of 
short-lived, regulatory, misfolded, and damaged proteins. They play an important role in the processes of 
brain plasticity, and the decrease in their function is accompanied by the development of neurodegenerative 
pathology. Studies performed in different laboratories both on cultured mammalian and human cells and on 
preparations of the rat and rabbit brain cortex revealed a large number of proteasome-associated proteins. 
Since the identified proteins belong to certain metabolic pathways, multiple enrichment of the proteasome 
fraction with these proteins indicates their important role the proteasome functioning. Extrapolation of the 
experimental data, obtained on various biological objects, to the human brain, suggests that proteasome-
associated proteins account for at least 28% of the human brain proteome. The proteasome interactome of 
the brain contains a large number of proteins involved in the assembly of these supramolecular complexes, 
regulation of their functioning, and intracellular localization, which can be changed at different conditions 
(for example, during oxidative stress) or in different phases of the cell cycle. In the context of the molecular 
functions of the Gene Ontology (GO) Pathways, the proteins of the proteasome interactome mediate cross-
talk between components of more than 30 metabolic pathways annotated in terms of GO. The main result 
of these interactions is the binding of adenine and guanine nucleotides, crucial for realization of the nucleo-
tide-dependent functions of the 26S and 20S proteasomes. Since the development of neurodegenerative pa-
thology is often associated with a regioselective decrease in the functional activity of proteasomes, a positive 
therapeutic effect will obviously be provided by factors increasing the proteasomal activity. In any case, the 
pharmacological regulation of brain proteasomes seems to be realized through changes in the composition 
and/or activity of proteins associated with proteasomes (deubiquitinase, PKA, CaMKIIα, etc.).

Keywords: proteasomes, brain, 20S subunit, 19S subunit, subcellular localization and functions, proteasome-
associated proteins, proteasome proteome and interactome
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Липиды представляют собой чрезвычайно гетерогенную группу соединений, что обусловливает 
большое разнообразие выполняемых ими биологических функций. Традиционное представление 
о липидах, как о важных структурных компонентах клетки и соединениях, играющих трофическую 
роль, в настоящее время дополняется сведениями о возможном участии липидов в сигналинге, 
причём не только внутриклеточном, но и межклеточном. В  обзорной статье рассматривают-
ся современные данные о роли липидов и их метаболитов, образующихся в глиальных клетках 
(астроциты, олигодендроциты, микроглия), в коммуникации этих клеток с нейронами. Помимо 
специфики метаболических превращений липидов в каждом типе глиальных клеток, отдельное 
внимание обращено на сигнальные молекулы липидной природы (фосфатидная кислота, арахидо-
новая кислота и её метаболиты, холестерин и др.) и возможность их участия в реализации синап-
тической пластичности, а также в других возможных механизмах, связанных с реализацией фено-
мена нейропластичности. Обобщение этих новых данных может существенно расширить знания 
о регуляторных функциях липидов в нейроглиальных взаимоотношениях.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ЦНС, головной мозг, синаптическая пластичность, нейроны, астроциты, олиго-
дендроциты, микроглия, нейроглиальные взаимодействия, липиды, метаболизм липидов.
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Принятые сокращения: АК  – арахидоновая кислота; ДГК  – диглицеролкиназа; ГАМК  – гамма-аминомасляная 
кислота; ЛП – липопротеины; ОЛ – олигодендроциты; ФК – фосфатидная кислота; Apo – аполипопротеин.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Нейропластичность  – фундаментальное 
свойство нервной системы, которое реализует-
ся на различных уровнях и с помощью разных 
механизмов. В  настоящее время наибольшее 
внимание привлекает изучение синаптической 
пластичности. Под синаптической пластич-
ностью понимают способность образовывать 
новые связи, контакты, увеличивать проводи-
мость между нейронами. Механизмы, под-
держивающие синаптическую пластичность, 
включают в себя реорганизацию или новообра-
зование синаптических структур, изменение 
количества выбрасываемого нейромедиатора и 
эффективности ответа на этот нейромедиатор, 
заключающиеся в модуляции плотности рецеп-

торов в постсинаптической мембране, а также 
проводимости ионных каналов и  пр. Ремоде-
лирование синапсов происходит в различных 
областях мозга на протяжении всей жизни.

Помимо разных типов нейронов, цен-
тральная нервная система  (ЦНС) содержит 
морфологически и функционально различные 
популяции глиальных клеток, количественно 
преобладающих над нейронами в головном 
мозге млекопитающих и составляющих по 
массе от 33 до 66%. Глиальные клетки подраз-
деляются на основные разновидности – астро-
циты, олигодендроциты, микроглию, эпенди-
мальные клетки  (рис.  1). Существуют также 
некоторые вариации внутри каждой из групп. 
Важно отметить, что каждый тип клеток вы-
полняет специализированные функции [1, 2].
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Рис. 1. Схема взаимодействия нейрона и глиальных клеток (астроцита, олигодендроцита, микроглиальной клетки). 
Кружками обведены места, которые более подробно представлены на рис. 2 и 3. Шаблоны, использованные для созда-
ния рисунка, находятся в свободном доступе на сайте Servier Medical Art (https://smart.servier.com)

При этом из всех глиальных клеток аст-
роциты наиболее тесно взаимодействуют со 
всеми участками нейронов (с  телом клетки, 
дендритами, аксонами и синаптическими окон-
чаниями). Олигодендроциты связаны главным 
образом с аксоном (в  обонятельной лукови-
це имеются миелинизированные дендриты), 
обеспечивая высокую скорость проведения 
нервного импульса за счёт формирования мие-
линовой оболочки; в периферической нервной 
системе за формирование миелина отвечает 
разновидность олигодендроцитов  – шван-
новские клетки. Без участия клеток микро-
глии было бы невозможно полноценное про-
текание процессов апоптоза, митофагии. Кро-

ме того, показана существенная роль микро-
глиальных клеток в обеспечении контроля над 
формированием синаптических контактов во 
время созревания мозга. Эпендимальные клет-
ки (эпендима) выстилают стенки желудочков 
головного мозга и спинномозгового канала и 
способствуют выработке спинномозговой жид-
кости. Базальная мембрана этих клеток контак-
тирует с астроцитами, а зрелые нейроны в ос-
новном не вступают в прямое взаимодействие с 
клетками эпендимы, за исключением участков 
внутри и вокруг субэпендимальных зон [3].

Таким образом, тесная кооперация между 
нейронами и глиальными клетками, наряду 
с компартментализацией отдельных этапов 
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метаболизма между ними, необходимы для 
обеспечения правильного функционирования 
мозга. К  настоящему времени накапливается 
всё больше доказательств важной роли липи-
дов в коммуникации между нейронами и гли-
альными клетками при обеспечении механиз-
мов пластичности мозга, нарушение которых 
сопряжено с широким спектром неврологи-
ческих расстройств и нейродегенеративных 
заболеваний. Роль липидов в функционирова-
нии нейронов была описана нами ранее [4].

При изучении роли липидов в нейрогли-
альных взаимоотношениях внимание иссле-
дователей стала привлекать не только трофи-
ческая поддержка нейронов, но и выявление 
новых функций отдельных липидов – сигналь-
ных и регуляторных. В этом отношении боль-
ше всего сведений получено на астроцитах, 
в то время как сигнальные функции липидов 
других глиальных клеток изучены фрагментар-
но. Работа в этом направлении представляет 
большой интерес и перспективна.

Следует подчеркнуть, что для липидов, в 
отличие от других классов соединений, весь-
ма сложно разграничить «метаболические» и 
сигнальные функции. Многие «сигнальные» 
липиды обычно являются продуктами фер-
ментативного расщепления или превращения 
«структурных» липидов плазматической мем-
браны или образуются в ходе метаболических 
превращений, то есть процессы метаболизма 
липидов и их сигнальные функции тесно свя-
заны. Более того, выраженная компартмента-
лизация отдельных этапов метаболизма липи-
дов между разными типами клеток нервной 
системы ещё более осложняет разграничение 
метаболических и сигнальных/регуляторных 
функций липидов.

Несмотря на возросший интерес к дан-
ной теме и её актуальность, в литературе всё 
ещё мало экспериментальных данных о по-
тенциальных перекрёстных взаимодействиях 
в области метаболизма липидов между клет-
ками  ЦНС. Такая коммуникация с участием 
липидов и их метаболитов может служить ещё 
одним примером того, как глиальные клетки 
регулируют деятельность нейрона.

Цель данной работы  – охарактеризовать 
вклад липидов различных глиальных клеток 
(астроцитов, олигодендроцитов, микроглии) в 
регуляцию деятельности нейронов. В  отличие 
от ряда обзоров по сходной тематике, в этой 
статье мы попытались дополнительно учесть 
компартментализацию отдельных этапов ме-
таболизма липидов и работу многочисленных 
систем, обеспечивающих трафик липидов и их 
производных.

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ АСТРОЦИТОВ 
С НЕЙРОНАМИ 

И ДРУГИМИ КЛЕТКАМИ ЦНС

Функции астроцитов. Астроциты, наиболее 
хорошо изученные специализированные гли-
альные клетки, являются, по мнению многих 
авторов, преобладающим типом во взрослом 
мозге  [5], хотя ряд исследователей указывает, 
что соотношение нейронов и астроцитов мо-
жет сильно отличаться в различных структурах 
мозга [6].

Астроциты выполняют многочисленные 
функции в головном мозге, включая регу-
ляцию целостности гематоэнцефалического 
барьера  [7], внеклеточной концентрации ней-
ротрансмиттеров (особенно глутамата и гамма-
аминомасляной кислоты (ГАМК)) [8], гомеоста-
за воды и ионов [9, 10], а также метаболическую 
и трофическую поддержку нейронов, которая 
реализуется при контакте между эндотелиаль-
ными клетками, астроцитами и нейронами [11, 
12]. Взаимодействие нейрон–астроцит суще-
ственно не только для функционирования зре-
лого мозга [13, 14], но и имеет большое значение 
для развивающегося мозга, когда астроциты 
оказывают влияние на рост и развитие нейро-
нов, образование синаптических контактов [12, 
15, 16]. В последние годы появляется всё больше 
данных, подтверждающих, что астроциты игра-
ют непосредственную роль в обработке инфор-
мации в ЦНС. Это привело к появлению поня-
тий «трёхстороннего синапса» (tripartite synapse) 
и «глиотрансмиссии»  [17]. Трёхсторонний си-
напс служит ярким примером межклеточной 
интеграции в ЦНС и представляет собой струк-
туру, где отростки астроцитов активно взаи-
модействуют с пре- и постсинаптическими 
нейронами в области синапса. В  настоящее 
время такая кооперация установлена для глу-
таматных, ГАМК и ацетилхолиновых синап-
сов, однако достоверных подтверждений её 
существования в дофаминергической и серо-
тонинергической системах пока не найдено. 
Высвобождение нейротрансмиттеров из пре-
синаптического окончания активирует метабо-
тропные рецепторы на астроцитах, которые 
реагируют повышением уровня внутриклеточ-
ного кальция. Это, в свою очередь, стимулирует 
высвобождение химических медиаторов (на-
пример, глутамата, ГАМК, ATP, D-серина), на-
званных «глиотрансмиттерами», посредством 
различных механизмов, которые до сих пор 
остаются предметом дискуссий  [18, 19]. Глио-
трансмиттеры могут стимулировать или подав-
лять синаптическую передачу в зависимости от 
типа медиатора  [20–22]. Помимо глиотранс-
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миттеров, астроциты способны высвобождать 
множество факторов, влияющих на нейроны, 
в том числе большие везикулы, содержащие 
функционирующие митохондрии и липидные 
капли, электронно-плотные везикулы, содер-
жащие нейропептид Y и другие нейропептиды, 
осуществлять транспорт глюкозы и лактата, 
а также выделять другие сигнальные молеку-
лы  [23, 24]. В  совокупности весь массив таких 
данных послужил обоснованием концепции 
«активной среды» (active milieu) [25], когда в эту 
интеграцию включены другие глиальные клет-
ки, сосуды и внеклеточное пространство.

Таким образом, функциональная взаи-
мосвязь между астроцитами и нейронами, 
а также другими клетками является строго 
регулируемым процессом и имеет решающее 
значение для поддержания нормальной работы 
мозга. В данном разделе мы подробнее остано-
вимся на тех соединениях липидной природы, 
которые могут участвовать в реализации раз-
личных механизмов нейропластичности, осо-
бенно синаптической пластичности.

Роль астроцитарных липидов в межклеточных 
взаимодействиях. Липиды – не только структур-
ные компоненты клеток ЦНС, но и важнейшие 
соединения, обеспечивающие функциональную 
активность нейронов. Содержание липидов в 
мозге является одним из самых высоких среди 
всех органов и тканей, за исключением жиро-
вой ткани  [26]. Особенности состава липидов 
(количество представителей основных клас-
сов липидов и их соотношение) и их функцио-
нальная роль в нейронах обсуждались нами 
ранее [4, 27]. Гораздо меньше известно о функ-
циях липидов в самих астроцитах, однако за 
последние годы интерес к этой теме значитель-
но вырос [24, 28].

Как уже упоминалось выше, астроциты 
оказывают влияние на рост и ветвление ней-
ритов, а также на образование синапсов, то 
есть на процессы, непосредственно вовлечён-
ные в реализацию феномена синаптической 
пластичности. Такое влияние может осуще-
ствляться за счёт секреции астроцитами раз-
личных сигнальных молекул  [23], в том числе 
липидной природы, синтезируемых этими гли-
альными клетками. Ярким примером сигналь-
ных функций липидов является фосфатидная 
кислота  (ФК), образующаяся в астроцитах 
в основном при действии фосфолипазы  D1. 
Нокдаун гена этого фермента в астроцитах 
снижал ветвление дендритов в смешанной 
культуре клеток гиппокампа [29]. Кроме того, 
нарушение роста нейритов при болезни Альц-
геймера также ассоциируется с дисфункцией 
фосфолипазы D1 [30].

Внутриклеточное образование  ФК мо-
жет регулироваться несколькими фермента-
ми: фосфолипазой  D (гидролиз мембранных 
фосфолипидов), диглицеролкиназой (фосфо-
рилирование диацилглицерола), ацилтранс-
феразой (присоединение жирной кислоты к 
лизофосфатидату), а также при участии фер-
ментов биосинтеза фосфолипидов de  novo. 
Дефекты различных ферментов, участвую-
щих в образовании  ФК, приводят к развитию 
многих нейропатологий, что подтверждает 
важную роль  ФК как регуляторного факто-
ра [31]. В экспериментах на мышах с нокаутом 
гена Fmr1, связанным с торможением экспрес-
сии диглицеролкиназы, обнаружено измене-
ние соотношения уровней диацилглицерола 
и  ФК в нейронах  [32]. Следствием этого дис-
баланса может быть нарушение передачи сиг-
налов от  ФК, необходимых для созревания 
дендритных шипиков, в частности сигналов, 
стимулирующих полимеризацию актина, необ-
ходимую для стабилизации структуры шипика.

Имеющиеся данные свидетельствуют о 
том, что фосфолипаза  D и диглицеролкина-
за (ДГК), подвергающиеся сложной и жёсткой 
регуляции, являются двумя основными фер-
ментами, участвующими в образовании  ФК, 
используемой для сигнальных процессов  [33–
35]. Например, было показано, что среди 
10  известных изоформ диацилглицеролкиназ 
6  участвуют в некоторых формах синаптиче-
ской пластичности  [34–36]. Так, ДГКβ может 
быть вовлечена в процессы роста дендритов 
и синаптогенеза в клетках гиппокампа  [37], 
ДГКβ и ДГКζ, расположенные в области пост-
синаптической плотности, участвуют в фор-
мировании долговременной потенциации, 
лежащей в основе памяти и обучения [38, 39]. 
Кроме того, ДГКα является уникальной изо-
формой ДГК из-за её экспрессии в глиальных 
клетках – этот фермент локализуется в олиго-
дендроцитах [40].

Механизмы, посредством которых реа-
лизуются биологические эффекты  ФК, могут 
быть различны и до сих пор интенсивно изуча-
ются. Прежде всего, благодаря конусообразной 
пространственной конфигурации молекулы 
ФК  способствует искривлению мембраны и 
изменению её структуры, что необходимо как 
для слияния везикул, так и для взаимодей-
ствия с мембраной некоторых растворимых 
белков. Например, ФК  связывается с белком 
синтаксин-1A в комплексе SNARE [41]. Кроме 
того, ФК  может действовать как мессенджер, 
напрямую взаимодействуя со специфиче-
скими лигандами  [42]. При связывании ФК с 
белком возможно изменение каталитической 
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активности фермента или присоединение бел-
ка к мембране. Был идентифицирован ряд ми-
шеней  ФК, включающих белки, участвующие 
в фосфорилировании и дефосфорилировании 
белков и липидов, в регуляции рецепторов, 
связанных с G-белками, а также в везикуляр-
ном транспорте и метаболизме [43–45]. Не сто-
ит забывать, что ФК является ключевым про-
межуточным соединением при биосинтезе 
фосфолипидов и источником других сигналь-
ных молекул, таких как диацилглицерол, лизо-
фосфатидная кислота, свободные жирные 
кислоты, фосфатидилинозитол-4,5-дифосфа-
та (PI4,5P2). Всё это делает ФК жизненно важ-
ным регулятором нейротрансмиссии и синап-
тической пластичности. По  всей видимости, 
немаловажное значение имеет также, какой 
именно молекулярный вид ФК образуется [46].

Взаимодействуя с различными белками 
(киназами, фосфатазами, фосфолипазами, 
G-белками и  др.), ФК  может регулировать та-
кие процессы, как пролиферация клеток, транс-
порт везикул, организация цитоскелета и, таким 
образом, играть существенную роль в развитии 
нейронов. Механизм действия внеклеточной 
ФК в данном случае может быть опосредо-
ван рецепторами, связанными с G-белками и 
дальнейшей активацией протеинкиназы  А и 
соответствующих сигнальных путей в нейро-
нах [29] (рис. 2).

Среди сигнальных молекул липидной при-
роды, выделяемых астроцитами, также необ-
ходимо упомянуть сфингозин-1-фосфат, эйко-
заноиды, холестерин [22]. Эйкозаноиды, обра-
зующиеся из арахидоновой кислоты (в част-
ности простагландины), служат важными 
медиаторами в  ЦНС. Они могут участвовать 
в регуляции синаптической передачи, вос-
палительных реакций, в контроле скорости 
кровотока в мозге  [47–49]. Так, высвобожде-
ние глутамата из нейронов, помимо передачи 
межнейронального сигнала, также приводит 
к активации астроцитарных метаботропных 
рецепторов глутамата, сопровождающейся повы-
шением уровня внутриклеточного  Ca2+ и сти-
муляцией фосфолипазы А2, что ведёт к образо-
ванию свободной арахидоновой кислоты (АК) 
(рис. 2) [50]. Увеличение количества АК стиму-
лирует, в свою очередь, образование её метабо-
литов, которые оказывают вазодилатирующий 
эффект на близлежащие артериолы. Просто-
гландин Е2 обеспечивает расширение артериол 
путём связывания с рецептором на гладко-
мышечных клетках стенки артериол. Эпокси-
эйкозатриеновая кислота тоже может вы-
зывать расширение сосудов, но уже посред-
ством ингибирования рецепторов тромбоксана, 

вазоконстриктирующего метаболита  АК  [19]. 
В некоторых исследованиях на переживающих 
срезах мозга и изолированной сетчатке увели-
чение уровня внутриклеточного  Ca2+ в астро-
цитах также приводило к вазоконстрикции. 
Оказалось, что этот эффект связан с окисле-
нием арахидоната до 20-гидроксиэйкозатетра-
еновой кислоты (20-HETE) в гладкомышеч-
ных клетках сосудов  [50, 51]. Таким образом, 
регуляция кровоснабжения мозга метаболита-
ми  АК, выделяющимися из астроцитов, явля-
ется ещё одним механизмом, связанным с пла-
стичностью мозга.

Астроциты принимают участие в работе 
эндоканнабиноидной системы в головном 
мозге. Эти глиальные клетки имеют канна-
биноидные рецепторы типа  CB1R, которые 
связывают анандамид и 2-арахидоноилглице-
рин (эндогенные лиганды, образующиеся из 
N-ацилфосфатидилэтаноламина и диацил-
глицерола соответственно), выделяемые пост-
синаптическими нейронами. Активация ре-
цепторов  CB1R приводит к Ca2+-зависимому 
высвобождению глутамата астроцитами в 
области трёхстороннего синапса  [52]  (рис.  2). 
Особо следует подчеркнуть, что высвобождение 
глиотрансмиттеров (глутамата, ATP и  др.) мо-
жет происходить не только в области трёхсто-
роннего синапса, но и в дистальных участках 
астроцита, удалённых от источника эндокан-
набиноидов, регулируя, таким образом, актив-
ность синапсов других нейронов. Следова-
тельно, с помощью такого механизма передачи 
каннабиноидного сигнала астроциты могут 
вызывать как временные регуляторные эф-
фекты, так и контролировать длительные из-
менения в нескольких синапсах, что важно для 
процессов синаптической пластичности  [53]. 
Высказываются предположения о взаимосвязи 
эндоканнабиноидной и эйкозаноидной сиг-
нальных систем, поскольку их метаболические 
пути (биосинтез при участии  АК, пути окис-
ления при участии циклооксигеназы и липок-
сигеназы, взаимные превращения) тесно 
переплетаются  [54]. По  нашему мнению, эти 
исследования находятся только в самом нача-
ле, и многое ещё предстоит выяснить.

Хорошо известно, что астроциты обеспе-
чивают метаболическую поддержку нейронов. 
Поскольку нейроны имеют самую высокую 
потребность в энергии и обычно не содержат 
значительного пула глюкозы, гликогена или 
липидных капель, то в условиях высокой ак-
тивности энергетические субстраты должны 
поступать в эти клетки извне. Считается, что 
астроциты участвуют в поглощении и рас-
пределении многих соединений головного 
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Рис. 2. Схема участия липидов и их метаболитов во взаимодействии астроцит–нейрон, в том числе в области трёх-
стороннего синапса. Показан метаболизм и транспорт метаболитов липидов между различными частями астроцита 
и нейрона. Сплошными стрелками показаны пути превращения соединений, пунктирными  – пути транспорта со-
единений; зелёные стрелки – активирующие пути, красные – ингибирующие пути. Шаблоны, использованные для 
создания рисунка, находятся в свободном доступе на сайте Servier Medical Art (https://smart.servier.com). Сокращения: 
АК  – арахидоновая килота; ЖК  – жирные кислоты; ЛК  – липидные капли; ЛП  – липопротеины; ЛПНП  – липо-
протеины низкой плотности; ПКА  – протеинкиназа  А; СЖК  – свободные жирные кислоты; СФ-1-P – сфинго-
зин-1-фосфат; ФИ – фосфоинозитиды (в том числе PI(4)P, PI(4,5)P2, PIP3); ФК – фосфатидная кислота; ФЛ – фос-
фолипиды; ФЛА2  – фосфолипаза  А2; ФЛС  – фосфолипаза  С; Х  – холестерин; 24-ОН-Х  – 24-гидроксихолестерин; 
ЭК  – эндоканнабиноиды; ABCA, ABCG  – транспортёры, члены семейства ATP-binding cassette transporter; ApoE – 
аполипопротеин  Е; CB1R  – рецептор каннабиноидов, тип  1; CD36  – транспортёр жирных кислот; FATP  – белок, 
транспортирующий жирные кислоты; Glu  – глутамат; GluR  – ионотропные рецепторы глутамата (NMDA, AMPA); 
GLUT  – транспортёр глюкозы; HEPTE  – гидроперокситетраеновые кислоты; HETE  – гидроксиэйкозатетраеновые 
кислоты; LDL-R – рецептор ЛП низкой плотности; LXR – Х-рецептор печени, транскрипционный фактор; МСT – 
транспортёры монокарбоновых кислот; mGluR – метаботропные рецепторы глутамата

мозга [55, 56]. Интересно, что L-серин синте-
зируется и высвобождается во внеклеточное 
пространство только астроцитами, а также 
сходными с ними клетками радиальной глии. 

Нейроны, не способные к синтезу этого соеди-
нения, используют астроцитарный L-серин 
для биосинтеза таких липидов, как фосфати-
дилсерин и гликосфинголипиды [57].
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В астроцитах более интенсивно, чем в 
нейронах, протекает метаболизм липидов  [58, 
59]. Такие процессы, как β-окисление жир-
ных кислот и кетогенез, осуществляются в 
основном в астроцитах, а образующиеся в 
результате метаболиты (ацетил-КоА, NADH, 
FADH2, кетоны) поступают в нейроны для 
последующего синтеза ATP  [60–62]. Низкий 
уровень β-окисления в нейронах связан c не-
высокой скоростью переноса длинноцепочеч-
ных КоА-производных жирных кислот через 
внутреннюю митохондриальную мембрану и 
низкой активностью самих ферментов β-окис-
ления [61]. Предполагается, что процесс окис-
ления жирных кислот может сопровождаться 
возникновением окислительного стресса  [62]. 
Периодам интенсивной нейрональной актив-
ности также сопутствует повышение уровня 
активных форм кислорода, накопление гидро-
перекисей жирных кислот и развитие окисли-
тельного стресса, к которому нейроны очень 
чувствительны. Защита нейронов от токсиче-
ского действия гидроперекисей, т.е.  нейро-
протекторная функция, осуществляется астро-
цитами, которые аккумулируют окисленные 
жирные кислоты в своих липидных каплях [63, 
64]. Их транспорт происходит с участием 
аполипопротеин-содержащих липопротеинов 
(рис.  2). Липидные капли в астроцитах, по-
мимо гидроперекисей жирных кислот, содер-
жат большой пул липидов, необходимый для 
обеспечения нейронов энергией. Предпо-
лагается, что в периоды интенсивной актив-
ности или длительного стресса нейроны могут 
индуцировать образование липидных капель в 
соседних астроцитах [65]. В то же время стоит 
подчеркнуть, что в норме в клетках головного 
мозга взрослых животных липидные капли 
присутствуют в очень незначительных коли-
чествах, однако их накопление, в основном в 
астроцитах и микроглие, наблюдается в ходе 
развития мозга, при старении и при некоторых 
патологических состояниях, таких как нейро-
дегенеративные заболевания [64, 66].

Астроциты интенсивно синтезируют и 
секретируют молекулы различных липидов, 
включая стеролы, жирные кислоты и три-
глицериды; синтезируют глицеро- и сфинго-
липиды [59, 67–69]. Важно, что именно астро-
циты являются основным источником в  ЦНС 
докозагексаеновой и арахидоновой кислот, 
которые образуются в этих клетках путём 
удлинения незаменимых жирных кислот, 
поступающих через гематоэнцефалический 
барьер [70].

Достаточно много работ посвящено из-
учению метаболизма холестерина в астро-

цитах  [71–73]. Содержание этого липида не-
обычайно высоко в головном мозге, при этом 
максимальное его количество обнаружено в 
миелине, о чём речь пойдёт ниже [74].

Астроциты  – основные клетки взрос-
лого мозга, которые синтезируют холестерин 
и поставляют его в нейроны в составе липо-
протеинов  [68, 71]. Будучи важным структур-
ным компонентом липидного бислоя, этот 
липид активно используется нейронами для 
формирования мембран в ходе синаптогене-
за как в развивающемся, так и во взрослом 
мозге, и в больших концентрациях присут-
ствует в синаптических пузырьках [75, 76]. Эти 
факты позволяют рассматривать холестерин 
как астроцитарный фактор, способствующий 
синаптогенезу.

Интересно отметить, что астроциты и 
нейроны используют разные постсквалено-
вые этапы биосинтеза холестерина [68], в ходе 
которых, помимо холестерина, образуются 
разные промежуточные метаболиты, обладаю-
щие разной биологической активностью  [77]. 
В  частности, в астроцитах такие промежуточ-
ные метаболиты используются в синтезе ней-
ростероидных гормонов [78].

Биосинтез холестерина и жирных кислот 
в клетках находится под контролем семейства 
транскрипционных факторов SREBP (sterol 
regulatory element binding protein), которые ре-
гулируют синтез белков, участвующих в мета-
болизме этих липидов  [79]. Снижение актив-
ности SREBP в астроцитах мутантных мышей 
(за счёт инактивации гена, кодирующего белок 
SCAP (SREBP cleavage-activating protein  – ак-
тиватора  SREBP)) приводило к замедлению 
секреции холестерина и фосфолипидов этими 
клетками, что сопровождалось нарушением 
функций пресинаптических структур ближай-
ших нейронов in vivo  [59]. Это неудивительно, 
поскольку известно, что холестерин связыва-
ется с синаптофизином при образовании си-
наптических пузырьков в пресинапсе  [80, 81]. 
Кроме того, холестерин является важным ком-
понентом липидных рафтов, присутствие его 
необходимо для кластеризации и обеспечения 
стабильности рецепторов нейромедиаторов, 
ростовых факторов и других биологически 
активных соединений в постсинаптической 
мембране, что, несомненно, является важным 
фактором, обеспечивающим феномен синап-
тической пластичности [81–83].

Как мы видим, транспорт липидов имеет 
большое значение для нейроглиальных взаи-
модействий. Многочисленные исследования, 
проведённые за последние годы, демонстри-
руют роль этих процессов как в ходе развития 
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нервной системы, так и в поддержании когни-
тивных функций мозга во взрослом состоянии. 
Процессы транспорта липидных молекул осу-
ществляются разнообразными межклеточны-
ми и внутриклеточными переносчиками  [84]. 
Нейроны и астроциты взрослого мозга экс-
прессируют несколько мембранных перенос-
чиков жирных кислот, таких как FATP1 (fatty 
acid transport protein), FATP4, CD36(FAT), а 
астроциты и клетки-предшественники олиго-
дендроцитов – ещё и FABP7 [64, 85, 86]. FABP 
(fatty acid binding proteins) контролируют по-
ступление и внутриклеточное распределение 
жирных кислот, а следовательно, участвуют 
в метаболизме липидов, трансдукции сигна-
лов и регуляции активности генов. Синтез 
FABP7 в мозге взрослых животных необходим 
для регуляции работы астроцитарных рафтов 
(через изменение экспрессии кавеолина-1) 
и ответа на внешние стимулы этими глиаль-
ными клетками, что, в свою очередь, обеспе-
чивает нормальное функционирование нейро-
нов  [87]. Было показано, что дефицит FABP7 
у мышей с нокаутом гена  Fabp7 приводит к 
изменению морфологии дендритных шипиков 
и снижению количества возбуждающих си-
напсов  [88]. Стимулируемый астроцитарным 
лактатом биосинтез жирных кислот в нейро-
нах сопровождается их последующим транс-
портом в астроциты при участии FATP1 или 
FATP4 и запасанием в липидных каплях  [89]. 
Эти транспортёры также участвуют в переносе 
синтезированных жирных кислот (например, 
ключевых докозагексаеновой и арахидоновой) 
из астроцитов, что в дальнейшем стимулирует 
их использование для включения в фосфоли-
пиды нейрональных мембран [64].

В транспорте липидов в головном мозге 
участвуют липопротеины  (ЛП). ЛП,  циркули-
рующие в кровяном русле, не способны про-
никать через гематоэнцефалический барьер, 
за исключением липопротеинов высокой плот-
ности, таким образом, они должны вырабаты-
ваться непосредственно в клетках центральной 
нервной системы. Считается, что астроциты 
являются основным местом синтеза и сбор-
ки собственных ЛП в головном мозге  [90]. 
К  наиболее распространённым аполипо-
протеинам  (Apo) в составе ЛП нервной тка-
ни относятся ApoE и ApoJ. ApoE участвует в 
транспорте жирных кислот и холестерина из 
астроцитов в нейроны, связываясь с предста-
вителями семейства рецепторов липопротеи-
нов низкой плотности или рецептором аполи-
попротеина Е2 (ApoER2) [58, 89]. Нокаут генов 
этих рецепторов у мышей приводит к сниже-
нию количества синапсов и нарушению про-

цессов обучения и памяти [91, 92]. Интересно, 
что усиленная экспрессия гена  ApoE4, по-ви-
димому, связана с повышенным риском воз-
никновения болезни Альцгеймера, поскольку 
обнаружено, что ApoE4 может связываться с 
β-амилоидным пептидом, способствуя обра-
зованию фибриллярных структур  [93–95]. 
Важную роль в транспорте липидов и нейро-
глиальных взаимодействиях играет также бе-
лок ApoD [96].

Если транспорт липидов из астроцитов в 
нейроны может осуществляться как аполипо-
протеинами, так и в составе  ЛП, то нейроны 
выводят избыток холестерина с помощью ЛП, 
превращая его в 24(S)-гидроксихолестерин [58]. 
Эта реакция катализируется холестерин-24(S)-
гидроксилазой  (CYP46A1), которая экспрес-
сируется исключительно в нейронах [97]. Ней-
роны и астроциты синтезируют также разные 
мембранные переносчики холестерина, регу-
лирующие его отток из клеток: в астроцитах 
преобладают ABCA1 и ABCG1, а в нейронах – 
ABCG4 [58].

Таким образом, не только образующиеся в 
астроцитах сигнальные молекулы липидов или 
их производных, но и процессы метаболизма 
и транспорта липидов играют существенную 
роль во взаимодействии астроцитов и нейро-
нов, о чём свидетельствует развитие целого 
ряда патологий  ЦНС при нарушении этих 
процессов [26, 98, 99].

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ 
ОЛИГОДЕНДРОЦИТОВ С НЕЙРОНАМИ

Функции олигодендроцитов. Миелинизи-
рующие клетки глии – олигодендроциты (ОЛ) 
и шванновские клетки также чрезвычайно 
важны для поддержания взаимосвязи клеток 
и их функционирования в нервной системе. 
Олигодендроциты  – это разветвлённые круп-
ные глиальные клетки, которые образуют спе-
цифическую многослойную липидно-белко-
вую структуру – миелиновую оболочку вокруг 
аксона. Один олигодендроцит способен мие-
линизировать до 50–60  сегментов аксонов. 
Миелиновая оболочка не только обеспечивает 
быстрое скачкообразное проведение импуль-
сов по аксону, но и выполняет трофическую 
функцию, поддерживая целостность и выжи-
вание аксона, что необходимо для реализации 
феномена нейропластичности [100].

Помимо зрелых ОЛ, в последнее время вы-
деляют отдельную популяцию клеток-предше-
ственников олигодендроцитов  – NG2-глию, 
составляющую около 5% от общего количества 
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глиальных клеток. Эта популяция глиальных 
клеток сохраняется в ЦНС взрослых живот-
ных и продолжает генерировать зрелые миели-
низирующие  ОЛ на протяжении всей жизни, 
однако их функции во взрослом мозге ещё 
выяснены не до конца  [2, 101]. Наиболее ин-
тересным фактом является то, что эти клетки 
способны образовывать функциональные си-
напсы с нейронами [102].

Олигодендроциты и NG2-клетки экспрес-
сируют потенциал-зависимые ионные каналы 
(Nav, Kv, Cav) и различные рецепторы нейро-
медиаторов. Ключевой особенностью является 
присутствие калиевых каналов, среди которых 
особое значение имеет преобладающий под-
тип  – обращённые К+-каналы (Kir4.1)  [103]. 
Нейромедиаторы и  К+, высвобождаемые си-
наптическими окончаниями аксонов, действу-
ют на ионные каналы и рецепторы ОЛ, таким 
образом, нейроны могут оказывать влияние на 
процесс миелинизации. Активность и количе-
ство ионных каналов и рецепторов меняется 
как во время развития, регулируя процессы 
миелинизации, так и при патологических (де-
миелинизирующих) состояниях [101, 104].

Помимо образования миелина, ОЛ  секре-
тируют различные факторы, осуществляя, на-
ряду с астроцитами, метаболическую поддержку 
нейронов и участвуя в стабилизации цитоске-
лета аксонов. Олигодендроциты поставляют 
лактат, который транспортируется через пере-
носчик МСТ1 в периаксональное пространство, 
откуда он поглощается аксонами с участием 
МСТ2 [101]. Такое дополнительное поступление 
энергетического субстрата способствует беспе-
ребойной работе Na+/К+-ATPазы для восста-
новления ионной асимметрии в области пере-
хватов Ранвье.

Роль липидов олигодендроцитов в межкле-
точных взаимодействиях. Уникальной характе-
ристикой, которая отличает миелин от других 
биологических мембран, является необычайно 
высокое содержание липидов, которое доходит 
до  70–80% от  сухого веса миелина. Согласно 
недавним исследованиям, липидом миелина 
ЦНС человека насчитывает около 700 различ-
ных представителей липидов  [105], структура 
и соотношение которых меняются в процессе 
развития головного мозга [106].

Дифференцировка и созревание ОЛ сопро-
вождаются повышенной экспрессией фермен-
тов синтеза липидов. Считается, что к оконча-
нию периода миелинизации ОЛ синтезируют 
около 40% от общего количества липидов в моз-
ге человека. Основные классы липидов зрелого 
(компактного) миелина – холестерин, глицеро-
фосфолипиды и гликосфинголипиды, присут-

ствуют в довольно постоянном соотношении 
(около  2/2/1). Всего идентифицировано около 
20  классов липидов, при этом преобладающи-
ми являются холестерин, галактозилцерамиды 
и этаноламинплазмалогены. В  миелине при-
сутствуют уникальные молекулярные виды ли-
пидов, которых нет в соседних нейрональных 
или глиальных клетках, что обеспечивает плот-
ность упаковки этих мембран. В целом липиды 
миелина содержат меньше полиненасыщенных 
жирных кислот и больше представителей, име-
ющих очень длинные ацильные цепи [105, 107]. 
Качественные и/или количественные изме-
нения соотношений молекулярных видов или 
классов липидов всегда связаны с дисфункцией 
миелина.

Относительно недавно было высказано 
предположение, что жирные кислоты с очень 
длинной цепью  (ДЦЖК) могут окисляться в 
пероксисомах, расположенных в отростках 
олигодендроцитов, примыкающих к аксонам 
(адаксональный слой миелина). Образовав-
шиеся укороченные жирные кислоты могут 
транспортироваться в аксоны и использо-
ваться как субстраты для митохондриального 
β-окисления  [108]. Таким образом, ОЛ, наря-
ду с астроцитами, могут обеспечивать аксоны 
субстратами для получения энергии или сиг-
нальными молекулами. С другой стороны, ме-
таболиты, образующиеся в аксонах, могут под-
держивать процессы миелинизации в ОЛ. Так, 
N-ацетил-аспартат (NAc-Asp), образующийся 
в аксональных митохондриях, транспортирует-
ся в ОЛ и там расщепляется аспартатацилазой 
до ацетата и аспартата  [109]. Эти соединения 
могут использоваться как непосредственно 
для синтеза липидов (ацетат), так и опосредо-
вать увеличение экспрессии генов (аспартат 
через ряд промежуточных метаболитов), уча-
ствующих в синтезе сульфатидов и сфингомие-
лина (рис. 3).

Одним из наиболее изученных липидов, в 
связи с его ролью в формировании миелина, 
является холестерин. На  долю этого липида 
в миелине мозга взрослых животных прихо-
дится до  80% от  общего липидного состава, а 
доступность холестерина определяет скорость 
и своевременность миелинизации. Скорость 
биосинтеза холестерина de  novo в олигоден-
дроцитах максимальна именно в период ин-
тенсивной миелинизации [81, 110, 111]. Отсут-
ствие синтеза холестерина в  ОЛ у мышей с 
нокаутами генов ферментов этого процесса 
(скваленсинтазы, 3-гидрокси-3-метилглутарил 
КoA  синтазы  I) приводит к отсроченному 
началу миелинизации  [110, 112]. Кроме того, 
определённую роль в формировании пула 
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Рис. 3. Схема участия липидов и их метаболитов во взаимодействии олигодендроцит–нейрон, в том числе в стабилиза-
ции миелинового слоя (адаксональный слой миелина). Сплошными стрелками показаны пути превращения соедине-
ний, пунктирными – пути транспорта соединений; зелёные стрелки – активирующие пути. Шаблоны, использованные 
для создания рисунка, находятся в свободном доступе на сайте Servier Medical Art (https://smart.servier.com). Сокраще-
ния: ДЦЖК – длинноцепочечные жирные кислоты; ЖК – жирные кислоты; αКГ – альфа-кетоглутарат; ЛП – липо-
протеины; Х – холестерин; Ac – ацетил; GLUT – транспортёр глюкозы; GM1, GD1a – ганглиозиды; LDL-R – рецеп-
тор ЛП низкой плотности; MAG – миелин-ассоциированный гликопротеин; МСT – монокарбоновые транспортёры; 
NAc-Asp  – N-ацетил-аспартат; белки клеточной адгезии: TAG (Transient Axonal Glycoprotein), NF155 (Neurofascin), 
Caspr (Contactin-associated protein)

холестерина  ОЛ в процессе миелинизации 
могут играть астроциты, поставляя холесте-
рин в составе  ЛП  [113]. Важным участником 
внутриклеточного транспорта холестерина, 
посредством которого он мобилизуется из ЛП 
в эндолизосомальной системе, является транс-
мембранный белок Нимана–Пика  С1  (Npc1). 
Делеция гена  Npc1  как в нейронах, так и в 
олигодендроцитах приводит к нарушению об-

разования миелина и даже остановке созрева-
ния олигодендроцитов [114].

Влияя на жидкостность мембраны и взаи-
модействуя с белками, холестерин способствует 
сборке миелина и более плотной упаковке ли-
пидов в этой мембранной структуре. Холесте-
рин необходим не только для формирования 
миелиновых мембран, но и, возможно, участ-
вует в передаче сигнала внутрь олигодендро-
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цита, активируя сигнальные пути, стимулирую-
щие процесс миелинизации. Составляя основу 
рафтов, холестерин может обеспечивать сборку 
белковых комплексов в этих микродоменах. 
В экспериментах на рыбках Danio было показа-
но, что присутствие холестерина облегчает пе-
редачу сигналов, опосредованную сигнальным 
каскадом PI3K/Akt/mTOR (одним из основ-
ных факторов миелинизации) в клетках-пред-
шественниках олигодендроцитов. Поскольку 
киназа mTOR также контролирует экспрессию 
генов, необходимых для синтеза холестерина, 
то этот факт может указывать на существование 
петли положительной обратной связи, регули-
рующей процесс миелинизации [115].

Таким образом, липиды являются не только 
важными структурными компонентами миели-
новых мембран, они также определяют локали-
зацию белков в клеточной мембране ОЛ, влияя 
на их функции. Ключевая роль липидов в ли-
пид-белковых взаимодействиях наиболее ярко 
проявляется в период начала интенсивной мие-
линизации, когда растущий ОЛ должен всту-
пить в контакт с аксоном. При этом в процессах 
межклеточной адгезии и узнавания основная 
роль среди липидов отводится ганглиозидам и 
сульфоцереброзидам  [24, 116, 117]. Установле-
но, что ганглиозид GM1, расположенный в па-
ранодальных областях миелиновой оболочки, 
имеет решающее значение для взаимодействия 
глиального белка нейрофасцина-155  (NF155) 
и аксонального комплекса контактин/Caspr1 
(контактин-ассоциированный белок 1) (рис. 3). 
Это белки клеточной адгезии, взаимодействие 
которых необходимо для сохранения цитоархи-
тектоники паранодальных регионов. У мутант-
ных мышей с нарушением синтеза  GM1 или 
сульфоцереброзидов наблюдается снижение 
уровня Caspr и NF155 в рафтах, а также измене-
ние количества и локализации ионных каналов 
в паранодальных областях около перехватов 
Ранвье [118, 119].

Со своей стороны, ганглиозиды нейронов, в 
частности GM1, GD1a и GT1b, также участвуют 
в стабилизации миелиновых мембран. GD1a 
и  GT1b, два наиболее распространённых ган-
глиозида аксональных мембран, взаимодейству-
ют с миелин-ассоциированным гликопротеи-
ном (MAG), являясь его рецепторами [120–122]. 
Передача сигналов между ганглиозидами аксона 
и иммуноглобулиновыми доменами  MAG с 
участием Fak1-киназы определяет расстояние 
между аксоном и самой внутренней (адаксо-
нальной) мембраной миелина, контролирует 
образование миелина, а также ингибирует рост 
нейритов в развивающемся мозге или регенера-
цию аксона во взрослом мозге [122].

По всей видимости, ганглиозиды GM3, 
GM1, GD1b и GD3 могут модулировать распо-
ложение в мембранном рафте другой молекулы 
адгезии, TAG-1 (transient-axonal glycoprotein 1), 
которая экспрессируется как в нейронах, так 
и в олигодендроцитах  [123, 124]. Этот белок в 
основном находится в юкстапаранодальных 
областях, где необходим для правильной лока-
лизации и компартментализации калиевых ка-
налов (в частности Kv1.1/1.2). Однако особен-
ности взаимодействия этой молекулы адгезии 
с ганглиозидами и его участия в стабилизации 
миелина ещё предстоит изучить.

Нарушения синтеза гликолипидов, играю-
щих важную роль в формировании и под-
держании структуры миелина, приводит к 
развитию различных демиелинизирующих за-
болеваний [117].

Таким образом, рассмотренные данные, 
подтверждая значимость олигодендроцитар-
ных липидов в обеспечении функциональной 
активности  ЦНС, указывают на перспектив-
ность дальнейших исследований этих сложных 
аспектов межклеточной коммуникации.

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ МИКРОГЛИАЛЬНЫХ 
КЛЕТОК С НЕЙРОНАМИ

Функции микроглии. Ещё один тип гли-
альных клеток  – микроглия  – составляет 
около  10–15% от  популяции клеток голов-
ного мозга взрослых животных и представляет 
собой фагоцитирующие и иммунокомпетент-
ные клетки нервной системы, функционально 
отличные от аналогичных клеток перифери-
ческих тканей. На  ранних стадиях развития в 
мозге присутствует множество различных суб-
популяций микроглии, однако с возрастом эта 
гетерогенность снижается  [125]. Эти клетки 
играют важную роль в развитии  ЦНС и под-
держивают гомеостаз как в развивающемся, 
так и во взрослом мозге. В  функции микро-
глиальных клеток входит удаление апоптоти-
ческих и некротических клеток, несвёрнутых 
белков (например β-амилоида), а также мие-
линового дебриса. На ранних этапах развития 
мозга микроглия поддерживает выживание 
нейронов и ОЛ, способствует апоптотической 
гибели избыточных нейронов-предшествен-
ников и дифференцировке клеток-предше-
ственников  ОЛ. В  постнатальный период эти 
клетки участвуют в поддержании пула клеток-
предшественников  ОЛ, созревании синапсов 
и ремоделировании нейронных сетей, таким 
образом, активно участвуя в процессах, обес-
печивающих пластичность мозга.
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Являясь важной частью врождённой им-
мунной системы, клетки микроглии активи-
руются при различного рода воспалительных 
процессах в  ЦНС, что является характерным 
признаком нейровоспаления и нейродегенера-
ции  [126, 127]. Таким образом, микроглиаль-
ные клетки могут взаимодействовать с ней-
ронами, астроцитами и олигодендроцитами, 
оказывая влияние на их функционирование. 
Медиаторами такого взаимодействия служат 
внеклеточные везикулы и липопротеины [128, 
129]. Нарушение взаимодействия между ней-
ронами и микроглией оказывает негативное 
действие на функции ЦНС, включая память и 
некоторые типы поведения [130].

Роль липидов микроглии в межклеточных 
взаимодействиях. В литературе накоплен боль-
шой массив данных об участии про- и анти-
воспалительных факторов, хемокинов и дру-
гих соединений, выделяемых микроглией, в 
межклеточных взаимоотношениях в  ЦНС. 
Значительно меньше сведений о липидах мик-
роглии и об их возможной роли во взаимо-
действии этих клеток с нейронами, астроци-
тами и олигодендроцитами. В последние годы 
эти вопросы всё больше стали привлекать 
внимание, такие исследования весьма инте-
ресны и перспективны. Однако точная роль 
липидов микроглии и конкретные механизмы 
всё ещё остаются мало изученными.

Важно отметить, что клетки микроглии 
могут как сами синтезировать липиды, так 
и получать их извне (транспорт при участии 
ApoE и  ApoJ) и накапливать  [127, 129, 131]. 
Липидный состав микроглии характеризу-
ется высоким содержанием сфинголипидов, в 
частности сфингомиелинов, с преобладанием 
молекулярных видов, которые не встречают-
ся в других клетках ЦНС  [26]. В  публикациях 
появляются данные, указывающие на то, что 
процессы метаболизма липидов в клетках мик-
роглии участвуют в активации этих клеток, 
вызывая миграцию, фагоцитоз и запуск вос-
палительных реакций и, таким образом, опо-
средованно влияя на функции нейронов и дру-
гих глиальных клеток  [131, 132]. Кроме того, 
скорость метаболизма липидов изменяется 
в процессе развития клеток микроглии и при 
переходе из одного состояния в другое  – для 
взрослой микроглии [125, 131, 133].

Традиционно ключевая роль микроглии 
отводится фагоцитозу богатого липидами 
миелинового дебриса или олигодендроцитов, 
находящихся в стадии апоптоза  (рис.  1). При 
нейровоспалительных заболеваниях разруше-
ние миелиновых оболочек приводит к накоп-
лению остатков миелина, что стимулирует 

запуск фагоцитоза клетками микроглии  [134]. 
Поглощение фрагментов миелина опосреду-
ется появлением на поверхности микрогли-
альных клеток основного фагоцитарного ре-
цептора CD36 (транслоказа жирных кислот), в 
свою очередь, поступление миелина увеличи-
вает экспрессию  CD36, усиливая дальнейший 
захват миелинового дебриса  [135]. С  одной 
стороны, поглощение миелина, содержащего 
большое количество холестерина, требует его 
элиминации, поскольку накопление этого 
липида и продуктов его метаболизма способ-
ствуют нейровоспалению  [127, 136]. С  другой 
стороны, холестерин является также биологи-
чески активным соединением, которое спо-
собствует выживанию микроглиальных клеток 
в культуре и поставляется из астроцитов [133]. 
Установлено, что в условиях демиелинизации 
микроглия начинает синтезировать десмо-
стерол, непосредственный предшественник 
в биосинтезе холестерина и агонист Х-рецеп-
торов печени  (LXR), тем самым способствуя 
ремиелинизации [137]. В целом, баланс между 
поступлением холестерина и его оттоком мо-
жет играть важную роль в функционировании 
этих глиальных клеток и представлять собой 
ещё один вариант проявления нейропластич-
ности, а также играть роль в развитии нейро-
воспалительных заболеваний.

Одной из особенностей микроглии явля-
ется её высокая чувствительность к факто-
рам внешней среды, связанная в том числе и 
с экспрессией широкого спектра рецепторов. 
Всё больше данных свидетельствует о том, что 
жирные кислоты пищи уникальным образом 
изменяют метаболизм микроглиальных кле-
ток и изменяют их «фенотип» (стимулируют 
их превращение в другую субпопуляцию) [131, 
132, 138]. В  недавних исследованиях было по-
казано, что микроглия может реагировать на 
избыточное потребление насыщенных жиров, 
вызывая дисфункцию нейронов в медиаба-
зальном гипоталамусе  – области мозга, кон-
тролирующей энергетический метаболизм, и 
таким образом влиять на гипоталамический 
контроль метаболизма в других тканях [129].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, совокупность рассмо-
тренных литературных данных, накопленных 
за последние годы, убедительно доказывает, 
что многие липиды служат межклеточными и 
внутриклеточными сигнальными молекулами, 
участвующими в нейроглиальных взаимодей-
ствиях, регулирующими различные функции 
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головного мозга и способствующими реали-
зации нейропластичности на разных уровнях. 
Как уже говорилось выше, сигнальные функ-
ции липидов тесно связаны с их метаболи-
ческими превращениями, поскольку многие 
«сигнальные» липиды обычно являются про-
дуктами ферментативного расщепления или 
превращения «структурных» липидов плазма-
тической мембраны. В то же время в мозге на-
блюдается выраженная компартментализация 
отдельных этапов метаболизма липидов между 
разными типами клеток нервной системы.

Так, процессы окисления жирных кислот 
и биосинтеза холестерина во взрослом мозге 
в основном связаны с астроцитами, в то вре-
мя как в олигодендроцитах биосинтез холе-
стерина и гексозилцерамидов имеет самую 
высокую интенсивность на ранних этапах раз-
вития мозга. Пути превращения арахидоно-
вой кислоты – жирной кислоты, вовлечённой 
в передачу сигналов воспаления  – в основ-
ном осуществляются в микроглиальных клет-
ках, обеспечивающих иммунные реакции и 
гомеостаз мозга. Тем не менее роль липидов 
в регуляции функций микроглиальных кле-
ток и взаимоотношений их с другими клет-
ками нервной ткани пока ещё мало изучена и 
представляется весьма перспективным нап-
равлением исследований. Роли липидов аст-
роцитарных и олигодендроцитарных клеток 
в межклеточных взаимодействиях уделено в 
современной литературе больше внимания, 
однако здесь также остаётся много вопросов. 

Интересным направлением, на наш взгляд, 
является изучение роли астроцитов в защите 
нейрона от окислительного стресса и участие в 
этом липидных капель. Мало изученной обла-
стью остаётся вклад ганглиозидов в процессы 
взаимодействия между аксоном и примыкаю-
щей к нему миелиновой мембраной. Отдель-
ного направления исследований заслуживают 
процессы транспорта липидов между глиаль-
ными клетками.
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Lipids are an extremely heterogeneous group of compounds, resulting in a wide variety of biological func-
tions they perform. The traditional view of lipids as important structural components of the cell and com-
pounds playing a trophic role is currently being supplemented by information on the possible participation 
of lipids in signaling, not only intracellular, but also intercellular. The review article discusses current data 
on the role of lipids and their metabolites formed in glial cells (astrocytes, oligodendrocytes, microglia) in 
the communication of these cells with neurons. In addition to the metabolic transformations of lipids in 
each type of glial cells, special attention is paid to the lipid signal molecules (phosphatidic acid, arachidonic 
acid and its metabolites, cholesterol, etc.) and the possibility of their participation in the implementation of 
the synaptic plasticity, as well as in other possible mechanisms associated with the realization of the neu-
roplasticity. The generalization of these new data can significantly expand knowledge about the regulatory 
functions of lipids in neuroglial relationships.

Keywords: central nervous system, brain, synaptic plasticity, neurons, astrocytes, oligodendrocytes, microglia, 
neuronal-glial interactions, lipids, lipid metabolism
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Эпилептический статус (ЭС) запускает множество патологических изменений в нервной системе, 
которые еще не до конца изучены и могут вести к развитию эпилепсии. В этой работе мы изучили 
эффекты действия ЭС на характеристики возбуждающей глутаматергической передачи в гиппо-
кампе у крыс в литий-пилокарпиновой модели височной эпилепсии. Исследования проводились 
через 1 день (острая фаза модели), 3 и 7 дней (латентная фаза) и 30–80 дней (хроническая фаза) 
после ЭС. Используя метод ОТ-ПЦР в реальном времени, мы обнаружили, что в латентную фазу 
происходит снижение экспрессии генов субъединиц GluA1 и GluA2 AMPA-рецепторов, что может 
также сопровождаться повышением доли кальций-проницаемых AMPA-рецепторов, играющих 
существенную роль в патогенезе многих заболеваний  ЦНС. В  переживающих срезах мозга при 
регистрации полевых ответов в области CA1 гиппокампа в ответ на стимуляцию коллатералей 
Шаффера электрическим током разной силы мы выявили снижение эффективности возбуждаю-
щей синаптической нейротрансмиссии во всех фазах модели. Однако в хронической фазе обна-
ружили увеличение частоты спонтанных возбуждающих постсинаптических потенциалов, что 
свидетельствует о повышенной фоновой активности глутаматергической системы при эпилепсии. 
В  пользу этого также указывает снижение порога экстензии задних конечностей в тесте макси-
мального электрошока у крыс с височной эпилепсией по сравнению с контрольными животными. 
Полученные результаты свидетельствуют о наличии ряда функциональных изменений в глутамат-
ергической системе, связанных с эпилептизацией мозга. Эти данные могут быть использованы для 
разработки антиэпилептогенной терапии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: литий-пилокарпиновая модель эпилепсии, синапс, AMPA-рецептор, гиппокамп, 
полевой постсинаптический потенциал, возбуждающий постсинаптический потенциал, тест максималь-
ного электрошока.
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Принятые сокращения: ВПСП  – возбуждающий постсинаптический потенциал; ВЭ  – височная эпилепсия; 
МЭШ – максимальный электрошок; пПСП – полевой постсинаптический потенциал; ПС – популяционный спайк; 
прПС  – пресинаптический популяционный спайк; СРС  – спонтанные рецидивирующие судороги; ЭС  – эпилеп-
тический статус.
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ВВЕДЕНИЕ

Височная эпилепсия  (ВЭ) является од ним 
из распространенных неврологических рас-
стройств, и почти в 30% от всех случаев ВЭ не 
поддается фармакологическому лечению  [1], 
что ухудшает качество жизни пациентов  [2]. 
ВЭ может развиваться после однократного по-
вреждающего воздействия на мозг, такого как 
эпилептический статус (ЭС), черепномозговая 

травма, длительные фебрильные судороги, ин-
фекционное заболевание ЦНС, инсульт [3–5], 
запускающие эпилептогенез. Эпилептогенез 
представляет собой каскад функциональных 
и структурных изменений в ткани мозга, при-
водящий к развитию спонтанных рецидиви-
рующих судорог  (СРС)  [6, 7]. Наиболее часто 
при  ВЭ страдает гиппокамп  [8], который иг-
рает важную роль в формировании памяти [9], 
поэтому для  ВЭ характерны коморбидные 
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когнитивные нарушения  [10, 11]. Несмотря 
на то что механизмы эпилептогенеза активно 
изучаются, до сих пор полная последователь-
ность событий остается неясной, а надежных 
терапевтических подходов, предотвращающих 
эпилептогенез, пока не разработано [6, 12].

Для изучения эпилептогенеза и приобре-
тенной ВЭ используется моделирование на жи-
вотных. Литий-пилокарпиновая модель ВЭ у 
крыс является общепринятой моделью, т.к. по-
вторяет все особенности болезни человека [13]. 
Основными признаками этой модели явля-
ются: наличие длительного  ЭС; острая фаза с 
судорожным состоянием длительностью до су-
ток; латентная фаза длительностью 3–4 недели 
(фаза эпилептогенеза); хроническая фаза, в 
которой у животных развиваются СРС [13, 14].

При эпилептизации ткани мозга проис-
ходят морфологические и функциональные 
изменения в организации синаптических кон-
тактов  [15]. Например, выявлено разраста-
ние мшистых волокон и формирование аббе-
рантных синаптических контактов в зубчатой 
извилине и области  CA3 гиппокампа  [16, 17]. 
Ранее нами было показано снижение уровня 
долговременной синаптической потенциации 
в поле CA1 гиппокампа в латентную и хрони-
ческую фазы литий-пилокарпиновой моде-
ли [18–20].

После эпилептических судорог нередко 
нарушается синаптическая передача, вклю-
чая изменение вероятности выброса медиато-
ра [21], числа и плотности глутаматных рецеп-
торов на постсинаптической мембране [22, 23], 
перестройку их субъединичного состава  [24–
27]. Данные, полученные в разных лаборато-
риях и/или на разных моделях эпилепсии, и 
клинические данные часто являются противо-
речивыми (для обзора см.  Zaitsev  et  al.  [15]). 
Это свидетельствует о том, что ЭС может запу-
скать различные компенсаторные механизмы 
в нервной системе. В  некоторых случаях эти 
механизмы позволяют предотвратить развитие 
эпилепсии, а в других – болезнь прогрессиру-
ет. Понимание того, какие именно изменения 
в синапсах происходят после эпилептической 
активности, может лечь в основу рационально 
обоснованной терапии предотвращения эпи-
лептогенеза и развития эпилепсии.

В данной работе мы изучили изменения 
свойств синаптической передачи нейронов 
поля  CA1 гиппокампа, уровень экспрессии 
генов субъединиц AMPA-рецепторов в дор-
зальном гиппокампе, а также предрасполо-
женность к формированию судорожных со-
стояний у крыс в различные периоды времени 
после пилокарпин-индуцированного ЭС.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Исследование проводили на 
самцах крыс Вистар. Животных содержали в 
виварии при комнатной температуре, 12-ча-
совом цикле день/ночь и свободном доступе 
к пище и воде.

Литий-пилокарпиновая модель височной 
эпилепсии у  крыс. Крысам в возрасте трех 
недель внутрибрюшинно  (в/б) вводили рас-
твор LiCl  (127 мг/кг; «Sigma-Aldrich», США), 
через сутки в/б  вводили раствор нитрата ме-
тилскополамина (0,5 мг/кг; «Sigma-Aldrich»), 
еще через 40–50  мин в/б  вводили пилокар-
пин (30 мг/кг; «Sigma-Aldrich»), который при-
водил к ЭС. Контрольным крысам вводили те 
же препараты, за исключением пилокарпина, 
который заменяли на 0,9%-ный раствор NaCl.

Тяжесть судорог оценивали по модифи-
цированной шкале лимбических судорог Ра-
сина  [28]: 1  балл  – подергивание челюстей и 
лицевых мышц; 2  балла  – усиление лицевого 
клонуса с переходом на мышцы туловища; 
3  балла  – клонические сокращения передних 
лап; 4  балла  – спячивание (подъем на задние 
лапы с опорой на лапы и хвост); 5  баллов  – 
спячивание и падение на бок с клонически-
ми судорогами конечностей, генерализацией 
приступа и переходом в тонические судороги 
с полной потерей позы. Судороги с оценкой 
4 балла и выше, продолжающиеся более 15 мин, 
оценивали как ЭС. Как правило, через 30 мин 
после введения пилокарпина у большинства 
животных развивались судороги, достигающие 
4 и более баллов. В эксперименты отбирались 
только крысы, у которых судороги от 4 баллов 
и выше продолжались не менее 90 мин. Тяже-
лые тонико-клонические судороги, вызванные 
пилокарпином, приводят к высокой смертно-
сти у животных, на уровне ~50%.

Литий-пилокарпиновая модель условно 
разделяется на  3  фазы, в каждую из которых 
были проведены экспериментальные иссле-
дования: острая фаза  – 1-й  день; латентная 
фаза (эпилептогенез без внешних проявле-
ний)  – 3-й и 7-й  дни; хроническая фаза (по-
явление  СРС) наступает через 3–4  недели 
после  ЭС. В  ходе данной работы не проводи-
лось отдельных экспериментов по регистра-
ции СРС у крыс. Исследование свойств базо-
вой нейротрансмиссии и кратковременной 
пластичности проводили через 30–35  дней 
после  ЭС, регистрацию спонтанных синапти-
ческих событий – через 40–50 дней, биохими-
ческие исследования  – через 60  дней, порог 
развития судорог у крыс  – через 70–80  дней. 
Число крыс, использованных в экспериментах, 
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Таблица 1. Число животных, использованных в экспериментах

Фаза Группа ОТ-ПЦР
Электрофизиологические эксперименты

МЭШ
Полевые отведения Патч-кламп

Острая фаза
Контроль 10 8 – –

ВЭ 9 14 – –

Латентная фаза
Контроль 11 6 – –

ВЭ 6 23 – –

Хроническая фаза
Контроль 12 10 6 15

ВЭ 7 12 4 21

Примечание. МЭШ – метод максимального электрошока.

указано в табл. 1. Одни и те же животные могли 
быть использованы в разных экспериментах, 
если это было методически возможно.

Электрофизиологические эксперименты и 
анализ результатов. Крысу анестезировали при 
помощи изофлурана («Laboratorios Karizoo», 
Испания), декапитировали, быстро извлекали 
мозг и изготавливали горизонтальные пере-
живающие срезы мозга, содержащие дорзаль-
ный гиппокамп, толщиной 350  мкм на вибра-
томе Microm International HM 650V («Microm 
International», Германия) в охлажденной до 0 °С 
и аэрируемой карбогеном (95%  O2/5%  СO2) 
искусственной спинномозговой жидкости сле-
дующего состава (в  мМ): 126 NaCl, 2,5 KCl, 
1,25 NaH2PO4, 1 MgSO4, 2 CaCl2, 24 NaHCO3, 
10  глюкоза. После изготовления срезы поме-
щали в водяную баню при 35 °С на 60  мин. 
От  одного животного в эксперименте исполь-
зовали обычно 1–3 среза.

Эксперименты проводили при темпера-
туре 30 °С. Регистрацию полевых постсинап-
тических потенциалов  (пПСП) осуществля-

ли от лучистого слоя поля CA1 гиппокампа 
крыс при помощи боросиликатного стеклян-
ного микроэлектрода (0,2–1,0  Мом; «World 
Precision Instruments», США) (рис. 1, а).

Срезы стимулировали парными прямо-
угольными импульсами каждые 20  с (дли-
тельность импульса  – 0,1  мс; межстимульный 
интервал  – 50  мс) с помощью биполярного 
нихромового электрода на границе полей 
CA3–CA1 стимулятором А365 («World Precision 
Instruments»). Полевые ПСП регистрирова ли 
с помощью усилителя Model  1800 («AM Sys-
tems», США), оцифровывали на ЦАП/АЦП 
NI  USB-6211 («National Instruments», США) с 
использованием программного обеспечения 
WinWCP v5.x («University of Strathclyde», Вели-
кобритания).

Для каждого среза рассчитывали амплиту-
ду пресинаптического популяционного спайка 
(прПС, fiber volley) и пПСП (рис. 1, б). Изме-
рение соотношения вход/выход (input/output) 
проводили при помощи стимуляции с возра-
стающей силой тока в диапазоне 25–200  мкА 

Рис. 1. Методика регистрации полевых потенциалов. а  –  Схема расположения электродов в срезах гиппокампа. 
б – Схема регистрируемого полевого ответа с указанием регистрируемых параметров; прПС – пресинаптический по-
пуляционный спайк; пПСП – полевой постсинаптический потенциал
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с шагом в 25 мкА. Строили зависимость вход/вы-
ход, которая представляет собой передаточную 
функцию между пресинаптическими потенциа-
лами действия и ответом на постсинаптических 
мембранах. Эффективность синаптической ней-
ротрансмиссии определяли по максимальному 
наклону кривой вход/выход, который находили 
путем аппроксимации функцией Гомперца [29].

Оценку величины кратковременной си-
наптической пластичности проводили мето-
дом парной стимуляции с возрастающими 
межстимульными интервалами 30, 40, 50, 60, 
70, 80, 90, 100, 150, 200, 300, 400, 500 мс. Вели-
чину пластичности рассчитывали, как отно-
шение амплитуды второго  пПСП к первому 
для каждого интервала стимулов.

Запись спонтанных возбуждающих пост-
синаптических потенциалов (ВПСП) на пира-
мидных нейронах гиппокампа производили 
методом патч-клампа в режиме «целая клетка» 
при потенциале покоя в течение 10 мин. Исполь-
зовали стеклянные микроэлектроды с входным 
сопротивлением 3–5  МОм. Электрод заполня-
ли раствором следующего состава (в мМ): 114 глю-
конат калия; 6  KCl; 10  HEPES (4-(2-гидрокси-
этил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота); 
0,2  EGTA (этиленгликоль-бис(β-аминоэтило-
вый эфир)-N,N,N′,N′-тетрауксусная кислота); 
4  ATP-Mg; 0,3  GTP. Поиск и анализ ВПСП 
проводился автоматически при помощи пред-
варительно созданного шаблона в программе 
Clampfit  10.4.2.0 (Molecular Devices), ошибоч-
но отобранные программой ВПСП исключали 
при визуальной оценке результатов.

ОТ-ПЦР в реальном времени. Индукцию 
судорог вызывали у крыс в возрасте 6–7 недель. 
Для анализа экспрессии генов, кодирующих 
GluA1  (Gria1) и GluA2  (Gria2) субъединицы 
AMPA-рецепторов, крыс декапитировали на 3, 
7 и 60 день после индукции судорог. Выделение 
дорзальной области гиппокампа было выпол-
нено при помощи замораживающего микрото-
ма OTF5000 («Bright Instruments», Великобри-
тания). Тотальную РНК из образцов выделяли 
с помощью реагента ExtractRNA («Евроген», 
Россия). Перед обратной транскрипцией образ-
цы РНК обрабатывали RQ1 DNAse («Promega», 
США). Затем РНК осаждали с помощью рас-
твора  LiCl. Концентрацию РНК измеряли на 
спектрофотометре NanoDrop Lite («Thermo 
Fisher Scientific», США).

кДНК синтезировали из  2  мкг тоталь-
ной РНК с использованием олиго-dT (1  мкг), 
9-мерных случайных (0,5  мкг) праймеров 
(«ДНК-Синтез», Россия) и обратной тран-
скриптазы M-MLV («Promega»). Реакцию про-
водили согласно инструкции производителя. 

Полученные образцы кДНК разбавляли в 10 раз 
перед проведением ПЦР. ПЦР проводили в 
общем объеме 6 мкл с 0,8 мкл кДНК. Для ре-
акции использовали 0,5 ед. TaqM-полимеразы 
(«Алкор-Био», Россия). Специфические зонды, 
прямые и обратные праймеры («ДНК-Син-
тез») приведены в  табл.  2. ПЦР в реальном 
времени проводили на приборе CFX384 Real-
Time System («Bio-Rad», США).

ПЦР для генов домашнего хозяйства были 
проведены в мультиплексах (Actb  +  Gapdh  +
+ B2m, Rpl13a + Ppia + Sdha и Hprt1 + Pgk1 +
+ Ywhaz) в соответствии с протоколом, описан-
ным ранее  [30]. Анализ, выполненный с ис-
пользованием онлайн-инструмента RefFinder 
(https://www.heartcure.com.au/reffinder/), выявил, 
что из перечисленных генов домашнего хозяй-
ства  Pgk1,  Ywhaz  и  Gapdh  экспрессируются 
наиболее стабильно. Относительная экспрес-
сия генов  Gria1 и  Gria2 была подсчитана с 
помощью метода  2–ΔΔCt  [31]. Нормализацию 
данных проводили  с использованием сред-
него геометрического значений Ct генов Pgk1, 
Ywhaz и Gapdh.

Метод максимального электрошока (МЭШ). 
Предрасположенность к судорогам у живот-
ных исследовали с помощью МЭШ через 
2,5  месяца после  ЭС. Ток подавался через 
ушные электроды с использованием генера-
тора импульсов ECT Unit 57800 («Ugo Basile», 
Италия). Использовали силу тока в диапазо-
не 12–100  мА с интервалами 0,1  логарифми-
ческой шкалы, частота импульсов  – 200  Гц, 
длительность одиночного импульса  – 0,9  мс, 
длительность подачи тока  – 0,8  с. У  каждого 
животного определяли минимальное значение 
тока, при котором наблюдались тонические 
судороги с экстензией задних конечностей. 
В  первый день животное получало электро-
шок средней силы (40  мА). Если тонические 
судороги с экстензией задних конечностей не 
развивались, то силу току увеличивали. Если 
при 40  мА тонические судороги развивались, 
то силу тока уменьшали. Повторные экспери-
менты проводили через 2–3 дня.

Статистическая обработка данных. Досто-
верность различий средних в двух выборках 
оценивали с использованием t-критерия Стью-
дента. Влияние силы стимулирующего тока на 
величину полевых ответов, а также сравнение 
пПСП в разных группах проверяли с помощью 
дисперсионного анализа с повторными изме-
рениями с последующим использованием апо-
стериорного критерия Тьюки. Для сравнения 
относительной экспрессии генов использовали 
двухфакторный дисперсионный анализ с апо-
стериорным тестом Сидака. Данные в тексте 
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Таблица 2. Последовательности праймеров и зондов для ОТ-ПЦР в реальном времени

Ген Последовательности праймеров и зондов (5′→3′) Ссылка

Actb
NM_031144

F: TGTCACCAACTGGGACGATA
R: GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
Зонд: FAM-CGTGTGGCCCCTGAGGAGCAC-BHQ1

[32] (праймеры); 
[30] (зонд)

Gapdh
NM_017008

F: TGCACCACCAACTGCTTAG
R: GGATGCAGGGATGATGTTC
Зонд: R6G-ATCACGCCACAGCTTTCCAGAGGG-BHQ2

[33]

B2m
NM_012512

F: TGCCATTCAGAAAACTCCCC
R: GAGGAAGTTGGGCTTCCCATT
Зонд: ROX-ATTCAAGTGTACTCTCGCCATCCACCG-BHQ1

[34]

Rpl13a
NM_173340

F: GGATCCCTCCACCCTATGACA
R: CTGGTACTTCCACCCGACCTC
Зонд: FAM-CTGCCCTCAAGGTTGTGCGGCT-BHQ1

[35] (праймеры); 
[30] (зонд)

Sdha
NM_130428

F: AGACGTTTGACAGGGGAATG
R: TCATCAATCCGCACCTTGTA
Зонд: R6G-ACCTGGTGGAGACGCTGGAGCT-BHQ2

[36] (праймеры); 
[30] (зонд)

Ppia
NM_017101

F: AGGATTCATGTGCCAGGGTG
R: CTCAGTCTTGGCAGTGCAGA
Зонд: ROX-CACGCCATAATGGCACTGGTGGCA-BHQ1

[26]

Hprt1
NM_012583

F: TCCTCAGACCGCTTTTCCCGC
R: TCATCATCACTAATCACGACGCTGG
Зонд: FAM-CCGACCGGTTCTGTCATGTCGACCCT-BHQ1

[37] (праймеры); 
[30] (зонд)

Pgk1
NM_053291

F: ATGCAAAGACTGGCCAAGCTAC
R: AGCCACAGCCTCAGCATATTTC
Зонд: R6G-TGCTGGCTGGATGGGCTTGGA-BHQ2

[38] (праймеры); 
[30] (зонд)

Ywhaz
NM_013011

F: GATGAAGCCATTGCTGAACTTG
R: GTCTCCTTGGGTATCCGATGTC
Зонд: ROX-TGAAGAGTCGTACAAAGACAGCACGC-BHQ1

[38] (праймеры); 
[30] (зонд)

Gria1
NM_031608

F: TCAGAACGCCTCAACGCC
R: TGTAGTGGTACCCGATGCCA
Зонд: ROX-TCCTGGGCCAGATCGTGAAGCTAGAAAA-BHQ1

[39]

Gria2
NM_017261

F: CAGTGCATTTCGGGTAGGGA
R: TGCGAAACTGTTGGCTACCT
Зонд: FAM-TCGGAGTTCAGACTGACACCCCA-BHQ1

[39]

и на рисунках приведены как среднее со стан-
дартной ошибкой среднего, если не указано 
обратного.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Возможные изменения характеристик глу-
таматергической передачи в гиппокампе крыс 
были проанализированы на нескольких струк-
турных уровнях: молекулярном (экспрессия 
генов субъединиц AMPA-рецепторов), кле-
точном (исследование синаптической нейро-
трансмиссии и вероятности выброса глутамата 
клетками) и на целом животном (МЭШ-тест).

Относительная экспрессия генов субъеди-
ниц AMPA-рецепторов снижена в латентной, 
но не в хронической фазе. Так как амплитуда 
синаптических возбуждающих ответов в ос-
новном определяется AMPA-рецепторами, то 
мы проанализировали изменяется ли уровень 
экспрессии генов, кодирующих GluA1  (Gria1) 
и GluA2  (Gria2) субъединицы AMPA-рецепто-
ров (рис. 2).

Мы выявили снижение экспрессии обо-
их генов на 3-й  день после  ЭС. Продукция 
мРНК  Gria2 остается сниженной до 7-го  дня 
после пилокарпин-индуцированных судорог, 
но не отличается от контрольных значений 
в хроническую фазу  (рис.  2,  б). Изменений 

6
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Рис. 2. Относительная экспрессия генов Gria1  (а) и  Gria2  (б) в дорзальной области гиппокампа крыс. Исследования 
проводились на 3-й и 7-й дни после индукции ЭС (латентная фаза модели), а также на 60-й день (хроническая фаза 
модели). Контрольная группа показана серым цветом. Данные представлены в виде индивидуальных значений (кружки 
и треугольники) с минимальным и максимальным значениями (планки ошибок), медианой выборки (горизонталь-
ная линия), а также первым и третьим квартилями (прямоугольники). Число животных в группах: 1) эпилептическая 
группа: 3-й день (n = 9), 7-й день (n = 6), 60-й день (n = 7); 2) контрольная группа: 3-й день (n = 10), 7-й день (n = 11), 
60-й день (n = 12); д. – количество дней после ЭС. Двухфакторный дисперсионный анализ: Gria1 – F1,47 (фактор судо-
рог) = 12,4, p = 0,001; Gria2 – F1,49 (фактор судорог) = 13,4, p < 0,001. Значимые различия между группами рассчитаны 
с помощью апостериорного теста Сидака – * p < 0,05, ** p < 0,01

экспрессии Gria1 не выявлено ни на 7-й день, 
ни в хроническую фазу (рис. 2, а).

Глутаматергическая синаптическая нейро-
трансмиссия снижена в разные периоды литий-
пилокарпиновой модели. Патологические изме-
нения в нейронных связях гиппокампа ведут к 
изменениям базовой синаптической трансмис-
сии. Поэтому мы исследовали, как изменяется 
базовый уровень возбуждающей (глутамат-
ергической) синаптической нейротрансмиссии 
в синапсах CA3–CA1 пирамидных нейронов 
гиппокампа у крыс в острую, латентную и хро-
ническую фазы литий-пилокарпиновой моде-
ли  ВЭ. Для этого мы построили зависимость 
амплитуды пПСП и прПС от силы внеклеточ-
ной стимуляции, а также вход/выход-зависи-
мости (рис. 3). Из-за повышенной возбудимо-
сти нейронных сетей у крыс в различные фазы 
после  ЭС может изменяться не только ампли-
туда, но и форма  пПСП, что согласуется с 
результатами, полученными в модели эпилеп-
тических судорог, вызванных пентилентетразо-
лом [29].

В острой фазе модели амплитуда пПСП 
снижена по сравнению с контролем, особен-
но при большой силе стимуляции (F1,448 = 7,5; 
p < 0,01; рис. 3, а). Изменений амплитуды прПС 
не было выявлено (F1,441 = 0,67; p = 0,42; рис 3, а). 
Анализ вход/выход-зависимости показал зна-
чительное снижение уровня синаптической 

нейротрансмиссии на 1-й день после  ЭС 
(t = 2,77; p < 0,01; рис. 3, г).

В латентной фазе модели не было выявлено 
отличий амплитуд пПСП ни на 3-й, ни на 7-й 
день (F2,602 = 1,70; p = 0,18; рис.  3,  б). Однако 
было обнаружено снижение прПС на 3-й день 
в интервале стимуляции 125–200 мкА по срав-
нению с контрольной группой (F2,567 = 8,3; 
p < 0,001; рис.  3.  б). Соотношение вход/выход 
статистически значимо снижается только к 
7-му дню после перенесенного ЭС (F2,76 = 3,58; 
p < 0,05; рис. 3, д).

В хронической фазе наблюдается значитель-
ное снижение амплитуды пПСП (F1,707  =  17,0; 
p  <  0,001; рис.  3,  в) в широком диапазоне ин-
тервалов стимуляции (75–200  мкА), однако 
изменения амплитуды  прПС, выявленные с 
помощью дисперсионного анализа (F1,637 = 4,2; 
p < 0,05; рис.  3,  в), не достигали уровня значи-
мости при проверке апостериорными тестами. 
Также в этот период происходит значительное 
ослабление синаптической нейротрансмиссии 
(t = 2,19; p < 0,05; рис. 3, е).

Вероятность выброса глутамата в синапсах 
области СА1 гиппокампа изменена в хронической 
фазе модели эпилепсии. Изменение величины 
синаптической нейротрансмиссии может быть 
связано с изменением вероятности выбро-
са глутамата в коллатералях Шаффера. Для 
оценки возможных изменений вероятности 



ГЛУТАМАТЕРГИЧЕСКАЯ СИСТЕМА ГИППОКАМПА В МОДЕЛИ ВЭ 435

БИОХИМИЯ том 88 вып. 3 2023

Рис. 3. Репрезентативные примеры записей (сверху), амплитуды пПСП и амплитуды прПС в ответ на стимуляцию (сни-
зу) (а–в). Примеры вход/выход-отношений между амплитудами пПСП и прПС, аппроксимированные сигмоидальной 
функцией Гомперца  (сверху), и сравнение их максимальных наклонов  (снизу)  (г–е). На графиках сравнения соот-
ношения вход/выход толстой пунктирной линией указаны медианы, тонкой пунктирной линией  – квартили. Число 
срезов в группах: 1) эпилептическая группа: 1-й день (n = 39), 3-й день (n = 41), 7-й день (n = 39), 30-й день (n = 41); 
2) контрольная группа: 1-й день (n = 35), 7-й день (n = 24), 30-й день (n = 41). прПС – пресинаптический популяци-
онный спайк; Контр. – контроль; д. – количество дней после ЭС. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 (апостериорный 
критерий Тьюки – для панелей а, б, в, д; t-тест – для панелей г и е)

6*
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Рис. 4. Кратковременная синаптическая пластичность не изменяется в срезах гиппокампа крыс, перенесших  ЭС. 
а–в  – Графики зависимости отношения парных импульсов от величины межстимульного интервала в острую, 
латентную и хроническую фазы соответственно. Число срезов в группах: 1) эпилептическая группа: острая фаза – 1-й 
день (n = 10); латентная фаза – 3-й день (n = 6), 7-й день (n = 10); хроническая фаза – 30-й день (n = 20); 2) контрольная 
группа: 1-й день (n = 9), 7-й день (n = 7), 30-й день (n = 9); д. – количество дней после ЭС

выброса медиатора часто используют сравне-
ние отношений амплитуд синаптических отве-
тов при подаче парных стимулов [40]. Поэтому 
мы измерили отношения амплитуд ответов 
(величину кратковременной фасилитации) при 
подаче парных стимулов с разным интервалом 
в диапазоне 30–500 мс.

В острой и латентной фазах достоверных 
различий выявлено не было (острая фаза  – 
F1,204 = 0,47; p = 0,93; рис. 4, а; латентная фаза – 
F2,240 = 0,18; p = 0,84; рис. 4, б). В  хронической 
фазе дисперсионный анализ выявляет разли-
чия между контрольной и ВЭ-группами (F1,324 = 
= 13,1; p < 0,01; рис.  4,  в), однако апостериор-
ный тест Тьюки не подтвердил значимость раз-
личий ни для одного из временных интервалов.

При эпилепсии могут происходить изме-
нения в работе пресинапса  [15], включая уве-
личение числа везикул, готовых к выбросу в 
пресинаптических терминалях  [21], что может 
проявляться в увеличении вероятности спонтан-
ного выброса медиатора и увеличении коэффи-
циента фасилитации. Поэтому мы проанализи-
ровали частоту и амплитуду спонтанных ВПСП 
в СА1 пирамидных нейронах гиппокампа в 
хронической фазе модели. Мы регистрировали 
спонтанную активность пирамидных нейронов 
поля  CA1 при потенциале покоя. На  рис.  5,  а 
представлены репрезентативные примеры реги-
страций, на которых отмечены  ВПСП. У  ней-
ронов гиппокампа крыс с  ВЭ частота ВПСП 
была выше на  118%, чем в контрольной груп-
пе (t = 2,5; p = 0,02; рис.  5,  б), однако ампли-
туда ВПСП не различалась (t = 0,60; p = 0,56; 
рис.  5,  в) и составляла 0,72 ± 0,20  мВ у кон-
трольных животных и 0,79 ± 0,21  мВ  –  у крыс 
с ВЭ. Следует отметить, что на рис. 5, б для крыс 
экспериментальной группы 4  точки на частоте 
больше 2 Гц получены от разных животных.

Результаты этого эксперимента показыва-
ют, что вероятность выброса медиатора выше 
в эпилептической группе, и это согласуется с 
данными, полученными другими авторами в 
каинатной модели эпилепсии  [21]. Однако в 
пилокарпиновой модели Owen et al. [41] наблю-
дали увеличение частоты миниатюрных ВПСП 

Рис. 5. Частота ВПСП снижена, а амплитуда остается 
неизменной в пирамидных нейронах гиппокампа крыс 
с ВЭ. а – Репрезентативные записи ответов нейронов при 
потенциале покоя, ВПСП отмечены звездочками. Часто-
та (б) и амплитуда (в) спонтанных ВПСП в двух группах. 
Число срезов в группах: 1)  эпилептическая группа: 35-й 
день  (n  =  9); 2)  контрольная группа: 35-й день  (n  =  10); 
Контр. – контроль; ВЭ – группа крыс с височной эпилеп-
сией; t-тест – ** р < 0,01
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Рис. 6. Пороговые токи, вызывающие пПСП (а–в) и ПС (г–е) не изменяются в острой (а, г), латентной (б, д) и хро-
нической  (в,  е) фазах литий-пилокарпиновой модели  ВЭ. Число срезов в группах: 1)  эпилептическая группа: острая 
фаза – 1-й день (n = 39); латентная фаза – 3-й день (n = 42), 7-й день (n = 39); хроническая фаза – 30-й день (n = 74); 
2)  контрольная группа: 1-й день  (n  =  35), 7-й день  (n  =  25), 30-й день  (n  =  59). Контр.  –  контроль; д.  –  число дней 
после ЭС. Апостериорный критерий Тьюки использован для сравнения данных на панелях б, д; t-тест – для а, в, г и е

в более поздние сроки модели (через 80–
110  дней), тогда как через 20–60  дней частота 
событий между контрольной и эпилептической 
группой еще не различалась. Пороги поле-
вых постсинаптических потенциалов  (пПСП) 
и популяционных спайков  (ПС) не изменены 
у крыс с ВЭ.

При эпилепсии вероятность синхрониза-
ции и реверберации нервных импульсов в ней-
ронных сетях возрастает. Соответственно, бо-
лее слабое синаптическое возбуждение может 
приводить к генерации потенциалов действия. 
Так как мы выявили ослабление возбуждаю-
щей синаптической передачи в гиппокампе 
экспериментальных крыс  (рис.  3), то решили 
проверить изменяются ли пороги возникно-
вения пПСП и  ПС в нейронах  СА1. Мы не 
выявили достоверных различий для порогов 
возникновения пПСП ни в одном из исследуе-
мых периодов (острая фаза –  t = 0,97; p = 0,34; 
рис. 6, а; латентная фаза – F2,102 = 1,11; p = 0,33; 
рис. 6, б; хроническая фаза –  t = 1,83; p = 0,07; 
рис. 6, в); ни для порогов генерации ПС (ост-
рая фаза –  t = –0,19; p = 0,85; рис. 6, г; латент-
ная фаза – F2,102 = 0,48; p = 0,62; рис. 6, д; хро-
ническая фаза  – t = 0,9; p = 0,37; рис.  6,  е). 

Таким образом, несмотря на снижение эффек-
тивности возбуждающей синаптической пере-
дачи, сила внеклеточной стимуляции, необ-
ходимая для генерации потенциалов действия 
в пирамидных нейронах области CA1, осталась 
прежней.

У крыс с височной эпилепсией снижен порог 
развития экстензии задних конечностей в МЭШ-
тесте. Для исследования предрасположенно-
сти к судорогам провели тестирование МЭШ у 
крыс в хронической фазе модели и у контроль-
ных животных того же возраста  (рис.  7,  а). 
У крыс с ВЭ выявили значительное снижение 
порога появления экстензии задних конечно-
стей (t = 2,4; p < 0,05; рис. 7, б).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты наших экспериментов выяви-
ли ряд особенностей в функционировании 
глутаматергической передачи в гиппокампе 
крыс в разные фазы литий-пилокарпиновой 
модели  ВЭ по сравнению с контролем. Часть 
изменений носит компенсаторный характер и 
направлена на снижение уровня возбуждения 
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Рис. 7. Метод МЭШ. а – Схематическое изображение крысы с экстензией задних конечностей (тонические судороги), 
вызванные подачей электрического тока через ушные электроды. б  – Пороговые токи, необходимые для экстензии 
задних конечностей у крысы. Число животных в группах: 1) эпилептическая группа: 50-й день (n = 21); 2) контрольная 
группа: 50-й день (n = 15). Контр. – контроль; ВЭ – группа крыс с ВЭ. Непарный t-тест – * р < 0,05

нейронных сетей. В  частности, мы выявили 
ослабление базового уровня синаптической пе-
редачи в срезах гиппокампа крыс. Однако дру-
гие изменения, такие как повышение частоты 
спонтанных  ВПСП, могут свидетельствовать 
о патологически высокой фоновой активации 
глутаматергической системы. На уровне целого 
организма это проявляется в снижении порога 
возникновения судорог, вызванных МЭШ.

В острую фазу модели нарушения синапти-
ческой трансмиссии могут быть связаны с тем, 
что после  ЭС у части животных наблюдается 
почти полная гибель нейронов области СА1 
гиппокампа  [18], и, скорее всего, именно эти 
животные часто погибают в первые несколько 
суток после  ЭС. С  этим может быть связано 
почти бимодальное распределение значений 
наклона функции вход/выход  (рис.  3,  г). При 
развитии эпилепсии (начиная с 7-го дня) эф-
фективность возбуждающей синаптической 
трансмиссии снижена, что может являться 
компенсаторной реакцией, направленной на 
ослабление передачи возбуждения в нейрон-
ных сетях гиппокампа, либо это может быть 
проявлением продолжающейся нейродегене-
рации в гиппокампе  [19]. В  предыдущих на-
ших работах мы обнаружили снижение уровня 
долговременной потенциации в поле CA1 в ла-
тентную и хроническую фазы, что также может 
быть вызвано выявленным снижением возбу-
ждающей нейротрансмиссии [18, 20].

Другим важным фактором, определяющим 
свойства возбуждающей синаптической пере-
дачи, является число и субъединичный состав 
AMPA-рецепторов. Известно, что уменьшение 
экспрессии GluA2-субъединицы может вести к 

увеличению доли AMPA-рецепторов, лишен-
ных этой субъединицы и имеющих особые 
биофизические свойства и кальциевую про-
ницаемость [42]. В данной работе мы выявили 
снижение продукции мРНК генов субъединиц 
AMPA-рецепторов Gria1 и  Gria2 в дорзальной 
области гиппокампа крыс в латентной фазе 
литий-пилокарпиновой модели, что согласу-
ется с ранее полученными нами результатами 
в коре мозга с помощью электрофизиологи-
ческих методов  [26]. Ослабление экспрессии 
GluA2-субъединицы в гиппокампе и височной 
коре ведет к увеличению глутамат-опосредо-
ванного проникновения ионов Ca2+ в клетку и 
эксайтотоксичности, что, в свою очередь, мо-
жет быть одним из факторов нейродегенера-
ции и эпилептогенеза [24].

Другой причиной снижения эффективно-
сти синаптической передачи могут быть изме-
нения в пресинапсе. Для оценки вероятности 
выброса медиатора изучают кратковременную 
синаптическую пластичность и частоту спон-
танных  ВПСП  [40]. В  острой и латентной фа-
зах свойства кратковременной синаптической 
пластичности экспериментальных животных 
практически не отличались от контроля. В хро-
нической фазе литий-пилокарпиновой модели 
мы выявили тенденцию к ослаблению фасили-
тации и увеличение частоты ВПСП, что может 
быть связано с увеличением числа везикул, 
готовых к выбросу в пресинаптических терми-
налях, как было показано в каинатной модели 
эпилепсии  [21]. Интересно, что в пентилен-
тетразоловой модели, в которой, в отличии от 
пилокарпиновой и каинатной модели, хрони-
ческой эпилепсии не развивается, наблюдается 
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снижение вероятности выброса глутамата пре-
синапсами, что может оказывать противоэпи-
лептогенный эффект [29].

В ходе данной работы при использовании 
полевых отведений на переживающих срезах 
гиппокампа не было выявлено изменений в 
порогах генерации пПСП и ПС у эксперимен-
тальной группы животных. Однако у крыс с ВЭ 
в тесте  МЭШ порог генерации тонических 
судорог был значительно снижен по сравне-
нию с контрольными животными. Этот резуль-
тат противоположен тому, что было получено 
нами ранее в петилентетразоловой модели, 
где, наоборот, происходило увеличение порога 
тока в тесте  МЭШ  [29]. Следует подчеркнуть, 
что после ЭС, вызванного пентилентетразолом, 
эпилепсия не развивается, в отличие от литий-
пилокарпиновой модели.

Снижение порога генерации судорожной 
активности, вероятно, также обусловлено ней-
родегенерацией в гиппокампе как в острую, 
так и хроническую фазы модели  ВЭ  [18, 19]. 
В эти периоды выявлена потеря не только воз-
буждающих нейронов, но и избирательная 
гибель интернейронов определенных классов 
в разных областях гиппокампа  [43]. Напри-
мер, в области СА1 гиппокампа наблюдается 
избирательная гибель парвальбуминовых и 
кальретининовых интернейронов, а в области 
СА3  – глобальное снижение ГАМКергиче-
ской нейротрансмиссии, что ведет к наруше-
нию баланса торможения и возбуждения  [43]. 
В данной работе мы сфокусировались на пато-
логических изменениях только в гиппокампе, 
как наиболее уязвимой структуре мозга в дан-
ной модели ВЭ, однако в литий-пилокарпино-
вой модели различные гистопатологические 
изменения выявлены также в ряде областей 
коры больших полушарий, амигдале, тала-
мусе, черной субстанции и др. [13]. Эти струк-

туры мозга вовлечены в формирование и 
поддержание судорог, поэтому нельзя исклю-
чать их вклад в снижение порога генерации 
судорог.

Полученные нами результаты свидетель-
ствуют о комплексе изменений в глутамат-
ергической системе гиппокампа после  ЭС, 
которые включают в себя изменения субъ-
единичного состава AMPA-рецепторов в ла-
тентный период модели, высокую фоновую 
активацию глутаматергической системы при 
снижении эффективности синаптической пе-
редачи в хроническую фазу модели. Эти дан-
ные позволяют лучше понять механизмы гене-
рации спонтанных рецидивирующих судорог 
и  могут помочь в разработке рационально 
обоснованной терапии предотвращения эпи-
лептогенеза и развития эпилепсии.
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ALTERATIONS IN THE PROPERTIES 
OF THE GLUTAMATERGIC SYSTEM OF THE RAT HIPPOCAMPUS 

IN A LITHIUM-PILOCARPINE MODEL OF TEMPORAL LOBE EPILEPSY

G. P. Diespirov, T. Y. Postnikova, A. V. Griflyuk, A. A. Kovalenko, and A. V. Zaitsev*

Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, 
194223 St. Petersburg, Russia; e-mail: aleksey_zaitsev@mail.ru

Status epilepticus (SE) triggers many pathological changes in the nervous system that are not yet fully 
understood and may lead to the development of epilepsy. In this work, we studied the effects of SE on the 
properties of excitatory glutamatergic transmission in the hippocampus in a rat model of lithium-pilocar-
pine temporal lobe epilepsy. Studies were performed 1 day (acute phase of the model), 3 and 7 days (latent 
phase), and 30 to 80 days (chronic phase) after SE. Using real-time PCR, we found that in the latent phase 
there is a decrease in gene expression of GluA1 and GluA2 AMPA receptor subunits, which may also be 
accompanied by an increased proportion of calcium-permeable AMPA receptors, which play an essential 
role in the pathogenesis of many CNS diseases. In acute brain slices we found a decrease in the efficiency of 
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excitatory synaptic neurotransmission in all phases of the model when recording field responses in the CA1 
region of the hippocampus in response to stimulation of Schaffer collaterals by electric currents of different 
intensities. However, in the chronic phase we found an increase in the frequency of spontaneous excitatory 
postsynaptic potentials, indicating an increased background activity of the glutamatergic system in epilepsy.
 This is also supported by a decrease in the threshold of hind limb extension in the test of maximal electro-
shock seizure in rats with temporal lobe epilepsy compared to control animals. The results obtained indicate 
the presence of a number of functional alterations in the glutamatergic system related to epilepsy. These 
findings can be used to develop antiepileptogenic therapy.

Keywords: lithium-pilocarpine model of epilepsy, synapse, AMPA receptor, hippocampus, field postsynaptic 
potential, excitatory postsynaptic potential, maximal electroshock seizure
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Влияние симпатической нервной системы на работу сократительного аппарата скелетной муску-
латуры в настоящее время не вызывает сомнений. Однако до недавнего времени не было дока-
зательств того, что окончания симпатических нервов могут располагаться в непосредственной 
близости к нервно-мышечному синапсу. Также нет достоверных данных о том, какое количество 
эндогенных адреналина и норадреналина может содержаться вблизи синаптического контакта 
в  скелетных мышцах. В настоящем исследовании на изолированных нервно-мышечных препа-
ратах трёх скелетных мышц разного функционального профиля, содержащих мышечные волокна 
разных типов, с помощью флуоресцентного анализа, иммуногистохимического метода и иммуно-
ферментного анализа показан близкий контакт между симпатическими и моторными холинерги-
ческими нервными окончаниями и наличие в этой области тирозингидроксилазы  – фермента, 
участвующего в синтезе катехоламинов. Определены концентрации эндогенных адреналина и нор-
адреналина в растворе, перфузирующем нервно-мышечный препарат, при разных режимах его 
функционирования. Сопоставлены эффекты блокаторов α- и β-адренорецепторов, оказываемые 
на процессы квантовой секреции ацетилхолина из двигательных нервных окончаний. Получен-
ные данные представляют доказательства наличия эндогенных катехоламинов в области нервно-
мышечного синапса и их роли в модуляции синаптической функции.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: нервно-мышечное соединение, симпатическая иннервация, тирозингидроксилаза, 
эндогенные катехоламины, блокаторы адренорецепторов.

DOI: 10.31857/S0320972523030065, EDN: QWOOGC

Принятые сокращения: АД – адреналин; АДР – адренорецепторы; НА – норадреналин; НМП – нервно-мышечный 
препарат; m. LAL – мышца levator auris longus; m. SOL – мышца soleus, m. DIA – диафрагма.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Почти 100  лет назад было открыто, что 
адреналин (АД) может усиливать сокращения 
скелетной мускулатуры  [1,  2]. Последующие 
многочисленные исследования показали, что 
при возрастании сократительной активности 
мышцы, а также при стрессовых ситуациях в 
плазме крови человека и животных повыша-
ется уровень эндогенных катехоламинов: АД 
и норадреналина (НА)  [3–5]. Увеличение со-
кратительной способности скелетной муску-
латуры связывали с воздействием эндогенных 
катехоламинов на свойства мембраны мышеч-

ных волокон  [6,  7]. Относительно недавно с 
помощью современных методов иммунофлуо-
ресцентной микроскопии и маркеров тиро-
зингидроксилазы, фермента, участвующего в 
синтезе катехоламинов, было показано, что в 
некоторых препаратах скелетных мышц, таких 
как диафрагмальная мышца и длинный раз-
гибатель пальца, варикозы симпатических нер-
вов находятся в непосредственной близости 
от нервно-мышечного контакта  [8,  9]. Много-
численные данные свидетельствуют о влия-
нии экзогенных активаторов адренорецепто-
ров (АДР) на нервно-мышечные соединения в 
скелетных мышцах [8, 10–14]. Тесный контакт 
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между тирозингидроксилазой, ферментом, уча-
ствующим в синтезе НА  [15], АДР и холин-
ергическим нервно-мышечным синапсом в 
передней большеберцовой мышце, камбало-
видной мышце и поднимателе уха свидетель-
ствует о возможности участия эндогенных 
катехоламинов в регуляции синаптических 
функций  [8,  9]. Ранее с помощью вестерн-
блота мы показали, что в нервно-мышечных 
препаратах (НМП) диафрагмы мыши присут-
ствуют АДР подтипов α1A, α1B, α2A, α2B, α2C 
и β1 [16, 17]. Активация разных подтипов АДР 
с помощью соответствующих специфических 
агонистов приводила к различным измене-
ниям работы синаптического аппарата в си-
напсах мышц разного функционального про-
филя, содержащих мышечные волокна разных 
типов. Так, в НМП диафрагмы, которая со-
держит мышечные волокна как «быстрого», 
так и «медленного» типа, активация α2-АДР 
приводила к снижению интенсивности кван-
товой секреции и повышению степени не-
синхронности выделения квантов ацетилхоли-
на  [16,  17]. В НМП мышцы levator auris longus 
(m. LAL), относящейся к «быстрому» типу, 
агонист β2-АДР вызывал повышение количе-
ства освобождаемых квантов нейромедиатора 
и гиперполяризацию мембраны мышечного 
волокна  [18], в НМП «медленной» мышцы 
soleus (m. SOL) АД вызывал повышение уров-
ня квантовой секреции и степени синхрон-
ности выделения квантов  [19]. Эти данные, а 
также результаты других исследований [20–24] 
свидетельствуют о том, что изменение актив-
ности АДР оказывает модулирующее влияние 
на работу синаптического аппарата. В связи 
с этим возникает вопрос: может ли в области 
синаптического контакта находиться какое-то 
количество эндогенных катехоламинов, кото-
рые могут выделяться из окончаний симпати-
ческих нервов и изменять функции НМП? По-
этому целью настоящего исследования явилось 
установление пространственного расположе-
ния симпатических нервов и холинергических 
окончаний двигательного нерва, выявление 
фермента тирозингидроксилазы в области си-
наптического контакта и определение концен-
траций АД и НА в растворе, омывающем НМП 
мышц разного функционального профиля.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

НМП, растворы. Исследования проводили 
на изолированных НМП лабораторных мышей 
линии balb/c (20–23 г, возраст 2–3 мес.) обоих 
полов, содержавшихся в условиях 12  ч  света 

и  12  ч темноты; вода и еда были предостав-
лены в свободном доступе. Все эксперимен-
ты проводились согласно протоколу ухода за 
животными и требованиям Директивы Со-
вета Европейского сообщества 86/609/ЕЕС, 
а также были одобрены локальным этическим 
комитетом Казанского медицинского универ-
ситета (протокол №  10 от 20  декабря 2016  г.). 
После декапитации выделяли НМП из ске-
летных мышц разного функционального про-
филя, содержащих мышечные волокна разного 
типа – «быстрого» (m.  levator auris longus  – 
n.  facialis, m.  LAL), «медленного» (m.  soleus  – 
n.  tibialis, m.  SOL) и смешанного (m.  diaphrag-
ma  – n.  phrenicus, m.  DIA). После выделения 
НМП несколько раз тщательно отмывали 
от крови и помещали в экспериментальную 
ванночку объёмом 3  мл, содержащую рас-
твор Рингера для теплокровных животных 
следующего состава: 150 мМ NaCl; 5 мМ KCl; 
2  мМ CaCl2; 1  мМ MgCl2; 11  мМ глюкозы; 
5 мМ  HEPES; pH  7,2–7,4. Все эксперимен-
ты проводили при комнатной температуре 
(+21 ± 2 °С).

Локализация симпатических нервов с помо-
щью флуоресцентного маркера. Для визуали-
зации симпатических нервов использовали 
флуоресцентный краситель FFN511 («Abcam», 
Великобритания), который является ложным 
нейромедиатором, не опосредующим физио-
логические эффекты и загружающимся в си-
наптические везикулы  [25]. Для визуализации 
холинергического нервно-мышечного синап-
са использовали краситель FM1-43 (7  мкМ, 
«Thermo Fisher Scientific», Финляндия), ко-
торый обратимо связывается с пресинап-
тической мембраной и затем захватывается 
посредством эндоцитоза в синаптическую ве-
зикулу, маркируя её  [26,  27]. Загрузку краси-
теля FM1-43 в НМП производили стимуля-
цией с частотой 20 Гц в течение 4 мин. После 
отмывки красителя НМП инкубировали с 
флуоресцентным ложным нейромедиатором 
FFN511 (10  мкМ) при стимуляции с частотой 
2 Гц в течение 15 мин, а затем отмывали пре-
парат бескальциевым раствором в течение 
30 мин для удаления красителя с поверхности 
НМП. Флуоресценцию FFN511 детектировали 
при возбуждении УФ и эмиссионном филь-
тре 450–510  нм; для FM1-43, соответственно, 
при 480–535  нм. Для фиксирования и ана-
лиза изображений использовали микроскоп 
BX51WI («Olympus», Япония), оснащённый 
вращающимся диском, осветителем CoolLED 
pE-300white («CoolLED Ltd.», Великобрита-
ния) и sCMOS-камерой Dhyana 400BSI V2 
(«Tucsen», Китай) под управлением программ-
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ного обеспечения Mosaic («Tucsen»). Область 
интереса ROI (region of interest) визуализи-
ровали с помощью объектива UPLANSapo 
60× («Olympus») и двухканального обходного 
разделителя изображения Optosplit  II («Cairn 
Research», Великобритания). Для анализа изо-
бражений использовали программу ImagePro 
(«Media Cybernetics», США) [28].

Иммуногистохимическое окрашивание тиро-
зингидроксилазы в НМП. НМП фиксировали 
30  мин в 4%-ном (m/v) параформаль дегиде 
(«Sigma», США), приготовленном на 0,1 М фос-
фатно-солевом буфере, pH 7,4 (PBS, «Sigma»). 
Затем их отмывали PBS в течение 15 мин, три-
жды меняя раствор, после чего инкубировали 
30 мин в 0,5%-ном (m/v) Triton X-100 («Sigma»). 
Для блокирования неспецифических сайтов 
связывания антител препараты выдерживали 
в 5%-ной (v/v) нормальной ослиной сыворот-
ке («Abcam») в течение 30 мин при комнатной 
температуре. Инкубацию с моноклональны-
ми первичными антителами к тирозингидро-
ксилазе (1  :  200; «Millipore», США) произ-
водили в течение 15  ч при 4  °С в присутствии 
1%-ного  БСА. После промывки в 0,5%-ном 
Triton X-100 (3  раза по 10  мин) препараты 
инкубировали со вторичными антителами, 
конъюгированными с Alexa647 («Invitrogen», 
США), в разведении 2 : 200 и после очередной 
отмывки инкубировали с маркером ацетил-
холиновых рецеп торов тетраметилродамин-
α-бунгаротоксином («Sigma») в концентрации 
20  мкг/мл 30  мин в темноте при комнатной 
температуре. После завершающей отмывки 
препараты помещали на предметные стёкла и 
заключали в фиксирующий раствор «Surgipath 
SubX» («Leica Microsystems CMS GmbH», Гер-
мания). Флуоресценцию регистрировали с 
помощью конфокального микроскопа Leica 
TCS SP5 («Leica Microsystems CMS GmbH») 
при возбуждении аргоновым лазером с дли-
ной волны возбуждения 633  нм и регистра-
ции при 653–695  нм для Alexa647 и длиной 
волны возбуждения 514 нм и регистрации при 
550–590  нм для тетраметилродамин-α-бунга-
ротоксина. Обрботку полученных изображений 
проводили с помощью лицензионного про-
граммного пакета LASX («Leica Microsystems 
CMS GmbH»).

ИФА содержания катехоламинов. Для опре-
деления концентрации эндогенных АД и НА в 
НМП скелетных мышц c помощью ИФА  [29] 
использовали образцы физиологического рас-
твора, в котором находились НМП в контроле 
(30  мин), а также после стимуляции двига-
тельного нерва в течение 10  мин с частотой, 
характерной для работы данного типа мышцы 

в физиологических условиях  [30]. Для НМП 
«медленной» m. SOL частота стимуляции была 
20  Гц, для НМП «быстрой» m.  LAL – 70  Гц, 
для НМП «смешанной» m.  DIA – 50  Гц. Об-
разцы раствора объёмом 1 мл забирали из экс-
периментальной ванночки, в которой нахо-
дился НМП, затем немедленно фиксировали в 
жидком азоте в пробирках, содержащих 5  мМ 
ЭДТА в качестве консерванта, и хранили при 
температуре −80  °С до анализа содержания 
катехоламинов. Количество АД и НА опреде-
ляли методом ИФА с помощью коммерческого 
набора CatCombi ELISA («IBL», Германия), 
который обладает высокой специфичностью 
и чувствительностью  [31]. Экстракцию и кон-
центрирование катехоламинов из раствора 
осуществляли на боронат-аффинном геле в 
присутствии буфера для экстракции в тече-
ние 30 мин при качании 900 об./мин. В лунки 
планшета, покрытого козьими антикроличь-
ими антителами к одному из эпитопов АД и 
НА [29], добавляли свежеприготовленный рас-
твор катехол-о-метилтрансферазы, вносили 
образцы и добавляли растворы кроличьих 
биотинилированных антител к другому эпи-
топу молекул АД или НА, планшет инкуби-
ровали при 600  об./мин в течение 2  ч. В ходе 
инкубации антиген образца связывается од-
ним сайтом с антителами, адсорбированными 
на лунках планшета, а вторым – с биотини-
лированными антителами к другому эпитопу 
антигена. Затем в лунки планшета добавляли 
раствор свежеприготовленного ферментного 
конъюгата и инкубировали при комнатной 
температуре при 600  об./мин в течение 1  ч. 
В качестве ферментного конъюгата был ис-
пользован стрептавидин, конъюгированный 
с щелочной фосфатазой, который связыва-
ется с биотинилированными антителами. Все 
несвязавшиеся компоненты реакций на каж-
дом этапе экстракции и проведения ИФА уда-
ляли из лунок планшета четырёхкратной про-
мывкой буфером с помощью автоматического 
промывателя иммунологических планшетов 
HydroFlex («Tecan», Австрия). Затем планшеты 
инкубировали при 400  об./мин при комнат-
ной температуре с раствором p-нитрофенил 
фосфата (pNPP), являющимся субстратом 
для щелочной фосфатазы и катализирующим 
превращение бесцветного pNPP в жёлтый па-
ра-нитрофенол. Через 40  мин реакцию оста-
навливали с помощью стоп-раствора, содер-
жащего 1  M NaOH. Оптическую плотность 
растворов в лунках определяли при длине вол-
ны 405 нм с помощью многоканального фото-
метра Multiscan FC («Thermo Fisher Scientific»). 
Концентрацию катехоламинов рассчитывали 
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после измерения веса мышцы и нормирования 
на эту величину по калибровочной кривой, ко-
торую строили на основании прилагаемых гото-
вых стандартов. Каждый образец анализировали 
в двух аналитических повторностях.

Статистический анализ. Данные представ-
лены в виде средних значений ±  среднеква-
дратичное отклонение. Статистическую зна-
чимость различий оценивали при помощи 
непараметрического критерия Манна–Уитни 
(критерий числа инверсий). Различия прини-
мали значимыми при p < 0,05; количество экс-
периментальных животных – n ≥ 3.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Доказательства наличия симпатической ин-
нервации нервно-мышечного соединения в мыш -
цах разного функционального профиля. Добав-
ление в экспериментальную камеру с физио-
логическим раствором, в которой находился 

НМП, флуоресцентного красителя FM1-43 
после кратковременной стимуляции двига-
тельного нерва приводило к загрузке красите-
ля в двигательное нервное окончание, т.к. кра-
ситель взаимодействовал с пресинаптической 
мембраной и в ходе стимуляции посредством 
эндоцитоза проникал в синаптические вези-
кулы, окрашивая их (рис. 1, а).

Добавление в раствор флуоресцентного 
красителя FFN511, который является ложным 
нейромедиатором и взаимодействует с везику-
лярным переносчиком моноаминов, привело 
к окрашиванию синаптических везикул в сим-
патических нервах (рис.  1,  средний столбец). 
Полученные в ходе наложения изображения 
(рис.  1,  правый столбец) отчётливо показали 
наличие тесного контакта холинергических 
нервных окончаний двигательного нерва, ви-
зуализированных FM1-43, и симпатических 
нервов, где краситель FFN511 локализован не 
только в области синаптического контакта, но 
и по ходу двигательного нерва.

Рис. 1. Окрашивание НМП с помощью флуоресцентного красителя FM1-43, загружающегося в синаптические вези-
кулы холинергического нервного окончания (левый столбец); флуоресцентного ложного нейромедиатора FFN511, 
визуализирующего симпатические варикозы (средний столбец); оценка расположения флуоресцентных сигналов отно-
сительно друг друга при совмещении каналов красителей (правый столбец) в НМП разных типов мышц: а – m. LAL, 
б – m. SOL, в – m. DIA. Масштаб – 20 мкм
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Рис. 2. Идентификация тирозингидроксилазы (ТГ) на гистологических срезах мышц мышей: а – m. LAL, б – m. SOL, 
в  –  m.  DIA. Конфокальная микроскопия, масштаб – 20  мкм. Препараты окрашивали специфическими антителами 
к  тирозингидроксилазе (ТГ, левый столбец), области синапсов визуализировали с помощью маркера ацетилхолино-
вых рецепторов (АХР, средний столбец), расположение флуоресцентных сигналов относительно друг друга оценивали 
при совмещении каналов красителей (правый столбец)

Локализация фермента синтеза катехолами-
нов, тирозингидроксилазы, вблизи нервно-мышеч-
ного синапса. Тирозингидроксилаза является 
ключевым ферментом биосинтеза катехолами-
нов  [15,  32]. Поэтому до решения вопроса об 
определении эндогенных катехоламинов в об-
ласти НМП был проведён иммуногистохими-
ческий анализ для определения данного фер-
мента в области синаптического контакта. 
Использование специфических антител к ти-
розингидроксилазе и флуоресцентного α-бун-

гаротоксина, специфического агента для ви-
зуализации постсинаптических ацетилхолино-
вых рецепторов в НМП, показало, что в непо-
средственной близости к нервно-мышечному 
синапсу в препаратах всех трёх типов мышц 
наблюдается окрашивание антителами к тиро-
зингидроксилазе (рис. 2). Это наблюдение по-
зволяет заключить, что в области синаптиче-
ского контакта может содержаться эндогенный 
НА и/или АД, поскольку показано наличие 
фермента, участвующего в их синтезе.
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Рис. 3. Соотношение концентраций АД (белые столбцы) и НА (штрихованные столбцы) в образцах перфузионного 
раствора для трёх мышц и в разных условиях: а – m. LAL, контроль (30 мин); после стимуляции (10 мин) с частотой 
70 Гц; после добавления пирлиндола; после стимуляции в присутствии пирлиндола; б – m. SOL, контроль (30 мин); 
после стимуляции (10 мин) с частотой 20 Гц; после добавления пирлиндола; после стимуляции в присутствии пирлин-
дола; в – m. DIA, контроль (30 мин); после стимуляции (10 мин) с частотой 50 Гц; после добавления пирлиндола; после 
стимуляции в присутствии пирлиндола. Представлены средние значения ±  среднеквадратичное отклонение (n  =  6). 
По оси ординат – концентрация катехоламинов в пг/мл. Во всех сериях концентрации НА достоверно выше, чем кон-
центрации АД (р < 0,05). Различия считали статистически значимыми на уровне 0,05
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Иммуноферментное определение концентра-
ции АД и НА в растворе, омывающем НМП, при 
разных режимах его активности. Для определе-
ния концентраций эндогенных АД и НА в 
растворе, омывающем НМП, образцы пер-
фузионного раствора в объёме 1  мл отбирали 
из экспериментальной камеры, в которой в 
состоянии покоя НМП находился в течение 
30 мин. Другой НМП после 30 мин нахождения 
в контрольных условиях стимулировали, раз-
дражая двигательный нерв в течение 10  мин с 
частотой, характерной для данного типа мыш-
цы  [30]. В третьем наборе образцов в раствор 
до стимуляции добавляли 50  мкМ пирлиндо-
ла  – ингибитора моноаминоксидазы (МАО), 
которая обеспечивает деградацию катехолами-
нов  [33]. После сбора образцов и проведения 
ИФА с учётом нормирования на массу НМП 
были определены концентрации АД и НА. По-
лученные данные представлены на рис. 3.

Оказалось, что в состоянии покоя для всех 
трёх типов мышц содержание НА в несколько 
раз (от 4 до 7) превышало концентрацию  АД. 
Диапазон концентраций АД составил от 2,7 ± 
± 0,5 пг/мл в m. LAL до 6,7 ± 0,3 пг/мл в m. SOL, 
тогда как концентрации НА составили от 19,1 ± 
± 0,6 пг/мл (m. LAL) до 30 ± 1,7 пг/мл (m. SOL) 
(рис. 3, а, б). Наиболее высокие концентрации 
АД и НА были обнаружены в НМП мышцы 
«медленного» типа, наименьшие – в «быстрой», 
а для m. DIA «смешанного» типа наблюдались 
промежуточные значения.

При стимуляции двигательного нерва с ча-
стотой, характерной для каждого типа мышц, 
достоверное увеличение содержания АД на 
74,6 ± 10,7% (n = 6, p < 0,001) наблюдалось для 
НМП «медленной» m.  SOL, при этом уровень 
НА снижался на 45,9 ± 12,6% (n = 6, p < 0,01) 
(рис.  3,  б). В НМП двух других мышц сред-
ние значения концентраций АД и НА досто-
верно не изменялись, поскольку были получе-
ны разнонаправленные изменения содержания 
эндогенных катехоламинов в разных образцах. 
После добавления пирлиндола – ингибитора 
МАО  [33] – концентрация АД увеличилась в 
НМП всех трёх типов мышц, тогда как повы-
шение НА наблюдалось только в «медленной» 
m.  SOL (рис.  3, б). После стимуляции двига-
тельного нерва и добавления пирлиндола дос-
товерно увеличилась концентрация АД на 
36,2 ± 9,3% (n = 6, p < 0,05) в «быстрой» m. LAL. 
В стимулированной «медленной» m. SOL на 
39,2 ± 10,0% (n = 6, p < 0,05) выросло содержа-
ние НА в присутствии пирлиндола (для сравне-
ния рис. 3, а и б), тогда как в образцах m. DIA 
концентрации АД и НА после стимуляции на 
фоне пирлиндола снижались. Полученные 

данные свидетельствуют о наличии в раство-
ре, омывающем НМП всех трёх типов мышц, 
эндогенных АД и НА, концентрация которых 
может меняться в зависимости от ритмической 
активности.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Существует два основных пула катехолами-
нов в периферической нервной системе, управ-
ляющей мышечными сокращениями. Это, 
во-первых, функциональный пул, представ-
ленный катехоламинами, которые освобожда-
ются из мозгового вещества надпочечников, и 
НА из окончаний симпатических нервов  [34]. 
Второй  –  тканевый пул, находящийся в ком-
партментах синтеза и хранения в соме и аксо-
нах симпатических нейронов. В  настоящем 
исследовании мы впервые показали, что сим-
патические нервы, в которых везикулы в сим-
патических нервных окончаниях загружены 
ложным нейромедиатором FFN511, и нервно-
мышечные синапсы, в которых двигательные 
нервные окончания загружены специфическим 
красителем FM1-43, находятся в непосред-
ственной близости в НМП трёх исследованных 
скелетных мышц разного функционального 
профиля: «быстрой» мышцы поднимателя уха, 
m. LAL, «медленной» постуральной мышцы, 
m. SOL, и «смешанной» дыхательной мышцы 
диафрагмы, m.  DIA. Фермент, участвующий в 
синтезе катехоламинов – тирозингидроксилаза – 
также был выявлен в области синаптического 
контакта в синапсах всех трёх типов мышц. 
Полученные нами данные о тесной колокали-
зации тирозингидроксилазы с областью синап-
тического контакта в целом НМП согласуются 
с результатами работы Straka et  al. 2018  г.  [9], 
показавшими близкое расположение фермента 
синтеза катехоламинов и синапса на выделен-
ных мышечных волокнах.

Наличие ферментов, участвующих в син-
тезе катехоламинов вблизи нервных оконча-
ний, дало основания для попытки определить 
концентрации эндогенных АД и НА в рас-
творе, омывающем НМП в условиях покоя и 
после стимуляции двигательного нерва с ча-
стотами, характерными для физиологического 
режима активности мышц данного профиля.

Результаты показали, что в НМП всех трёх 
типов мышц содержание НА многократно пре-
вышало концентрацию АД. Источниками эн-
догенных катехоламинов, как известно, явля-
ются мозговое вещество надпочечников для 
АД и окончания симпатических нервов для НА 
[35, 36]. Поэтому неудивительно, что результаты 

7
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показывают более чем 4-кратное превыше-
ние концентрации НА по сравнению с коли-
чеством АД, т.к. установлено наличие тесного 
контакта окончаний симпатических нервов, из 
которых высвобождается НА, в непосредствен-
ной близости к нервно-мышечным синапсам. 
Полученные с помощью метода ИФА значе-
ния концентраций АД и НА в диапазоне от 
2 пг/мл до 30 пг/мл по порядку величин совпа-
дают со значениями, определяемыми в плазме 
крови другими методами  –  радиоэнзимати-
ческим методом, а также с помощью ВЭЖХ. 
Концентрация АД, полученная этими мето-
дами, составляла 5–19  пг/мл, концентра-
ция НА  –  10–34  пг/мл  [37,  38]. Анализ содер-
жания НА в образцах, взятых из трёхглавой 
мышцы голени крысы с помощью микродиа-
лизного зонда, вставленного между мышеч-
ными волокнами, показал концентрацию НА 
2,12 ± 0,06 нМ, что соответствует 0,7 нг/мл [38]. 
Очевидно, что различия в наблюдаемых значе-
ниях концентраций могут быть обусловлены 
множеством разных факторов, таких как харак-
теристики животных (возраст, пол, физическая 
активность) и экспериментальные условия, в 
которых проводились измерения.

Учитывая, что эффекты катехоламинов 
вследствие представительства разных подтипов 
АДР могут существенно различаться в мыш-
цах, содержащих разные типы мышечных во-
локон  [39], для анализа были выбраны НМП 
трёх разных скелетных мышц мыши, которые 
отличаются как составом мышечных волокон, 
так и функциями, которые они выполняют. 
Мышца-подниматель уха, m. LAL, состоящая 
преимущественно из «быстрых» мышечных 
волокон (тип  II), служит для быстрых изме-
нений положения уха грызуна, для которого 
тонкое восприятие слуховых сигналов являет-
ся жизненно важным. «Медленная» камбало-
видная мышца, m. SOL, с типом  I мышечных 
волокон необходима для обеспечения позы. 
Диафрагмальная мышца, m. DIA, участвую-
щая в процессе дыхания, содержит оба типа 
волокон и относится к мышцам «смешанно-
го» типа. Согласно результатам проведённого 
анализа, наиболее высокие концентрации как 
АД, так и НА зафиксированы в НМП мышцы 
m. SOL. Как видно из рис. 1, б, в синапсе этой 
мышцы флуоресцентный краситель, загру-
жаемый в везикулы окончания симпатиче-
ского нерва, находится практически непосред-
ственно вблизи холинергического нервного 
окончания. Стимуляция двигательного нерва с 
частотой, характерной для данного типа мыш-
цы (20  Гц), привела к повышению содержа-
ния АД на 73%, увеличения концентрации НА 

не  наблюдалось. В НМП двух других мышц 
не было обнаружено достоверных изменений 
содержания АД и НА после стимуляции нерва, 
поскольку имели место разнонаправленные 
изменения концентраций АД и НА. Одним из 
возможных вариантов объяснения такого яв-
ления может быть предположение об усилении 
при стимуляции активности системы, которая 
участвует в деградации катехоламинов и обес-
печении их низкой концентрации. Она пред-
ставлена ферментами МАО, локализованной в 
митохондриях, и катехол-О-метилтрансфера-
зой, находящейся в симпатических нейронах 
и синаптической щели [40, 41]. Для того чтобы 
проверить эту гипотезу, было проведено изме-
рение концентраций АД и НА после добав-
ления обратимого ингибитора МАО пирлин-
дола. Ожидаемое увеличение концентрации АД 
в 2,3  раза наблюдалось в НМП «быстрой» 
m. LAL и концентрации НА на 39% в «медлен-
ной» m. SOL. Интересно, что концентрация 
НА во внеклеточной жидкости гиппокампа в 
состоянии покоя составляла приблизительно 
14 нМ, при этом добавление блокатора обрат-
ного захвата дезипрамина так же, как и в НМП 
диафрагмы, не оказывало существенного влия-
ния на содержание НА  [42]. Эти наблюдения 
подчёркивают тот факт, что, по-видимому, 
может существовать несколько регуляторных 
механизмов, которые влияют на уровень кате-
холаминов во внеклеточной жидкости.

Эффекты блокаторов АДР на функции НМП. 
Если эндогенные АД и НА находятся в непо-
средственной близости к синаптическому 
контакту, а активация АДР разных подтипов 
изменяет его функции, то блокирование этих 
рецепторов также должно приводить к изме-
нению работы синапса. Действительно, ра-
нее нами было показано, что блокирование 
α2-АДР с помощью SKF 86466 и β2-АДР с 
помощью ICI 118,551 уменьшало спонтанное 
высвобождение ацетилхолина в НМП диа-
фрагмы  [17]. Действие антагониста α2-АДР 
йохимбина приводило к снижению кванто-
вого состава ПКП и возрастанию несинхрон-
ности выделения квантов нейромедиатора. 
Блокада β1-АДР атенололом вызывала, напро-
тив, синхронизацию секреторного процесса. 
Ранее Lim и Muir (1983) также показали, что 
в нервно-мышечных синапсах диафрагмы 
крыс йохимбин вызывал снижение квантовой 
секреции ацетилхолина  [43]. В синапсах «бы-
строй» m. LAL блокада β2-АДР с помощью ICI 
118,551 вызывала гиперполяризацию мембра-
ны мышечного волокна  [18]. Все эти данные 
указывают на присутствие эндогенных кате-
холаминов в синаптической щели и их участие 
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в модуляции работы НМП. Исследования, в 
которых иммунофлуоресценция, конфокаль-
ная микроскопия и вестерн-блоттинг про-
демонстрировали близость окончаний сим-
патических нейронов к нервно-мышечным 
синапсам в диафрагме, длинном разгибателе 
пальца, передней большеберцовой и камбало-
видной мышцах, подтвердили наличие такого 
контакта  [8,  9,  44]. Кроме того, последствия 
симпатэктомии вызывали значительное сни-
жение силы непрямого мышечного сокра-
щения  [24] и уменьшение квантового высво-
бождения ацетилхолина  [43], демонстрируя 
высокую вероятность влияния эндогенных 
катехоламинов на синаптическую передачу в 
НМП. В подтверждение важной функциональ-
ной роли эндогенных катехоламинов было 
показано, что прямая стимуляция симпати-
ческих нейронов усиливала нервно-мышеч-
ную передачу у молодых мышей посредством 
высвобождения катехоламинов из симпатиче-
ских аксонов, которые действуют на β-АДР, 
экспрессирующиеся в мотонейронах  [9,  44]. 
Эффекты симпатэктомии, оказываемые на 
нервно-мышечную передачу, включают дез-
организацию цитоскелета в аксонах двига-
тельных нейронов, дефекты миелинизации, 
уменьшение диаметра аксона и уменьшение 
площади поперечного сечения мышц  [24]. 
В  целом можно сделать вывод, что элементы 
симпатической нервной системы находятся в 
непосредственном контакте с нервно-мышеч-

ными синапсами скелетной мускулатуры и 
участвуют в регуляции работы синаптического 
контакта, выделяя эндогенные катехоламины, 
которые влияют на высвобождение нейроме-
диатора ацетилхолина и, таким образом, могут 
изменять сократительную функцию скелетной 
мускулатуры.

Вклад авторов. Э.А.  Бухараева  – концеп-
ция и руководство работой, написание тек-
ста; С.А.  Дмитриева, С.Г.  Вологин  – ИФА; 
А.Н.  Ценцевицкий, А.Ю.  Архипов, В.Ф.  Хуз-
ахметова  – набор экспериментальных НМП; 
Г.В.  Сибгатуллина  –  иммуногистохимический 
анализ.

Финансирование. Работа выполнена при 
финансовой поддержке Российского научного 
фонда (грант № 18-15-0046). Иммунофермент-
ный анализ, пробоподготовка и анализ данных 
выполнены Дмитриевой С.А. и Вологиным С.Г. 
при поддержке госзаданием ФИЦ КазНЦ РАН.

Благодарности. Авторы благодарят д.б.н. 
Петрова  А.М. за критическое рассмотрение 
рукописи и полезные рекомендации.

Конфликт интересов. Авторы не имеют 
конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Все процеду-
ры, выполненные в исследованиях с участием 
животных, соответствовали этическим стан-
дартам учреждения, в котором проводились 
исследования, и утверждённым правовым 
актам РФ и международных организаций.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

 1. Corkill, A. B., and Tiegs, O. W. (1933) The effect 
of sympathetic nerve stimulation on the power of 
contraction of skeletal muscle, J. Physiol., 78, 161-185, 
doi: 10.1113/jphysiol.1933.sp002995.

 2. Brown, G. L., Bülbring, E., and Burns, B. D. (1948) 
The action of adrenaline on mammalian skeletal 
muscle, J.  Physiol., 107, 115-128, doi:  10.1113/
jphysiol.1948.sp004255.

 3. Steiner, J. L., Johnson, B. R., Hickner, R. C., Ormsbee, 
M. J., Williamson, D. L., and Gordon, B. S. (2021) 
Adrenal stress hormone action in skeletal muscle during 
exercise training: An old dog with new tricks? Acta 
Physiol. (Oxf), 231, e13522, doi: 10.1111/apha.13522.

 4. Kvetnansky, R., Lu, X., and Ziegler, M. G. 
(2013) Stress-triggered changes in peripheral 
catecholaminergic systems, Adv. Pharmacol., 68, 359-
397, doi: 10.1016/B978-0-12-411512-5.00017-8.

 5. Tank, A. W., and Lee Wong, D. (2015) Peripheral and 
central effects of circulating catecholamines, Compr. 
Physiol., 5, 1-15, doi: 10.1002/cphy.c140007.

 6. Zouhal, H., Jacob, C., Delamarche, P., and Gratas-
Delamarche, A. (2008) Catecholamines and the 
effects of exercise, training and gender, Sports Med., 
38, 401-423, doi: 10.2165/00007256-200838050-
00004.

 7. Andersson, D. C., Betzenhauser, M. J., Reiken, S., 
Umanskaya, A., Shiomi, T., and Marks, A. R. (2012) 
Stress-induced increase in skeletal muscle force 
requires protein kinase A phosphorylation of the 
ryanodine receptor, J.  Physiol., 590, 6381-6387, doi: 
10.1113/jphysiol.2012.237925.

 8. Khan, M. M., Lustrino, D., Silveira, W. A., Wild, F., 
Straka, T., Issop, Y., O’Connor, E., Cox, D., 
Reischl,  M., Marquardt, T., Labeit, D., Labeit, S., 
Benoit, E., Molgó, J., Lochmüller, H., Witzemann, V., 
Kettelhut, I. C., Navegantes, L. C., Pozzan, T., and 
Rudolf, R. (2016) Sympathetic innervation controls 
homeostasis of neuromuscular junctions in health and 
disease, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 113, 746-750, doi: 
10.1073/pnas.1524272113.

7*



ДМИТРИЕВА и др.452

БИОХИМИЯ том 88 вып. 3 2023

 9. Straka, T., Vita, V., Prokshi, K., Hörner, S. J., Khan, 
M. M., Pirazzini, M., Williams, M. P. I., Hafner, M., 
Zaglia, T., and Rudolf, R. (2018) Postnatal devel-
opment and distribution of sympathetic innervation 
in mouse skeletal muscle, Int.  J. Mol. Sci., 19, 1935, 
doi: 10.3390/ijms19071935.

 10. Kim, J., Grotegut, C. A., Wisler, J. W., Li, T., Mao, L., 
Chen, M., Chen, W., Rosenberg, P. B., Rockman, H. A., 
and Lefkowitz, R. J. (2018) β-arrestin 1 regulates β2-
adrenergic receptor-mediated skeletal muscle hyper-
trophy and contractility, Skelet. Muscle, 8, 39, doi: 
10.1186/s13395-018-0184-8.

 11. Williams, R. S., Caron, M. G., and Daniel, K. 
(1984) Skeletal muscle beta-adrenergic receptors: 
variations due to fiber type and training, Am.  J. 
Physiol., 246, 160-167, doi: 10.1152/ajpendo.1984.
246.2.E160.

 12. Hinkle, R. T., Hodge, K. M. B., Cody, D. B., 
Sheldon, R. J., Kobilka, B. K., and Isfort, R. J. (2002) 
Skeletal muscle hypertrophy and anti-atrophy effects 
of clenbuterol are mediated by the beta2-adrenergic 
receptor, Muscle Nerve, 25, 729-734, doi: 10.1002/
mus.10092.

 13. Lynch, G. S., and Ryall, J. G. (2008) Role of beta-
adrenoceptor signaling in skeletal muscle: implications 
for muscle wasting and disease, Physiol. Rev., 88, 729-
767, doi: 10.1152/physrev.00028.2007.

 14. Tsentsevitsky, A., Kovyazina, I., and Bukharaeva, E. 
(2019) Diverse effects of noradrenaline and adrenaline 
on the quantal secretion of acetylcholine at the mouse 
neuromuscular junction, Neuroscience, 423, 162-171, 
doi: 10.1016/j.neuroscience.2019.10.049.

 15. Nagatsu, T., Levitt, M., and Udenfriend, S. 
(1964) Tyrosine hydroxylase. The initial step in 
norepinephrine biosynthesis, J.  Biol. Chem., 239, 
2910-2917, doi: 10.1016/S0021-9258(18)93832-9.

 16. Tsentsevitsky, A., Nurullin, L., Tyapkina, O., and 
Bukharaeva, E. (2020) Sympathomimetics regu-
late quantal acetylcholine release at neuromuscu-
lar junctions through various types of adrenorecep-
tors, Mol. Cell. Neurosci., 108, 103550, doi: 10.1016/
j.mcn.2020.103550.

 17. Arkhipov, A., Khuzakhmetova, V., Petrov, A. M., and 
Bukharaeva, E. A. (2022) Catecholamine-dependent 
hyperpolarization of the junctional membrane via 
β2-adrenoreceptor/Gi-protein/α2-Na-K-ATPase 
pathway, Brain Res., 1795, 148072, doi: 10.1016/
j.brainres.2022.148072.

 18. Khuzakhmetova, V., and Bukharaeva, E. (2020) 
Adrenaline facilitates synaptic transmission by 
synchronizing release of acetylcholine quanta from 
motor nerve endings, Cell. Mol. Neurobiol., 41, 395-
401, doi: 10.1007/s10571-020-00840-3.

 19. Anderson, A. J., and Harvey, A. L. (1988) Effects 
of the facilitatory compounds catechol, guanidine, 
noradrenaline and phencyclidine on presynaptic 
currents of mouse motor nerve terminals, Naunyn. 

Schmiedebergs. Arch. Pharmacol., 338, 133-137, doi: 
10.1007/bf00174860.

 20. Bukcharaeva, E. A., Kim, K. C., Moravec, J., 
Nikolsky, E. E., and Vyskočil, F. (1999) Noradrenaline 
synchronizes evoked quantal release at frog 
neuromuscular junctions, J.  Physiol., 517, 879-888, 
doi: 10.1111/j.1469-7793.1999.0879s.x.

 21. Kuba, K. (1970) Effects of catecholamines on 
the neuromuscular junction in the rat diaphragm, 
J.  Physiol., 211, 551-570, doi: 10.1113/jphysiol.
1970.sp009293.

 22. Kuba, K., and Tomita, T. (1971) Noradrenaline action 
on nerve terminal in the rat diaphragm, J.  Physiol., 
217, 19-31, doi: 10.1113/jphysiol.1971.sp009557.

 23. Rodrigues, A. Z., Wang, Z. M., Messi, M. L., and 
Delbono, O. (2019) Sympathomimetics regulate neuro-
muscular junction transmission through TRPV1, P/Q- 
and N-type Ca2+ channels, Mol. Cell. Neurosci., 95, 
59-70, doi: 10.1016/j.mcn.2019.01.007.

 24. Gubernator, N. G., Zhang, H., Staal, R. G., 
Mosharov, E. V., Pereira, D. B., Yue, M., Balsanek, V., 
Vadola, P. A., Mukherjee, B., Edwards, R. H., 
Sulzer, D., and Sames, D. (2009) Fluorescent false 
neurotransmitters visualize dopamine release from 
individual presynaptic terminals, Science, 324, 1441-
1444, doi: 10.1126/science.1172278.

 25. Betz, W. J., and Bewick, G. S. (1992) Optical analysis 
of synaptic vesicle recycling at the frog neuromuscular 
junction, Science, 255, 200-203, doi: 10.1126/
science.1553547.

 26. Reid, B., Slater, C. R., Bewick, G. S. (1999) Synaptic 
vesicle dynamics in rat fast and slow motor nerve 
terminals, J.  Neurosci., 19, 2511-2521, doi: 10.1523/
JNEUROSCI.19-07-02511.1999.

 27. Petrov, A., Zakirjanova, G., Kovyazina, I., Tsentse-
vitsky, A., and Bukharaeva, E. (2022) Adrenergic re-
ceptors control frequency-dependent switching of the 
exocytosis mode between “full-collapse” and “kiss-
and-run” in murine motor nerve terminal, Life Sci., 
296, 120433, doi: 10.1016/j.lfs.2022.120433.

 28. Murphy, J. F., Davies, D. H., and Smith, C. J. (1992) 
The development of enzyme-linked immunosorbent 
assays (ELISA) for the catecholamines adrenalin 
and noradrenalin, J.  Immunol. Meth., 154, 89-98, 
doi: 10.1016/0022-1759(92)90216-g.

 29. Slater, C. R. (2015) The functional organization of 
motor nerve terminals, Prog Neurobiol., 134, 55-103, 
doi: 10.1016/j.pneurobio.2015.09.004.

 30. Westermann, J., Hubl, W., Kaiser, N., and Salewski, L. 
(2002) Simple, rapid and sensitive determination of 
epinephrine and norepinephrine in urine and plasma 
by non-competitive enzyme immunoassay, compared 
with HPLC method, Clin Lab., 48, 61-71.

 31. Tekin, I., Roskoski, R. Jr., Carkaci-Salli, N., and 
Vrana, K. E. (2014) Complex molecular regulation of 
tyrosine hydroxylase, J.  Neural. Transm., 121, 1451-
1481, doi: 10.1007/s00702-014-1238-7.



ЭНДОГЕННЫЕ КАТЕХОЛАМИНЫ В НЕРВНО-МЫШЕЧНОМ СИНАПСЕ 453

БИОХИМИЯ том 88 вып. 3 2023

 32. Bruhwyler, J., Liégeois, J. F., and Géczy, J. (1997) 
Pirlindole: a selective reversible inhibitor of mono-
amine oxidase  A. A review of its preclinical prop-
erties, Pharmacol. Res., 36, 23-33, doi: 10.1006/
phrs.1997.0196.

 33. Peyrin, L., and Dalmaz, Y. (1975) Peripheral secre-
tion and inactivation of catecholamines (adrenaline, 
noradrenaline, dopamine) [In French], J. Physiol., 70, 
353-433.

 34. Eisenhofer, G., Kopin, I., and Goldstein, D. (2004) 
Catecholamine metabolism: a contemporary view with 
implications for physiology and medicine, Pharmacol. 
Rev., 56, 331-349, doi: 10.1124/pr.56.3.1.

 35. Hjemdahl, P., Daleskog, M., and Kahan, T. (1979) 
Determination of plasma catecholamines by high 
performance liquid chromatography with electro-
chemical detection: comparison with a radioenzy-
matic method, Life Sci., 25, 131-138, doi: 10.1016/
0024-3205(79)90384-9.

 36. Liao, Y. T., Wang, S. M., Wang, J. R., Yu, C. K., and 
Liu, C. C. (2015) Norepinephrine and epinephrine 
enhanced the infectivity of enterovirus, PLoS One, 10, 
e0135154, doi: 10.1371/journal.pone.0135154.

 37. Li, J., King, N. C., and Sinoway, L. I. (2005) 
Interstitial ATP and norepinephrine concentrations 
in active muscle, Circulation, 111, 2748-2751, doi: 
10.1161/CIRCULATIONAHA.104.510669.

 38. Martin, W. H., Murphree, S. S., and Saffitz, J. E. 
(1989) Beta-adrenergic receptor distribution among 
muscle fiber types and resistance arterioles of white, 
red, and intermediate skeletal muscle, Circ. Res., 64, 
1096-1105, doi: 10.1161/01.res.64.6.1096.

 39. Dorszewska, J., Prendecki, M., Oczkowska, A., 
Rozycka, A., Lianeri, M., and Kozubski, W. (2013) 
Polymorphism of the COMT, MAO, DAT, NET and 
5-HTT genes, and biogenic amines in Parkinson’s 
disease, Curr. Genomics, 14, 518-533, doi: 10.2174/
1389202914666131210210241.

 40. Goldstein, D. S. (2020) The “sick-but-not-dead” 
phenomenon applied to catecholamine deficiency in 
neurodegenerative diseases, Semin. Neurol., 40, 502-
514, doi: 10.1055/s-0040-1713874.

 41. Abercrombie, E. D., Keller, R. W. Jr, and Zigmond, M. J. 
(1988) Characterization of hippocampal norepineph-
rine release as measured by microdialysis perfusion: 
pharmacological and behavioral studies, Neuroscience, 
27, 897-904, doi: 10.1016/0306-4522(88)90192-3.

 42. Lim, S. P., and Muir, T. C. (1983) Microelectrode 
recording of the effects of agonists and antagonists on 
alpha-adrenoceptors on rat somatic nerve terminals, 
Br. J. Pharmacol., 80, 41-46, doi: 10.1111/j.1476-5381.
1983.tb11047.x.

 43. Wang, Z. M., Rodrigues, A. C. Z., Messi, M. L., and 
Delbono, O. (2020) Aging blunts sympathetic neuron 
regulation of motoneurons synaptic vesicle release 
mediated by β1- and α2B-adrenergic receptors in 
geriatric mice, J.  Gerontol. A Biol. Sci. Med. Sci., 75, 
1473-1480, doi: 10.1093/gerona/glaa022.

 44. Rodrigues, A. C. Z., Messi, M. L., Wang, Z. M., 
Abba, M. C., Pereyra, A., Birbrair, A., Zhang, T., 
O’Meara, M., Kwan, P., and Lopez, E. I. S. (2019) The 
sympathetic nervous system regulates skeletal muscle 
motor innervation and acetylcholine receptor stability, 
Acta Physiol., 225, 13195, doi: 10.1111/apha.13195.

SYMPATHETIC INNERVATION AND ENDOGENOUS 
CATECHOLAMINES IN NEUROMUSCULAR PREPARATIONS 

OF MUSCLES OF DIFFERENT FUNCTIONAL PROFILES

S. A. Dmitrieva1, S. G. Vologin2, A. N. Tsentsevitsky1, A. Y. Arkhipov1, 
V. F. Khuzakhmetova1, G. V. Sibgatullina1, and E. A. Bukharaeva1*
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Inf luence of the sympathetic nervous system on the work of skeletal muscles contractile apparatus is now 
beyond doubt. However, until recently there was no evidence that the endings of sympathetic nerves can be 
located in close proximity to the neuromuscular synapses, and there is also no reliable data on how much 
endogenous adrenaline and noradrenaline can be contained near the synaptic contact in skeletal muscles. 
In this research, using f luorescent analysis, immunohistochemical and enzyme immunoassays the isolated 
neuromuscular preparations of three skeletal muscles of different functional profiles and containing differ-
ent types of muscle fibers were examined. Close contact between the sympathetic and motor cholinergic 
nerve endings and the presence of tyrosine hydroxylase in this area were demonstrated. Concentrations of 
endogenous adrenaline and noradrenaline in the solution perfusing the neuromuscular preparation were 
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determined under different modes of its functioning. The effects of α and β adrenoreceptor blockers on 
the processes of acetylcholine quantal secretion from the motor nerve endings were compared. The data 
obtained provide evidence for the presence of endogenous catecholamines in the neuromuscular junction 
region and their role in the modulation of the synaptic function.

Keywords: neuromuscular junction, sympathetic innervation, tyrosine hydroxylase, endogenous catecholamines, 
adrenoreceptor blockers
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В настоящее время подходы, применяемые для лечения инсульта, имеют существенные ограниче-
ния, а нейропротекторная терапия малоэффективна. В связи с этим поиск эффективных нейро-
протекторов и разработка новых нейропротективных стратегий при церебральной ишемии 
по-прежнему актуальны. Инсулин и инсулиноподобный фактор роста-1 (IGF-1) играют важную 
роль в функционировании мозга, вовлечены в регуляцию роста, дифференцировки и выживае-
мости нейронов, нейрональной пластичности, пищевого поведения, контролируют перифери-
ческий метаболизм и эндокринные функции. Они оказывают комплексное воздействие на мозг, 
в том числе демонстрируют нейропротекторное действие при церебральной ишемии и инсульте. 
В экспериментах на животных и клеточных культурах показано, что инсулин и IGF-1 в условиях 
гипоксии улучшают энергетический обмен в нейронах и глиальных клетках, оказывают положи-
тельное влияние на микроциркуляцию крови в мозге, восстанавливают функции нервных клеток 
и процессы нейропередачи, оказывают противовоспалительное и антиапоптотическое действие 
на клетки мозга. Наибольший интерес для клиники представляет интраназальный путь введения 
инсулина и  IGF-1, поскольку он позволяет дозированно доставлять их непосредственно в мозг, 
минуя гематоэнцефалический барьер. Интраназально вводимый инсулин демонстрирует выражен-
ный положительный эффект при коррекции когнитивных нарушений у пожилых людей с нейроде-
генеративными и метаболическими расстройствами. Инсулин и IGF-1, вводимые интраназально, 
повышают выживаемость животных с ишемическим инсультом. В  обзоре обсуждаются данные 
литературы и результаты собственных исследований о механизмах нейропротекторного действия 
интраназально вводимых инсулина и IGF-1 при церебральной ишемии и перспективы их приме-
нения для нормализации функций  ЦНС и снижения нейродегенеративных изменений при этой 
патологии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: интраназальный инсулин, инсулиноподобный фактор роста-1, ишемия головного 
мозга, реперфузия, нейропротекторный эффект, окислительный стресс.
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Принятые сокращения: ГЭБ  – гематоэнцефалический барьер; ИВИ  – интраназально вводимый инсулин; ПОЛ  – 
перекисное окисление липидов; eNOS – эндотелиальная NO-синтаза; GSK3β – киназа-3β гликогенсинтазы; IGF-1 – 
инсулиноподобный фактор роста-1; IGF1R  – рецептор IGF-1; INSR  – инсулиновый рецептор; IRS-белки  – белки-
субстраты рецептора инсулина; MAPK  – митогенактивируемые протеинкиназы; MCAO  – модель окклюзии средней 
мозговой артерии; PI3K – фосфатидилинозитол-3-киназа; tPA – активатор тканевого плазминогена.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

После открытия инсулина Бантингом и 
Бестом в 1921  г. было установлено, что этот 
гормон, продуцируемый панкреатическими 
β-клетками, при введении в организм оказы-
вает выраженный гипогликемический эффект, 

играя ключевую роль в контроле глюкозного 
гомеостаза. Длительное время общепринятой 
была точка зрения, что функции инсулина 
ограничиваются в основном контролем мета-
болизма углеводов и жиров, и мозг при этом 
не рассматривался как его возможная мишень. 
Обнаружение инсулина и его сигнальной 
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системы в структурах мозга, а также иссле-
дования регуляторных эффектов инсулина 
на функции  ЦНС кардинально изменили эту 
точку зрения и показали, что инсулин важен 
как для функционирования мозга, так и пери-
ферических тканей  [1]. Было показано, что 
центральные механизмы действия присущи 
структурному гомологу инсулина – инсулино-
подобному фактору роста-1 (IGF-1), который, 
как и инсулин, относится к семейству инсули-
новых пептидов и имеет сходный с ним сиг-
нальный каскад.

ИНСУЛИН 
И ЕГО СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ В МОЗГЕ

Инсулин в мозге впервые был обнаружен 
Havrankova  et  al.  [2], после чего встал вопрос 
о его источнике в  ЦНС. Были получены до-
казательства, что циркулирующий в крово-
токе панкреатический инсулин впоследствии 
через гематоэнцефалический барьер  (ГЭБ) 
поступает в  мозг. Его транспорт может реа-
лизовываться как с участием инсулиновых 
рецепторов (INSR) с помощью рецептор-опо-
средуемого эндоцитоза [3], так и без образова-
ния инсулин-рецепторного комплекса – путем 
пассивного проникновения через фенестри-
рованные капилляры и эпендимные клетки 
срединного возвышения гипоталамуса или 
посредством транспорта из спинномозговой 
жидкости с участием таницитов  [4]. Однако 
расшифровка транспортных путей поступле-
ния инсулина в мозг не позволяет объяснить 
его высокий уровень в мозге в неонаталь-
ный период развития, когда инсулин-проду-
цирующая функция поджелудочной железы 
отсутствует или еще недостаточна для син-
теза значимых количеств гормона. Это остав-
ляет открытым вопрос о возможности синтеза 
инсулина в  ЦНС, по крайней мере на ранних 
стадиях онтогенеза. В пользу этого свидетель-
ствует обнаружение мРНК для проинсулина 
в гипоталамусе, CA1- и CA3-областях гиппо-
кампа, зубчатой извилине, обонятельной лу-
ковице у эмбрионов крыс, новорожденных 
крысят и кроликов [5, 6], а также в первичной 
культуре нейронов, полученных из различных 
областей эмбрионального мозга кроликов  [7]. 
Необходимо отметить, что как нейроны, так и 
панкреатические β-клетки являются электри-
чески возбудимыми и отвечают деполяриза-
цией и экзоцитозом на гормональные стиму-
лы и повышение уровня глюкозы. Это важно 
для синтеза и секреции инсулина, поскольку 
оба этих процесса требуют деполяризации 

ATP-чувствительных калиевых каналов, функ-
ционально активных в нейронах и β-клетках [8].

В нейронах и глиальных клетках голов-
ного мозга присутствуют все компоненты ин-
сулиновой системы, включая INSR [9]. В ходе 
альтернативного сплайсинга гена  Insr генери-
руются две изоформы рецептора  – укорочен-
ная  (INSR-A) и полноразмерная  (INSR-B), 
которые, несмотря на сходство структурно-
функциональной организации, имеют ряд 
различий [10]. Несмотря на то что в большин-
стве тканей экспрессируются обе изоформы 
INSR, соотношение INSR-A/INSR-B в мозге 
значительно выше, чем на периферии, вслед-
ствие чего INSR-A часто называют нейро-
нальной изоформой  INSR. INSR-A и INSR-B 
представляют собой α2β2-гетеротетрамеры, 
в которых внеклеточные α-субъединицы и 
трансмембранные β-субъединицы соединены 
между собой дисульфидными связями [11, 12]. 
α-Субъединица и N-концевая часть β-субъ-
единицы образуют внеклеточную часть INSR 
и ответственны за высокоаффинное связыва-
ние инсулина. В  цитоплазматической части 
β-субъединицы локализован высококонсерва-
тивный тирозинкиназный домен, активность 
которого стимулируется в результате связыва-
ния гормона с α-субъединицей рецептора [11].

После взаимодействия инсулина с α-субъ-
единицей INSR ее конформация меняется, что 
вызывает изменение конформации β-субъеди-
ницы и активирует тирозинкиназный домен, 
вызывая аутофосфорилирование INSR по трем 
остаткам тирозина (Tyr 1158, Tyr 1162, Tyr 1163). После 
аутофосфорилирования β-субъединица стано-
вится мишенью для белков-субстратов рецеп-
тора инсулина  (IRS-белков) и ряда других ре-
гуляторных и адаптерных молекул, имеющих 
в своей структуре фосфотирозинсвязываю-
щие участки. Взаимодействие с ними активи-
рует сразу несколько сигнальных путей  [13]. 
Нокаут гена  Insr в гиппокампе и амигдале 
мышей как отдельно, так и вместе с нокау-
том гена, который кодирует родственный ему 
рецептор IGF-1  (IGF1R), приводит к когни-
тивным и поведенческим нарушениям, что 
указывает на участие инсулина в контроле 
функций ЦНС [1].

Среди известных в настоящее время 6 изо-
форм IRS-белков ведущую роль в инсулино-
вом пути играют IRS-1 и IRS-2, которые об-
наруживаются почти во всех типах клеток и 
тканей. В их N-концевой части располагаются 
плекстрингомологичный и фосфотирозин-
связывающий домены, необходимые для ассо-
циации IRS-белков с мембраной и с молеку-
лой  INSR. В  С-концевой части IRS-1 и IRS-2 
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располагается домен, отвечающий за взаимо-
действие с белками, содержащими SH2-доме-
ны, которые являются основными эффекто-
рами инсулиновой сигнальной системы  [14]. 
К белкам, содержащим SH2-домены, относят-
ся: (1) фосфатидилинозитол-3-киназа  (PI3K), 
ключевой компонент 3-фосфоинозитидного пути; 
(2) адаптерный GRB2-белок, который опосре-
дует активацию митогенактивируемых протеин-
киназ (MAPK); (3) протеинфосфотирозинфос-
фатаза SHP2; (4) нерецепторная тирозинкина-
за  Fyn; (5) супрессоры цитокинового сигна-
линга  [13]. Между IRS-1 и IRS-2 имеются 
существенные различия  – IRS-1 опосредует 
функции инсулина в основном на перифе-
рии, в то время как IRS-2 в большей степени 
вовлечен в реализацию эффектов инсулина 
в ЦНС [15].

Основным механизмом негативной регу-
ляции инсулиного сигналинга является изме-
нение статуса фосфорилирования рецептора 
и IRS-белков. Индуцированное c-Jun N-кон-
цевой киназой-1  (JNK1) фосфорилирование 
IRS-1 и IRS-2 по остаткам Ser и Thr приводит 
к их инактивации, что может служить одной 
из причин периферической и центральной 
инсулиновой резистентности [16]. В свою оче-
редь, тирозиновое дефосфорилирование акти-
вированных гормоном INSR и IRS-белков с 
помощью тирозиновых фосфатаз  – протеин-
фосфотирозинфосфатазы 1B (PTP1B) и T-кле-
точной фосфатазы – вызывает их инактивацию 
и подавляет трансдукцию инсулинового сигна-
ла [17, 18].

IRS-белки связываются с фосфотирозин-
связывающим доменом регуляторной субъ-
единицы PI3K, которая катализирует синтез 
вторичного посредника  – фосфатидилинози-
тол-3,4,5-трифосфата (PI-3,4,5-P3) [19]. Его об-
разование индуцирует транслокацию 3-фосфа-
тидилинозитол-зависимых протеинкиназ 1-го 
и 2-го типов (PDK1/2), белка SIN1, компонен-
та комплекса mTORC2, и протеинкиназы AKT 
(протеинкиназа B) к плазматической мембра-
не [13]. Активация AKT является одним их клю-
чевых событий в трансдукции инсулинового 
сигнала. Этот фермент представлен тремя изо-
формами: AKT1, AKT2 и AKT3, экспрессия 
которых в  ЦНС зависит от области мозга и 
специфична для определенного типа нейронов 
и глиальных клеток. AKT1 и AKT3 в основном 
представлены в нейронах, в том числе минда-
лины, гиппокампа и коры больших полуша-
рий, в то время как AKT2 – в астроцитах [20].

После связывания с мембраной про-
теинкиназа PDK1 фосфорилирует AKT по 
остатку  Thr 308 (для  AKT1). mTORC2 и ДНК-

зависимая протеинкиназа (DNA-PK) фосфо-
рилируют AKT по остатку Ser 473, локализован-
ному в С-концевом домене AKT  [21]. Таким 
образом, фосфорилирование AKT сразу по 
двум сайтам ведет к полной ее активации, в 
результате чего AKT фосфорилирует значи-
тельное число эффекторных нижележащих 
белков – опосредует активацию фосфодиэсте-
разы 3b, фосфоенолпируваткарбоксикиназы 1 
и эндотелиальной NO-синтазы  (eNOS) и ин-
гибирование PGC1α, p21kip, киназы-3β глико-
генсинтазы  (GSK3β) и проапоптотического 
белка  BAD. Вызванное AKT фосфорилиро-
вание транскрипционных факторов FOXO1 
и  FOXK1 инактивирует их и выключает из 
процесса транскрипции генов [13]. AKT играет 
важную роль в контроле жизнедеятельности 
клеток, участвуя в регуляции экспрессии ге-
нов, ответственных за протекание ростовых и 
метаболических процессов, клеточную выжи-
ваемость, ангиогенез и дифференцировку кле-
ток. Одним из ключевых инсулин-опосредуе-
мых эффектов AKT является транслокация в 
плазматическую мембрану транспортера глю-
козы GLUT4, что обеспечивает ее захват клет-
ками [22].

Сигнальный путь, опосредуемый через AKT, 
вовлечен в регуляцию метаболизма гликогена. 
Активированная форма AKT фосфорилирует 
киназу  GSK3 по  Ser 21 в случае изоформы 
GSK3α или по Ser 9 – в случае GSK3β, что ве-
дет к ее инактивации. Таким образом, AKT 
блокирует GSK3-опосредуемую регуляцию ак-
тивности гликогенсинтетазы – ключевого фер-
мента синтеза гликогена [23]. В последние годы, 
помимо синтеза гликогена, изучаются и иные 
функции  GSK3, среди которых патогенез са-
харного диабета, нейродегенеративных и онко-
логических заболеваний. AKT-индуцирован-
ное ингибирование  GSK3 подавляет ее влия-
ние на активность множества транскрипци-
онных факторов и их регуляторов, включая 
NF-κB, Snail, Notch, BAD, транскрипционные 
факторы FOX-семейства, что обусловливает 
ключевую роль каскада IRS/PI3K/AKT/GSK3 
в реализации эффектов инсулина на генную 
экспрессию, апоптоз, аутофагию, клеточную 
дифференцировку [23–25].

Другой важной мишенью инсулина явля-
ется каскад  MAPK. На  начальном этапе ком-
плекс GRB2–SOS взаимодействует с IRS-бел-
ками или с адаптерным белком SHC-1. Ком-
плекс GRB2–SOS опосредует GDP/GTP-об-
мен малого G-белка p21ras, вызывая актива-
цию каскада  MAPK: Ras-белок→Raf-киназа→
→MEK-киназа→ERK1/2-киназа. ERK1/2 сти-
мулирует активность различных транскрип-
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ционных факторов и белков, в том числе 
рибосомального белка  S6, NF-κB, протеин-
фосфатазы-1 PP1, фактора MYT1, белка Elk-1, 
cAMP-регулируемого транскрипционного фак-
тора  CREB, протоонкогенов c-Fos и c-Jun, 
транскрипционных факторов STAT-семей-
ства [13, 26]. Способность инсулина активиро-
вать MAPK-каскад обеспечивает кросс-взаи-
модействие инсулиновой системы с другими 
сигнальными путями, включающими компо-
ненты каскада MAPK.

Инсулин стимулирует синтез белка посред-
ством регуляции ключевых факторов инициа-
ции и элонгации трансляции через активацию 
как MAPK, так и mTORC1-комплекса. Акти-
вированная AKT фосфорилирует адаптерный 
белок TSC1/2, негативный регулятор mTORC1, 
отменяя блокирующее влияние TSC1/2 на ки-
назную активность комплекса и вызывая его 
активацию. mTORC1, в свою очередь, инги-
бирует факторы, индуцирующие аутофагию, и 
стимулирует рибосомальную p70-S6-киназу и 
транскрипционный фактор инициации транс-
ляции eIF4E, что вносит значимый вклад в 
регуляцию биогенеза рибосом, процессы тран-
скрипции, трансляции и деградации белков. 
Активация mTORC1 также усиливает син-
тез липидов посредством активации фактора 
SREBP1 [13, 27, 28].

ИНСУЛИНОПОДОБНЫЙ 
ФАКТОР РОСТА-1 

И ЕГО СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ В МОЗГЕ

IGF-1 – полипептид, состоящий из 70 а.о., 
который вырабатывается в основном гепато-
цитами и затем секретируется в кровоток. 
Циркулирующий в крови IGF-1 проникает 
через ГЭБ в мозг, где он регулирует рост и 
развитие нейронов и глиальных клеток  [29]. 
В кровяном русле и в мозге IGF-1 расщепляет-
ся, что генерирует укороченную форму IGF-1 
и N-концевой трипептид Gly-Pro-Glu, наде-
ленные биологической активностью  [30–32]. 
Некоторые ткани, включая мозг, способны ло-
кально экспрессировать и секретировать IGF-1, 
вследствие чего IGF-1 можно рассматривать 
как паракринный и аутокринный регуля-
тор [32], причем в мозге он синтезируется как 
нейронами, так и глиальными клетками [33].

В мозге идентифицирован рецептор IGF-1 
(IGF1R), который специфично связывает IGF-1 
и структурно и функционально близок INSR 
[34]. Сходство INSR с IGF1R объясняется тем, 
что кодирующие их гены (Insr и Igf1r) произо-
шли от общего анцестрального гена, а сами 

рецепторы являются частью эволюционно 
древней высококонсервативной сигнальной 
системы у позвоночных, которая вовлечена в 
контроль метаболизма, роста и дифференци-
ровки клеток  [35]. IGF1R и различные изо-
формы INSR способны образовывать гомоди-
мерные, гетеродимерные и гетероолигомерные 
комплексы, которые могут активироваться и 
инсулином, и IGF-1, хотя и с различной эф-
фективностью. Большинство пострецептор-
ных компонентов в сигнальных путях инсулина 
и IGF-1 в мозге являются сходными, что ука-
зывает на согласованные влияния этих гормо-
нов на функции нейронов и глиальных кле-
ток и свидетельствует об их способности по 
крайней мере частично заменять друг друга в 
процессе сигнальной трансдукции [36]. Среди 
общих блоков для инсулина и IGF-1 следует 
выделить все основные компоненты 3-фосфо-
инозитидного пути (IRS1/2, PI3K, AKT-кина-
зы) и компоненты каскада  MAPK. Влияние 
IGF-1 на пролиферацию клеток опосредовано 
Raf/MEK/ERK-сигнальным путем, в  то вре-
мя как в регуляцию дифференциации клеток 
вовлечены пути, направленные на активацию 
AKT  [37]. Для развития и надлежащего функ-
ционирования ЦНС необходимо взаимодей-
ствие IGF-1-регулируемых каскадов с сиг-
нальными путями, регулируемыми другими 
ростовыми факторами – фактором роста фиб-
робластов  (FGF), эпидермальным фактором 
роста (EGF), фактором роста эндотелия сосу-
дов  (VEGF) и нейротрофическими фактора-
ми, в том числе BDNF [32]. Показано, что сиг-
нальные пути IGF-1 вовлечены в нейрогенез и 
аксоногенез во взрослом мозге [38].

IGF-1, как и инсулин, способен оказывать 
нейромодуляторное, нейротрофическое, нейро-
протекторное действие на нейроны головного 
мозга, и, как следствие, нарушения в IGF-1-сиг-
нальной системе мозга являются одним из пато-
генетических механизмов развития нейродеге-
неративных заболеваний и других расстройств 
ЦНС [39]. IGF-1 оказывает множественное дей-
ствие, и его экспрессия наблюдается на протя-
жении всего онтогенеза  – от раннего постна-
тального периода до зрелого возраста. IGF-1 
играет важную роль в обеспечении нормального 
протекания эмбрионального периода развития 
мозга, в контроле миелинизации, образования 
синапсов, развитии нервной системы в пост-
натальный период и в регуляции нейрогенеза 
и нейротрансмиссии  [32,  40]. Подобно другим 
ростовым факторам, IGF-1 оказывает мощ-
ный антиапоптотический эффект и выполняет 
функции нейропротектора при нейровоспале-
нии, повышая выживаемость нейронов.
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ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ НАРУШЕНИЯ 
В МОЗГЕ ПРИ ЦЕРЕБРАЛЬНОЙ 

ИШЕМИИ И ПУТИ ИХ КОРРЕКЦИИ

Ишемия тканей, в том числе головного 
мозга, при различных по этиологии и пато-
генезу заболеваниях и состояниях (хирургиче-
ские вмешательства, черепно-мозговая травма, 
асфиксия, геморрагия, эмболия, инфаркт мио-
карда, острые кровопотери, гипотензия и  др.) 
является комплексным патологическим про-
цессом. Тяжесть повреждения мозга и даль-
нейшая гибель нейронов обусловлены рядом 
факторов: выраженностью нарушений крово-
снабжения ткани мозга, его длительностью, 
площадью пораженной зоны, метаболическим 
состоянием мозга и организма в целом перед 
развитием эпизода ишемии.

При фокальной ишемии головного мозга, 
т.е.  при наличии локальной окклюзии сосу-
дов, выраженность снижения скорости мозго-
вого кровотока в различных структурах мозга 
сильно различается. В  центре очага, в «коро-
вой» области, наблюдается полное его пре-
кращение, в то время как по направлению к 
периферии скорость кровотока в значитель-
ной степени восстанавливается, достигая его 
значений в норме [41]. Прекращение или рез-
кое снижение кровоснабжения в «коровой» 
зоне сопровождается выраженным энерге-
тическим дефицитом. В  клетках нарушаются 
функции транспортных ATPаз, что приводит 
к дестабилизации ионного градиента, к потере 
внутриклеточного пула  K+ и к значительному 
увеличению  [Ca2+]i  [42, 43]. Следствием этого 

является деполяризация клеточных мембран 
с необратимым повреждением клеток и раз-
витием некроза тканей. В  тканях, окружаю-
щих «коровую» область, в так называемой зоне 
ишемической тени или пенумбры, патологиче-
ские процессы менее выражены. Клетки здесь 
находятся в неактивном состоянии, поскольку 
им не хватает энергетических субстратов для 
адекватного функционирования. При раннем 
возобновлении кровотока нейроны в области 
пенумбры способны к восстановлению своих 
функций в отличие от клеток, локализованных 
в «коровой» области [44].

Нарушение мозгового кровотока приводит 
к запуску цепи событий на молекулярном и 
клеточном уровнях, результатом чего явля-
ется истощение запасов энергии и следующая 
за этим гибель клеток. Снижение кровоснаб-
жения тканей сопровождается нарушением 
функций митохондрий, образованием актив-
ных форм кислорода и азота, развитием окис-
лительного повреждения биомолекул, эксайто-
токсичностью, ингибированием синтеза белка, 
развитием стресса эндоплазматического рети-
кулума и активацией процессов воспаления 
[44, 45]. На рис. 1 в общем виде отражены ос-
новные процессы, происходящие при сниже-
нии кровотока и реперфузии тканей.

Деполяризация клеток в ходе церебраль-
ной ишемии приводит к высвобождению глу-
тамата, что, в свою очередь, вызывает актива-
цию ионных каналов и приводит к нарушению 
ионного баланса как в митохондриях, так и в 
цитозоле. Избыточный вход ионов кальция в 
клетку и их выход из внутренних депо приводит 

Рис. 1. Основные патологические каскады при ишемии и реперфузии головного мозга. AMPA-рецептор  –  рецептор 
глутамата, селективно связывающий α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изоксазолпропионовую кислоту; ГЭБ – гемато-
энцефалический барьер; HIF1a – фактор, индуцируемый гипоксией 1-alpha; NMDA-рецептор – рецептор глутамата, 
селективно связывающий N-метил-D-аспартат



ЗОРИНА и др.460

БИОХИМИЯ том 88 вып. 3 2023

к активации большого числа протеаз, липаз, 
эндонуклеаз, сигнальных протеинкиназ и 
фосфатаз, а также к стимуляции продукции 
активных форм кислорода, что является триг-
гером каскадов, вызывающих гибель клет-
ки [46]. В то же время стимуляция глутаматом 
синаптических NMDA-рецепторов вызывает 
активацию PI3K/AKT-сигнального пути, кото-
рый способствует выживаемости клеток мозга, 
оказывая тем самым нейропротекторное дей-
ствие, что продемонстрировано в эксперимен-
тах с клеточными культурами и на животных 
моделях [47–49]. После активации AKT-кина-
зы она осуществляет фосфорилирование ниже-
лежащих мишеней, в том числе киназы-3β 
гликогенсинтазы, проапоптотических бел-
ков BAD, BAX и p53, что приводит к ингиби-
рованию их проапоптотической активности и 
тем самым способствует выживаемости кле-
ток  [50]. Несмотря на запуск антиапоптоти-
ческих каскадов, как компенсаторных меха-
низмов, препятствующих нейродегенерации, 
длительное воздействие ишемии на структуры 
мозга приводит к дезинтеграции и необра-
тимым изменениям в сигнальных каскадах, 
отвечающих за выживаемость и функцио-
нальную активность нейронов и глиальных 
клеток, результатом чего является их гибель 
путем апоптоза, некроза или аутофагии  [50]. 
Более подробно с молекулярными механизма-
ми повреждения клеток мозга при недостатке 
церебрального кровоснабжения можно озна-
комиться в обзорных статьях [50, 51].

Важную роль в противодействии ишемии 
и гипоксии головного мозга играет тран-
скрипционный фактор HIF-1 (фактор-1, ин-
дуцируемый гипоксией), состоящий из двух 
субъединиц: O2-чувствительной HIF-1α и кон-
ститутивно-экспрессируемой HIF-1β. В  усло-
виях пониженного содержания кислорода 
происходит стабилизация HIF-1α с дальней-
шей активацией экспрессии HIF-1-зависи-
мых генов. Установлено, что HIF-1α усиливает 
экспрессию генов, которые кодируют белки, 
помогающие клеткам и тканям мозга адап-
тироваться к условиям гипоксии, такие как 
VEGF и эритропоэтин  [52]. Наряду с этим, 
наблюдается повышение экспрессии и актива-
ция белков, обеспечивающих пролиферацию и 
выживаемость клеток, усиливается синтез гли-
колитических ферментов и других регулято-
ров метаболизма, а также интенсифицируется 
обмен железа  [53]. Установлено, что уровень 
HIF-1α в клетках повышается под действием 
целого ряда гормонов и ростовых факторов, в 
том числе инсулина, IGF-1, эпидермального 
фактора роста [54].

Все вышесказанное свидетельствует о том, 
что при развивающихся в ходе ишемии-репер-
фузии компенсаторных и патофизиологических 
процессах активируются различные сигналь-
ные пути, вследствие чего их целенаправленная 
регуляция, в том числе пептидами инсулиново-
го семейства, может служить многообещающей 
стратегией для лечения ишемических повре-
ждений мозга.

Во время реперфузии, т.е.  при восстанов-
лении кровоснабжения, отмечается дальней-
шее прогрессирование индуцированных в ходе 
ишемии процессов, в том числе усиление окис-
лительного стресса, накопление продуктов 
перекисного окисления липидов (ПОЛ), окис-
лительная инактивация транспортных моле-
кул, включая ключевой для жизнеспособности 
клеток фермент Na+/K+-ATPазу  [45]. Одной 
из причин усиления окислительного стресса 
и запуска «реакции несвернутых белков», как 
индуктора стресса эндоплазматического рети-
кулума, является нарушение функциональ-
ной активности ферментов антиоксидантной 
системы, которые исключительно важны для 
обеспечения выживания нейронов и глиаль-
ных клеток в постишемический период [55].

В настоящее время существует несколько 
подходов для лечения инсульта, которые осно-
ваны на необходимости восстановить кровоток 
в зоне ишемического повреждения и повысить 
выживаемость клеток в зоне пенумбры, окру-
жающей очаг ишемии. Среди них тромболити-
ческая терапия, которая должна быть проведе-
на в течение первых 4,5 ч после возникновения 
симптомов ишемического инсульта [56]. Ком-
плексная антитромбоцитарная и нейропро-
текторная терапия способствует снижению 
негативных последствий инсульта  [57]. Пред-
отвращение образования тромбов в сосудах го-
ловного мозга при ишемическом инсульте мо-
жет быть осуществлено путем использования 
препаратов активатора тканевого плазмино-
гена  (tPA), таких как алтеплаза, которые рас-
творяют тромбы и улучшают приток крови к 
структурам мозга [56]. Наряду с фармакологи-
ческими, используют хирургические подходы, 
в первую очередь механическую тромбэкто-
мию, которая направлена на удаление тромба, 
локализованного в кровеносном сосуде  [58]. 
При геморрагическом инсульте остановка кро-
вотечения хирургическим путем является един-
ственным способом эффективного лечения. 
Однако все эти подходы имеют серьезные огра-
ничения, а терапевтическое окно для их при-
менения является очень узким. Так, препараты 
tPA являются эффективными только в течение 
первых 3–4 ч после начала инсульта [58].
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Нейропротекторная терапия включает 
использование различных по механизму дей-
ствия препаратов, среди которых «депротеини-
зированный гемодериват крови телят» или ак-
товегин, винпоцетин, АКТГ и родственные ему 
пептидные регуляторы, а также препараты, со-
держащие метаболиты и биологически актив-
ные вещества (инозин  +  никотинамид  +  ри-
бофлавин  +  янтарная кислота, ЦДФ-холин, 
альфосцерат холина, сукцинат этилметил-
гидроксипиридина)  [57]. Актовегин обладает 
выраженным стимулирующим действием на 
клеточный метаболизм  [59]. Винпоцетин спо-
собствует вазодилатации, снижая агрегацию 
тромбоцитов и оказывая противовоспалитель-
ное действие  [60]. Интраназально вводимый 
негормональный аналог АКТГ и другие нона-
пептиды обладают выраженными противо-
воспалительным, нейротрофическим и нейро-
регенеративным действиями  [61]. Однако с 
позиций доказательной медицины назначение 
нейропротекторных препаратов при терапии 
ишемического инсульта не является в полной 
мере подтвержденным, и в настоящее время 
отсутствуют оптимальные протоколы для такой 
терапии [57]. Патофизиология инсульта сложна 
и включает нарушения во многих сигнальных 
путях, поэтому комбинации нейропротектор-
ных агентов или препарат с множественным 
действием могут быть более эффективными, 
поскольку препятствуют развитию сразу не-
скольких патологических процессов. Таким об-
разом, разработка новых фармакологических 
подходов для лечения ишемического инсульта 
по-прежнему остается актуальной задачей.

Почти полвека назад было установлено, 
что у пациентов с сахарным диабетом, имею-
щих нарушенную толерантность к глюкозе и 
постпрандиальную гипергликемию, вероят-
ность развития инсульта в 2–4  раза выше, 
чем у пациентов с нормальным уровнем глю-
козы  [62]. У  гипергликемических пациентов 
намного медленнее проходит восстановление 
после инсульта и существенно ухудшается 
неврологический исход заболевания. Обнару-
жено, что гипергликемия выявляется у 28% па-
циентов с инсультом даже при отсутствии в 
анамнезе сахарного диабета, причем уровень 
гипергликемии положительно коррелирует с 
тяжестью инсульта, а смертность у пациентов 
с сильно выраженной гипергликемией значи-
тельно выше, чем у пациентов с нормальным 
уровнем глюкозы  [62]. Впоследствии взаимо-
связь между симптоматическими проявления-
ми гипергликемии и исходом инсульта была 
подтверждена другими исследователями  [63]. 
Это, как полагают, обусловлено индуцирован-

ными гипергликемией окислительным стрес-
сом и нейровоспалением, а также интенсифика-
цией неферментативного гликирования белков 
в условиях персистентного повышения уровня 
глюкозы [64]. Существуют убедительные дока-
зательства, что высокий уровень глюкозы в 
острой фазе инсульта является независимым 
предиктором увеличения размера инфаркта, 
неблагоприятного функционального исхода и 
более высокой смертности  [65]. Гиперглике-
мия также ассоциирована с менее благоприят-
ным исходом у пациентов с острым геморраги-
ческим инсультом и церебральным венозным 
тромбозом [66].

ПРИМЕНЕНИЕ ИНСУЛИНА И IGF-1 
ДЛЯ ПРЕДОТВРАЩЕНИЯ ПОСЛЕДСТВИЙ 

ИШЕМИЧЕСКОГО ИНСУЛЬТА

Поскольку гипергликемия усугубляет те-
чение инсульта и ассоциирована с тяжелым 
состоянием больного, то нормализация уров-
ня глюкозы у пациентов с гипергликемией 
является одним из подходов для предотвра-
щения и лечения инсульта. Инсулин, оказы-
вающий мощный гипогликемический эффект, 
в этом отношении рассматривается как пре-
парат первой линии выбора для предотвра-
щения инсульта у диабетических пациентов с 
сильно выраженной гипергликемией. Однако 
в этом случае речь идет о способности инсу-
лина нормализовать уровень глюкозы в крови 
и глюкозный гомеостаз в целом, в то время 
как центральные механизмы действия гормона 
остаются «за скобками». В последнее время все 
больший интерес прикован к нейропротектор-
ному действию гормона и его способности не-
посредственно влиять на структуры мозга, под-
вергнувшиеся ишемическому повреждению.

Первые сообщения об инсулине как потен-
циальном нейропротекторе при ишемическом 
поражении мозга появились на рубеже 1980–
1990-х  гг.  [67–69]. В  дальнейшем изучали за-
щитное действие инсулина при моделировании 
ишемии как на здоровых животных, так и при 
экспериментальном диабете. Так, в 1992 г. было 
установлено, что при подкожном введе нии ин-
сулина диабетическим животным еще до ин-
дукции у них ишемии не только нормализуется 
уровень глюкозы в крови, но и существенно 
улучшается исход ишемического эпизода  [70]. 
Положительное влияние обработки инсулином 
на исход ишемии было продемонстрировано 
при различных инъекционных способах вве-
дения гормона  –  внутривенном  [71], подкож-
ном [72–74] и внутрибрюшинном [75, 76].
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Важным вкладом в понимание роли ин-
сулина в мозге, как нейропротектора, стала 
работа Voll и  Auer  [77], в которой авторы по-
казали, что инсулин при периферическом 
введении уменьшает повреждение мозга, и 
этот эффект определяется не только его спо-
собностью ослаблять гипергликемию, но и 
непосредственным воздействием на структуры 
мозга. В дальнейшем, основываясь на предпо-
ложении о том, что инсулин оказывает нейро-
протекторное воздействие на нейроны, неза-
висимо от его влияния на уровень глюкозы в 
крови, были предприняты исследования по 
изучению эффектов центрально вводимого 
инсулина при ишемических повреждениях 
головного мозга. Было установлено, что при 
церебральной ишемии интрацеребровентри-
кулярное введение инсулина эффективно в 
той же степени, что и периферическое введе-
ние, но, в отличие от последнего, не приводит 
к нежелательным гипогликемическим эпизо-
дам [78–80]. В модели ишемии переднего моз-
га центральное введение инсулина не только 
снижало размер инфаркта мозга, но и улуч-
шало когнитивные способности животных, 
нарушенные в результате ишемического пора-
жения  [79]. Изучение молекулярных механиз-
мов защитного действия инсулина на нейроны 
и глиальные клетки показало, что ключевую 
роль в них играет антиапоптотический сиг-
нальный путь PI3K/AKT. Активируя AKT, ин-
сулин ингибировал выход цитохрома  c из ми-
тохондрий, предотвращая перемещение к ним 
проапоптического белка Bax  [81–83] и усили-
вая синтез белков, в том числе ферментов ан-
тиоксидантной защиты [84,  85], в результате 
чего повышалась выживаемость нейронов и 
восстанавливались когнитивные функций у 
животных, перенесших ишемию мозга [82].

По имеющимся данным, инсулин спосо-
бен выполнять функции вазоактивного гор-
мона, вовлеченного в регуляцию мозгового 
кровотока, что иллюстрируется способностью 
гормона вызывать как расширение  [86], так и 
сужение сосудов [87]. Активация AKT под дей-
ствием инсулина приводит к повышению экс-
прессии eNOS в клетках эндотелия сосудов и, 
как результат, усиливает продукцию NO, важ-
нейшего вазодилататора, что особенно важно 
при дефиците NO в условиях нейродегенера-
тивных и метаболических расстройств [88, 89].

В контексте предотвращения послед-
ствий ишемии головного мозга в настоящее 
время широко изучается и IGF-1. Церебраль-
ная ишемия и другие повреждения мозга 
индуцируют экспрессию IGF-1 и IGF-1-свя-
зывающих белков  (IGF1BP), и это, как пола-

гают, может предотвратить или по крайней 
мере снизить гибель нейронов и глиальных 
клеток  [90,  91]. При изучении последствий 
инсульта у людей было обнаружено, что уро-
вень IGF-1 в момент верификации инсульта 
(1–10  дней после ишемического эпизода) и 
через 3  месяца после перенесенного инсульта 
положительно коррелирует с кратко- и долго-
срочным восстановлением функционального 
состояния пациентов, в том числе с нормали-
зацией у них когнитивных функций [92]. При 
моделировании одностороннего повреждения 
головного мозга в результате ишемии-гипо-
ксии у крыс показано, что IGF-1 накаплива-
ется в поврежденном полушарии в течение 5 ч 
после воздействия, а через 3  дня наблюдается 
повышенная экспрессия IGF-1 в микроглии и 
IGFBP2  – в астроцитах, причем по всему по-
врежденному полушарию [90].

При интрацеребровентрикулярном вве-
дении за 1  ч или через 2  ч после проведения 
односторонней временной гипоксии-ишемии 
IGF-1 значимо снижал размер инфаркта и 
предотвращал массовую гибель нейронов у 
взрослых крыс  [78]. Установлено также, что 
IGF-1 в суточной дозе 50  мкг на крысу, вво-
димый в желудочки мозга в течение 7  дней, 
уменьшал повреждение гиппокампа после тран-
зиторной ишемии переднего мозга крыс, про-
водимой путем окклюзии сонных артерий [79]. 
В  модели гипоксической ишемии на ново-
рожденных крысятах, которым сразу после 
воздействия интрацеребровентрикулярно вво-
дили 50  мкг IGF-1 с последующими ежеднев-
ными инъекциями IGF-1 в дозе 50 мкг на кры-
су, зона индуцированного ишемией инфаркта 
была существенно меньше, чем у животных 
без обработки IGF-1 [93]. IGF-1 также снижал 
индуцированный ишемией-реперфузией апоп-
тоз и некроз в мозге диабетических крыс [94]. 
Совокупность этих данных свидетельствует о 
том, что повреждение, вызванное ишемиче-
ским инфарктом головного мозга, может быть 
ослаблено или в значительной степени пред-
отвращено при неотложном лечении ише-
мизированных животных с помощью различ-
ных доз IGF-1.

Нейропротекторные эффекты IGF-1 ин-
тенсивно изучаются в условиях повреждения 
белого вещества мозга, которое ассоциировано 
с тяжелыми неврологическими последствиями 
после перенесенной гипоксии-ишемии, осо-
бенно у новорожденных. Основной мише-
нью гипоксии-ишемии становятся незрелые 
олигодендроциты, которые участвуют в мие-
линизации нервных волокон. Интрацеребро-
вентрикулярное введение IGF-1 крысятам, 
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подвергнутым постнатальной гипоксии-ише-
мии, существенно снижало гибель незрелых 
олигодендроцитов, подавляя активность про-
апоптотических каспазных путей, а также 
улучшало миелинизацию и пролиферацию 
клеток, что в конечном итоге восстанавли-
вало неврологические функции, нарушенные 
у крысят раннего возраста вследствие воздей-
ствия  [95]. Хотя популяция незрелых олиго-
дендроцитов в белом веществе взрослого чело-
века относительно невелика, но имеющийся 
пул клеток играет важную роль в ремиелини-
зации после травмы или ишемии. В  процессе 
онтогенетического развития мозга незрелые 
олигодендроциты мигрируют из вентрикуляр-
ной зоны к конечному месту назначения, где 
дифференцируются с образованием миелино-
вых оболочек. Однако после черепно-мозговой 
травмы они могут мигрировать к поврежден-
ному участку, где способствуют восстановле-
нию миелина [96]. В этом отношении стимуля-
ция миграции клеток с помощью IGF-1 может 
быть весьма эффективной.

Поддержание функций глиальных клеток 
и их защита также рассматриваются, как пер-
спективный нейропротекторный подход при 
инсульте, поскольку деструктивные процессы 
затрагивают и их в условиях ишемии. Астро-
циты выполняют защитную роль при недо-
статке кровоснабжения, окислительном стрес-
се и эксайтотоксичности. При патологическом 
изменении ионного состава межклеточной 
жидкости астроциты выступают в качестве 
буфера ионов и возбуждающих аминокислот, 
глутамата и аспартата  [97]. IGF-1 оказывает 
протекторное действие на глиальные клетки. 
Снижение уровня IGF-1 или блокирование 
IGF1R в астроцитах приводит к уменьшению 
скорости захвата глутамата при одновремен-
ном усилении высвобождения нейромедиа-
тора [98]. Подобные процессы, которые могут 
наблюдаться при инсулиновой резистентно-
сти, приводят к образованию эксайтотоксич-
ного микрокружения вокруг нейронов, что в 
конечном итоге способствует повреждению 
тканей при инсульте. Нарушение IGF-1-опо-
средуемого сигналинга влечет за собой дис-
баланс гомеостаза глюкозы в астроцитах, что 
отрицательно влияет на нейротрансмиссию 
и метаболическую активность нейронов, по-
скольку эти процессы зависят от поступаю-
щих из астроцитов метаболитов, глутамина и 
лактата [99]. Введение IGF-1 оказывает также 
противовоспалительное действие при ишемии 
мозга, снижая высвобождение фактора некро-
за опухолей-α и интерлейкина-1β и экспрес-
сию индуцибельной NO-синтазы [100].

IGF-1, подобно инсулину, может прояв-
лять нейропротекторные свойства при остром 
ишемическом инсульте благодаря влиянию 
на окислительный стресс, а также присущему 
ему сосудорасширяющему, противовоспали-
тельному и антитромботическому действию. 
Наряду с этим, IGF-1 и инсулин, действуя 
синергично через сходные сигнальные каска-
ды, способны улучшать функциональные взаи-
мосвязи между нейронами, их метаболизм, 
сигнальные функции и процесс ремиелиниза-
ции нервных волокон [85, 101–104].

Таким образом, полученные данные ука-
зывают на то, что инсулин и IGF-1 положи-
тельно влияют на выживаемость, рост и диф-
ференцировку нейронов и глиальных клеток, 
нейрональную пластичность и контролируе-
мые ими функции  ЦНС, а также способны 
предотвратить нейродегенерацию и другие па-
тологические процессы в мозге, развивающие-
ся после ишемии и ишемического инсульта. 
Это является несомненным преимуществом 
инсулина и IGF-1 по сравнению со многими 
другими препаратами, кандидатами на роль 
нейропротекторов при церебральной ишемии. 
В отличие от инсулина и IGF-1, которые дей-
ствуют комплексно, мишенями других нейро-
протекторов, как правило, являются отдель-
ные звенья ишемического каскада, что, как 
полагают, и обусловливает их низкую эффек-
тивность или отсутствие восстанавливающего 
эффекта на функции ЦНС при ишемическом 
повреждении мозга во время клинических ис-
пытаний. Однако в случае инсулина и IGF-1 
сохраняются существенные проблемы в адрес-
ной доставке препаратов в зону ишемического 
поражения. Так, инсулин, как правило, вводят 
пациентам с помощью внутривенных инъек-
ций и только в условиях выраженной гипер-
гликемии. Однако кровоток в зоне инфаркта 
сильно нарушен, и это не позволяет гормону 
в достаточных количествах поступить в пов-
режденную область мозга. В дополнение к это-
му инсульт часто ассоциирован с метаболиче-
скими расстройствами с характерной для них 
инсулиновой резистентностью. Поскольку зна-
чительная часть инсулина поступает в мозг 
через ГЭБ с помощью рецептор-опосредуе-
мого транспорта, то в условиях инсулиновой 
резистентности такой транспорт нарушен, что 
приводит к снижению уровня инсулина в моз-
ге и ослаблению проникновения в него инъ-
екционного инсулина. Так, ранее нами было 
показано, что уровень инсулина в ЦНС в усло-
виях инсулиновой резистентности при ожире-
нии и метаболическом синдроме сильно сни-
жен  [105,  106]. Интрацеребровентрикулярные 
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инъекции инсулина и IGF-1 в условиях клини-
ки неприемлемы вследствие травматичности. 
В  соответствии с этим наиболее значимой 
и практически реализуемой альтернативой 
является интраназальное введение инсулина 
и IGF-1.

ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 
ИНТРАНАЗАЛЬНО ВВОДИМЫХ 

ИНСУЛИНА И IGF-1 
ДЛЯ ПРЕДОТВРАЩЕНИЯ 

ИШЕМИЧЕСКОГО ИНСУЛЬТА

Интраназальный способ введения препа-
ратов в настоящее время стал широко приме-
няться, в том числе в клинике для доставки 
гормонов, ростовых факторов, синтетических 
фармакологических препаратов, нуклеиновых 
кислот и даже стволовых клеток  [107]. Пре-
имуществом интраназального введения является 
адресная доставка в мозг веществ, не имею-
щих возможности эффективно проникать че-
рез  ГЭБ вследствие размера, заряда или иных 
физико-химических особенностей их молекул, 
а также имеющих низкую устойчивость в кро-
ви, высокую иммуногенность, склонность к 
агрегации. Интраназальное введение обеспе-
чивает высокую биодоступность препаратов 
для структур мозга, быстрое достижение тера-
певтического эффекта, обусловленного воз-
действием на нейроны и глиальные клетки, 
отсутствие травматизации кожных покровов 
и сосудов и удобство в применении по срав-
нению с пероральным и инъекционными спо-
собами введения. Важной особенностью ин-
траназального введения является отсутствие 
прохождения через печеночный барьер, что 
позволяет использовать существенно более низ-
кие дозы препаратов и тем самым снижает их 
побочные эффекты  [107]. Несомненным пре-
имуществом можно считать лояльность паци-
ента к такой терапии, что особенно важно для 
пациентов пожилого возраста и для людей с 
когнитивными нарушениями.

В настоящее время накоплено достаточно 
данных по длительному применению интра-
назально вводимого инсулина (ИВИ) у здоро-
вых людей, и результаты проведенных иссле-
дований не вызывают опасений в отношении 
возможных нежелательных эффектов такой 
терапии. Напротив, большинство результатов 
указывает на положительное влияние ИВИ 
на когнитивные функции и память [108,  109]. 
Длительная клиническая история примене-
ния инсулина также является несомненным 
преимуществом. Более того, продемонстри-

рованная в конце 2000-х  гг. эффективность 
интраназально вводимого IGF-1 животным, 
подвергнутым ишемии-реперфузии [95,  109], 
является косвенным доказательством фарма-
кологической безопасности и эффективности 
интраназально вводимых пептидов инсулино-
вой группы.

Сравнительно недавно были описаны 
фармакокинетика и фармакодинамика ИВИ 
у грызунов  [110–112]. После распыления в 
носовой полости инсулин попадает на сли-
зистую оболочку носа, где он транспортиру-
ется в мозг внутриклеточным путем с помо-
щью рецептор-опосредованного эндоцитоза, 
а также параклеточным или трансклеточным 
путями. Все эти пути объединяет способность 
инсулина распространяться вдоль обонятель-
ного и тройничного нервов, по которым гор-
мон быстро распределяется в вентральном и 
дорсальном направлениях. Максимальные зна-
чения концентрации инсулина через 15–30 мин 
после его введения обнаруживаются в обоня-
тельных луковицах, стриатуме, черной суб-
станции, стволе мозга, мозжечке и в мень-
ших количествах  – в гиппокампе и коре 
мозга [110, 111]. Содержание инсулина в мозге 
постепенно снижается, но остается значимо 
повышенным через 6  ч после введения  [110]. 
Увеличение концентрации инсулина законо-
мерно обнаруживается в спинномозговой жид-
кости, при этом ИВИ заметно не снижает 
уровень глюкозы на периферии, т.е.  лишен 
выраженного гипогликемического эффекта, 
характерного для инъекционных форм гормо-
на [111, 112].

Попадая в ЦНС, инсулин связывается 
с INSR, что приводит к активации каскада 
IRS/PI3K/AKT и других сигнальных путей. 
Об этом свидетельствует увеличение содержа-
ния Ser 473-фосфорилированной формы AKT в 
обонятельных луковицах, коре мозга, гиппо-
кампе и черной субстанции через 15–30  мин 
после интраназального введения гормона, за 
которым, однако, уже через 60  мин следует 
снижение содержания активированной фор-
мы AKT [110, 111].

В ряде исследований продемонстрирован 
защитный эффект интраназального введения 
IGF-1 животным с очаговой и глобальной ише-
мией  [95,  113–118]. Их  результаты обобщены 
в таблице. Так, Liu et al. [113, 114, 118] изучали 
эффект различных доз интраназально вво-
димого IGF-1 (37,5; 75 и 150 мкг) на крысах с 
моделью окклюзии средней мозговой арте-
рии  (MCAO). IGF-1 был наиболее эффекти-
вен в дозе 150  мкг, его введение вызывало 
уменьшение объема инфаркта мозга, улучшало 



ИНТРАНАЗАЛЬНЫЕ ИНСУЛИН И IGF-1 ПРИ ЦЕРЕБРАЛЬНОЙ ИШЕМИИ 465

БИОХИМИЯ том 88 вып. 3 2023

Эффекты интраназально вводимых инсулина и IGF-1 при ишемии головного мозга

№ Схема введения Вид животного Эффекты Ссылка

1

инсулин 
(0,5; 1,0 и 2,0 Ед./мышь) 
вводили дважды в день 

с 1-го дня после операции 
и до конца

мыши C57BL/6J 
(самцы, 

6–8 недель)

инсулин (1,0 Ед./мышь) снижал смертность, 
улучшал неврологические функции, 

уменьшал отек мозга и проницаемость 
гематоэнцефалического барьера, 

ослаблял постишемическую нейродегенерацию

[122]

2
0,5 Ед. инсулина/крыса 

однократно 
за 1 ч до ишемии

крысы Wistar 
(самцы, 

3–4 месяца)

нормализация экспрессии генов каталазы, 
супероксиддисмутазы 1-го и 2-го типов 

в коре мозга крыс после ишемии-реперфузии
[123]

3 0,25–0,5 Ед. инсулина/крыса 
однократно за 1 ч до ишемии

крысы Wistar 
(самцы, 

3–4 месяца)

инсулин (0,5 Ед./крыса) снижал показатели 
перекисного окисления липидов (ПОЛ), 

предотвращал снижение активности 
Na+/K+-ATPазы в коре мозга крыс

[124]

4 0,5 Ед. инсулина/крыса 
однократно за 1 ч до ишемии

крысы Wistar 
(самцы, 

3–4 месяца)

снижение показателей ПОЛ, увеличение уровня 
общего глутатиона в коре мозга контрольных 

и ишемизированных крыс
[125]

5 0,25 Ед. инсулина/крыса 
однократно за 1 ч до ишемии

крысы Wistar 
(самцы, 

3–4 месяца)

снижение уровня оснований Шиффа, 
повышение активности Na+/K+-ATPазы 
и экспрессии α2-субъединицы фермента 

в коре мозга крыс; инсулин и альфа-токоферол 
усиливают защитное действие друг друга

[126, 127]

6
37,5 и 150 мкг IGF-1/крыса, 

10 мин, 24 ч и 48 ч 
после MCAO

крысы 
Sprague–Dawley, 

(самцы, масса 
250–303 г)

обработка крыс 150 мкг IGF-1 снижала размер 
инфаркта, улучшала моторные, сенсорные 

и вестибулярные функции
[113]

7
75 мкг/крыса IGF-1, 

10 мин, 24 ч и 48 ч 
после MCAO

крысы 
Sprague–Dawley, 

(самцы, масса 
243–280 г)

введение 75 мкг IGF-1 (суммарно 225 мкг IGF-1 
в течение 48 ч) снижало объем инфаркта и отек 

мозга и улучшало неврологические функции
[114]

8

150 мкг/крыса IGF-1, 
однократно 

через 2, 4 и 6 ч после MCAO. 
Вторая доза – через 24 ч; 
третья доза – через 48 ч

крысы 
Sprague–Dawley, 

(самцы, масса 
242–290 г)

введение IGF-1 снижало размеры инфаркта 
мозга через 2 и 4 ч после MCAO; введение 

через 6 ч после инсульта снижало некроз клеток; 
установлен размер терапевтического окна 

для интраназального IGF-1

[118]

9
50 мкг/крыса IGF-1 

сразу после гипоксии-
ишемии, через 1 или 

через 2 ч

крысята 
Sprague–Dawley 

7-го дня 
жизни (P7)

введение IGF-1 сразу после и через 1 ч 
после гипоксии-ишемии снижало повреждение 

мозга, улучшало неврологические функции, 
выявлены антиапоптотический 
и пролиферативный эффекты

[95]

10 1 мкг/мышь IGF-1 сразу 
после начала реперфузии

мыши C57BL/6 
(самцы, 20–25 г)

улучшение соматосенсорных и локомоторных 
функций; при интраназальном пути доставки 

показаны самые высокие концентрации 
и самые ранние пиковые концентрации 

в мозге по сравнению с другими типами инъекций; 
эритропоэтин и IGF-1 усиливали 

действие друг друга

[115]

11
500 нг/мышь IGF-1 вводили 

на 3, 5 и 7 дни после 
окклюзии

мыши C57BL/6 
(самцы)

усиление нейрогенеза и ангиогенеза, 
улучшение локального мозгового кровотока; 

IGF-1 усиливал действие мезенхимальных 
стволовых клеток костного мозга 

при их совместном интраназальном введении

[117]

Примечание. ПОЛ  – перекисное окисление липидов; MCAO  –  модель окклюзии средней мозговой артерии (middle 
cerebral artery occlusion).

8
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моторные, сенсорные, рефлекторные и вести-
буломоторные функции у крыс после двух-
часовой MCAO. В другой работе те же авторы 
показали, что интраназальное введение IGF-1 
в суммарной дозе 225 мкг в течение 48 ч также 
способствует уменьшению объема инфаркта 
и отека полушарий, предотвращая неврологи-
ческий дефицит в условиях MCAO  [114]. При 
этом защитное действие IGF-1 сохранялось в 
течение 6  ч после  MCAO, что позволило оце-
нить размер терапевтического окна для интра-
назально вводимого IGF-1 [118].

Примечательно, что уровни IGF-1 в кро-
ви и тканях снижаются с возрастом. В  соот-
ветствии с этим, основываясь на данных об 
отрицательной корреляции между уровнями 
циркулирующего в крови IGF-1 и частотой 
инсульта головного мозга [119], можно предпо-
ложить, что неинвазивное введение IGF-1 по-
жилым пациентам будет весьма эффективным 
для предотвращения инсульта и ослабления 
его негативных последствий. Следует, однако, 
отметить, что IGF-1, являясь мощным стиму-
лятором пролиферации клеток, характеризу-
ется высоким онкогенным потенциалом и воз-
можные последствия от его применения мало 
изучены, в отличие от таковых для ИВИ.

Описанное положительное влияние интра-
назально вводимого IGF-1 на функции ЦНС 
у животных, подвергнутых ишемии-реперфу-
зии, позволило высказать гипотезу о том, что 
нейропротекторный эффект в условиях ише-
мического инсульта будет проявлять также 
ИВИ  [102]. Это предположение базируется как 
на выявлении нейропротекторных, антиапо п-
тотических и противовоспалительных эффек-
тов ИВИ, полученных при его использовании 
у животных с экспериментальными моделями 
нейродегенерации и в условиях клиники при 
лечении пациентов с болезнью Альцгейме-
ра  [120,  121], так и на сходстве молекулярных 
механизмов и мишеней действия инсулина 
и IGF-1 в  ЦНС  [107]. Несмотря на обосно-
ванность и логичность этого предположения, 
до настоящего времени работы, в которых 
изучали влияние ИВИ и его нейропротектор-
ный эффект при ишемии головного мозга, 
единичны. Среди них выполненное в  2022  г. 
исследование Zhu  et  al.  [122], в котором ис-
пользовали ИВИ для коррекции ишемиче-
ских повреждений при геморрагическом ин-
сульте у мышей, и наши работы 2018–2022 гг., 
в которых изучалась способность ИВИ нор-
мализовать метаболические процессы и 
ослаблять окислительный стресс при двухсто-
ронней глобальной ишемии переднего мозга 
у крыс [123–127] (таблица).

Изучая нейропротекторные свойства ИВИ 
при ишемии, китайские ученые осуществляли 
оптимизацию доз ИВИ, которые позволяют с 
наибольшей эффективностью восстанавливать 
функции мозга при геморрагическом инсульте у 
мышей [122]. Обнаружено, что ИВИ эффекти-
вен в дозе 1,0 Ед./мышь, в то время как в более 
высокой дозе (2,0  Ед./мышь) он не продемон-
стрировал значимого ослабления нейродегене-
ративных процессов. Защитный эффект инсу-
лина при ишемии был обусловлен активацией 
им 3-фосфоинозитидного пути, включающего 
AKT и нижележащую GSK3β. Было высказано 
предположение, что инсулин регулирует крово-
ток в сосудах головного мозга дозозависимо, и 
чрезмерное расширение сосудов в зоне гемор-
рагии при использовании его высоких доз мо-
жет только усилить повреждение тканей мозга. 
В  этой связи необходимо отметить, что инсу-
лин может оказывать на тонус сосудов разнона-
правленные влияния, выступая в качестве вазо-
дилататора [86] и вазоконстриктора [87].

Нами были проведены системные иссле-
дования эффективности ИВИ при ишемии 
мозга, в том числе в условиях двухсторонней 
глобальной ишемии переднего мозга [123–127]. 
Впервые было установлено, что ИВИ оказывает 
антиоксидантное и нейропротекторное воздей-
ствие на мозг ишемизированных крыс в дозах 
0,25 и 0,5 Ед. на крысу, а также предотвращает 
окислительную инактивацию Na+/K+-ATPазы, 
препятствуя накоплению продуктов ПОЛ и по-
вышая уровень общего глутатиона в коре мозга 
крыс, перенесших ишемию-реперфузию. Анти-
оксидантное действие ИВИ на ткани мозга 
осуществлялось на уровне регуляции экспрес-
сии генов, кодирующих ферменты антиокси-
дантной защиты, что выражалось в ИВИ-инду-
цированном повышении экспрессии генов, 
кодирующих каталазу и супероксиддисмутазы 
1-го и 2-го типов в коре головного мозга [123]. 
Нормализация процесса ПОЛ может быть опо-
средована повышением под влиянием ИВИ 
уровня общего глутатиона в мозге, который иг-
рает ключевую роль в антиоксидантной защите 
нейронов и глиальных клеток  [125]. В  пользу 
этого свидетельствует то, что в опытах in  vitro 
на первичной культуре нейронов коры мозга 
другими авторами было показано, что инсу-
лин способен повышать уровень общего глута-
тиона как в контрольных клетках, так и в клет-
ках, подвергнутых окислительному стрессу, 
и в основе этого лежит усиление активности 
глутатионредуктазы и снижение активности 
глутатионпероксидазы [128]. Сходная ситуация 
может реализовываться в мозге грызунов при 
ишемии-реперфузии головного мозга.
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В изученной нами модели ишемии-репер-
фузии выраженным защитным действием 
обладал инсулин в минимальной дозе 0,25 Ед. 
на крысу [124, 126, 127], что значительно ниже 
эффективной дозы ИВИ, описанной в работе 
Zhu  et  al.  (1,0  Ед. на мышь)  [122]. Стоит под-
черкнуть, что при внутривенном или подкож-
ном введении инсулина его защитный эффект 
проявлялся при значительно более высоких 
дозах, составляющих 4 или даже 12  Ед./живот-
ное  [89]. Используемые нами эффективные 
дозы ИВИ сопоставимы с таковыми при ин-
трацеребровентрикулярном введении гор-
мона. В этой связи необходимо упомянуть тот 
факт, что ИВИ в дозах 0,25–0,5  Ед. на крысу 
отчетливо восстанавливал метаболические  и 
гормональные показатели, а также когнитив-
ные функции при экспериментальном са-
харном диабете  [129–131] и метаболическом 
синдроме [132].

Исследования последних лет направлены 
на изучение возможного аддитивного дей-
ствия ИВИ и интраназально вводимого IGF-1 
с другими потенциальными нейропротекто-
рами. Нами показано, что при совместном 
применении с α-токоферолом, биоактивным 
компонентом витамина  Е, нейропротектор-
ный эффект ИВИ усиливается, и это указывает 
на синергичность действия препаратов  [126]. 
Иллюстрацией этого является значитель-
ное повышение антиоксидантного эффекта 
ИВИ в присутствии α-токоферола. Экспе-
рименты in  vivo были подкреплены данными 
in  vitro по взаимному усилению нейропротек-
торных эффектов инсулина и α-токоферола 
в первичной культуре кортикальных нейро-
нов, подвергнутых окислительному стрессу, 
индуцированному перекисью водорода  [126]. 
Fletcher  et  al.  [115] показали, что интраназаль-
но вводимый цитокин эритропоэтин оказы-
вает мощный нейропротекторный эффект на 
структуры мозга в случае его совместного при-
менения с IGF-1 при ишемическом инсульте. 
Об этом свидетельствует значимое уменьшение 
объема инфаркта мозга и улучшение невроло-
гической функции у мышей в течение 90 дней 
после окклюзии средней мозговой артерии. 
Изучение распределения [125I]  IGF-1 после его 
интраназального введения в ишемизирован-
ном мозге позволило установить, что этот ро-
стовой фактор обнаруживается в ишемической 
зоне мозга всего через 20  мин после введения 
и в дальнейшем накапливается в ней. И, что 
особенно важно, при интраназальном введе-
нии достигается более высокий уровень IGF-1 
в мозге как здоровых, так и ишемизированных 
животных по сравнению с внутривенным, под-

кожным или внутрибрюшинным способами 
введения IGF-1  [115]. Эти данные свидетель-
ствуют о высокой биодоступности различных 
отделов мозга при интраназальном введении 
пептидов инсулиновой группы, а также о более 
высокой эффективности такого способа до-
ставки инсулиновых пептидов в мозг в сравне-
нии с инъекционными способами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Ишемия тканей головного мозга может 
возникнуть при различных по этиологии и 
патогенезу заболеваниях и состояниях. Рез-
кое снижение кровоснабжения и энергетиче-
ский дефицит в ткани мозга приводят к запу-
ску множества компенсаторных механизмов, 
направленных на поддержание, хотя бы вре-
менное, жизнеспособности нейронов и сни-
жение интенсивности провоспалительных и 
апоптотических процессов в  ЦНС. Важную 
роль в них играют сигнальные каскады, инду-
цированные широким спектром гормонов, 
ростовых факторов, цитокинов, наделенных 
свойствами нейропротекторов и нейромоду-
ляторов. Инсулин и IGF-1 можно рассматри-
вать в качестве ключевых кандидатов на роль 
нейропротекторных и нейротрофических фак-
торов, защищающих мозг от повреждений и 
последующей лавинообразной нейродегене-
рации при инсульте. Плейотропные эффекты, 
реализуемые инсулином и IGF-1 в ЦНС, де-
лают их участниками целого ряда патологиче-
ских и регенерационных процессов, которые 
разворачиваются сразу после ишемического 
инсульта. Характерная для инсулина и IGF-1 
множественность действий становится их не-
оспоримым преимуществом по сравнению со 
многими другими нейропротекторами, дей-
ствие которых направлено на конкретные зве-
нья патологических процессов и регуляторных 
каскадов. Вследствие этого применение та-
ких узконаправленных, высокоспецифичных 
нейропротекторов характеризуется их низкой 
эффективностью в условиях, когда вследствие 
массовой гибели нейронов и глиальных кле-
ток после ишемии нарушаются множествен-
ные интегративные взаимосвязи между раз-
личными сигнальными путями и процессами, 
а запуск программы восстановления функций 
ЦНС требуют согласованной их коррекции. 
Можно полагать, что инсулин и его функцио-
нальный гомолог IGF-1 в этом случае могут 
стать незаменимыми.

Инсулин и IGF-1 присутствуют в ЦНС на 
протяжении всего онтогенеза и даже, в случае 

8*
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Рис. 2. Молекулярные и физиологические эффекты интраназально вводимых инсулина и IGF-1 при ишемии голов-
ного мозга. Ins – инсулин; IGF-1 – инсулиноподобный фактор роста-1; INSR – рецептор инсулина; IGF1R – рецептор 
IGF-1; IRS – белки-субстраты рецептора инсулина; PI3K – фосфатидилинозитол-3-киназа; PKC – протеинкиназа С; 
GLUT – инсулин-зависимый глюкозный транспортер; AKT – протеинкиназа B; GSK3 – киназа-3 гликогенсинтазы; 
FOXO1 – транскрипционный фактор O1 семейства Forkhead; mTORC1 – мишень рапамицинового комплекса 1 млеко-
питающих; ERK/MAPK – митогенактивируемые протеинкиназы; eNOS – эндотелиальная форма NO-синтазы

инсулина, могут вырабатываться в мозге на 
ранних стадиях развития организма. Тем са-
мым они не являются чужеродными молеку-
лами для мозга, и потому их введение можно 
рассматривать как естественный процесс вос-
становления зависимых от них физиологиче-
ских процессов, в отличие, например, от вве-
дения многих регуляторных молекул, в том 
числе синтетических, которые могут взаимо-
действовать с нецелевыми мишенями и тем 
самым необратимо менять жизненно важные 
функции мозга. Одним из наиболее эффек-
тивных способов доставки инсулина и IGF-1 
в  мозг является интраназальный способ их 
введения (рис. 2).

Естественность и безопасность терапии 
ИВИ основывается на большом положитель-
ном опыте его применения при лечении бо-
лезни Альцгеймера и некоторых других нейро-
дегенеративных заболеваний, а также при 
коррекции сахарного диабета, травм головно-
го мозга и других патологических состояниях 
нервной системы. Преимуществами интра-
назального способа доставки является безбо-
лезненность, отсутствие необходимости в спе-
циальном оборудовании или стерилизации. 
Интраназальное введение позволяет доста-
вить препарат непосредственно в мозг неин-
вазивно и быстрее, чем при периферическом 
способе введения. Такое введение улучшает 
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проникновение препарата в ЦНС, минуя ГЭБ, 
а предотвращение биодеградации препарата 
в печени и почках, а также отсутствие риска 
иммунной реакции на него заметно снижают 
фармакологически релевантную дозу и умень-
шают вероятность побочных эффектов  [107]. 
При интраназальном пути доставки не наблю-
дается проникновения препарата в системный 
кровоток, что особенно важно при использо-
вании инсулина, поскольку позволяет пред-
отвратить риск развития опасной для жизни 
гипогликемии [108,  110]. В  случае IGF-1 ин-
траназальное введение позволяет избежать не-
посредственного воздействия этого мощного 
митогена на периферические ткани и тем са-
мым минимизирует его возможный онкоген-
ный потенциал.

Cуществующие исследования ИВИ и ин-
траназально вводимого IGF-1, однако, не ли-
шены недостатков. Большинство из них про-
ведены с использованием здоровых взрос-
лых, не сенильного возраста, не имеющих 
коморбидных заболеваний, не страдающих 
атеросклерозом, сахарным диабетом или 
гипертонией, т.е.  не имеющих выраженной 
предрасположенности к  инсульту. Как отме-
чалось выше, имеется положительная взаимо-
связь между тяжестью и продолжительностью 
этих патологических состояний и повышен-
ным риском возникновения инсульта  [45]. 
Ассоциацией STAIR (Stroke Treatment Acad-
emic Industry Roundtable) опубликованы ре-
комендации, которых необходимо придержи-
ваться при поиске и валидации нейропротек-

торных препаратов для лечения инсульта [133]. 
Эти рекомендации включают изучение дозо-
зависимого эффекта препаратов и длитель-
ности терапевтического окна, необходимость 
проверки на различных моделях ишемии и 
ишемии-реперфузии, использование несколь-
ких видов животных (грызуны, кошки, при-
маты), изучение влияния возраста, пола и 
других факторов. Таким образом, в настоящее 
время существует значимый пробел в области 
фармакологии и фармакокинетики ИВИ и 
интраназально вводимого IGF-1 при лечении 
инсульта, несмотря на их потенциальную эф-
фективность и безопасность. Именно поэтому 
необходимы дальнейшие исследования на жи-
вотных моделях, которые позволят получить 
убедительные доказательства эффективности 
ИВИ и интраназально вводимого IGF-1 в ка-
честве нейропротекторов при инсульте и ише-
мии головного мозга.
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PROSPECTS FOR THE USE OF INTRANASALLY ADMINISTERED 
INSULIN AND INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR-1 

IN CEREBRAL ISCHEMIA

Review

I. I. Zorina*, N. F. Avrova, I. O. Zakharova, and A. O. Shpakov

Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the Russian Academy of Sciences, 
194223 Saint-Petersburg, Russia; e-mail: zorina.inna.spb@gmail.com

Currently, the approaches used to treat stroke have significant limitations, and neuroprotective therapy is 
ineffective. In this regard, the search for effective neuroprotectors and the development of new neuropro-
tective strategies in cerebral ischemia are still relevant. Insulin and insulin-like growth factor-1 (IGF-1) play 
a key role in the functioning of the brain, are involved in the regulation of growth, differentiation and sur-
vival of neurons, neuronal plasticity, food intake, control peripheral metabolism and endocrine functions. 
They have a complex effect on the brain, including neuroprotective effects in cerebral ischemia and stroke. 
Experiments on animals and cell cultures have shown that insulin and IGF-1 under hypoxic conditions 
improve energy metabolism in neurons and glial cells, have a positive effect on blood microcirculation in 
the brain, restore nerve cell functions and neurotransmission processes, and have anti-inf lammatory and 
antiapoptotic effects on brain cells. Of greatest interest to the clinic is the intranasal route of administra-
tion of insulin and IGF-1, since it allows dosed delivery of these hormones directly to the brain, bypass-
ing the blood-brain barrier. Intranasally administered insulin demonstrates a pronounced positive effect in 
the correction of cognitive impairment in elderly people with neurodegenerative and metabolic disorders. 
Insulin and IGF-1 administered intranasally improve increase the survival of animals with ischemic stroke. 
The review discusses literature data and the results of our own studies on the mechanisms of the neuropro-
tective action of intranasally administered insulin and IGF-1 in cerebral ischemia and the prospects for 
their use to normalize CNS functions and reduce neurodegenerative changes in this pathology.

Keywords: intranasal insulin, insulin-like growth factor-1, cerebral ischemia, reperfusion, neuroprotective effect, 
oxidative stress
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На переживающих срезах гиппокампа крыс методом парной стимуляции исследовали изменение 
свойств пресинаптической кратковременной пластичности на фоне блокады деполимеризации 
и  активации полимеризации актина. Тестирование синаптической передачи СА3-СА1 в режиме 
парной стимуляции с межстимульным интервалом 70 мс производилось до и на фоне джасплаки-
нолида, ингибитора деполимеризации, применяемого также для индукции полимеризации акти-
на. Увеличение амплитуды ответа при аппликации джасплакинолида сопровождалось снижением 
фасилитации при парной стимуляции (PPF), что свидетельствует о пресинаптических механизмах 
потенциации. Эффект усиливался пропорционально величине исходной PPF. Учитывая известные 
механизмы, лежащие в основе PPF, можно предположить, что при низкой вероятности выброса 
медиатора дополнительная полимеризация актиновых филаментов способствует её увеличению. 
Иначе изменялись менее типичные для поля СА1 реакции на парную стимуляцию (PPF около  1 
или даже парная депрессия), и джасплакинолид увеличивал амплитуду второго, но не первого 
в паре ответа, так что соотношение амплитуд второго и первого ответа даже увеличивалось в сред-
нем с 0,8 до 1. Предполагается, что, помимо основного эффекта, на фоне джасплакинолида снижа-
ется влияние факторов, способствующих парной депрессии. Так или иначе, полимеризация актина 
приводит к потенциации синаптических реакций, хотя паттерн активации может различаться 
в зависимости от исходных свойств пресинаптической пластичности. В заключение: комплексный 
эффект джасплакинолида, помимо увеличения вероятности выброса медиатора, включает и другие 
зависимые от полимеризации актина механизмы, в том числе лежащие в основе кратковременной 
синаптической депрессии при парной стимуляции.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: гиппокамп, пресинаптическая пластичность, кратковременная фасилитация 
при парной стимуляции, кратковременная депрессия при парной стимуляции, полимеризация актина, 
джасплакинолид.

DOI: 10.31857/S0320972523030089, EDN: QWVKJP

Принятые сокращения: LTP  –  долговременная потенциация; PPD  –  кратковременная депрессия при парной 
стимуляции; PPF – кратковременная фасилитация при парной стимуляции; PPR – соотношение амплитуд второго 
и первого ответа.

ВВЕДЕНИЕ

Структура синапса поддерживается высо-
кодинамичным «молекулярным ансамблем», 
включающим скелетные, каркасные (scaffold) 
и якорные белки, которые являются основой 
для встраивания и поддержания сигнальных 
и регуляторных белков, определяющих эф-
фективность синапса и в том числе секрецию 
медиатора  [1]. Простое увеличение эффек-
тивности проведения, которое, согласно кон-
цептуальным представлениям, может быть 
основой обучения и памяти, является лишь 
начальным этапом долговременных модифи-

каций, и для эффективной консолидации не-
обходима реорганизация и обновление синап-
тических структур или даже синапсов [2, 3].

Молекулярной основой структурной пла-
стичности синапсов является реорганизация 
актинового цитоскелета  [4–6]. В частности, 
зависимые от актина модификации обнару-
жены при исследовании долговременной си-
наптической потенциации (LTP), в том числе 
и в СА1 [7]. Многочисленные эксперименталь-
ные данные свидетельствуют о том, что поли-
меризация актина после высокочастотного 
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раздражения значительно улучшает эффектив-
ность поддержания  LTP [7–11]. Большинство 
этих работ сообщают о полимеризации акти-
на постсинаптического компартмента, тогда 
как потенциальный вклад пресинаптического 
компартмента никак не обсуждается. Между 
тем об участии актина в пресинаптических мо-
дификациях свидетельствуют эксперименты 
на беспозвоночных животных [12, 13]. Учиты-
вая достаточно обоснованные представления 
об эволюционно консервативных механизмах 
регуляции, аналогичные зависимые от актина 
перестройки могут быть обнаружены и в си-
напсах позвоночных животных, включая пре-
синаптические модификации [1, 5, 14, 15, 16].

Наряду с постсинаптическими механиз-
мами LTP, высокочастотное раздражение си-
наптических входов может приводить к уве-
личению пресинаптического высвобождения 
медиатора  [17–20]. Известно, что LTP синап-
сов CA3-CA1 в равной степени зависит от 
постсинаптических и пресинаптических мо-
дификаций  [21–24]. Конкретные механизмы 
неизвестны, однако очевидно, что реоргани-
зация синаптических контактов подразумевает 
скоординированность структурных модифика-
ций пресинаптического и постсинаптического 
компартмента [3]. Ранее было обнаружено, что 
поддержание LTP улучшается при условии пост-
тетанического снижения PPF  [25], что, как 
известно, считается признаком увеличения ве-
роятности выброса медиатора [26, 27]. Вполне 
вероятно, что полимеризация пресинаптичес-
кого актина, так же как и в постсинапсе, может 
иметь отношение к процессам консолидации.

Роль реполимеризации актина в регуля-
ции пресинаптических функций достаточно 
хорошо изучена в экспериментах на куль-
туре нервных клеток, включая исследования 
синапсов гиппокампа  [14,  15, 28,  29]. Однако 
использование ингибиторов полимеризации 
и деполимеризации в электрофизиологиче-
ских экспериментах на срезах и in vivo не все-
гда приводит к однозначным результатам, и 
наблюдаемые при этом пресинаптические мо-
дификации зачастую не соответствуют теоре-
тическим ожиданиям. Это означает, что в эф-
фекты ингибиторов вмешивается множество 
дополнительных факторов, каждый из кото-
рых необходимо контролировать в отдельно-
сти. Предполагается, что одним из существен-
ных факторов разнообразия эффектов может 
быть исходное состояние синапса.

Для данного корреляционного исследо-
вания в качестве контролируемого фактора 
был выбран показатель, позволяющий оце-
нить вклад пресинаптического компонента в 

изменения амплитуды синаптических потен-
циалов на фоне джасплакинолида. Согласно 
гипотезе остаточного кальция, феномен PPF 
имеет преимущественно пресинаптическую 
природу, и этот тест часто используется для 
определения изменения вероятности выброса 
медиатора  [27,  30,  31]. Чтобы оценить, может 
ли полимеризация актина приводить к преси-
наптическим модификациям в синапсах гип-
покампа, на переживающих срезах гиппокам-
па крыс сравнивали соотношение амплитуд 
CA3-CA1 второй и первой реакций на парную 
стимуляцию (PPR) до и на фоне инкубации с 
джасплакинолидом, применяемым in  vitro для 
индукции полимеризации актина  [32]. Чтобы 
минимизировать вклад других пресинаптиче-
ских и постсинаптических механизмов, вклю-
чая суммацию с бисинаптическим тормозным 
постсинаптическим потенциалом (ТПСП), 
которые, наряду с зависимой от остаточного 
кальция пресинаптической фасилитацией 
моносинаптических возбуждающих входов, 
способны изменять реакцию на парную сти-
муляцию регистрируемых в поле СА1 экстра-
клеточных потенциалов, парная стимуляция 
производилась с межстимульным интервалом 
70 мс. В данной работе представлен детальный 
корреляционный анализ эффектов джаспла-
кинолида с учётом всех характеристик, вклю-
чая особенности изменения амплитуды пер-
вого и второго в паре ответа, их соотношения 
и их исходно разную величину.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Крысы Wistar были получены 
из питомника «Столбовая» РАМН (Москов-
ская обл.) и содержались в институтском вива-
рии по 4–5 животных в каждой клетке. Живот-
ные имели неограниченный доступ к пище и 
воде, световая фаза суточного цикла продол-
жалась с 8:00 до 20:00. В работе использовали 
14  животных 1–1,5-месячного возраста весом 
100–150 г.

Процедура изготовления срезов. После бы-
строй декапитации черепную кость подрезали 
с затылочной стороны и отгибали в сторону. 
Острым лезвием кору надрезали по направле-
нию от глаза к середине мозжечка. С помощью 
ручного слайсера извлекали несколько сре-
зов перпендикулярно продольной оси гиппо-
кампа. Вся процедура от начала декапитации 
до помещения срезов в перфузионную среду 
занимала не более 1,5–2  минут. Состав пер-
фузионной среды (мМ): NaCl  – 124; KCl  – 5; 
MgSO4 × 7H2O – 1,3; CaCl2 – 2,5; NaH2PO4 – 1; 
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NaHCO3  – 26; D-глюкоза  – 10; карбоген  – 
95% O2 и 5% CO2; pН 7,3–7,4, температура 32 °С. 
В каждом эксперименте было использовано 
3–4  среза. Для стабилизации срезы одновре-
менно инкубировали в экспериментальной 
камере в течение 1,5  часов без предъявления 
тестирующих раздражений.

Стимуляция и регистрация. Для регистра-
ции фокальных потенциалов в пирамидном 
слое поля CА1 использовали стеклянные мик-
роэлектроды, заполненные 0,33  M раствором 
хлористого натрия. Раздражающие биполяр-
ные электроды устанавливали в радиальном 
слое на коллатерали Шаффера. Тестирование 
фокальных потенциалов в течение всего вре-
мени регистрации производилось парными 
стимулами с межстимульным интервалом 70 мс. 
Чтобы увеличить разнообразие исходных PPF 
в срезах гиппокампа одного и того же живот-
ного, использовалась переменная интенсив-
ность раздражения с поочерёдным тестирова-
нием реакций с амплитудой 50%, а также 30% 
и/или 70% от максимальной величины.

Используемые препараты. После стабили-
зации и контрольного тестирования повторное 
тестирование в каждом из срезов производи-
лось на фоне аппликации джасплакинолида – 
проникающего через мембрану пептида, стаби-
лизирующего актиновые филаменты («Sigma», 
США, Cat# J4580). Аликвоты исходного рас-
твора замораживали при −20  °C и непосред-
ственно перед употреблением растворяли в 
стандартном перфузионном растворе до ко-
нечной концентрации 0,2 мкM. Не прекращая 
тестирования, этот раствор постепенно под-
водили к одному из срезов непосредственно в 
область регистрации в течение 20 мин с помо-
щью программируемого микроинъектора без 
отключения основного протока. Такой способ 
подведения позволяет минимизировать эф-
фект смены протока. Каждый следующий срез 
инкубировали индивидуально. Порядок тести-
рования зависел от расположения среза в экс-
периментальной камере, начиная с наиболее 
удалённого по ходу основного протока.

Статистический анализ. Измеряли ампли-
туду популяционного спайка первого в паре 
ответа (A1) и усредняли по всем срезам в со-
ответствии с моментом от начала апплика-
ции. Результаты выражены в виде M  ±  SEM. 
Дополнительно измеряли амплитуду второго 
в паре ответа (A2) и вычисляли соотноше-
ние амплитуд второго и первого в паре ответа 
A2/A1 (PPR). Для определения статистиче-
ской значимости влияния джасплакинолида 
был использован t-критерий Стьюдента для 
зависимых переменных. В подгруппах данных, 

включающих реакции с исходно низкими или 
высокими значениями PPR, после разделения 
выборки утративших соответствие нормаль-
ному распределению, использовали критерий 
Вилкоксона для связанных пар наблюдений. 
Связь всех исследуемых показателей с их изме-
нением на фоне джасплакинолида (ΔA1, ΔA2, 
ΔPPR) определяли с помощью вычисления 
коэффициентов корреляции Пирсона. Ста-
тистическая обработка данных производи-
лась с помощью программного обеспечения 
STATISTICA12 («StatSoft», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

При сравнении средних величин по всей 
выборке в целом было обнаружено, что ампли-
туда первого в паре ответа на фоне джаспла-
кинолида постепенно увеличивалась. Судя по 
изменению средних амплитуд, через 20  мин 
после начала подведения, например, тех, ко-
торые составляют половину от максималь-
ной величины (рис. 1, а, n = 14, 1,39 ± 0,1 мВ 
до и 1,76 ± 0,16 мВ после начала подведения, 
t = 2,33, p = 0,03 для зависимых выборок; для 
сравнения: 1,27 ± 0,15 мВ до и 1,32 ± 0,29 мВ 
после подведения ДМСО, n = 11, t = 0,27, p = 
= 0,79 для зависимых выборок), чаще преобла-
дала потенциация, хотя результаты индивиду-
альных тестов сильно различались. Поэтому 
основная часть исследования была направлена 
на поиск факторов, определяющих индивиду-
альную вариабельность реакций на подведе-
ние джасплакинолида. Сравнение зависимости 
амплитуды ответа от входных характеристик до 
и на фоне джасплакинолида не выявило значи-
мого влияния фактора интенсивности тестирую-
щего раздражения на характер модификаций. 
Следовательно, разнообразие и нестабильность 
эффектов джасплакинолида определяется дру-
гими факторами. В частности, оказалось, что 
даже в одном и том же гиппокампе эффект 
потенциации больше зависел от особенностей 
исходных реакций на парную стимуляцию.

Поскольку потенциация на фоне джаспла-
кинолида сопровождалась снижением PPF, да-
лее представлен более детальный анализ этих 
результатов. Учитывая возможность интерфе-
ренции пресинаптической потенциации с дру-
гими зависимыми от актина механизмами, 
необходимо было контролировать любую несо-
гласованность изменения амплитуды первого и 
второго ответа и их соотношения. Корреляци-
онный анализ показал, что главным фактором, 
определяющим различия в эффектах джаспла-
кинолида, является величина исходной PPR. 
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Рис. 1. Закономерности изменения величины PPR при аппликации джасплакинолида. а: Потенциация первого в паре 
ответа (n  =  14). Ордината  – амплитуда первого в паре ответа при средней интенсивности раздражения (половина 
от максимальной до подведения джасплакинолида). В качестве контроля представлены результаты аппликации ДМСО. 
Светлые столбики – до, тёмные столбики – через 20 мин после начала подведения. Результаты представлены в виде 
M ± SEM. Отмечены значимые (* p < 0,05) отклонения относительно среднего контрольного уровня. б, в : Изменения 
PPR (ордината: ΔPPR  =  PPRдж  −  PPRдо) в зависимости от исходных параметров (абсцисса, б: исходные PPR, в: ам-
плитуда первого в паре ответа до аппликации). г: Разница между величиной амплитуд до и после аппликации. Первая 
(абсцисса, ΔA1 = A1дж − A1до) и вторая (ордината, ΔA2 = A2дж − A2до) амплитуды меняются независимо

Точечная диаграмма на рис. 1, б иллюстри-
рует достаточно чёткую зависимость изме-
нения PPR от величины PPR до аппликации. 
По  всей выборке в целом коэффициент кор-
реляции между исходной PPR и величиной её 
снижения составил r = −0,78, p = 0,000, n = 
= 139. Очевидно, что чем больше исходная 
вероятность выброса медиатора приближает-
ся к максимальной, тем меньше возможность 
пресинаптической потенциации и, соответ-
ственно, снижения PPF. При этом изменения 

PPR не зависели от исходной амплитуды от-
вета (r = 0,08, p = 0,33, n = 139, рис. 1, в). Сле-
довательно, сам по себе уровень активации, в 
частности, создаваемый балансом возбужде-
ния и торможения, вряд ли имеет отношение 
к разнообразию эффектов, и дефицит преси-
наптической потенциации синапсов с исход-
но высокой вероятностью выброса медиатора 
может быть единственным объяснением обна-
руженной в эксперименте корреляционной 
зависимости.
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Рис. 2. Изменения первого и второго в паре ответа и их обратная связь с другими характеристиками. Абсцисса  – 
изменения PPR (PPRдж − PPRдо, а и б) и исходные PPR (в и г). Ордината – изменения первой (а и в, ΔA1 = A1дж − A1до) 
и второй (б и г, ΔA2 = A2дж − A2до) амплитуды в ответ на аппликацию джасплакинолида

Необходимо отметить, что определение ве-
роятности выброса медиатора с помощью PPF-
теста существенно усложняется в некоторых 
экспериментах из-за увеличения амплитуды 
второго в паре ответа. Действительно, неболь-
шая, но значимая корреляция между измене-
нием амплитуды второго ответа и PPR под-
тверждается статистически (r = 0,38, p = 0,000, 
n = 139). Существенно, что при парной стиму-
ляции первый и второй потенциалы по-раз-
ному реагировали на подведение джасплаки-
нолида (r = −0,06, p = 0,45, n = 139, рис. 1, г). 
Снижение величины PPF сопровождалось 
увеличением амплитуды первого в паре отве-

та (r = −0,53, p = 0,000, n = 139, рис. 2, а), что 
свидетельствует в пользу увеличения вероят-
ности выброса медиатора. Однако потенциа-
ция второго в паре ответа сопровождалась 
увеличением PPR (r = 0,39, p = 0,000, n = 139, 
рис. 2, б). Если сравнивать с модификациями 
амплитуды первого ответа, соответствующие 
коэффициенты корреляции достоверно раз-
личались (p < 0,001) и были противоположны 
по знаку (рис. 2, а, б). Так или иначе, полиме-
ризация актина в основном приводит к потен-
циации синаптических реакций, но паттерн 
активации может меняться в зависимости от 
исходной величины PPR. На рис.  2,  в видно, 

9
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Рис. 3. Особенности влияния джасплакинолида на реакции с исходно высокими (а, n = 45) и низкими (б, n = 94) пока-
зателями PPR. Ордината – амплитуда первого (A1), второго (A2) в паре ответа и их соотношение (PPR). Результаты 
представлены в виде M ± SEM. Светлые и тёмные столбики – амплитуда до и после аппликации джасплакинолида со-
ответственно. Звёздочкой отмечена статистическая значимость каждого из эффектов джасплакинолида (тест Вилкок-
сона, а – подгруппа с исходно высокими значениями: A1 – p < 0,007, A2 – p = 0,13, PPR – p < 0,000007; б – подгруппа 
с исходно низкими значениями PPR: A1 – p = 0,07, A2 – p < 0,0007, PPR – p < 0,007). Примеры экспериментальных 
записей иллюстрируют типичные для соответствующей подгруппы реакции на парную стимуляцию с межстимуль-
ным интервалом 70 мс до и после аппликации джасплакинолида. Для удобства восприятия часть записи между пер-
вым и вторым предъявлением удалялась программой непосредственно при регистрации. Момент включения второго 
экрана отмечен вертикальной линией

что рост амплитуды первого в паре ответа на 
фоне джасплакинолида усиливался пропор-
ционально величине исходной PPR (r = 0,41, 
p =0,000, n = 139, рис. 2, в). Значимая корреля-
ция является ещё одним аргументом в пользу 
того, что суммарная потенциация снижается 
за счёт дефицита пресинаптической потен-
циации синапсов с исходно высокой вероят-
ностью выброса медиатора. Вместе с тем 
различия в исходной вероятности выброса 
медиатора не могут объяснить всех эффектов 
джасплакинолида и, в частности, увеличения 
амплитуды второго в паре ответа. В отличие 
от позитивной корреляции, обнаруженной 
для потенциации первого ответа (r = 0,41, p = 
= 0,000, n = 139, рис. 2, в), обращает на себя 
внимание обратная зависимость прироста 
амплитуды второго в паре ответа от исходной 
величины PPR (r = −0,23, p = 0,006, n = 139, 
рис. 2, г). Таким образом, в основе потенциа-
ции первого и второго ответа, скорее всего, 
лежат разные механизмы, и их преобладание 
зависит от исходных условий аппликации джас-
плакинолида.

Результаты корреляционного анализа по-
казывают, что по результатам всей выборки в 
целом сравнение средних величин до и после 
аппликации джасплакинолида может приво-
дить к неправильным выводам из-за неодно-
родности исходных условий его применения. 
На  этом основании при статистическом ана-
лизе в данной работе было необходимо ис-
пользовать исходную величину PPR в качестве 
одного из группирующих факторов. Крите-
рием для разделения выборки служила вели-
чина исходной PPR  =  1,2. В соответствии с 
этим критерием данные были сгруппированы 
в две отдельные выборки в зависимости от 
исходной величины PPR. Более типичной для 
CA3-CA1-синапсов реакцией на парную сти-
муляцию является, как правило, достаточно 
хорошо выраженная PPF. Примеры таких ре-
акций на парную стимуляцию с межстимуль-
ным интервалом 70 мс до и на фоне джаспла-
кинолида представлены на рис. 3, а. В ответ на 
аппликацию джасплакинолида такие реакции 
демонстрировали увеличение амплитуды перво-
го в паре ответа с высокой степенью достовер-
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ности (в среднем по подгруппе с 0,57 ± 0,08 мВ 
до 0,76 ± 0,1  мВ, t = 6,14, p = 0,0000 для зави-
симых выборок при сравнении амплитуд до 
и после аппликации). Амплитуда второго в 
паре ответа при этом оставалась неизмен-
ной (в среднем по подгруппе 0,91 ± 0,12 мВ до 
и 0,93 ± 0,12 мВ после аппликации, t = 0,33, 
p = 0,74 для зависимых выборок). В соответ-
ствии с этим происходило значимое снижение 
PPF (в среднем по подгруппе с 1,71 ± 0,09 до 
1,2 ± 0,06, t = 4,54, p = 0,00004 для зависимых 
выборок), что свидетельствует в пользу уча-
стия полимеризации актина в регуляции ве-
роятности выброса медиатора в типичных для 
поля СА1 условиях. Такого же снижения PPF 
не наблюдалось после инкубации с ДМСО 
(1,77 ± 0,23 до и 2,36 ± 0,59 после подведения, 
n = 11, t = 1,6, p = 0,13 для зависимых выбо-
рок), хотя все срезы относились к подгруппе с 
исходно высокими значениями PPF.

Менее типичным для поля СА1 является 
отсутствие PPF или даже кратковременная 
депрессия (PPD). Примеры таких реакций 
представлены на рис.  3,  б. В этих условиях 
джасплакинолид не оказывал заметного влия-
ния на амплитуду первого в паре ответа (в сред-
нем 0,64 ± 0,06  мВ до и 0,65 ± 0,06  мВ после 
аппликации, t = 0,6, p = 0,55 для зависимых 
выборок). При этом амплитуда второго отве-
та неожиданно увеличивалась в среднем с 
0,53 ± 0,06  мВ до 0,65 ± 0,07  мВ (t = 4,94, p = 
= 0,000003), так что соотношение амплитуд 
второго и первого ответа даже увеличивалось 
в среднем с 0,8 ± 0,02 до 1,04 ± 0,04 (t = 5,34, 
p = 0,000001 для зависимых выборок). Неиз-
менность амплитуды первого ответа свиде-
тельствует о том, что рост PPR не может быть 
связан со снижением вероятности выброса 
медиатора. Из этого следует, что на фоне джас-
плакинолида существенно снижается влияние 
факторов, способствующих парной депрессии. 
В целом, этот эффект тем меньше, чем больше 
исходная PPR. Слабая, хотя и значимая кор-
реляция (r = −0,23, p = 0,006) демонстрирует, 
что, с одной стороны, влияние джасплакино-
лида на механизмы PPD может быть ограни-
чено из-за отсутствия тормозного компонента 
ещё до аппликации, а с другой стороны, чёт-
кая зависимость нарушается сопутствующими 
факторами, главным из которых, по-видимо-
му, является изменение вероятности выброса 
медиатора. Действительно, после разделения 
всей выборки на подгруппы с разной вели-
чиной PPR и использования их в качестве 
одного из группирующих факторов статисти-
ческий анализ (ANOVA для повторных изме-
рений) подтвердил не только активирующее 

влияние джасплакинолида на амплитуду пер-
вого (F(1,137) = 27,25, p = 0,000001) и второго 
ответа (F(1,137) = 8,71, p = 0,003) и снижение 
PPR (F(1,137) = 7,04, p = 0,0008) по всей вы-
борке в целом, но и зависимость эффектов 
джасплакинолида от исходной величины PPR 
(взаимодействие факторов F(1,137) = 20,40, p =
= 0,00001, F(1,137) = 5,52, p = 0,02 и F(1,137) = 
= 54,88, p = 0,000000 при оценке изменения А1, 
А2 и PPR соответственно).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные результаты показывают, что 
полимеризация актина сама по себе может 
стимулировать развитие синаптических моди-
фикаций в срезах гиппокампа относительно 
взрослых крыс. В отличие от предполагаемых 
механизмов, объясняющих способность джас-
плакинолида предотвращать депотенциацию 
LTP в гиппокампе взрослых крыс [7, 11], про-
стое тестирование вряд ли может вызывать 
структурные изменения. Не исключено, что в 
основе наблюдаемых на фоне джасплакино-
лида изменений лежит гомеостатическая регу-
ляция синаптических функций, которая обес-
печивает восстановление оптимального уровня 
нейронной активности [33–36]. Такая возмож-
ность частично подтверждается при исполь-
зовании дестабилизирующих актин препара-
тов  [14,  28]. Примечательно, что и полимери-
зация, и деполимеризация не влекут за собой 
однозначных модификаций определённого типа 
[14,  29, 37,  38]. В частности, полимеризация 
актина на фоне джасплакинолида может уси-
ливать или ослаблять синаптическую актив-
ность  [7,  28, 38,  39]. Может быть, поэтому 
изменения не всегда выявляются при реги-
страции суммарной активности [8, 14, 40] из-за 
одновременной потенциации и депрессии в 
разных синапсах регистрируемой популяции 
нейронов  [36,  41]. Соответственно, сравне-
ние средних амплитуд до и после аппликации 
джасплакинолида, как показывают наши экс-
перименты, может быть малоэффективным в 
зависимости от преобладания того или иного 
эффекта. Корреляционный анализ в наших 
экспериментах демонстрирует, что вызывае-
мая джасплакинолидом потенциация проис-
ходит преимущественно при условии исходно 
высокой PPF и, следовательно, низкой вероят-
ности выброса медиатора. Вполне допустимо 
предположить, что реполимеризация актина 
лишь создаёт предпосылки для начала моди-
фикаций, и их характер соответствует «моле-
кулярному профилю» синапса [29, 33].

9*
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В наших экспериментах потенциация низ-
коэффективных синапсов после аппликации 
джасплакинолида сопровождалась снижением 
величины PPF. В другой работе этот эффект 
также не был обнаружен при сравнении сред-
них PPF, однако авторы не учитывали инди-
видуальную вариабельность реакций на под-
ведение джасплакинолида  [7]. Наши данные 
свидетельствуют о том, что изменения PPR 
могут иметь противоположную направлен-
ность в зависимости от исходной величины, и 
поэтому в среднем полученные эффекты могут 
колебаться, если выборка имеет разный со-
став, в частности, по исходной величине PPR. 
К тому же в большинстве экспериментальных 
исследований, в отличие от нашей работы, 
чаще всего отбирают для регистрации наи-
более стандартные срезы. Различия в эффек-
тах могут быть в какой-то степени связаны с 
используемым в нашей работе более щадящим 
изготовлением срезов.

Тот факт, что потенциация на фоне джас-
плакинолида сопровождается снижением PPF, 
согласуется с представлениями об участии по-
лимеризации актина в регуляции вероятности 
выброса медиатора. Зависимость пресинап-
тической пластичности от полимеризации и 
деполимеризации актина обнаружена в иссле-
дованиях на нервной системе беспозвоноч-
ных животных  [12,  38,  42] и развивающихся 
синапсах позвоночных животных, особенно 
в культуре нейронов гиппокампа  [14,  15, 28, 
29,  43]. В зрелых нейронах гиппокампа оче-
видного влияния полимеризации актина на 
пресинаптические функции пока не обнару-
жено  [15,  28,  43]. Тем не менее невозможно 
полностью исключить, что зависимые от по-
лимеризации актина модификации могут про-
исходить локально при реорганизации отдель-
ных синапсов, например, при долговременной 
пластичности. Очевидно, что активация по-
лимеризации может быть менее заметна на 
фоне высокого содержания базового F-акти-
на  [15,  28], тем более что пресинаптический 
компартмент центральной нервной системы 
позвоночных животных в силу некоторых ме-
тодических ограничений менее доступен для 
исследования.

В свете представлений об эволюционной 
консервативности организации секреторного 
аппарата  [34,  35,  44], данные о пресинапти-
ческих функциях актина в нервной системе 
позвоночных животных, включая централь-
ные синапсы, скорее всего, не отличаются 
от тех, которые получены более доступными 
методами  [5,  13, 14, 34,  45–47]. Образован-
ные F-актином пресинаптические филаменты 

отвечают за транспорт и заякоривание везикул 
и секреторных белков, выступают в качестве 
барьера [5, 13, 15, 38, 43, 48, 49]. К сожалению, 
мало известно об участии актина в регуляции 
секреции медиатора в зрелых синапсах позво-
ночных животных [14–16]. Необходимость ре-
полимеризации актина для рециркуляции и 
активного транспорта везикул и секреторных 
белков в активную зону пресинапса предпола-
гает, что реорганизация актинового цитоске-
лета может влиять на пресинаптическую пла-
стичность  [13,  29,  34] и вероятность выброса 
медиатора [13, 28].

Дестабилизация синапсов способствует кон-
солидации долговременных перестроек  [3], но 
реполимеризация актина сама по себе не  га-
рантирует специфичности модификаций [14, 
16,  38]. По сути такие же, как в нашей работе, 
результаты, в частности, снижение PPR, были 
представлены в исследованиях на культуре 
нейронов гиппокампа, но при деполимериза-
ции актина в ответ на подведение латрукули-
на А [14]. Джасплакинолид и другие активаторы 
полимеризации актина, включая естественные, 
демонстрируют большое разнообразие эффек-
тов  [7,  29,  37]. Учитывая данные других авто-
ров  [13,  35,  36], снижение PPF после под-
ведения джасплакинолида можно объяснить 
стабилизацией F-актина, образованного вслед-
ствие гомеостатической потенциации низкоэф-
фективных реакций. У позвоночных животных 
такой механизм явно имеет отношение к пла-
стичности шипиков, что послужило развитию 
представлений о роли полимеризации актина 
в стабилизации первоначально лабильного со-
стояния потенциированных синапсов [7].

Вероятность выброса медиатора опреде-
ляется композиционным составом активной 
зоны  [13,  33, 47,  50–54] с непосредственным 
участием тесно взаимодействующих с актином 
белков  [29,  45, 51,  52]. В активной зоне при-
сутствуют в том числе стимулирующие поли-
меризацию белки  [14,  42, 47, 51,  55–57], что 
обеспечивает локальные перестройки по ходу 
активации [5, 13, 36, 38, 58–61]. Джасплакино-
лид способствует образованию актиновых фи-
ламентов  [62,  63], причём пресинаптические 
терминали в культуре нейронов гиппокампа 
демонстрируют прирост даже в отсутствие 
какой-либо дополнительной активации  [15], 
что может влиять на изменение вероятности 
выброса медиатора при парной стимуля-
ции [5, 13, 29, 38].

Необходимо отметить, что выявление моди-
фикаций, непосредственно связанных с изме-
нением вероятности выброса медиатора, ослож-
няется суммацией с бисинаптическим ТПСП. 
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Представленные в работе данные трудно ин-
терпретировать без привлечения гипотезы об 
увеличении вероятности выброса медиатора. 
Потенциальная возможность влияния на пре-
синаптическую пластичность подтверждается 
литературными данными  [64]. Вместе с тем 
влияние тормозного компонента, как правило, 
усиливается при увеличении интенсивности 
тестирующего раздражения и, соответственно, 
амплитуды ответа, и влияние этих факторов, 
несомненно, выявлялось бы корреляционным 
анализом, чего не наблюдается в экспери-
менте: изменения PPF зависели от их исход-
ной величины, но не от исходной амплитуды 
или интенсивности раздражения. Безусловно, 
эффекты джасплакинолида не ограничивают-
ся избирательным влиянием исключительно 
на возбуждающую или тормозную передачу. 
Более подробный анализ изменений ТПСП 
представлен в другой работе [65].

В рамках этих представлений определён-
ные затруднения вызывает интерпретация 
модификаций второго в паре ответа. Мало-
вероятно, что даже при исходно высокой ве-
роятности секреции фасилитация при парной 
стимуляции может быть ограничена по причи-
не истощения запасов медиатора  [51,  66–68]. 
Необходимо, однако, отметить, что зависи-
мое от актина пополнение запасов медиатора 
[5, 12, 14, 16, 29, 46, 49, 57, 69–72] вполне под-
ходит для объяснения эффектов джасплакино-
лида, связанных с увеличением второго в паре 
ответа, тем более что полимеризация актина 
имеет отношение к механизмам мобилизации 
доступных для высвобождения синаптических 
везикул активной зоны пресинапса [29, 46, 51, 
58, 60,  72]. Взаимодействие актиновых фила-
ментов с пресинаптическими везикулами опос-
редовано синапсином  [42,  70,  74]. Принуди-
тельная полимеризация актина и, как след-
ствие, изменение опосредованных синапсином 
функций рециркуляции синаптических вези-
кул  [55,  56] может влиять на свойства кратко-
временной пластичности, в том числе при пар-
ной стимуляции  [51,  75–77]. Известны также 
и некоторые другие интерферирующие с PPF 
механизмы, обеспечивающие дополнительный 
прирост [53, 54, 78] или подавление [54, 79–81] 
следующего постсинаптического потенциала, 
но их связь с полимеризацией актина пока не 
обнаружена. Неясно также, по какой причине 
упомянутые выше зависимые от актина меха-
низмы активации PPF [14, 37, 53, 82–84] могли 
бы реагировать на подведение джасплакино-
лида только при условии более очевидной де-
прессии второго в паре ответа. При постсинап-
тической потенциации увеличивались бы оба 

ответа, однако аппликация джасплакинолида 
приводит к потенциации либо первого, либо 
второго в паре ответа, причём в зависимости от 
исходной вероятности выброса медиатора.

Можно предположить, что действие джас-
плакинолида направлено на одни и те же меха-
низмы, которые определяют вероятность вы-
броса медиатора и фасилитацию при парной 
стимуляции. К ним относятся механизмы регу-
ляции входящего в пресинапс кальция, который, 
собственно, и стимулирует выброс медиато-
ра [30, 50, 51, 85–87]. В то же время остаточный 
кальций взаимодействует с Ca2+-сенсорами, спо-
собными усиливать фасилитацию при парной 
стимуляции [30, 51, 54, 55, 68, 88, 89]. Оба меха-
низма, а также величина доступного пула медиа-
тора реагируют на увеличение проводимости 
пресинаптических кальциевых каналов  [68, 72, 
88–93], хотя и в разной степени в зависимости 
от наличия реагирующих на остаточный каль-
ций Ca2+-сенсоров  [54, 85, 88, 92, 94]. Взаимо-
действие F-актина с регуляторными субъедини-
цами кальциевых каналов [29, 95] не исключает 
возможного влияния джасплакинолида.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Детальный анализ кратковременной пла-
стичности при парной стимуляции в пере-
живающих срезах гиппокампа, инкубирован-
ных с активатором полимеризации актина 
джасплакинолидом, дополняет данные других 
исследований об участии актина в пресинап-
тических функциях. PPF-тест выявил разнона-
правленные модификации PPR в зависимости 
от характера пресинаптической активности 
до аппликации. Величина PPF в основном об-
ратно пропорциональна вероятности выброса 
медиатора, и предполагаемое на этом основа-
нии увеличение вероятности выброса медиа-
тора изначально низкоэффективных синапсов 
может быть связано либо с непосредственным 
активирующим действием джасплакинолида за 
счёт образования дополнительных филаментов, 
либо со стабилизацией тех модификаций, кото-
рые происходят вследствие гомеостатической 
регуляции пресинаптических функций  [5,  38, 
49,  90]. Однако это не может объяснить увели-
чения PPR в предположительно «высокоэффек-
тивных» синапсах, тем более что неизменная 
амплитуда первого ответа на фоне джасплаки-
нолида свидетельствует против снижения веро-
ятности выброса медиатора. Соответственно, 
потенциация второго ответа может быть опосре-
дована влиянием джасплакинолида на зависи-
мые от F-актина механизмы кратковременной 
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пластичности при парной стимуляции, напри-
мер, величину пула доступного медиатора или 
активность пресинаптических кальциевых ка-
налов [29, 54]. Оба эффекта доминируют в зави-
симости от фоновой активности до аппликации 
джасплакинолида и имеют противоположную 
направленность, что, скорее всего, связано с 
асимптотическим ограничением прироста имею-
щих исходно высокие значения показателей. 
Так или иначе, актиновые филаменты обес-
печивают транспорт, заякоривание и другие 
вспомогательные функции [51]. Интерпретация 
наших результатов в рамках представлений о 
роли F-актина в качестве существенного ком-
понента сигнального комплекса активной зоны 
пресинапса приводит к заключению о влиянии 
джасплакинолида на компенсаторные модифи-
кации при активации девиантных синапсов.
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текста статьи.
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PRESYNAPTIC PLASTICITY IS ASSOCIATED 
WITH ACTIN POLYMERIZATION

I. V. Kudryashova

Laboratory of Functional Biochemistry of the Nervous System, 
Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Sciences, 

117485 Moscow, Russia; e-mail: iv_kudryashova@mail.ru

Modifications of presynaptic short-term plasticity as a result of actin polymerization were tested in rat 
hippocampal slices using a paired-pulse paradigm. Paired-pulse stimulation of Schaffer collaterals with 
70 ms interpulse interval was continuously presented every 30 s before and during perfusion with jasplakino-
lide, an activator of actin polymerization. Jasplakinolide application resulted in the potentiation of 
CA3-CA1 responses accompanied by paired-pulse facilitation decrease, these effects suggesting presyn-
aptic modifications. The jasplakinolide-induced potentiation significantly depended on the initial paired-
pulse facilitation values. These data indicate that jasplakinolide-mediated changes in actin polymerization 
may promote high probability of release. Less typical for CA3-CA1 synapses responses with very low initial 
paired-pulse facilitation or paired-pulse depression (close to 1 or even lower) demonstrated the potentiation 
of the second, but not the first amplitude in a pair, paired-pulse ratio significantly increasing from 0.8 to 1.0 
in average. This may suggest a negative impact of jasplakinolide on the mechanisms underlying paired-pulse 
depression. Nonetheless, actin polymerization promotes potentiation, though patterns of this activation may 
differ depending on initial input characteristics. We conclude that in addition to increased neurotransmitter 
release probability other mechanisms known to suppress paired pulse facilitation may be also involved in 
effects of jasplakinolide.

Keywords: hippocampus, presynaptic plasticity, paired-pulse facilitation, paired-pulse depression, actin 
polymerization, jasplakinolide
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Хроническое воздействие алкоголя характеризуется нарушениями нейропластичности, при этом 
нейротрофический фактор мозга (BDNF) может являться ключевым звеном молекулярных меха-
низмов этого патологического процесса. Цель обзора  – анализ актуальных данных литературы, 
полученных в исследованиях на животных и клиническом материале, относительно участия BDNF 
в  нейропластичности в условиях формирования зависимости от алкоголя. В  экспериментах на 
грызунах продемонстрировано, что при потреблении алкоголя происходят регион-специфичные 
изменения уровня  BDNF, что может сопровождаться структурными перестройками нейронов и 
нарушениями различных форм поведения. При этом BDNF нивелирует нарушения нейропласти-
ческих процессов, вызванных воздействием алкоголя. Согласно результатам клинических исследо-
ваний, показатели, характеризующие  BDNF, связаны с нарушениями нейропластичности, кото-
рые сопровождают алкогольную зависимость. Так, полиморфизм rs6265 гена BDNF может отражать 
специфику макроструктурных изменений  ЦНС, тогда как периферическая концентрация  BDNF 
ассоциирована с уровнем тревожности и депрессивности, а также выраженностью когнитивных 
нарушений. Таким образом, BDNF вовлечён в механизмы нейропластичности при алкогольной 
зависимости, при этом показатели, характеризующие BDNF, могут быть использованы в качестве 
биомаркеров, диагностического или прогностического фактора в наркологической практике.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: BDNF, нейропластичность, алкоголь, зависимость.

DOI: 10.31857/S0320972523030090, EDN: QXIDMI

Принятые сокращения: Arc – белок, связанный с цитоскелетом и регулируемый активностью; BDNF – нейротро-
фический фактор мозга; CREB  – CRE-связывающий белок; ERK  – протеинкиназы, регулируемые внеклеточными 
сигналами; FAB – батарея тестов для оценки лобной дисфункции; MAPK – митоген-активируемые протеинкиназы; 
TrkB – тропомиозиновый тирозинкиназный рецептор BDNF; 7,8-ДГФ – 7,8-дигидроксифлавон.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Патологическая зависимость от алкоголя 
наносит колоссальный социально-экономи-
ческий ущерб. Согласно аналитическому об-
зору о работе наркологической службы в Рос-
сийской Федерации за период 2019–2020  гг., 
общая заболеваемость (учтённая распростра-
нённость) расстройствами наркологического 
профиля в  2020  г. составила 1203,5 на 100  000 

населения  [1]. Из  них на долю расстройств, 
связанных со злоупотреблением алкоголя, 
приходилось 934,1  случая. Суммарные эконо-
мические потери от алкогольной зависимо-
сти в 2017 г. в России составили от 302,8 млрд 
до  2,5  трлн рублей, при этом принесли вред 
здоровью 3,9  млн лет потерянной жизни с 
учётом нетрудоспособности (DALY, Disability 
Adjusted Life Years)  [2]. В  связи с этим все-
стороннее изучение механизмов алкогольной 
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зависимости представляется актуальным на-
правлением исследований.

Эффект алкоголя детерминирован на ге-
нетическом уровне и определяется эпигене-
тическими механизмами, транскрипционной 
активностью, альтернативным сплайсингом, 
активностью трансляции и посттрансляцион-
ными модификациями, что в конечном ито-
ге контролирует функционирование ЦНС в 
условиях патологического процесса  [3]. Под 
действием алкоголя изменяются ключевые 
свойства нервной ткани: нарушаются процес-
сы возбудимости, передачи нервного импульса 
и синаптической пластичности в определён-
ных нейронных сетях  [4]. Хроническое дей-
ствие этанола сопровождается изменением 
функционирования в отделах головного мозга, 
ответственных за процессы подкрепления и 
мотивации (стриатум и вентральная область 
покрышки), контроля принятия решений 
(фронтальная часть неокортекса), восприим-
чивости к стрессу (амигдалярный комплекс), 
формирования памяти и эмоций (гиппо-
камп) [4, 5]. Действие этанола на мозг регион-
специфично, что, в свою очередь, зависит от 
репертуара экспрессируемых молекулярных 
мишеней в конкретных популяциях нейронов 
и чувствительностью к этанолу [4, 5].

Хроническое действие высоких доз алко-
голя характеризуется атрофическими и ней-
родегенеративными процессами как на кле-
точном, так и на макроструктурном уровнях, 
что показано и прижизненно на пациентах, и 
на посмертном материале, а также в экспери-
ментах на животных  [6]. Предполагается, что 
в основе развития феноменов сенситизации, 
толерантности, зависимости и синдрома отме-
ны, связанных с потреблением алкоголя, лежат 
адаптивные процессы на всех уровнях органи-
зации ЦНС  [5]. Хроническая интоксикация 
алкоголем зачастую сопровождается развитием 
аффективных расстройств и когнитивного де-
фицита [5, 7], которые рассматриваются как ре-
зультат нарушения нейропластичности [8–10].

Описан ряд нейрохимических систем, 
вовлечённых в механизмы комплексного воз-
действия алкоголя на ЦНС, включая лиганд- и 
потенциал-зависимые ионные каналы, дофа-
мин, серотонин, ГАМК, глутамат, опиоидные 
пептиды, эндоканнабиноиды, субстанция  Р, 
орексин, аденозин и  др.  [5, 6]. Среди прочих 
систем, вовлечённых в данный процесс, осо-
бая роль уделяется нейротрофинам, которые 
являются важным звеном молекулярных меха-
низмов, определяющих действие алкоголя и 
формирование зависимости  [11, 12]. Нейро-
трофический фактор мозга (BDNF, brain-

derived neurotrophic factor) является ключевым 
нейротрофином в данном контексте  [13, 14]. 
BDNF  проявляет нейрорегуляторные свой-
ства и модулирует эффективность передачи 
импульса в существующих синапсах, а также 
вовлечён в формирование новых контактов 
между нейронами, а нарушения функциони-
рования BDNF за счёт изменения его экспрес-
сии или секреции ассоциированы с патологи-
ческими изменениями в функционировании 
нервной ткани и последующим нарушением 
поведения  [15]. Экспериментальные данные, 
полученные в модельных системах, свидетель-
ствуют о том, что BDNF может играть опре-
деляющую роль в нейропластических измене-
ниях при развитии зависимости, которые, с 
одной стороны, могут определять собственно 
патологическое влечение к алкоголю, с другой 
стороны, могут быть вовлечены в механиз-
мы развития морфологических нарушений, а 
также когнитивных и психоэмоциональных 
расстройств  [7]. Алкогольная интоксикация и 
сопутствующее формирование зависимости 
сопровождаются изменением экспрессии BDNF 
в отделах головного мозга, что, по всей видимо-
сти, является основой функциональной актив-
ности BDNF в условиях развития зависимости 
и сопутствующих пластических изменений 
в ЦНС [12].

Манипуляция уровнем BDNF может ока-
зывать влияние на интенсивность потребле-
ния этанола в условиях свободного выбора, а 
также проявления алкогольной абстиненции в 
эксперименте. Так, гетерозиготные мыши, но-
каутированные по гену  Bdnf +/–, демонстриру-
ют повышенное по сравнению с диким типом 
потребление алкоголя в условиях свободного 
выбора  [16,  17]. Локальное снижение уровня 
BDNF в стриатуме посредством интерферирую-
щих РНК приводит к увеличению уровня по-
требления этанола, тогда как инфузия BDNF 
в этот отдел мозга снижает потребление эта-
нола [18]. Пребывание мышей в парах этанола 
в условиях прерывистого субхронического ре-
жима сопровождается снижением уровня белка 
BDNF в префронтальной коре мышей в период 
ранней абстиненции [19]. При этом локальное 
повышение BDNF в данной области в последую-
щем снижает уровень потребляемого этанола в 
условиях свободного выбора  [19]. Можно по-
лагать, что BDNF в стриатуме и неокортексе 
контролирует переход от умеренного к чрез-
мерному потреблению алкоголя, что стиму-
лирует развитие зависимости; таким образом, 
при умеренном потреблении уровень BDNF 
повышается и противодействует мотивации, а 
при чрезмерном, напротив, снижается [11, 14].
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Цель настоящего обзора  – проанализи-
ровать данные относительно участия BDNF в 
нейропластичности, а точнее в её нарушении, 
в условиях формирования зависимости от ал-
коголя. Будут представлены результаты, полу-
ченные в исследованиях на эксперименталь-
ных животных и клиническом материале.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ДАННЫЕ

Сигнальные каскады, опосредованные BDNF. 
Согласно классическим представлениям, после 
связывания зрелого белка BDNF c рецепто-
ром TrkB, обладающим тирозинкиназной ак-
тивностью, образуются гомодимеры рецеп-
тора, результатом чего является аутофосфори-
лирование, составляющее основу инициации 
нижележащих молекулярных событий  [20–23]. 
Фосфорилирование TrkB приводит к связы-
ванию и фосфорилированию адаптерного бел-
ка  Shc. Shc,  с  одной стороны, инициирует ка-
скад фосфоинозитид-3-киназа (PI3K, phospho-
inositide  3-kinase)/протеинкиназа  AKT, с дру-
гой  – повышает активность малых GTPаз се-
мейства RAS, что в последующем может стиму-
лировать митоген-активируемые протеинки-
назы (MAPK, mi to gen activated protein kinase).

Каждому элементу внутриклеточного сиг-
нального каскада, инициируемого рецептором 
TrkB, соответствует своя функция  [22]. Сиг-
нальный каскад PI3K/AKT оказывает негатив-
ное влияние на развитие апоптоза, тем самым 
стимулируя выживаемость нейронов, а также 
модулирует синаптическую пластичность, опос-
редованную глутаматными рецепторами NMDA- 
подтипа. Стимуляцию протеинкиназы mTOR 
(mechanistic target of rapamycin kinase) посред-
ством PI3K/AKT связывают с белковым син-
тезом и изменениями в цитоскелете, которые 
лежат в основе роста и ветвления дендритов. 
Сигнальный каскад, включающий протеин-
киназы каскада  MAPK, важен для активации 
нижележащих транскрипционных факторов, 
например, CRE-связывающего белка  CREB 
(cAMP-response element-binding protein), кото-
рый обеспечивает экспрессию генов и после-
дующий синтез белков цитоскелета, участвую-
щих в синаптогенезе. Активация малых GTPаз 
семейства Rho, таких как Rac1 и Cdc42, стиму-
лирует синтез актина и микротрубочек, ини-
циируя рост отростков нейронов и поддержа-
ние долговременной потенциации.

В работах на культурах нейронов было 
продемонстрировано, что этанол способен вли-
ять на функциональную активность запус-
каемых  BDNF внутриклеточных сигнальных 

каскадов. При культивировании нейронов 
стриатума в присутствии этанола отмечает-
ся активация  TrkB, последующая активация 
протеинкиназ каскада  MAPK и увеличение 
экспрессии препродинорфина  [24]. С  другой 
стороны, в гранулярных нейронах мозжечка 
в присутствии этанола снижается как базаль-
ный уровень, так и уровень индуцирован-
ной  BDNF активной фосфорилированной 
формы протеинкиназы, регулируемой внекле-
точными сигналами (ERK, extracellular signal-
regulated kinase), что свидетельствует о сниже-
нии активности каскада MAPK  [25]. Также в 
гранулярных нейронах мозжечка этанол тор-
мозит вызванную обработкой BDNF актива-
цию каскада PI3K/AKT, протеинкиназы  JNK 
(Jun N-terminal kinase) и транскрипционного 
фактора AP-1 (activating protein-1) [26]. В куль-
туре фетальных пирамидных нейронов гиппо-
кампа крыс этанол увеличивает площадь по-
верхности конусов роста аксонов, при этом от-
мечается снижение BDNF-зависимой актива-
ции малых GTPаз Rac1 и Cdc42, вовлечённых 
в реализацию роста аксонов [27].

Морфологические нарушения, развитие тре-
вожно-подобного фенотипа и BDNF. Нокаут 
Bdnf в  ЦНС не сопровождается сокращени-
ем числа нейронов, но приводит к снижению 
плотности шипиков дендритов и ветвления 
дендритов  [28, 29]. BDNF  обеспечивает рост 
шипиков дендритов  [30], тем самым регули-
руя синаптогенез и функционирование зрелых 
нейронных сетей. В  ряде работ описана ассо-
циация морфологических изменений в  ЦНС 
после субхронической алкогольной интокси-
кации с развитием тревожно-подобных нару-
шений поведения и активностью сигнальных 
каскадов, инициируемых BDNF [31–35].

В результате потребления раствора этанола 
в качестве единственного источника жидкости 
на протяжении 21 дня у крыс развивается зави-
симость и тревожно-подобные расстройства 
поведения в тестах «открытое поле» и «при-
поднятый крестообразный лабиринт» в пери-
од ранней абстиненции, что сопровождается 
снижением содержания мРНК, белка  BDNF 
и числа клеток, экспрессирующих  BDNF, в 
гиппокампе и прилежащем ядре, а также уль-
траструктурными изменениями синапсов в 
данных отделах, включая увеличение ширины 
синаптической щели, снижение толщины об-
ластей постсинаптической плотности и кри-
визны синапсов [31].

Этанол при остром системном введении 
оказывает анксиолитическое действие на крыс в 
тесте «приподнятый крестообразный лабиринт», 
увеличивает содержание BDNF и белка Arc, 
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связанного с цитоскелетом и регулируемого 
активностью (activity regulated cytoskeleton asso-
ciated protein), а также плотность шипиков 
дендритов в центральной и медиальной амиг-
дале [32]. Через 24 часа после отмены потреб-
ления раствора алкоголя в составе сбаланси-
рованной жидкой диеты Либер–ДеКарли на 
протяжении 15  дней, напротив, отмечает ся 
снижение уровня белков BDNF и Arc, а также 
активных фосфорилированных форм протеин-
киназы  ERK и транскрипционных фак торов 
Elk и  CREB, снижение плотности шипиков 
дендритов в центральной и медиальной амиг-
дале и развитие тревожно-подобного феноти-
па, согласно результатам теста «приподнятый 
крестообразный лабиринт»  [32]. BDNF  при 
инфузии в центральную амигдалу при ранней 
абстиненции нормализует содержание Arc, ак-
тивных фосфорилированных форм протеин-
киназы  ERK, транскрипционных факторов Elk 
и  CREB, а также оказывает анксиолитическое 
действие [32]. Активация гистондеацетилаз яв-
ляется причиной снижения экспрессии BDNF 
и  Arc, и, как следствие, развития дефицита 
дендритогенеза в центральной и медиальной 
амигдале, а также тревожно-подобного фе-
нотипа в период ранней абстиненции через 
24  часа после отмены потребления раствора 
этанола в составе сбалансированной жидкой 
диеты Либер–ДеКарли на протяжении 15 дней 
[33]. Кроме того, линия крыс, предпочитаю-
щих алкоголь, характеризуется врождённым 
тревожно-подобным фенотипом, дефицитом 
экспрессии BDNF и  Arc, а также сниженной 
плотностью шипиков дендритов в централь-
ной амигдале по сравнению с крысами, от-
вергающими этанол  [34]. Острое системное 
воздействие этанола у линии крыс, предпо-
читающих, но не отвергающих алкоголь, сни-
жает тревожно-подобное поведение в тестах 
«приподнятый крестообразный лабиринт» и 
«светлая/темная камера», увеличивает содер-
жание BDNF и Arc, а также плотность шипи-
ков дендритов в центральной и медиальной 
амигдале  [34]. В  основе уменьшения экспрес-
сии BDNF и Arc у линии крыс, предпочитаю-
щих алкоголь, лежит снижение уровня ацети-
лированного гистона  H3 в положениях  К9 и 
К19, опосредованное увеличением активности 
гистондеацетилазы HDAC2  [35]. Таким обра-
зом, согласно гипотетической модели, основан-
ной на серии работ под руководством S.C. Pan-
dey  [32–35], BDNF-зависимая экспрессия Arc 
за счёт влияния на каскад ERK/CREB/Elk иг-
рает роль в изменении морфологии синапсов в 
амигдале, что лежит в основе развития тревож-
но-подобного поведения в контексте действия 

алкоголя. При этом экспрессия амигдалярного 
BDNF под действием алкоголя регулируется 
эпигенетически на уровне гистонового кода 
посредством гистондеацетилаз.

Когнитивные нарушения и BDNF. Хрони-
ческая алкогольная интоксикация нередко 
связана с развитием когнитивного дефицита, 
формирование которого может быть ассоции-
ровано с BDNF. В гиппокампе мышей потреб-
ление раствора этанола в условиях свободного 
выбора на протяжении 3  недель приводит к 
снижению уровня метилированной ДНК в 
регуляторных областях гена  Bdnf, а также ак-
тивации сигнальных каскадов, опосредован-
ных TrkB, в частности, отмечается увеличение 
уровня активных (фосфорилированных) про-
теинкиназ ERK и  AKT, а также транскрип-
ционного фактора CREB  [36]. Изменения 
активности каскадов, инициируемых  BDNF, 
сопровождалось нарушениями формирования 
обучения и памяти в тестах «выработка услов-
но-рефлекторной реакции страха» и «узнава-
ние нового объекта»  [36]. Таким образом, в 
гиппокампе так же, как и в амигдале, экспрес-
сия BDNF в условиях воздействия алкоголя 
детерминируется эпигенетически, при этом в 
данном отделе содержание BDNF ассоцииро-
вано с когнитивным дефицитом. Основываясь 
на своих результатах, Stragier  et  al.  [36] делают 
заключение, что повышение экспрессии BDNF 
и, как результат, активности соответствующих 
сигнальных каскадов в гиппокампе, носит ре-
активный характер и противодействует нару-
шениям когнитивных функций в условиях по-
требления алкоголя. С другой стороны, у крыс, 
потреблявших алкоголь в условиях свобод-
ного выбора, наблюдается пониженный уро-
вень BDNF в плазме крови и мРНК Bdnf в гип-
покампе, при этом уровень BDNF коррелирует 
с изменениями в формировании памяти в тесте 
«узнавание нового объекта»  [37]. В  частности, 
выявлена положительная корреляция между 
уровнем BDNF в плазме и временем обсле-
дования знакомого объекта, тогда как между 
уровнем мРНК Bdnf в гиппокампе и индексом 
дискриминации выявлена отрицательная кор-
реляция  [37]. Кроме того, влияние некоторых 
препаратов на когнитивные способности мо-
жет быть опосредовано BDNF. Так, было пока-
зано, что введение аналога пептида тафтсина 
селанка, проявляющего анксиолитические и 
ноотропные свойства, в период абстиненции 
после 30  недель потребления алкоголя увели-
чивает индекс дискриминации в тесте «узна-
вание нового объекта», а также препятствует 
этанол-индуцированному повышению уровня 
BDNF во фронтальной коре и гиппокампе [38].
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Функциональная активность синапсов и 
BDNF. BDNF, модулируя функционирование 
синапсов, имеет критическое значение в регу-
ляции проведения нервного импульса. Пептид 
BDNF активно транспортируется к термина-
лям аксонов и секретируется в синаптическую 
щель после деполяризации мембраны  [39, 
40]. Модуляция передачи нервного импуль-
са осуществляется пресинаптически за счёт 
влияния на эффективность высвобождения 
нейротрансмиттеров  [41] либо постсинапти-
чески посредством усиления действия нейро-
трансмиттеров с последующим изменением 
функциональности соответствующих рецепто-
ров  [42]. Для реализации данных механизмов 
влияния на передачу нервного импульса тре-
буется связывание BDNF с рецептором TrkB, 
который представлен как на пре-, так и на 
постсинаптической мембранах.

В пирамидных нейронах поля гиппокам-
па  CA3 BDNF стимулирует спонтанные пост-
синаптические токи, опосредуемые рецепто-
рами ГАМК-А, при этом данный процесс 
зависит от активности потенциал-зависимых 
кальциевых каналов L-типа. Было установ-
лено, что воздействие паров этанола на нео-
натальных крыс в герметичной камере, а также 
обработка срезов поля гиппокампа  CA3 эта-
нолом блокируют способность BDNF стиму-
лировать долговременную потенциацию, опо-
средованную ГАМК-А рецепторами, за счёт 
ингибирования потенциал-зависимых каль-
циевых каналов L-типа  [43]. В  срезах гиппо-
кампа и неокортекса мышей BDNF стимули-
рует постсинаптические токи в пирамидных 
нейронах, опосредованные NMDA-, но не 
AMPA-рецепторами, однако обработка срезов 
этанолом блокирует эффект BDNF [44].

При ранней абстиненции после прерыви-
стого доступа к 20%-ному раствору этанола в 
режиме свободного выбора в течение 3 недель 
у мышей, согласно тестам «открытое поле» и 
«приподнятый крестообразный лабиринт», от-
мечалось развитие тревожно-подобного фено-
типа. Это сопровождалось усилением передачи 
нервного импульса, опосредованного глутама-
том, в пирамидных нейронах базолатераль-
ной амигдалы, о чём свидетельствовало уве-
личение частоты спонтанных возбуждающих 
постсинаптических токов в соответствующих 
срезах  [45]. Однократное системное введе-
ние миметика BDNF 7,8-дигидроксифлавона 
(7,8-ДГФ) в период отмены алкоголя ослаб-
ляло как тревожно-подобное поведение, так и 
возбудимость пирамидных нейронов в базола-
теральной амигдале, тогда как ингибитор ти-
розинкиназной активности K252a предотвра-

щал эффект 7,8-ДГФ  [45]. Данные результаты 
свидетельствуют о том, что стимуляция  TrkB 
посредством BDNF может ослаблять проявле-
ния отмены алкоголя за счёт нормализации 
активности нейронов в амигдале. Тем не менее 
системное введение 7,8-ДГФ на протяжении 
реализации модели прерывистого доступа к 
20%-ному раствору этанола в режиме свобод-
ного выбора в течение 6 недель незначительно 
влияло на тревожно-подобное поведение при 
ранней абстиненции у крыс, согласно тестам 
«открытое поле» и «приподнятый крестооб-
разный лабиринт»  [46]. По всей видимости, 
влияние активации TrkB с помощью 7,8-ДГФ 
на поведенческие проявления алкогольной 
абстиненции (в данном случае – развитие тре-
вожно-подобного фенотипа) может зависеть 
от вида экспериментальных животных, дли-
тельности потребления алкоголя, а также ре-
жима введения 7,8-ДГФ.

Нейрогенез и BDNF. Потребление этанола 
может влиять на нейрогенез в зрелом возрасте, 
как стимулируя пролиферацию клеток предше-
ственников нейронов [47], так и тормозя её [48, 
49], что, видимо, зависит от модели потребле-
ния алкоголя и временной точки исследования 
в процессе реализации интоксикации. Учиты-
вая, что BDNF вовлечён в механизмы нейро-
генеза  [50], логично полагать, что этанол и 
BDNF могут взаимодействовать при наруше-
ниях данных процессов.

Потребление раствора этанола в условиях 
свободного выбора на протяжении 3  недель 
приводит к увеличению экспрессии мРНК и 
белка BDNF, а также числа клеток, экспресси-
рующих BDNF, в гиппокампе мышей. В осно-
ве этого лежат посттрансляционные модифи-
кации гистонов в регуляторных областях гена, 
которые сопровождаются увеличением выжи-
ваемости и дифференцировки клеток в суб-
гранулярной зоне зубчатой фасции  [51]. При 
этом введение антагониста рецептора  TrkB 
(ANA-12) в период предоставления свободного 
выбора между раствором этанола и водой, не 
оказывая влияния на потребление алкоголя, 
подавляет нейрогенез, сопровождающий по-
требление алкоголя, что может свидетельство-
вать о компенсаторной роли BDNF в данном 
контексте  [51]. При острой отмене хрониче-
ского прерывистого доступа к парам этанола 
в герметичной камере на протяжении 7 недель 
на фоне увеличения числа пролиферирующих 
клеток регистрируется увеличение содержания 
белка BDNF и активной фосфорилирован-
ной формы TrkB в гиппокампе, тогда как при 
длительной абстиненции на протяжении 3 не-
дель отмечается снижение экспрессии BDNF 
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Таблица 1. Взаимосвязь BDNF и проявлений нейропластичности в условиях воздействия этанола в модельных системах

Вид, 
линия, 

пол

Модель 
потребления 

алкоголя
Временная 

точка Отдел мозга Показатели Взаимосвязь с BDNF Источник

Крысы 
Sprague-
Dawley, 
самцы

3 → 9%-ный 
раствор, 
21 день, 

единственный 
источник 
жидкости

ранняя 
абстиненция 

(48 часа)

гиппокамп, 
прилежащее 

ядро

экспрессия BDNF ↓;
ширина синаптиче-

ской щели ↑;
толщина областей 

постсинаптической 
плотности ↓;

кривизна синапсов ↓

косвенная 
взаимосвязь с BDNF [31]

Крысы 
Sprague-
Dawley, 
самцы

9%-ный 
раствор, 
15 дней, 

жидкая диета 
Либер–

ДеКарли

ранняя 
абстиненция 

(24 часа)

центральная 
и медиальная 

амигдала

экспрессия BDNF ↓;
экспрессия Arc ↓;

фосфорилированные 
формы ERK, Elk 

и CREB ↓;
плотность шипиков 

дендритов ↓;
тревожно-подобное 

поведение ↑

прямая взаимосвязь 
с BDNF в отношении 

экспрессии 
и поведения; 

инфузия BDNF 
в центральную 

амигдалу нормализует 
экспрессию Arc, 
содержание фос-
форилированных 
ERK, Elk и CREB, 
а также проявляет 
анксиолитическое 

действие

[32]

Мыши, 
C57BL/6J, 

самцы

3 → 10%-ный 
раствор, 
21 день, 

постоянный 
доступ 

и свободный 
выбор – 
2 поилки

острая 
отмена гиппокамп

экспрессия BDNF ↑;
фосфорилированные 

формы ERK, 
AKT CREB ↑;

обучение и память ↓

прямая взаимосвязь 
с BDNF в отношении 

экспрессии;
системное введение 

антагониста TrkB 
ANA-12 нормализует 

содержание 
фосфорилированных 

формы ERK, AKT 
CREB

[36]

Крысы, 
Wistar, 
самцы

5, 10 
и 20%-ный 

раствор, 
28 дней, 

постоянный 
доступ 

и свободный 
выбор – 
4 поилки

отсроченная 
абстиненция 

(7 дней)
гиппокамп

экспрессия BDNF ↓;
фосфорилированная 

форма ERK2 ↓;
память ↓

косвенная 
взаимосвязь с BDNF [37]

Крысы, 
беспо-

родные, 
самцы

10%-ный 
раствор,

30 недель, 
единственный 

источник 
жидкости

отсроченная 
абстиненция 

(7 дней)

фронтальная 
кора, 

гиппокамп
экспрессия BDNF ↑;

память ↓

косвенная 
взаимосвязь с BDNF; 

введение селанка 
в период абстиненции 

увеличивает индекс 
дискриминации 

в тесте «узнавание 
нового объекта» 
и препятствует 

этанол-индуциро-
ванному повышению 

уровня BDNF

[38]

Мыши, 
C57BL/6J, 

самцы

20%-ный 
раствор, 
21 день, 

прерывистый 
доступ и 

свободный 
выбор – 
2 поилки

ранняя 
абстиненция 

(48 часов)
базолатеральная 

амигдала

частота спонтанных 
возбуждающих 

постсинаптических 
токов ↑; 

тревожно-подобное 
поведение ↑

прямая взаимосвязь 
с BDNF; системное 
введение миметика 

BDNF 7,8-дигидрокси-
флавона (7,8-ДГФ) 

ослабляло тревожно-
подобное поведение 

и возбудимость 
пирамидных нейронов 

[45]
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Таблица 1 (продолжение) 

Вид, 
линия, 

пол

Модель 
потребления 

алкоголя
Временная 

точка Отдел мозга Показатели Взаимосвязь с BDNF Источник

Мыши, 
C57BL/6J, 

самцы

3 → 10%-ный 
раствор, 
21 день, 

постоянный 
доступ 

и свободный 
выбор – 
2 поилки

острая 
отмена гиппокамп экспрессия BDNF ↑;

нейрогенез ↑

прямая взаимосвязь 
с BDNF; системное 

введение антагониста 
TrkB ANA-12 

подавляет нейрогенез 

[51]

Крысы, 
Wistar, 
самцы

пары этанола, 
7 недель, 

прерывистый 
доступ

острая 
отмена 
(3 часа)

гиппокамп
экспрессия BDNF ↑; 
фосфорилированная 

форма TrkB ↑;
нейрогенез ↑

косвенная 
взаимосвязь с BDNF; 

при отсроченной 
абстиненции 

(3 недели) 
нормализация 

показателей

[52]

Крысы, 
Long-
Evans, 
самки

8 г/кг в сутки,
4 дня, 
интра-

гастральная 
инфузия

ранняя 
абстиненция 

(8 часов)
гиппокамп экспрессия BDNF ↓; 

нейрогенез ↓
косвенная 

взаимосвязь с BDNF [53]

Крысы 
Sprague-
Dawley, 
самцы

10%-ный 
раствор, 
12 дней, 

ограниченный 
доступ 

(30 минут 
темная фаза 

суток), 
свободный 

выбор – 
2 поилки

отсроченная 
абстиненция 

(7 дней)
гиппокамп

экспрессия BDNF ↓; 
фосфорилированная 

форма TrkB ↓;
нейрогенез ↓;

депрессивно-подоб-
ное поведение ↑

прямая взаимосвязь 
с BDNF; системное 
введение миметика 

BDNF 7,8-дигидрокси-
флавона (7,8-ДГФ) 
нормализовало экс-

прессию BDNF 
и нейрогенез, 

а также ослабляло 
депрессивно-

подобное поведение 

[54]

Примечание. Направление изменений: ↑ – повышение; ↓ – снижение, повышение концентрации этанола от → до.

и нейрогенеза в гиппокампе до контрольных 
значений [52].

В некоторых работах отмечается специ-
фичность нарушений нейрогенеза в ответ на 
воздействие алкоголя в зависимости от пола. 
У самок, но не самцов крыс при ранней абсти-
ненции после интоксикации этанолом с по-
мощью интрагастрального зонда в  дозе 8  г/кг 
в сутки на протяжении 4 дней отмечается сни-
жение числа гранулярных нейронов в зубчатой 
фасции гиппокампа, а также снижение белка 
BDNF в дорзальном гиппокампе, что ассоции-
ровано с нарушением пространственной па-
мяти в тесте «водный лабиринт Морриса» [53]. 
Снижение числа пролиферирующих клеток-
предшественников нейронов и незрелых ней-
ронов в зубчатой фасции гиппокампа мышей 
при отсроченной отмене после потребления 
алкоголя в течение 28 дней в условиях свобод-
ного выбора совпадало с развитием депрессив-
но- подобного фенотипа  [49]. В  исследовании 

Briones и Woods [54] продемонстрировано, что 
в основе данного процесса может лежать де-
фицит гиппокампального BDNF. Так, потреб-
ление этанола в режиме свободного выбо-
ра, который предоставлялся на протяжении 
12  дней на  30  минут в тёмную фазу суток, со-
провождается выраженной ангедонией и раз-
витием депрессивно-подобного поведения, 
снижением выживаемости и дифференци-
ровки клеток-предшественников нейронов в 
зубчатой фасции гиппокампа, а также сниже-
нием уровня белка BDNF и активной формы 
TrkB в гиппокампе в период абстиненции [54]. 
При этом системное введение миметика 
BDNF (7,8-ДГФ) на протяжении предоставле-
ния выбора между раствором этанола и водой, 
не оказывая влияния на потребление алко-
голя, нивелировало нарушения поведения и 
нейрогенеза, а также нормализовало содержа-
ние BDNF и активной формы TrkB в гиппо-
кампе [54].

10
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Таким образом, эксперименты in  vitro и 
in  vivo продемонстрировали, что воздействие 
алкоголя сопровождается нарушением нейро-
пластических процессов. При этом стимуля-
ция сигнальных каскадов, опосредованных 
BDNF, во всех случаях сопровождается поло-
жительным эффектом, нивелирующим уста-
новленное нарушение, независимо от того, 
снижается его уровень в конкретном отделе 
мозга или повышается в условиях воздействия 
алкоголя. Данное утверждение также справед-
ливо и для части экспериментов, в которых 
выявлена феноменологическая взаимосвязь 
нарушения нейропластичности с изменением 
содержания BDNF; эти работы демонстриру-
ют корреляционные отношения, в которых по-
вышение уровня BDNF связано с позитивной 
динамикой в отношении нарушений нейро-
пластичности и наоборот. Данные литературы 
относительно взаимосвязи BDNF и проявле-
ний нейропластичности в условиях воздей-
ствия этанола, полученные в экспериментах 
на грызунах, суммированы в табл. 1.

КЛИНИЧЕСКИЕ ДАННЫЕ

Анализ экспериментальных данных, по-
лученных в ходе клинических исследований 
пациентов с патологической зависимостью от 
алкоголя, показывает потенциальную значи-
мость показателей, характеризующих BDNF 
как биомаркер течения собственно злоупо-
требления алкоголем и прогноза восстанов-
ления в период воздержания [7, 55, 56]. Фокус 
исследований, представленных ниже, нацелен 
на взаимосвязь генетических особенностей 
строения гена BDNF и концентрации перифе-
рического BDNF c макроструктурными изме-
нениями в головном мозге, аффективными 
нарушениями и когнитивным дефицитом в 
контексте зависимости от алкоголя.

Связь BDNF с морфологическими наруше-
ниями. Наиболее изученным полиморфным 
локусом гена  BDNF является  rs6265. Дан-
ный полиморфизм представляет собой одно-
нуклеотидную замену G  →  A в транслируемой 
части гена  BDNF, что приводит к замене ва-
лина на метионин в положении 66  (Val66Met) 
в про-домене белка. Присутствие аллеля  Met 
снижает секрецию белка при деполяриза-
ции нейронов, при этом данный белок от-
сутствует в секреторных гранулах и синап-
сах  [57]. Согласно данным  МРТ, здоровые 
носители аллеля  Met характеризуются мень-
шим объёмом и сниженной функциональ-
ной активностью гиппокампа и префронталь-

ной коры, а также нарушением формирования 
памяти [58, 59].

В экспериментальных работах на трансген-
ных мышах продемонстрирована значимость 
данного полиморфизма в контексте потреб-
ления алкоголя и связанных с этим послед-
ствий. Так, трансгенные мыши с гомозигот-
ным генотипом Met68Met (замена Val68Met в 
гене Bdnf мыши эквивалентна замене Val66Met 
в гене  BDNF человека) демонстрируют повы-
шенное потребление раствора алкоголя в 
модели прерывистого доступа в условиях сво-
бодного выбора по сравнению с диким типом 
Val68Val [60]. При этом оверэкспрессия дикого 
типа BDNF Val68Val в префронтальной коре 
или системное введение агониста рецепто-
ров  TrkB (LM22A-4) снижало потребление 
алкоголя у данных мышей  [60]. С  другой сто-
роны, показано, что самки, но не самцы транс-
генных мышей, несущих гомозиготный гено-
тип Val66Val гена  BDNF человека, проявляют 
большую импульсивность и потребляют боль-
ше алкоголя в оперантной модели по сравне-
нию с носителями генотипа Met66Met  [61]. 
Кроме того, трансгенные мыши с гомозигот-
ным генотипом Met68Met, которые прена-
тально и в раннем постнатальном периоде 
подвергались действию паров этанола в герме-
тической камере, характеризуются снижени-
ем объёма слоя пирамидных нейронов в поле 
гиппокампа  СА1  [62]; при этом для данных 
мышей характерно увеличение объёма толь-
ко субрегиона stratum radiatum поля гиппо-
кампа СА1 [63].

Ряд полиморфных локусов гена  BDNF, а 
также периферический уровень BDNF связа-
ны со структурно-функциональными измене-
ниями  ЦНС, выявляемыми с помощью  МРТ 
у  лиц, злоупотребляющих алкоголем. Объём 
гиппокампа у зависимых от алкоголя пациен-
тов достоверно ниже по сравнению со здоро-
выми, при этом носительство гомозиготного 
генотипа Val66Val полиморфизма  rs6265 ассо-
циировано с тенденцией к восстановлению 
объёма гиппокампа в период воздержания на 
протяжении 7  месяцев  [64]. Более того, изме-
нения объёма гиппокампа у носителей гено-
типа Val66Val, но не у носителей аллеля  Met, 
демонстрировали положительные корреляции 
с выраженностью зрительно-пространствен-
ной памяти  [64]. Полиморфизм rs6265 связан 
с региональной спецификой восстановления 
объёма неокортекса во время воздержания от 
алкоголя. Носители гомозиготного генотипа 
Val66Val демонстрируют увеличение объёма 
серого вещества в затылочной доле после 
5  недель воздержания, тогда как у носителей 
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гетерозиготного генотипа Val66Met наблю-
дается увеличение белого вещества в лобной 
доле и тенденция к увеличению в теменной и 
височной долях  [65]. В  подкорковых областях 
также отмечалась региональная специфика: 
объём серого вещества в таламусе увеличи-
вался только у носителей гомозигот Val66Val, 
тогда как общий объём мозжечка и ствола 
мозга увеличивался только у носителей гете-
розигот Val66Met  [65]. Кроме того, в общей 
популяции, включающей как носителей гомо-
зиготного генотипа Val66Val, так и гетерози-
готного генотипа Val66Met, изменения корко-
вых и подкорковых объёмов серого вещества 
образовывали положительные корреляции с 
восстановлением когнитивных способностей, 
оценённых с помощью батареи нейрокогни-
тивных шкал [65]. C другой стороны, полимор-
физмы в гене  BDNF могут быть и не связаны 
с морфологическими нарушениями в голов-
ном мозге. Так, у лиц подросткового возраста 
с алкогольной зависимостью не было выяв-
лено связи rs6265 и объёма структур ЦНС [66]. 
Кроме того, у лиц с зависимостью от алкого-
ля показатели, характеризующие BDNF, могут 
быть связаны с активностью отделов мозга, 
что продемонстрировано с помощью функ-
циональной  МРТ. Согласно компонентному 
анализу, набор из 15  полиморфизмов в гене 
BDNF, включая rs6265, и 20 полиморфизмов в 
гене транскрипционного фактора  CREB свя-
зан со стимул-зависимой гиперактивацией те-
менной доли и задней поясной извилины у 
пьющих лиц с наиболее выраженной зависи-
мостью  [67]. У  лиц с алкогольной зависимо-
стью пониженный уровень BDNF в плазме 
ассоциирован с нарушением функциональной 
связи между амигдалой и префронтальной ко-
рой  [68]. Кроме того, низкий уровень BDNF 
и сниженная функциональная связь между 
этими отделами мозга в состоянии тревоги при 
ожидании шока (пропускание раздражающего 
электрического тока) связаны с большим ко-
личеством эпизодов потребления алкоголя и 
ранним началом злоупотребления [68].

Связь BDNF с аффективными и когнитивны ми 
нарушениями. Структурные изменения в  ЦНС, 
вызванные чрезмерным потреблением алко-
голя, сопряжены с развитием тревожности, а 
также расстройств настроения и когнитивных 
способностей, при этом данные нарушения 
могут быть ассоциированы с параметрами, ко-
торые характеризуют BDNF.

У лиц с зависимостью от алкоголя в со-
стоянии воздержания (без признаков синдро-
ма отмены) концентрация BDNF в сыворотке 
крови положительно коррелировала с уровнем 

ситуативной тревожности по шкале Спилбер-
гера (STAI, State-Trait Anxiety Inventory)  [69]. 
Примечательно, что взаимосвязь между аф-
фективными расстройствами, показателями, 
которые характеризуют BDNF, и потреблени-
ем алкоголя выявляется даже при отсутствии 
зависимости. Так, здоровые лица-носители 
аллеля  Met полиморфизма  rs6265 без клини-
чески выраженной зависимости от алкоголя 
являются более тревожными, согласно шка-
ле Либовица, для оценки симптомов социо-
фобии (LSAS, Liebowitz Social Anxiety Scale) 
при стресс-тесте и потребляют больше алко-
голя по сравнению с носителями генотипа 
Val66Val [70].

В период абстиненции (2–4  дня отмены) 
концентрация BDNF в сыворотке крови у лиц 
с зависимостью от алкоголя, независимо от 
коморбидной депрессии, была ниже по срав-
нению со здоровыми  [71]. При этом выяв-
ленные отрицательные корреляции между 
концентрацией BDNF и суммой баллов по 
шкале оценки ангедонии Снайта–Гамильтона 
(SHAPS, Snaith–Hamilton Pleasure Scale) сви-
детельствовали, что чем меньше концентра-
ция BNDF, тем больше выражена ангедония. 
Согласно результату множественной регрес-
сии, концентрация BNDF совместно с полом 
и возрастом являются предиктором ангедо-
нии [71]. Показано, что низкий уровень BDNF 
в сыворотке крови связан со злоупотреблени-
ем алкоголем, расстройствами настроения и 
полиморфизмами в гене  BDNF. Посредством 
регрессионного анализа было показано, что 
4 фактора, включая уровень γ-глутамилтранс-
пептидазы, носительство Met-аллеля поли-
морфизма rs6265 в гене BDNF, количество пре-
дыдущих детоксикаций и эпизодов депрессии 
(но не коморбидной клинически подтверждён-
ной депрессии) могут предсказать концентра-
цию BDNF в сыворотке крови как при поступ-
лении в стационар, так и спустя 6  месяцев 
воздержания  [55]. Тем не менее изменения 
периферического уровня BDNF могут и не ас-
социироваться с тревожностью или расстрой-
ствами настроения. Так, пониженный уровень 
BDNF в плазме крови у зависимых от алкоголя 
пациентов, проходящих терапию, не корре-
лировал с уровнем ситуативной и личностной 
тревожности по шкале Спилбергера или вы-
раженностью депрессии по шкале Бека (BDI, 
Beck’s Depression Inventory) [72].

На корейской популяции выявлена поло-
жительная корреляция между концентрацией 
BDNF в плазме крови пациентов с зависимо-
стью от алкоголя, воздерживающихся от алко-
голя по меньшей мере неделю, и когнитивными 
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способностями по шкале CERAD (Consortium 
to Establish a Registry for Alzheimer’s Dis-
ease)  [73]. У  лиц с алкогольной зависимостью, 
воздерживающихся от алкоголя по меньшей 
мере 4  недели, уровень BDNF в плазме пони-
жен по сравнению со здоровым контролем, 
при этом были выявлены положительные кор-
реляции между уровнем BDNF в плазме крови 

и когнитивными способностями, оценёнными 
с помощью батареи тестов для оценки лоб-
ной дисфункции (FAB, frontal assessment bat-
tery) [37]. У лиц с зависимостью от алкоголя, не 
употребляющих алкоголь 4 месяца и демонстри-
рующих выраженный дефицит когнитивных 
способностей, установленным на основе бата-
реи тестов FAB и опросника для диагностики 

Таблица 2. Взаимосвязь BDNF и клинических последствий зависимости от алкоголя

Потребление 
алкоголя

Показатель 
BDNF

Морфологический/клинический 
показатель Взаимосвязь с BDNF Источник

Воздержание, 
7 месяцев

Носительство 
генотипа 

Val66Val rs6265

объём гиппокампа;
зрительно-пространственная 

память

восстановление объема 
гиппокампа; положительная 
корреляция восстановления 

объема гиппокампа и улучшения 
зрительно-пространственной 

памяти

[64]

Воздержание, 
5 недель

носительство 
генотипа 

Val66Val rs6265
объём серого вещества 

затылочной доли и таламусе
увеличение объёма серого 

вещества в затылочной доле 
неокортекса и таламусе

[65]
носительство 

генотипа 
Val66Met rs6265

объём белого вещества 
лобной доли; 

общий объем мозжечка 
и ствола мозга

увеличение объёма белого 
вещества лобной доли 

неокортекса и общего объема 
мозжечка и ствола мозга

Текущая 
зависимость 
от алкоголя, 

воздержание, 
≥ 24 часа

концентрация 
BDNF в плазме

функциональная связь 
амигдала-медиальная 
префронтальная кора

пониженный уровень BDNF 
в плазме крови ассоциирован 

с нарушением функциональной 
связи между амигдалой 

и медиальной префронтальной 
корой при состоянии тревоги 

во время ожидания шока 
(пропускание раздражающего 

электрического тока) 
во время процедуры 

функциональной МРТ;
данные показатели связаны 

с большим количеством 
эпизодов потребления алкоголя 

за последние 60 дней 
и более ранним началом 

злоупотребления

[68]

Текущая 
зависимость 
от алкоголя, 

без воздержания

концентрация 
BDNF 

в сыворотке
тревожность 

по шкале Спилбергера

установлена положительная 
корреляция между 

концентрацией BDNF 
в сыворотке крови 

и уровнем ситуативной 
тревожности 

по шкале Спилбергера

[69]

Абстиненция,
2–4 дня

концентрация 
BDNF 

в сыворотке
ангедония 

по шкале Снайта–Гамильтона

установлена отрицательная 
корреляция концентрации 
BDNF в сыворотке крови 

и суммы баллов по шкале оценки 
ангедонии Снайта–Гамильтона;

согласно множественной 
регрессии, концентрация BNDF 
совместно с полом и возрастом 

являются предиктором 
ангедонии

[71]
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Таблица 2 (продолжение) 

Потребление 
алкоголя

Показатель 
BDNF

Морфологический/клинический 
показатель Взаимосвязь с BDNF Источник

Воздержание, 
6 месяцев

концентрация 
BDNF 

в сыворотке;
носительство 

аллеля Met 
rs6265

γ-глутамилтранспептидаза 
в сыворотке;

количество детоксикаций 
и эпизодов депрессии

регрессионный анализ показал, 
что уровень γ-глутамилтранс-
пептидазы, носительство Met-
аллеля полиморфизма rs6265 

в гене BDNF; количество 
предыдущих детоксикаций 

и эпизодов депрессии могут 
предсказать концентрацию 
BDNF в сыворотке крови 

как при поступлении 
в стационар, так и спустя 

6 месяцев воздержания

[55]

Воздержание, 
≥ 7 дней

концентрация 
BDNF в плазме

когнитивные способности, 
CERAD

положительная корреляция 
между концентрацией BDNF 

в плазме крови и когнитивными 
способностями с помощью 

шкалы CERAD

[73]

Воздержание, 
≥ 4 недели

концентрация 
BDNF в плазме

когнитивные способности, 
батарея тестов для оценки 

лобной дисфункции 
(FAB, frontal assessment battery)

положительные корреляции 
между уровнем BDNF 

в плазме крови и когнитивными 
способностями согласно 

батарее тестов FAB

[37]

Воздержание, 
4 месяца

концентрация 
BDNF в плазме

когнитивные способности, 
батарея тестов FAB и MFE 
(memory failures of everyday)

согласно логистической 
регрессии, оценка 

концентрации BDNF в плазме 
крови может дискриминировать 
лиц с выраженным дефицитом 

когнитивных способностей 
и лиц без дефицита

[74]

Воздержание, 
3 недели

концентрация 
BDNF 

в сыворотке

когнитивные способности, 
Монреальская когнитивная 

шкала

согласно регрессионному 
анализу, концентрация BDNF 
в сыворотке крови может быть 

предиктором когнитивных 
способностей

[76]

нарушения памяти MFE (memory failures of 
everyday), концентрация BDNF в плазме крови 
значительно ниже по сравнению с лицами без 
дефицита [74]. Согласно логистической регрес-
сии, оценка концентрации BDNF в плазме 
крови может быть использована для выявле-
ния лиц с выраженным дефицитом когнитив-
ных способностей и лиц без дефицита  [74]. 
Было установлено, что у пациентов, зависимых 
как от кокаина, так и от алкоголя и прошед-
ших курс детоксикации, уровень мРНК  BDNF 
в лейкоцитах был повышен, а данный показа-
тель в объединённой популяции может пред-
сказать выраженность когнитивных наруше-
ний по результатам батареи тестов для оценки 
лобной дисфункции FAB [75]. Спустя 3 недели 
воздержания в условиях стационара концен-
трация BDNF в сыворотке крови ассоцииро-
вана с суммой баллов по Монреальской ког-
нитивной шкале (MoCA, Montreal Cognitive 
Assessment)  [76]. Тем не менее показатели, ха-

рактеризующие BDNF, могут быть и не связа-
ны с когнитивными способностями в условиях 
потребления алкоголя. Так, в китайской по-
пуляции не было установлено связи между зло-
употреблением алкоголя или уровнем BDNF 
в сыворотке крови с когнитивными способ-
ностями, оценёнными с помощью повторяе-
мой батареи для оценки нейропсихологиче-
ского статуса (RBANS, repeatable battery for the 
assessment of neuropsychological status) [77].

Таким образом, результаты клинических 
исследований демонстрируют, что показате-
ли, характеризующие систему BDNF, связаны 
с последствиями алкогольной зависимости. 
Так, полиморфизм rs6265 может характеризо-
вать специфику морфологических перестроек 
в  ЦНС, а концентрация BDNF в перифери-
ческой крови коррелирует с уровнем тревож-
ности и депрессивности, а также выраженно-
стью когнитивных нарушений. Кроме того, 
полиморфизм rs6265 и концентрация BDNF в 
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периферической крови могут предсказать ди-
намику таких нарушений. Тем не менее неко-
торая разнородность данных в настоящее вре-
мя препятствует однозначному заключению об 
использовании данных показателей в качестве 
биомаркеров, прогностических или диагно-
стических критериев. Результаты конкрет-
ных клинических исследований представлены 
в табл. 2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Анализ данных позволяет заключить, что 
при формировании алкогольной зависимости 
происходят изменения уровня BDNF, по всей 
видимости, зависящие от структуры ЦНС и 
способа алкоголизации. Эти изменения мо-
гут приводить к специфическим структурным 
перестройкам нейронов и развитию поведен-
ческих нарушений, тогда как прямое или опо-
средованное повышение локального уровня 
BDNF сопровождается обратной динамикой 
нарушений. В  клинике алкогольной зависи-
мости повышение периферического уровня 
BDNF также в целом связано с благоприятным 
прогнозом относительно последствий хрони-
ческой интоксикации в контексте нейроплас-
тичности. Тем не менее экспериментальный 
материал не проясняет, является ли адаптив-
ный процесс структурной и функциональной 
пластичности, опосредованной BDNF, фак-
тором, который провоцирует развитие зави-
симости и её последствий, или представляет 
собой результат реализации компенсаторных 
механизмов в ответ на хроническое воздей-
ствие избыточных концентраций алкоголя [7]. 
Судя по всему, в зависимости от контекста 
(отдел мозга, паттерн потребления алкоголя, 
длительность интоксикации) опосредованная 
BDNF нейропластичность может являться 
как патологической, так и адаптивной. Так, 
основываясь на данных работ под руковод-
ством S.C. Pandey [32–35], недостаток BDNF в 
условиях воздействия алкоголя может являться 
причиной фенотипического дефицита, тогда 
как, согласно Stragier  et  al.  [36, 51], повыше-
ние уровня BDNF при потреблении алкоголя 
является звеном компенсаторного механизма, 
призванного противодействовать нарушениям 
фенотипа.

Несмотря на определённый прогресс в 
изучении роли BDNF в нарушении нейроплас-
тических процессов, вызванных воздействи-

ем алкоголя, исследования в данной области 
далеки от завершения. В  связи с этим можно 
выделить актуальные направления будущих 
исследований.

• Какие нейрохимические системы 
работают согласовано с BDNF? Поскольку 
BDNF не является прямой молекулярной ми-
шенью алкоголя  [4], необходимо установить 
механизмы изменения экспрессии BDNF и 
его функционирования в контексте развития 
зависимости. Кроме того, важно понять, на 
какие молекулярные мишени воздействует сам 
BDNF в условиях воздействия алкоголя.

• Детерминирует ли BDNF чувствитель-
ность к действию алкоголя? Склонность к раз-
витию зависимости от алкоголя и связанных 
с этим адаптивных процессов гетерогенна в 
популяции. Необходимо установить, какие 
биологические факторы, связанные напря-
мую или опосредованно с функционирова-
нием BDNF, могут предопределять нарушения 
нейропластичности при комплексном воздей-
ствии алкоголя на ЦНС. Ответ на этот вопрос 
позволил бы персонализировать профилак-
тику и коррекцию патологического процесса, 
связанного со злоупотреблением алкоголем.

Представляется, что ответы на эти вопро-
сы в будущем обеспечат внедрение фармако-
логических и немедикаментозных средств, 
способных влиять на активность системы 
BDNF, тем самым нормализуя аберрантную 
пластичность в уязвимых отделах мозга при 
зависимости от алкоголя.

Вклад авторов. Д.И.  Перегуд  – кон-
цепция, написание первичного текста; 
Д.И.  Перегуд, В.Ю.  Баронец, Н.Н.  Тереби-
лина  –  поиск и анализ данных литературы; 
Н.В. Гуляева – концепция, окончательное ре-
дактирование статьи.

Финансирование. Работа выполнена в рам-
ках государственного задания по теме «Изуче-
ние патогенетических механизмов формиро-
вания зависимости от психоактивных веществ 
с использованием генетических, биохимиче-
ских, иммунологических, нейрофизиологи-
ческих и нейрокогнитивных подходов» (рег. 
№ 121041300174-8).

Конфликт интересов. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Настоящая 
статья не содержит описания каких-либо ис-
следований с участием людей или животных 
в качестве объектов.



BDNF, НЕЙРОПЛАСТИЧНОСТЬ И АЛКОГОЛЬ 503

БИОХИМИЯ том 88 вып. 3 2023

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

 1. Киржанова В. В., Григорова Н. И., Бобков Е. Н., 
Киржанов В. Н., Сидорюк О. В. (2021) Деятель-
ность наркологической службы в Российской Федера-
ции в 2019-2020 годах: Аналитический обзор, ФГБУ 
«НМИЦ ПН им. В.П. Сербского» Минздрава Рос-
сии, Москва.

 2. Сошников С. С., Стародубов В. И., Халтурина Д. А., 
Власов В. В., Обухова О. В., Идрисов Б. Т. (2020) 
Бремя последствий от употребления психоактив-
ных веществ в Российской Федерации, Неврол. 
Вестник, 52, 49-54, doi: 10.17816/nb18975.

 3. Egervari, G., Siciliano, C. A., Whiteley, E. L., and 
Ron, D. (2021) Alcohol and the brain: from genes 
to circuits, Trends Neurosci., 44, 1004-1015, 
doi: 10.1016/j.tins.2021.09.006.

 4. Abrahao, K. P., Salinas, A. G., and Lovinger, D. M. 
(2017) Alcohol and the brain: neuronal molecular 
targets, synapses, and circuits, Neuron, 96, 1223-1238, 
doi: 10.1016/j.neuron.2017.10.032.

 5. Gilpin, N. W., and Koob, G. F. (2008) Neurobiology 
of alcohol dependence: focus on motivational 
mechanisms, Alcohol Res. Health, 31, 185-195.

 6. Gass, J. T., and Olive, M. F. (2012) Neurochemical 
and neurostructural plasticity in alcoholism. ACS 
Chem. Neurosci., 3, 494-504, doi: 10.1021/cn300013p.

 7. Ceballos, N., and Sharma, S. (2016) Risk and resil-
ience: the role of brain-derived neurotrophic factor in 
alcohol use disorder, AIMS Neuroscience, 3, 398-432, 
doi: 10.3934/Neuroscience.2016.4.398.

 8. Kalueff, A. V. (2007) Neurobiology of memory and 
anxiety: from genes to behavior, Neural Plast., 2007, 
78171, doi: 10.1155/2007/78171.

 9. Bannerman, D. M., Sprengel, R., Sanderson, D. J., 
McHugh, S. B., Rawlins, J. N., Monyer, H., and See-
burg, P. H. (2014) Hippocampal synaptic plasticity, 
spatial memory and anxiety, Nat. Rev. Neurosci., 15, 
181-192, doi: 10.1038/nrn3677.

 10. Rădulescu, I., Drăgoi, A. M., Trifu, S. C., and Cris-
tea,  M.  B. (2021) Neuroplasticity and depression: 
rewiring the brain’s networks through pharmaco-
logical therapy (review), Exp. Ther. Med., 22, 1131, 
doi: 10.3892/etm.2021.10565.

 11. Ron, D., and Barak, S. (2016) Molecular mechanisms 
underlying alcohol-drinking behaviours, Nat. Rev. 
Neurosci., 17, 576-591, doi: 10.1038/nrn.2016.85.

 12. Liran, M., Rahamim, N., Ron, D., and Barak, S. 
(2020) Growth factors and alcohol use disorder, Cold. 
Spring. Harb. Perspect. Med., 10, a039271, doi: 10.1101/
cshperspect.a039271.

 13. Logrip, M. L., Barak, S., Warnault, V., and Ron, D. 
(2015) Corticostriatal BDNF and alcohol ad-
diction, Brain Res., 1628, 60-67, doi:  10.1016/
j.brainres.2015.03.025.

 14. Ron, D., and Berger, A. (2018) Targeting the intra-
cellular signaling “STOP” and “GO” pathways for 

the treatment of alcohol use disorders, Psychophar-
macology (Berl), 235, 1727-1743, doi: 10.1007/s00213-
018-4882-z.

 15. Lipsky, R. H., and Marini, A. M. (2007) Brain-derived 
neurotrophic factor in neuronal survival and behavior-
related plasticity, Ann. N. Y. Acad. Sci., 1122, 130-143, 
doi: 10.1196/annals.1403.009.

 16. Hensler, J. G., Ladenheim, E. E., and Lyons, W. E. 
(2003) Ethanol consumption and serotonin-1A 
(5-HT1A) receptor function in heterozygous BDNF+/– 
mice, J.  Neurochem., 85, 1139-1147, doi:  10.1046/
j.1471-4159.2003.01748.x.

 17. McGough, N. N., He, D. Y., Logrip, M. L., Jean-
blanc,  J., Phamluong, K., Luong, K., Kharazia, V., 
Janak, P. H., and Ron, D. (2004) RACK1 and brain-
derived neurotrophic factor: a homeostatic pathway that 
regulates alcohol addiction, J.  Neurosci., 24, 10542-
10552, doi: 10.1523/JNEUROSCI.3714-04.2004.

 18. Jeanblanc, J., He, D. Y., Carnicella, S., Kharazia, V., 
Janak, P. H., and Ron, D. (2009) Endogenous 
BDNF in the dorsolateral striatum gates alcohol 
drinking, J. Neurosci., 29, 13494-13502, doi: 10.1523/
JNEUROSCI.2243-09.2009.

 19. Haun, H. L., Griffin, W. C., Lopez, M. F., Solo-
mon,  M.  G., Mulholland, P. J., Woodward, J. J., 
McGinty, J. F., Ron, D., and Becker, H. C. (2018) 
Increasing Brain-Derived Neurotrophic Fac-
tor (BDNF) in medial prefrontal cortex selective-
ly reduces excessive drinking in ethanol dependent 
mice, Neuropharmacology, 140, 35-42, doi:  10.1016/
j.neuropharm.2018.07.031.

 20. Chao, M. V. (2003) Neurotrophins and their receptors: 
a convergence point for many signalling pathways, 
Nat. Rev. Neurosci., 4, 299-309, doi: 10.1038/nrn1078.

 21. Sasi, M., Vignoli, B., Canossa, M., and Blum, R. 
(2017) Neurobiology of local and intercellular BDNF 
signaling, Pflugers Arch., 469, 593-610, doi:  10.1007/
s00424-017-1964-4.

 22. Kowiański, P., Lietzau, G., Czuba, E., Waśkow, M., 
Steliga, A., and Moryś, J. (2018) BDNF: a key factor 
with multipotent impact on brain signaling and 
synaptic plasticity, Cell. Mol. Neurobiol., 38, 579-593, 
doi: 10.1007/s10571-017-0510-4.

 23. Zagrebelsky, M., Tacke, C., and Korte, M. (2020) 
BDNF signaling during the lifetime of dendritic 
spines, Cell. Tissue Res., 382, 185-199, doi:  10.1007/
s00441-020-03226-5.

 24. Logrip, M. L., Janak, P. H., and Ron D. (2008) 
Dynorphin is a downstream effector of striatal BDNF 
regulation of ethanol intake, FASEB J., 22, 2393-2404, 
doi: 10.1096/fj.07-099135.

 25. Ohrtman, J. D., Stancik, E. K., Lovinger, D. M., 
and Davis, M. I. (2006) Ethanol inhibits brain- 
derived neurotrophic factor stimulation of extracellu-
lar signal-regulated/mitogen-activated protein kinase 



ПЕРЕГУД и др.504

БИОХИМИЯ том 88 вып. 3 2023

in cerebellar granule cells, Alcohol, 39, 29-37, 
doi: 10.1016/j.alcohol.2006.06.011.

 26. Li, Z., Ding, M., Thiele, C. J., and Luo, J. (2004) 
Ethanol inhibits brain-derived neurotrophic factor- 
mediated intracellular signaling and activator pro-
tein-1 activation in cerebellar granule neurons, Neu-
roscience, 126, 149-162, doi:  10.1016/j.neuroscience.
2004.03.028.

 27. Lindsley, T. A., Shah, S. N., and Ruggiero, E. A. (2011) 
Ethanol alters BDNF-induced Rho GTPase activation 
in axonal growth cones, Alcohol. Clin. Exp. Res., 35, 
1321-1330, doi: 10.1111/j.1530-0277.2011.01468.x.

 28. Gao, X., Smith, G. M., and Chen, J. (2009) Impaired 
dendric development and synaptic formation of 
postnatal-born dentate gyrus granular neurons in 
the absence of brain-derived neurotrophic factor 
signaling, Exp. Neurol., 215, 178-190, doi:  10.1016/
j.expneurol.2008.10.009.

 29. Rauskolb, S., Zagrebelsky, M., Dreznjak, A., 
Deogracias, R., Matsumoto, T., Wiese, S., Erne, B., 
Sendtner, M., Schaeren-Wiemers, N., Korte, M., and 
Barde, Y. A. (2010) Global deprivation of brain-derived 
neurotrophic factor in the CNS reveals an area-specific 
requirement for dendritic growth, J.  Neurosci., 30, 
1739-1749, doi: 10.1523/JNEUROSCI.5100-09.2010.

 30. Rex, C. S., Lin, C. Y., Kramár, E. A., Chen, L. Y., 
Gall, C. M., and Lynch, G. (2007) Brain-derived 
neurotrophic factor promotes long-term potentiation- 
related cytoskeletal changes in adult hippocampus, 
J. Neurosci., 27, 3017-3029, doi: 10.1523/JNEUROSCI.
4037-06.2007.

 31. Hou, L., Guo, Y., Lian, B., Wang, Y., Li, C., Wang, G., 
Li, Q., Pang, J., Sun, H., and Sun, L. (2018) Synaptic 
ultrastructure might be involved in HCN1-related 
BDNF mRNA in withdrawal-anxiety after ethanol 
dependence, Front. Psychiatry, 9, 215, doi:  10.3389/
fpsyt.2018.00215.

 32. Pandey, S. C., Zhang, H., Ugale, R., Prakash, A., 
Xu, T., and Misra, K. (2008) Effector immediate-
early gene arc in the amygdala plays a critical role in 
alcoholism, J. Neurosci., 28, 2589-2600, doi: 10.1523/
JNEUROSCI.4752-07.2008.

 33. You, C., Zhang, H., Sakharkar, A. J., Teppen, T., and 
Pandey, S. C. (2014) Reversal of deficits in dendritic 
spines, BDNF and Arc expression in the amygdala 
during alcohol dependence by HDAC inhibitor 
treatment, Int. J. Neuropsychopharmacol., 17, 313-322, 
doi: 10.1017/S1461145713001144.

 34. Moonat, S., Sakharkar, A. J., Zhang, H., and Pan-
dey, S. C. (2011) The  role of amygdaloid brain- 
derived neurotrophic factor, activity-regulated cyto-
skeleton-associated protein and dendritic spines in 
anxiety and alcoholism, Addict. Biol., 16, 238-250, 
doi: 10.1111/j.1369-1600.2010.00275.x.

 35. Moonat, S., Sakharkar, A. J., Zhang, H., Tang, L., 
and Pandey, S. C. (2013) Aberrant histone deacety-
lase2-mediated histone modifications and synap-

tic plasticity in the amygdala predisposes to anxi-
ety and alcoholism, Biol. Psychiatry, 73, 763-773, 
doi: 10.1016/j.biopsych.2013.01.012.

 36. Stragier, E., Martin, V., Davenas, E., Poilbout, C., 
Mongeau, R., Corradetti, R., and Lanfumey, L. (2015) 
Brain plasticity and cognitive functions after ethanol 
consumption in C57BL/6J mice, Transl. Psychiatry, 5, 
e696, doi: 10.1038/tp.2015.183.

 37. Silva-Peña, D., García-Marchena, N., Alén, F., 
Araos, P., Rivera, P., Vargas, A., García-Fernán-
dez,  M.  I., Martín-Velasco, A. I., Villanúa, M. Á., 
Castilla-Ortega, E., Santín, L., Pavón, F. J., Serra-
no,  A., Rubio, G., Rodríguez de Fonseca, F., and 
Suárez, J. (2019) Alcohol-induced cognitive deficits 
are associated with decreased circulating levels of the 
neurotrophin BDNF in humans and rats, Addict. Biol., 
24, 1019-1033, doi: 10.1111/adb.12668.

 38. Kolik, L. G., Nadorova, A. V., Antipova, T. A., 
Kruglov, S. V., Kudrin, V. S., and Durnev, A. D. (2019) 
Selank, peptide analogue of tuftsin, protects against 
ethanol-induced memory impairment by regulating 
of BDNF content in the hippocampus and prefrontal 
cortex in rats, Bull. Exp. Biol. Med., 167, 641-644, 
doi: 10.1007/s10517-019-04588-9.

 39. Conner, J. M., Lauterborn, J. C., Yan, Q., Gall, C. M., 
and Varon, S. (1997) Distribution of brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF) protein and mRNA in the 
normal adult rat CNS: evidence for anterograde axonal 
transport, J.  Neurosci., 17, 2295-2313, doi:  10.1523/
JNEUROSCI.17-07-02295.1997.

 40. Dieni, S., Matsumoto, T., Dekkers, M., Rauskolb, S., 
Ionescu, M. S., Deogracias, R., Gundelfinger, E. D., 
Kojima, M., Nestel, S., Frotscher, M., and Barde, Y. A. 
(2012) BDNF and its pro-peptide are stored in 
presynaptic dense core vesicles in brain neurons, 
J. Cell. Biol., 196, 775-788, doi: 10.1083/jcb.201201038.

 41. Boulanger, L. M., and Poo, M. M. (1999) Presynap-
tic depolarization facilitates neurotrophin-induced 
synaptic potentiation, Nat. Neurosci., 4, 346-351, 
doi: 10.1038/7258.

 42. Park, H., and Poo, M. M. (2013) Neurotrophin 
regulation of neural circuit development and function, 
Nat. Rev. Neurosci., 14, 7-23, doi: 10.1038/nrn3379.

 43. Zucca. S., and Valenzuela, C. F. (2010) Low con-
centrations of alcohol inhibit BDNF-dependent 
GABAergic plasticity via L-type Ca2+ channel in-
hibition in developing CA3 hippocampal pyramidal 
neurons, J.  Neurosci., 30, 6776-6781, doi:  10.1523/
JNEUROSCI.5405-09.2010.

 44. Kolb, J. E., Trettel, J., and Levine, E. S. (2005) BDNF 
enhancement of postsynaptic NMDA receptors is 
blocked by ethanol, Synapse, 55, 52-57, doi: 10.1002/
syn.20090.

 45. Wang, N., Liu, X., Li, X. T., Li, X. X., Ma, W., Xu, 
Y. M., Liu, Y., Gao, Q., Yang, T., Wang, H., Peng, Y., 
Zhu, X. F., and Guan, Y. Z. (2021) 7,8-Dihydroxy-
f lavone alleviates anxiety-like behavior induced by 



BDNF, НЕЙРОПЛАСТИЧНОСТЬ И АЛКОГОЛЬ 505

БИОХИМИЯ том 88 вып. 3 2023

chronic alcohol exposure in mice involving tropomyo-
sin-related kinase B in the amygdala, Mol. Neurobiol., 
58, 92-105, doi: 10.1007/s12035-020-02111-0.

 46. Peregud, D., Kvichansky, A., Shirobokova, N., Ste-
panichev, M., and Gulyaeva, N. (2022) 7,8-DHF 
enhances SHH in the hippocampus and striatum 
during early abstinence but has minor effects on alco-
hol intake in IA2BC paradigm and abstinence-relat-
ed anxiety-like behavior in rats, Neurosci. Lett., 781, 
136671, doi: 10.1016/j.neulet.2022.136671.

 47. Aberg, E., Hofstetter, C. P., Olson, L., and Brené, S. 
(2005) Moderate ethanol consumption increases 
hippocampal cell proliferation and neurogenesis in the 
adult mouse, Int.  J. Neuropsychopharmacol., 8, 557-
567, doi: 10.1017/S1461145705005286.

 48. Nixon, K., and Crews, F. T. (2002) Binge ethanol expo-
sure decreases neurogenesis in adult rat hippocampus, 
J.  Neurochem., 83, 1087-1093, doi:  10.1046/j.1471-
4159.2002.01214.x.

 49. Stevenson, J. R., Schroeder, J. P., Nixon, K., Besheer, J., 
Crews, F. T., and Hodge, C.  W. (2009) Abstinence 
following alcohol drinking produces depression-like 
behavior and reduced hippocampal neurogenesis 
in mice, Neuropsychopharmacology, 34, 1209-1222, 
doi: 10.1038/npp.2008.90.

 50. Numakawa, T., Odaka, H., and Adachi, N. (2018) 
Actions of brain-derived neurotrophin factor in the 
neurogenesis and neuronal function, and its involve-
ment in the pathophysiology of brain diseases, Int. J. 
Mol. Sci., 19, 3650, doi: 10.3390/ijms19113650.

 51. Stragier, E., Massart, R., Salery, M., Hamon, M., 
Geny, D., Martin, V., Boulle, F., and Lanfumey, L. 
(2015) Ethanol-induced epigenetic regulations at the 
Bdnf gene in C57BL/6J mice, Mol. Psychiatry, 20, 
405-412, doi: 10.1038/mp.2014.38.

 52. Somkuwar, S. S., Fannon, M. J., Staples, M. C., 
Zamora-Martinez, E. R., Navarro, A. I., Kim, A., 
Quigley, J. A., Edwards, S., and Mandyam, C. D. 
(2016) Alcohol dependence-induced regulation of the 
proliferation and survival of adult brain progenitors is 
associated with altered BDNF-TrkB signaling, Brain. 
Struct. Funct., 221, 4319-4335, doi:  10.1007/s00429-
015-1163-z.

 53. Maynard, M. E., Barton, E. A., Robinson, C. R., 
Wooden, J. I., and Leasure, J. L. (2018) Sex differences 
in hippocampal damage, cognitive impairment, and 
trophic factor expression in an animal model of an 
alcohol use disorder, Brain. Struct. Funct., 223, 195-
210, doi: 10.1007/s00429-017-1482-3.

 54. Briones, T. L., and Woods, J. (2013) Chronic binge-
like alcohol consumption in adolescence causes 
depression-like symptoms possibly mediated by the 
effects of BDNF on neurogenesis, Neuroscience, 254, 
324-334, doi: 10.1016/j.neuroscience.2013.09.031.

 55. Nubukpo, P., Ramoz, N., Girard, M., Malauzat, D., 
and Gorwood, P. (2017) Determinants of blood brain-
derived neurotrophic factor blood levels in patients 

with alcohol use disorder, Alcohol. Clin. Exp. Res., 41, 
1280-1287, doi: 10.1111/acer.13414.

 56. Kethawath, S. M., Jain, R., Dhawan, A., and Sarkar, S. 
(2020) A  review of peripheral brain-derived neuro-
trophic factor levels in alcohol-dependent patients: 
current understanding, Indian J. Psychiatry, 62, 15-20, 
doi: 10.4103/psychiatry.IndianJPsychiatry_134_19.

 57. Egan, M. F., Kojima, M., Callicott, J. H., Goldberg, T. E., 
Kolachana, B. S., Bertolino, A., Zaitsev, E., Gold, B., 
Goldman, D., Dean, M., Lu, B., and Weinberger, D. R. 
(2003) The  BDNF val66met polymorphism affects 
activity-dependent secretion of BDNF and human 
memory and hippocampal function, Cell, 112, 257-
269, doi: 10.1016/s0092-8674(03)00035-7.

 58. Hariri, A. R., Goldberg, T. E., Mattay, V. S., Kolacha-
na, B. S., Callicott, J. H., Egan, M. F., and Weinberg-
er, D. R. (2003) Brain-derived neurotrophic factor val-
66met polymorphism affects human memory- related 
hippocampal activity and predicts memory perfor-
mance, J.  Neurosci., 23, 6690-6694, doi:  10.1523/
JNEUROSCI.23-17-06690.2003.

 59. Pezawas, L., Verchinski, B. A., Mattay, V. S., 
Callicott,  J.  H., Kolachana, B. S., Straub, R. E., 
Egan,  M.  F., Meyer-Lindenberg, A., and Weinberg-
er, D. R. (2004) The brain-derived neurotrophic fac-
tor val66met polymorphism and variation in human 
cortical morphology, J.  Neurosci., 24, 10099-10102, 
doi: 10.1523/JNEUROSCI.2680-04.2004.

 60. Warnault, V., Darcq, E., Morisot, N., Phamluong, K., 
Wilbrecht, L., Massa, S. M., Longo, F. M., and 
Ron, D. (2016) The  BDNF valine 68 to methionine 
polymorphism increases compulsive alcohol drinking 
in mice that is reversed by tropomyosin receptor 
kinase  B activation, Biol. Psychiatry, 79, 463-473, 
doi: 10.1016/j.biopsych.2015.06.007.

 61. Hogan, N. L., Jaehne, E. J., Bak, S., Djouma, E., and 
van den Buuse, M. (2021) Brain-Derived neurotrophic 
factor Val66Met induces female-specific changes in 
impulsive behaviour and alcohol self-administration 
in mice, Behav. Brain Res., 401, 113090, doi: 10.1016/
j.bbr.2020.113090.

 62. Bird, C. W., Baculis, B. C., Mayfield, J. J., Chavez, G. J., 
Ontiveros, T., Paine, D. J., Marks, A. J., Gonzales, A. L., 
Ron, D., and Valenzuela, C. F. (2019) The brain-
derived neurotrophic factor VAL68MET polymor-
phism modulates how developmental ethanol exposure 
impacts the hippocampus, Genes Brain Behav., 18, 
e12484, doi: 10.1111/gbb.12484.

 63. Bird, C. W., Barber, M. J., Martin, J., Mayfield, J. J., 
and Valenzuela, C. F. (2020) The mouse-equivalent 
of the human BDNF VAL66MET polymorphism 
increases dorsal hippocampal volume and does not 
interact with developmental ethanol exposure, Alcohol, 
86, 17-24, doi: 10.1016/j.alcohol.2020.03.005.

 64. Hoefer, M. E., Pennington, D. L., Durazzo, T. C., 
Mon, A., Abé, C., Truran, D., Hutchison, K. E., 
and Meyerhoff, D. J. (2014) Genetic and behavioral 



ПЕРЕГУД и др.506

БИОХИМИЯ том 88 вып. 3 2023

determinants of hippocampal volume recovery 
during abstinence from alcohol, Alcohol, 48, 631-638, 
doi: 10.1016/j.alcohol.2014.08.007.

 65. Mon, A., Durazzo, T. C., Gazdzinski, S., Hutchi-
son,  K.  E., Pennington, D., and Meyerhoff, D. J. 
(2013) Brain-derived neurotrophic factor genotype 
is associated with brain gray and white matter tis-
sue volumes recovery in abstinent alcohol-depen-
dent individuals, Genes Brain Behav., 12, 98-107, 
doi: 10.1111/j.1601-183X.2012.00854.x.

 66. Dalvie, S., Stein, D. J., Koenen, K., Cardenas, V., 
Cuzen, N. L., Ramesar, R., Fein, G., and Brooks, S. J. 
(2014) The BDNF p.Val66Met polymorphism, child-
hood trauma, and brain volumes in adolescents with 
alcohol abuse, BMC Psychiatry, 14, 328, doi: 10.1186/
s12888-014-0328-2.

 67. Chen, J., Hutchison, K. E., Calhoun, V. D., Claus, E. D., 
Turner, J. A., Sui, J., and Liu, J. (2015) CREB-BDNF 
pathway inf luences alcohol cue-elicited activa-
tion in drinkers, Hum. Brain Mapp., 36, 3007-3019, 
doi: 10.1002/hbm.22824.

 68. Gorka, S. M., Teppen, T., Radoman, M., Phan, K. L., 
and Pandey, S. C. (2020) Human plasma BDNF is 
associated with amygdala-prefrontal cortex functional 
connectivity and problem drinking behaviors, Int.  J. 
Neuropsychopharmacol., 23, 1-11, doi:  10.1093/
ijnp/pyz057.

 69. Portelli, J., Farokhnia, M., Deschaine, S. L., Battis-
ta, J. T., Lee, M. R., Li, X., Ron, D., and Leggio, L. 
(2020) Investigating the link between serum con-
centrations of brain-derived neurotrophic factor 
and behavioral measures in anxious alcohol-depen-
dent individuals, Alcohol, 89, 75-83, doi:  10.1016/
j.alcohol.2020.07.009.

 70. Colzato, L. S., Van der Does, A. J., Kouwenhoven, C., 
Elzinga, B. M., and Hommel, B. (2011) BDNF 
Val66Met polymorphism is associated with high-
er anticipatory cortisol stress response, anxiety, and 
alcohol consumption in healthy adults, Psycho-
neuroendocrinology, 36, 1562-1569, doi:  10.1016/
j.psyneuen.2011.04.010.

 71. Levchuk, L. A., Meeder, E. M. G., Roschina, O. V., 
Loonen, A. J. M., Boiko, A. S., Michalitskaya, E. V., 

Epimakhova, E. V., Losenkov, I. S., Simutkin, G. G., 
Bokhan, N. A., Schellekens, A. F. A., and Ivano-
va, S. A. (2020) Exploring brain derived neurotrophic 
factor and cell adhesion molecules as biomarkers for 
the transdiagnostic symptom anhedonia in alcohol use 
disorder and comorbid depression, Front. Psychiatry, 
11, 296, doi: 10.3389/fpsyt.2020.00296.

 72. Joe, K. H., Kim, Y. K., Kim, T. S., Roh,  S.  W., 
Choi,  S.  W., Kim, Y. B., Lee, H. J., and Kim,  D.  J. 
(2007) Decreased plasma brain-derived neurotroph-
ic factor levels in patients with alcohol dependence, 
Alcohol. Clin. Exp. Res., 31, 1833-1838, doi:  10.1111/
j.1530-0277.2007.00507.x.

 73. Han, C., Bae, H., Won, S. D., Roh, S., and Kim, D. J. 
(2015) The relationship between brain-derived neuro-
trophic factor and cognitive functions in alcohol-de-
pendent patients: a preliminary study, Ann. Gen. Psy-
chiatry, 14, 30, doi: 10.1186/s12991-015-0065-z.

 74. Requena-Ocaña, N., Araos, P., Flores, M., García-
Marchena, N., Silva-Peña, D., Aranda, J., Rivera, P., 
Ruiz, J. J., Serrano, A., Pavón, F. J., Suárez, J., 
and Rodríguez de Fonseca, F. (2021) Evaluation of 
neurotrophic factors and education level as predictors 
of cognitive decline in alcohol use disorder, Sci. Rep., 
11, 15583, doi: 10.1038/s41598-021-95131-2.

 75. Anders, Q. S., Ferreira, L. V. B., Rodrigues, L. C. M., 
and Nakamura-Palacios, E. M. (2020) BDNF mRNA 
expression in leukocytes and frontal cortex function 
in drug use disorder, Front. Psychiatry, 11, 469, 
doi: 10.3389/fpsyt.2020.00469.

 76. Перегуд Д. И., Корольков А. И., Баронец В.  Ю., 
Лобачева А. С., Аркус М. Л., Игумнов С. А., 
Пирожков С. В., Теребилина Н. Н. (2022) Уро-
вень BDNF, miR-30a-5p и miR-122 в сыворот-
ке крови в динамике синдрома отмены алко-
голя, Биомед. Химия, 68, 218-227, doi:  10.18097/
PBMC20226803218.

 77. Zhang, X. Y., Tan, Y. L., Chen, D. C., Tan, S. P., 
Yang, F. D., Zunta-Soares, G. B., and Soares, J. C. 
(2016) Effects of cigarette smoking and alcohol use 
on neurocognition and BDNF levels in a Chinese 
population, Psychopharmacology (Berl), 233, 435-445, 
doi: 10.1007/s00213-015-4124-6.

ROLE OF BDNF IN NEUROPLASTICITY 
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Chronic alcohol consumption is characterized by disturbances of neuroplasticity. Brain-derived neuro-
trophic factor (BDNF) may mechanistically participate in this process. Here we aimed to review actual 
experimental and clinical data related to BDNF involvement in neuroplasticity in the context of alcohol 
dependence. As shown in experiments on the rodents alcohol consumption is accompanied brain region- 
specific changes of BDNF expression and by structural and behavioral impairments. BDNF reverses 
aberrant neuroplasticity during alcohol intoxication. According to clinical data indices characterized BDNF 
demonstrate close relationship with consequences of alcohol dependence. Polymorphism rs6265 within 
BDNF gene interacts with macrostructural changes in the brain, while peripheral BDNF concentration 
may ref lect anxiety, depression and cognitive decline. Thus, BDNF is involved in mechanisms of alcohol- 
related aberrant neuroplasticity, while polymorphisms within BDNF gene and peripheral BDNF concen-
tration may be biomarkers, diagnostic or prognostic factors in clinics of alcoholism.

Keywords: BDNF, neuroplasticity, alcohol, dependence



БИОХИМИЯ, 2023, том 88, вып. 3, с. 508 – 527

508

УДК 577.113;616.8-056.7

ГЕНЕТИЧЕСКАЯ АРХИТЕКТУРА БОЛЕЗНИ ПАРКИНСОНА

Обзор

© 2023 М.И. Шадрина*, П.А. Сломинский

ФГБУ Институт молекулярной генетики 
Национального исследовательского центра «Курчатовский институт», 

123182 Москва, Россия; электронная почта: shadrina@img.ras.ru

Поступила в редакцию 02.11.2022
После доработки 25.01.2023

Принята к публикации 25.01.2023
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семейной аутосомно-доминантной форме болезни Паркинсона. За эти годы наши представления 
о роли генетических факторов в патогенезе семейной и идиопатической форм болезни Паркин-
сона существенно расширились – был выявлен ряд генов семейной формы заболевания, выявлены 
ДНК-маркеры повышенного риска развития спорадической формы заболевания. Но, несмотря на 
все достигнутые успехи, мы далеки от точной оценки вклада в развитие заболевания как генети-
ческих факторов, так и тем более факторов эпигенетических. В обзоре суммирована накопленная 
к настоящему времени информация о генетической архитектуре болезни Паркинсона и сформули-
рованы вопросы, требующие решения и связанные в первую очередь с оценкой эпигенетических 
факторов в патогенезе заболевания.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Болезнь Паркинсона, моногенная форма, спорадическая форма, генетика, анализ 
мутаций, полногеномный ассоциативный анализ, эпигенетика, генетический риск.
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Принятые сокращения: БП – болезнь Паркинсона; CNV – варианты числа копий ДНК; GWAS – полногеномные 
ассоциативные исследования.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ. 
БОЛЕЗНЬ ПАРКИНСОНА: 

КЛИНИЧЕСКАЯ КАРТИНА И ПАТОГЕНЕЗ

Болезнь Паркинсона (БП) – нейродегене-
ративное неуклонно прогрессирующее заболе-
вание, которое характеризуется в первую оче-
редь тетрадой моторных нарушений  – таких 
как тремор (в первую очередь рук), мышечная 
ригидность, брадикенезия и постуральная не-
устойчивость. По частоте встречаемости среди 
нейродегенеративных заболеваний БП  усту-
пает только болезни Альцгеймера, и в возрасте 
более 80 лет симптомы паркинсонизма наблю-
даются как минимум у 2% населения в разных 
странах мира [1]. Принято выделять семейную 
и спорадическую (или идиопатическую) фор-
мы  БП, причем фенотипически эти формы 
практически не различимы. Семейные формы 
составляют от  5 до  10%  всех случаев заболе-
вания, но эта оценка может быть занижена, 

и при учете некоторых особенностей наследо-
вания доля таких форм может достигать 20%.

В основе развития моторных нарушений 
при БП лежит избирательная гибель дофамин-
ергических нейронов в черной субстанции 
(substantia nigra pars compacta) со значитель-
ным снижением уровня дофамина в стриату-
ме. Это приводит к нарушению нормального 
функционирования базальных ядер головного 
мозга с нарушением контроля за моторным 
поведением. Процессу нейрональной гибели 
в большинстве случаев предшествует появ-
ление так называемых телец Леви и нейритов 
Леви  – цитоплазматических включений, со-
стоящих в первую очередь из фибриллярного 
альфа-синуклеина, убиквитина, миелин-ассо-
циированного белка тау и ряда других белков. 
Необходимо отметить, что тельца и нейриты 
Леви выявляют и в других структурах мозга 
(дорзальном моторном ядре, таламусе, мин-
далевидном теле, ядре шва, обонятельных 
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луковицах, коре больших полушарий), и в свя-
зи с этим БП не следует рассматривать как за-
болевание, ограниченное только одним типом 
нейронов и несколькими структурами моз-
га  [2, 3]. Включения по типу телец Леви най-
дены и в периферической нервной системе, в 
частности, в нейронах подслизистой оболочки 
кишечника. Вероятно, что эти включения мо-
гут образовываться на первом этапе развития 
патологического процесса в различных отде-
лах нервной системы и постепенно распро-
страняться на другие отделы мозга. Именно 
это лежит в основе неуклонного прогресси-
рования заболевания. Причем на первых его 
стадиях оно не затрагивает дофаминергиче-
скую систему черной субстанции и стриатума 
с нарушением моторного поведения. На про-
дромальной стадии заболевания наблюдают-
ся нарушения сна и обоняния, дисфункция 
кишечника и мочеполовой системы, но эти 
изменения не специфичны и не могут служить 
критериями диагностики  БП. Моторные же 
нарушения наблюдаются при гибели значи-
тельной части дофаминергических нейронов 
черной субстанции (не менее 50%) и снижении 
уровня дофамина в стриатуме на 70–80%  [4]. 
На  компенсацию снижения уровня дофамина 
в стриатуме направлены основные методы те-
рапии заболевания и в первую очередь тера-
пия предшественником дофамина  – леводо-
пой. Кроме этого, на первых этапах лечения 
могут использоваться агонисты дофамина или 
ингибиторы моноаминоксидазы В или катехол- 
О-метилтрансферазы. На поздних стадиях ис-
пользуют ряд препаратов, направленных на 
блокирование побочных эффектов леводопы, 
таких как амантадин при дискинезиях или 
апоморфин  – при развитии навязчивых со-
стояний. Но в любом случае терапия является 
симптоматической и не направлена на модифи-
кацию причин развития нейродегенерации [5].

МОНОГЕННЫЕ ФОРМЫ 
БОЛЕЗНИ ПАРКИНСОНА

Впервые точная генетическая природа се-
мейной формы БП была показана в 1997 г., ко-
гда была выявлена миссенс-мутация p.Ala30Thr 
в гене альфа-синуклеина SNCA в большой не-
мецкой семье с аутосомно-доминантным нас-
ледованием БП в четырех поколениях и в 
трех неродственных греческих семьях, где за-
болевание наблюдалось в двух и трех поко-
лениях  [6]. Позднее в этом гене было иден-
тифицировано еще несколько патогенетиче-
ски значимых миссенс-мутаций (p.Ala30Pro, 

p.Glu46Lys, p.Gly51Asp, p.Ala53Glu, p.Ala53Thr), 
и было показано, что к развитию заболевания 
могут приводить мутации с изменением дозы 
гена (дупликации, трипликации, квадрупли-
кации) без каких-либо нарушений структуры 
белка  [7]. Частота встречаемости мутаций в 
этом гене невелика. Мутации выявлены у при-
мерно 0,2% и 1–2%  пациентов со спорадиче-
ской и семейной формами заболевания соот-
ветственно, но они играют роль связующего 
звена между этими формами заболевания и 
указывают на принципиально важную роль 
нарушений структуры и функции альфа-синук-
леина в патогенезе заболевания [8].

Число идентифицированных генов семей-
ной формы  БП неуклонно росло, и к настоя-
щему времени выявлено более 10  генов, му-
тации в которых однозначно ведут к мендели-
рующей БП. В табл. 1 приведено краткое опи-
сание генов c наиболее строго доказанной и не 
однократно подтвержденной в различных ис-
следованиях патогенетической ролью. Но не-
обходимо подчеркнуть, что дискуссия о роли 
этих и ряда других генов в этиопатогенезе БП 
продолжается.

Один из наиболее ярких примеров такой 
дискуссии  – переоценка роли гена убикви-
тин карбоксигидролазы UCHL1  (PARK5) (не 
включенного нами в табл. 1) в патогенезе БП. 
Впервые мутации в этом гене были выявлены 
в  1998  г., когда в семье из Германии с позд-
ним развитием заболевания была выявлена 
косегрегирующая с ним миссенс-мутация 
p.Ile193Met  [9]. Однако с тех пор не удалось 
выявить ни одного семейного случая БП, свя-
занного с мутацией в гене UCHL1 [10, 11].

В то же время был выявлен ряд полиморф-
ных вариантов гена  UCHL1, один из которых 
(миссенс-вариант p.Ser18Tyr) активно изучал-
ся у спорадических пациентов с БП. Эти ассо-
циативные исследования давали противоречи-
вые результаты, но проведенный метаанализ 
выборки размером более 6500  пациентов не 
выявил какой-либо ассоциации этого поли-
морфизма с развитием заболевания при ис-
пользовании доминантной, рецессивной и 
аддитивной моделей  [12]. Необходимо под-
черкнуть, что данный метаанализ был прове-
ден в первую очередь у пациентов-европеоидов 
и позднее были получены данные о возможной 
роли данного полиморфизма в развитии БП в 
японской популяции  [13], но и в этом случае 
проведенный позднее метаанализ также ис-
ключил влияние полиморфизма p.Ser18Tyr на 
риск развития заболевания у азиатских по-
пуляций  [14] как в выборке в целом, так и в 
селектированных по этничности подвыборках.
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Анализ трансгенных мышей с мутациями в 
гене белка убиквитин карбоксигидролазы дал 
противоречивые результаты. Так, у мышей с 
внутригенной делеции в гомологе гена UCHL1 
наблюдалось снижение уровня моноубикви-
тина с образованием in  vivo белковых вклю-
чений, но без признаков нейродегенерации 
в области черной субстанции  [15]. В  то же 
время у трансгенных мышей с мутантным 
геном  UCHL1 p.193Met в возрасте 20  месяцев 
была выявлена нейродегенерация в области 
черной субстанции с нарушением спонтанной 
двигательной активности  [16], которая сопро-
вождалась образованием белковых включений 
и нарушением обмена альфа-синуклеина  [17]. 
В  случае полиморфизма p.Ser18Tyr вариант 
18Tyr, в отличие от белка дикого типа, обла-
дает антиоксидантной активностью как in vitro 
в культурах нейрональных клеток, так и in vivo 
при введении трансгена в область черной суб-
станции [18, 19], что может снижать риск раз-
вития процессов нейродегенерации у носите-
лей варианта 18Tyr.

В итоге совокупность генетических и моле-
кулярно-биологических данных не позволяет 
однозначно решить вопрос о роли гена UCHL1 
в патогенезе  БП, хотя пока позиция «против» 
кажется более аргументированной.

Второй не включенный в табл. 1 ген – ген 
глюкоцереброзидазы GBA. Мутации в гене этой 
лизосомальной гидролазы были впервые опи-
саны при болезни Гоше  – системном заболе-
вании с нарушением кроветворения и повы-
шенным риском переломов и разной степенью 
выраженности неврологических нарушений. 
В  настоящее время в гене  GBA описано более 
300  патогенетически значимых мутаций, и в 
данном случае нет никаких сомнений в том, 
что мутации в этом гене играют важную роль 
в развитии  БП как в гетерозиготном, так и в 
гомозиготном или компаундно-гетерозиготном 
состояниях [20–23].

Но проблема состоит в том, что даже у 
гомозигот по мутациям в гене глюкоцеребро-
зидазы GBA симптоматика паркинсонизма раз-
вивается только у части носителей мутаций и 
независимо от наличия клинического фено-
типа болезни Гоше. Так, у гомозигот по частой 
и относительно мягкой мутации Asn370Ser (ве-
дущей к болезни Гоше типа  1 без выраженных 
неврологических нарушений) паркинсонизм 
развивается только у примерно 9% лиц с таким 
генотипом  [20]. Компаундные гетерозиготы по 
этой мутации выявлены у примерно 40% паци-
ентов с болезнью Гоше и паркинсонизмом  – 
таким образом, суммарно она выявляется 
у 49% пациентов с данным фенотипом.

Повышенный риск развития БП выяв-
лен и у гетерозиготных носителей мутаций в 
гене  GBA  – развитие заболевания выявлено 
у примерно 10%  носителей мутаций, а пене-
трантность этих мутаций оценивается в  30% 
в возрасте 80 лет  [23, 24]. Наиболее вероятно, 
что все вызывающие болезнь Гоше мутации 
повышают риск развития БП, причем вероят-
ность развития паркинсонизма коррелирует с 
тяжестью клинической картины болезни Гоше, 
наблюдаемой у носителей этих мутаций. К на-
стоящему времени у больных  БП выявлено 
более 130  патогенетически значимых мутаций 
в гене  GBA, причем в различных этнических 
группах преобладают разные мутации. Так, у 
евреев-ашкеназов БП связана в основном с му-
тациями p.Arg496His, p.Asn370Ser и 84insGC, 
а у европеоидов  – с мутациями p.Asn370Ser, 
p.Leu444Pro, p.Arg120Trp, IVS2  +  1G  >  A, 
p.His255Gln, p.Asp409His, p.Glu326Lys, 
p.Thr369Мet. В  разных популяциях также от-
личается частота встречаемости мутантных ва-
риантов гена GBA, что может влиять на оценку 
кумулятивного риска развития GBA-ассоции-
рованной БП в разных этнических группах. 
Но в любом случае мутации в гене GBA повы-
шают риск развития заболевания с очень дале-
кой от 100% пенетрантности.

Сниженная пенетрантность наблюдается 
и в случае мутаций в гене киназы 2 с лейцин-
богатыми повторами (LRRK2 или дардарина). 
Ген  LRRK2 исторически рассматривается как 
ген аутосомно-доминантной формы заболе-
вания с пенетрантностью, близкой к  100%. 
Однако из более чем 100  описанных мута-
ций в этом гене только для  6  (p.Gly2019Ser, 
p.Arg1441Cys/Gly/His, Tyr1699Cys, Ile2020Thr) 
описана четкая семейная косегрегация заболе-
вания. Однако и в этом случае пенетрантность 
мутаций не достигает 100%  [25]. Для мутации 
p.Gly2019Ser она достигает 85% в возрасте 80 лет 
[26], причем ее величина отличается в разных 
этнических группах. Еще более низкой ока-
залась пенетрантность для мутаций в кодо-
не  1441  [27], причем она отличалась для раз-
ных миссенс-вариантов этой мутации. Точно 
количественно оценить пенетрантность четы-
рех остальных мутаций не удалось в связи с их 
низкой частотой, но и в этом случае очевидно, 
что она не является полной.

Таким образом, выявление в гене  LRRK2 
мутаций с патогенетически доказанной значи-
мостью указывает на повышенный риск раз-
вития  БП. Но  точная оценка этого риска на 
основании только факта выявления мутации 
невозможна. Это в целом затрудняет оценку 
вклада мутаций в этом гене в риск развития 
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именно семейных форм БП, и имеющиеся в ли-
тературе оценки (согласно которым мутации в 
гене  LRRK2 находят у  5%  пациентов с семей-
ными формами заболевания и у  1%  больных 
с идиопатической  БП) следует рассматривать 
как ориентировочные [28].

Крайне интересна ситуация с геном пар-
кина  PRKN. Диаллельные мутации в этом 
гене с потерей функции в гомозиготном или 
компаундном гетерозиготном состоянии ве-
дут к развитию аутосомно-рецессивной юве-
нильной формы  БП, для которой характе-
рен медианный возраст клинического дебюта 
в 31 год, причем у 16% пациентов первые при-
знаки заболевания наблюдаются в возрасте 
до  20  лет  [29]. В  целом считается, что от  10 
до 20% пациентов с возрастом дебюта до 40 лет 
являются носителями диаллельных мутаций 
в гене  PRKN, хотя данные по разным популя-
циям достаточно сильно отличаются  [30–32]. 
Подавляющую часть этих мутаций составляют 
возникшие в результате неравного гомологич-
ного кроссинговера большие делеции/дупли-
кации, захватывающие несколько экзонов 
гена PRKN и приводящие к сдвигу рамки счи-
тывания с образованием нефункционального 
варианта белка паркина. Однако оказалось, что 
такие мутации в гетерозиготном состоянии об-
наруживаются у пациентов со спорадической 
формой БП  [33–35]. Эти делеции/дуплика-
ции также были выявлены и при популяцион-
ных исследованиях здоровых лиц у примерно 
5%  обследованных  [36]  – то есть их частота 
превышает популяционную частоту мутаций в 
гене дардарина. В связи с этим их можно рас-
сматривать как аутосомно-доминантные, при-
водящие к форме БП с классическим дебютом 
в возрасте более 55–60  лет, или как фактор 
риска развития заболевания (по аналогии с 
мутациями в гене  GBA). Потенциальная пато-
генетическая роль этих мутаций в гетерозигот-
ном состоянии была подтверждена при анализе 
функциональной активности нигростриатной 
системы головного мозга использованием 
флюро-ДОФА  [37]. У  гетерозиготных носите-
лей мутаций было выявлено снижение уровня 
дофамина в хвостатом ядре и скорлупе, кото-
рое, однако, менее выражено, чем у пациен-
тов с идиопатической болезнью Паркинсона. 
Такое снижение уровня дофамина вызывает 
компенсаторную активацию активности в об-
ласти правой дорзальной премоторной коры и 
ростральной дополнительной моторной обла-
сти  [37, 38], что замедляет развитие моторных 
нарушений у гетерозиготных носителей мута-
ций в гене паркина на фоне нарушения обмена 
дофамина. Аналогичная картина наблюдается 

и у гетерозиготных носителей мутаций в гене 
PINK1, но в обоих случаях до настоящего вре-
мени не проведено проспективных исследова-
ний для оценки развития БП у носителей ге-
терозиготных мутаций [39]. С другой стороны, 
не было выявлено статистически достоверных 
отличий в частоте гетерозиготных делеций гена 
паркина при CNV-анализе больших (более 
2000  человек) выборок пациентов с БП и здо-
ровых лиц [40].

В целом считается, что моногенные фор-
мы БП наблюдаются у  5–10%  пациентов  [41]. 
При  этом основной вклад в развитие соответ-
ственно аутосомно-доминантных и аутосомно-
рецессивных моногенных форм вносят гены 
LRRK2 и  PRKN. Необходимо подчеркнуть, что 
опубликовано крайне мало работ с широкомас-
штабным анализом большого числа генов. Так, 
в Бразилии был проведен метаанализ ряда вы-
полненных в этой стране исследований, охва-
тывающих все основные гены БП. В итоге ока-
залось, что в не селектированной по семейному 
характеру заболевания выборке самыми часты-
ми оказались точковые мутации в гене LRRK2 
(выявлена у 2,5% пациентов, причем в 2,2% слу-
чаев найдена мутация p.Gly2019Ser). Мутации 
в гене паркина выявлены у  8,3%  пациентов. 
В Ирландии анализ был ограничен только мута-
циями в генах PRKN, DJ1, PINK1 и пациентами 
с ранним возрастом клинического дебюта, и 
были выявлены только мутации в гене  PRKN 
у  6,9%  обследованных больных. Анализ тех же 
трех генов был проведен у пациентов с  EOPD 
из Центральной Европы (в основном из Поль-
ши), мутации в гене  PRKN были обнаружены 
у  3,1%  пациентов  [30, 31, 42]. Часто мутацион-
ный скрининг ограничивается только мутацией 
p.Gly2019Ser – она изучена в большом числе по-
пуляций мира, и в большинстве из них ее частота 
как при семейных, так и спорадических случаях 
заболевания не превышает 3–5% [43].

Все это говорит о низкой частоте патоге-
нетически значимых мутаций в мажорных ге-
нах семейных форм заболевания, выраженной 
межпопуляционной гетерогенности и необ-
ходимости продолжения работ как по анализу 
спектра мутаций при  БП с включением в ис-
следование более широкой панели генов, так 
и по поиску новых генов моногенных форм 
заболевания  [44, 45]. Ряд авторов предлагает 
свои варианты панели генов семейных форм 
заболевания, но эти панели достаточно силь-
но отличаются (рисунок). В итоге имеющейся 
в настоящее время информации оказывается 
крайне недостаточно для внедрения в прак-
тику алгоритмов генетического тестирования 
риска развития  БП. Разработан ряд сильно 
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Отсутствие полного консенсуса по генам моногенных форм болезни Паркинсона. По периферии в голубых блоках – 
предложенные разными авторами гены моногенных форм [7, 41, 47, 48]. В центральном блоке красным выделены гены, 
упомянутые в каждом из списков, а зеленым – упомянутые как минимум дважды

отличающихся по числу и набору генов ком-
мерческих панелей для такого тестирования, 
но ни одна из них не обладает, по мнению экс-
пертов, достаточной информативностью без 
включения в анализ дополнительных данных, 
описывающих семейный анамнез и фенотипи-
ческие особенности тестируемого. При этом 
минимальная панель из пяти общих для всех 
панелей генов (PRKN, LRRK2, SNCA, PINK1, 
PARK7) по своей эффективности практиче-
ски не отличается от максимальной панели 
из 43 генов [46].

ПОЛНОГЕНОМНЫЙ АССОЦИАТИВНЫЙ 
АНАЛИЗ ПРИ ИДИОПАТИЧЕСКОЙ 

БОЛЕЗНИ ПАРКИНСОНА

Очевидная важная роль генетических 
факторов в патогенезе БП и сочетание семей-
ных и идиопатических форм заболевания при 
явном преобладании последних стали осно-
вой для проведения полногеномных ассоциа-
тивных исследований или  GWAS при идио-
патической форме заболевания. Первые такие 
исследования были проведены в 2005–2006 гг. 
на относительно небольших по численности 

выборках и с использованием ограниченного 
набора ДНК-маркеров и не дали каких-либо 
высоко достоверных результатов [49, 50], и, по 
сути, оказались пробой пера, направленной на 
отработку технологии проведения GWAS при 
нейродегенеративных заболеваниях. Такой же 
пробой пера стал и первый метаанализ дан-
ных GWAS, в рамках которого был проведен 
совместный анализ двух ранее упомянутых 
работ  [51]. Этот анализ позволил выявить три 
однонуклеотидных ДНК-маркера, ассоцииро-
ванных с развитием заболевания вне зависи-
мости от используемой стратегии метаанализа, 
но ни один из них не достигал уровня полноге-
номой значимости (р < 5 ⋅10–8). При этом стало 
очевидно, что повышение информативности 
возможно при значительном увеличении раз-
меров анализируемых выборок (с  перехо-
дом от сотен человек в GWAS-исследованиях 
2005–2006 гг. к десяткам тысяч – в более позд-
них работах) и повышении плотности анали-
зируемых ДНК-маркеров.

Сочетание технологического развития ме-
тодологии GWAS (повышение информативно-
сти микрочипов, усовершенствование методов 
статистического анализа) привело к тому, что в 
настоящее время проведено генотипирование 
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десятков тысяч пациентов с  БП и выполнен 
ассоциативный анализ как для самого забо-
левания, так и для его эндофенотипов (воз-
раст клинического дебюта, характер моторных 
нарушений, наличие сопутствующих психо-
эмоциональных расстройств, скорость про-
грессирования заболевания). Всего к настоя-
щему времени, по данным портала «GWAS 
Catalog» (https://www.ebi.ac.uk/), проведено более 
70 такого рода ассоциативных исследований, 
в результате которых обнаружена ассоциация 
заболевания с более чем 500  однонуклеотид-
ными ДНК-маркерами с достоверностью бо-
лее  10–6 (https://www.ebi.ac.uk/gwas/efotraits/
MONDO_0005180). Однако только для не-
скольких генов выявлено по несколько ассо-
циированных с развитием заболевания ДНК- 
маркеров, и фактически с учетом числа ассо-
циированных с заболеванием маркеров и сте-
пени достоверности ассоциации можно гово-
рить о шести основных белок-кодирующих 
генах, определяющих многофакторный риск 
развития БП и/или влияющих на клиническое 
течение заболевания (табл. 2).

Также два из этих генов, SNCA и LRRK2, 
определяют развитие моногенных форм  БП, 
и они же оказываются наиболее сильно ассо-
циированными с идиопатической формой за-
болевания как по числу ассоциированных 
ДНК-маркеров, так и по связанному с ними 
относительному риску. C  развитием моноген-
ных нейродегенеративных заболеваний свя-
заны также мутации в гене ассоциированного 
с микротрубочками тау-белка, но клинические 
проявления этих мутаций связаны в первую 
очередь с клинической картиной лобно-височ-
ного слабоумия и эссенциального тремора. 
Характерные для  БП мышечные нарушения 
оказываются вторичными по отношению к 
симптоматике деменции/тремора, и выявля-
емые при полногеномном анализе ассоциа-
ции отражают генетическую близость широ-
кого спектра нейродегенеративных заболева-
ний [52–54].

Роль трех остальных ассоциированных с 
развитием заболевания генов изучена в на-
стоящее время недостаточно, но имеющиеся 
данные об их функциональной активности 
позволяют связать их с современной картиной 
этиопатогенеза БП.

Ген TMEM175 кодирует трансмембран-
ный лизосомальный белок  – ионный канал 
для ионов калия и протонов. Моделирование 
недостаточности этого белка в культуре ней-
рональных клеток in  vitro показало, что сни-
жение активности ТМЕМ175 приводит к нару-
шению контроля за  рН  лизосом. Это, в свою 

очередь, снижает активность лизосомальных 
ферментов (в том числе  GBA). В  присутствии 
фибриллярного альфа-синуклеина наблюда-
ется усиление его фосфорилирования с обра-
зованием нерастворимых включений, в состав 
которых входит альфа-синуклеин. In  vivo у 
мышей с недостаточностью ТМЕМ175 наблю-
далась гибель дофаминергический нейронов 
с развитием моторных нарушений  [55–58]. 
Также с лизосомальной дисфункцией может 
быть связан ассоциированный с развитием БП 
ген LAMP3, кодирующий лизосомальный мем-
бранно-ассоциированный белок и влияю-
щий на процессы лизосомальной аутофагии 
и апоптоза, но его роль в функционировании 
нейрональных клеток практически не изуча-
лась  [59–61]. Крайне мало изучена роль в па-
тогенезе  БП белка BST1/CD157  – гликопро-
теина из суперсемейства ADP-рибозил циклаз, 
связываемого в первую очередь с аутоиммун-
ными, гематологическими и опухолевыми за-
болеваниями. Однако полученные в послед-
нее время данные говорят о важной роли этого 
белка в регуляции обмена окситоцина и раз-
витии нарушений поведения [62–64].

Подавляющая часть ассоциированных 
с развитием  БП ДНК-маркеров оказывает 
незначительное влияние на риск развития 
заболевания  – для подавляющего большин-
ства маркеров относительный риск  (OR) по-
вышен или понижен не более чем в 1,5  раза. 
Проведенный в  2019  г.  [65] метаанализ всех 
опубликованных к этому времени GWAS- 
исследований (7,8 млн (с учетом импьютинга) 
полиморфных ДНК-маркеров, 1,4  млн кон-
трольных образцов ДНК, 37  700 пациентов с 
болезнью Паркинсона, 18  600  родственников 
первой степени пациентов с болезнью Пар-
кинсона) позволил выявить всего 90  неза-
висимых и принадлежащих к  78  геномным 
областям ассоциированных с развитием забо-
левания ДНК-маркеров. 38  из  этих маркеров 
ранее описаны не были, что связано в первую 
очередь с увеличением размера выборок, по-
зволяющим добиться уровня полногеномной 
значимости для слабо ассоциированных мар-
керов (с достоверностью около 10–8). Для этих 
новых ДНК-маркеров была проведена оцен-
ка кумулятивного генетического риска  (PRS) 
развития  БП, связанного с полиморфизмом 
генома, и было показано, что она не превы-
шает  36% (если оценка частоты заболевания 
в популяции у лиц в возрасте 80 лет и старше 
составляет  2%). При этом необходимо учиты-
вать, что в настоящее время не предложено 
общепринятой методологии оценки полило-
кусных рисков и, возможно, эта оценка может 
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Таблица 2. Белок кодирующие гены и ДНК-маркеры, наиболее высоко достоверно ассоциированные с риском развития 
идиопатической БП по данным полногеномных ассоциативных исследований

ГЕН ДНК-маркер Р OR СI Ссылка

BST1/CD157

rs11724635 1 × 10–19 1,11 [1,09–1,14] [112]

rs11724635 9 × 10–18 1,13 [1,1–1,15] [113]

rs11724635 1 × 10–16 1,15 [1,11–1,19] [114]

rs4266290 8 × 10–11 1,13 [1,08–1,17] [115]

TMEM175

rs34311866 6 × 10–50 1,23 [1,20–1,27] [112]

rs34311866 1 × 10–43 1,27 [1,24–1,30] [113]

rs34311866 6 × 10–11 1,25 [1,17–1,34] [116]

rs6599388 4 × 10–12 1,16 [1,12–1,20] [114]

SNCA

rs356182 5 × 10–123 1,33 [1,30–1,36] [112]

rs356182 4 × 10–73 1,32 [1,29–1,35] [113]

rs356182 1 × 10–56 1,318 [1,27–1,36] [115]

rs356219 6 × 10–65 1,29 [1,25–1,33] [117]

MCCC1/LAMP3

rs12637471 2 × 10–30 1,17 [1,15–1,22] [112]

rs12637471 2 × 10–21 1,18 [1,15–1,22] [113]

rs11711441 8 × 10–12 1,19 [1.13–1,25] [114]

rs10513789 3 × 10–10 1,25 [1,16–1,33] [118]

MAPT

rs17649553 1 × 10–68 1,28 [1,25–1,32] [112]

rs17649553 2 × 10–48 1,3 [1,27–1,34] [113]

rs8070723 7 × 10–12 1,3 [1,19–1,43] [119]

LRRK2

rs28903073 1 × 10–39 3,12 [2,68–3,62] [115]

rs34637584 2 × 10–28 9,62 [6,43–14,37] [118]

rs34778348 3 × 10–21 2,23 [1,89–2,63] [117]

rs76904798 1 × 10–19 1,15 [1,12–1,19] [112]

Примечание. Приведены гены, для которых в независимых исследованиях выявлено не менее трех ДНК-маркеров 
с р ниже 10–10.

существенно измениться при внедрении в 
практику стандартов для расчета PRS [66].

Таким образом, в настоящее время куму-
лятивная оценка риска развития  БП оказы-
вается не очень высокой как для моногенных 
форм, так и для многофакторных вариантов 
заболевания. Один из возможных вариантов 
связан с недооценкой роли в развитии забо-
левания редких мутаций или полиморфиз-

мов. Дальнейшее продолжение исследований 
в области широкомасштабного секвенирова-
ния геномов и экзомов у пациентов позволит 
выявить новые локусы и гены, ассоцииро-
ванные с развитием заболевания. При этом 
ключевую роль в такого рода исследованиях 
будет играть интеграция получаемых пер-
вичных данных в большие международные 
базы данных, объединенных с программами 
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функциональной аннотации таких редких 
вариантов. Первый пример такой базы дан-
ных – база Gene4PD [47], которая интегрирует 
результаты всех опубликованных работ по по-
иску патогенетически значимых генетических 
вариантов БП и позволяет на одной платфор-
ме провести аннотацию выявляемых вариан-
тов с использованием данных по природе и 
частоте встречаемости генетического вари-
анта, функциональной аннотации связанных с 
ним белков, транскриптомных и метиломных 
исследований. В итоге все гены на основании 
анализа выявленных в них ассоциированных с 
развитием БП вариантов могут быть отнесены 
к кандидатным генам заболевания высокой, 
средней и низкой достоверности.

Как говорилось выше, в ряде случаев (му-
тации в генах паркина, PINK1, альфа-синук-
леина), кроме точечных мутаций, причиной 
заболевания могут быть мутации или поли-
морфизмы типа разных вариантов числа ко-
пий  ДНК (copy number variation, СNV), при 
которых наблюдается делеция или дуплика-
ция фрагментов генома размером более 50 п.н. 
Мутации такого типа могут вносить важный 
вклад в общую вариабельность генома  [67], и 
включение их в анализ генетического риска 
многофакторных заболеваний может суще-
ственно изменить наши оценки кумулятивного 
генетического риска. Один из примеров CNV-
маркера, влияющего на риск развития  БП, 
связан с синдромом Х-сцепленной дистонии/
паркинсонизма. Это заболевание вызывается 
инсерцией сложного ретротранспозона типа 
SINE-VNTR-Alu (SVA) в интрон 32 гена TAF1, 
кодирующего ассоциированный с ТАТА-свя-
зывающимся белком фактор  1. Эта инсерция 
приводит к нарушению экспрессии гена TAF1, 
причем особенно сильно изменяется экспрес-
сия нейронального варианта  мРНК. На  фе-
нотип заболевания и уровень мРНК оказы-
вает влияние число мономеров (СССТСТ)n в 
VNTR-повторе. Это число варьирует от 34 до 52 
и влияет как на сравнительную выраженность 
дистонии/паркинсонизма, так и на возраст кли-
нического дебюта заболевания [68–70].

Необходимо подчеркнуть, что в этом слу-
чае мутация не захватывает белок; кодирую-
щую область гена и ее выявление и подтвер-
ждение патогенетической роли потребовало 
сложного комплекса исследований генома и 
транскриптома с привлечением методов ге-
номного редактирования. Это, с одной сторо-
ны, подчеркивает сложность поиска патогене-
тически значимых мутаций такого типа и по 
крайне мере частично объясняет полученную в 
настоящее время относительно низкую оценку 

генетического риска, основанную на анали-
зе только однонуклеотидных ДНК-маркеров. 
С другой стороны, это указывает на важность 
поиска эпигенетических факторов, связанных 
с развитием заболевания – выявление тех или 
иных изменений эпигенома позволит лучше 
понять вызывающие их генетические причины.

ЭПИГЕНЕТИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ 
В РАЗВИТИИ БОЛЕЗНИ ПАРКИНСОНА

В последние годы интерес к роли эпигене-
тических механизмов и факторов в патогенезе 
нейродегенеративных заболеваний значитель-
но возрос [71, 72]. При этом активно анализи-
руются метилирование ДНК, модификация ги-
стонов, экспрессия различных не кодирующих 
белок РНК (микроРНК, малые интерферирую-
щие РНК, длинные некодирующие РНК). Эпи-
геном при этом рассматривается не только как 
причина заболевания, но и как возможная те-
рапевтическая мишень.

Однако при рассмотрении вопросов, свя-
занных с эпигенетическими механизмами БП, 
необходимо учитывать влияние на результаты 
проведенных исследований лимитирующих 
факторов.

Первый фактор связан с тем, что подав-
ляющая часть эпигенетических работ не свя-
зана (по понятным причинам) с изучением 
эпигенома черной субстанции и стриатума и 
направлена на анализ периферических тка-
ней, в первую очередь, крови. В  некоторых 
исследованиях был проведен анализ аутопсий-
ного материала, но в этих случаях изучались 
небольшие выборки пациентов, находивших-
ся на поздних стадиях развития заболевания 
(четвертая-пятая стадии по Хен-Яру) и при 
наличии различных сопутствующих заболева-
ний, по сути, ставших причиной смерти  [73, 
74]. Также ведется активный анализ эпигенома 
у модельных объектов (клеточные линии, в 
том числе индуцированные плюрипотентные 
клетки и их производные, модельные живот-
ные с генетическими и токсическими моделя-
ми заболевания), но перенос полученных при 
этом данных на ситуацию у человека требует 
осторожности и аккуратности.

Второй фактор связан с длительным бес-
симптомным течением заболевания, и, по сути, 
все эпигенетические исследования проводятся 
на пациентах с выраженными моторными на-
рушениями. В  лучшем случае выборки фор-
мируются из пациентов на первой или ранней 
второй стадии по Хен-Яру с включением в 
выборку только пациентов с первично постав-
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ленным диагнозом «болезнь Паркинсона» до 
начала лечения. Это может быть важно, так 
как эпигенетические маркеры (например, уро-
вень экспрессии микроРНК) могут реаги-
ровать на терапевтические воздействия  [75]. 
В  случае выявления эпигенетических измене-
ний возникает вопрос об их причинной связи 
с развитием заболевания  – изменения эпи-
генома могут быть также следствием пораже-
ния дофаминергических нейронов. Но и такие 
изменения крайне важны, так как они могут 
рассматриваться как маркеры течения пато-
логического процесса. Анализ причинно-след-
ственных связей в этом случае также потребует 
анализа различных моделей заболевания, хотя 
следует еще раз заметить, что перенос дан-
ных с модельного объекта на человека требует 
осторожности.

Первый активно изучаемый при БП эпи-
генетический фактор  – метилирование ДНК. 
Было показано, что при этом заболевании 
наблюдается глобальное снижение уровня ме-
тилирования ДНК как в мозге (в том числе в 
стриатуме и черной субстанции), так и в пери-
ферических тканях [76]. Это снижение уровня 
метилирования обусловлено в нервной ткани 
взаимодействием между ДНК-метилтранс-
феразой  1 (DNMT1) и альфа-синуклеином, в 
результате которого DNMT1 накапливается в 
цитоплазме [77]. Показано также, что DNMT1 
может связываться с геном альфа-синуклеина. 
В интроне 1 этого гена выявлены сайты связы-
вания, обусловливающие дифференциальное 
метилирование ген  SNCA. При этом не выяв-
лено какой-либо ассоциации между поли-
морфными вариантами гена DNMT1 и риском 
развития заболевания [78]. Выявлен ряд генов, 
уровень метилирования которых меняется 
при  БП. Например, снижено метилирование 
генов транспортера дофамина (DAТ), катехол-
О-метилтрансферазы  (СОМТ), белка прио-
на (PRNP), митохондриальных белков (LARS2, 
MIR1977 и  DDAH2)  [79]. Но  получаемые при 
анализе метилирования результаты плохо вос-
производимы. Проведенные за последние 10 лет 
полногеномные исследования глобального ме-
тилирования в тканях мозга пациентов с  БП 
и здоровых лиц выявили только один ген, 
уровень метилирования которого менял-
ся в нескольких работах  – ген цитохро-
ма  P450  (СYP2E1)  [80]. Низкая воспроизво-
димость может быть, в частности, связана с 
необходимостью учета при проведении ана-
лиза метилирования роли факторов внешней 
среды, влияющих как на риск развития  БП, 
так и на дифференциальное метилирование. 
К  числу таких факторов относятся курение, 

употребление кофе, работа с пестицидами и 
тяжелыми металлами [80]. Важно также прово-
дить комплексные исследования с включением 
в анализ не только профилей метилирования, 
но также поиска и аннотации дифференци-
ально экспрессированных генов. Например, 
в работе Henderson  et  al.  [81] в лимфоцитах 
периферической крови был выявлен ряд диф-
ференциально метилированных при БП обла-
стей генома, и были обнаружены связанные с 
этими областями генома дифференциально 
экспрессирующиеся гены, хотя в большинстве 
случаев дифференциальное метилирование и 
дифференциальная экспрессия плохо корре-
лировали между собой.

Таким образом, в настоящее время трудно 
сделать окончательный вывод о вкладе мети-
лирования ДНК в риск развития  БП. Требу-
ется проведение дополнительных широкомас-
штабных пролонгированных исследований 
на больших выборках пациентов, детально 
охарактеризованных как с клинической точ-
ки зрения, так и с точки зрения стиля жизни, 
причем основное внимание должно быть уде-
лено больным на ранних стадиях заболевания. 
Аналогичный вывод можно сделать и в отно-
шении другого активно анализируемого эпи-
генетического маркера  – уровня экспрессии 
микроРНК.

Первые работы по анализу изменения экс-
прессии микроРНК в нервной ткани при  БП 
были проведены в 2015–2016  гг. и дали весьма 
противоречивые результаты. Спектры диффе-
ренциально экспрессирующихся микроРНК 
практически не перекрывались. Это может 
быть связано как с использованием разных 
отделов мозга (черная субстанция и префрон-
тальная кора) и применением разных методов 
анализа микроРНК (секвенирование, ПЦР 
в реальном времени, технология Nanostring), 
так и с разными клинико-морфологическими 
характеристиками пациентов. При этом необ-
ходимо отметить, что характеристика изучае-
мых лиц во всех публикациях крайне недо-
статочна  – например, ни в одной из статей не 
приведено информации о стадии заболевания 
и клинической форме  БП  [73, 82, 83]. Всего к 
настоящему времени было выявлено 99  диф-
ференциально экспрессирующихся в области 
черной субстанции микроРНК при  БП, при-
чем для 60 микроРНК уровень экспрессии был 
повышен, а для 39 – понижен [84]. Данные ра-
боты показали, что спектры микроРНК в мозге 
при БП существенно изменяются и такие изме-
нения могут вызывать определенные наруше-
ния в экспрессии генов ряда метаболических 
путей, связанных с патогенезом заболевания.



ШАДРИНА, СЛОМИНСКИЙ518

БИОХИМИЯ том 88 вып. 3 2023

Особый интерес при этом представляют 
микроРНК, мишенями которых являются гены 
моногенных форм заболевания – такие микро-
РНК могут рассматриваться как связующее 
звено между идиопатическими и семейными 
формами. Например, у микроРНК miR-7 был 
выявлен сайт связывания в 3′-нетранслируе-
мой области гена альфа-синуклеина, и было 
показано, что как in vitro, так и in vivo эта микро-
РНК блокирует трансляцию мРНК альфа-си-
нуклеина и снижает уровень этого белка. При 
блокировании активности микроРНК miR-7 
in vivo у мышей наблюдается гибель дофамин-
ергических нейронов черной субстанции, сни-
жение уровня дофамина и накопление в нерв-
ной ткани альфа-синуклеина  [74]. Однако, в 
целом, ситуация оказывается более сложной, 
и экспрессия альфа-синуклеина оказывается 
под контролем сразу нескольких микроРНК, 
таких как miR-153, miR-203a-3p, miR-203a-3p, 
miR-30b, miR-34b/c, miR-214 и miR-433. Ана-
логичная ситуация наблюдается в случае дру-
гих генов семейных форм  БП. Так, экспрес-
сия гена паркина регулируется как минимум 
четырьмя микроРНК (miR-103a-3p, miR-146a, 
miR-181a, miR-218), гена дардарина  – двумя 
(miR-205, miR-599), гена белка DJ-1  – двумя 
(miR-494, miR-4639). В  итоге микроРНК мо-
гут быть вовлечены в регуляцию (как позитив-
ную, так и негативную) большого количества 
метаболических процессов, так или иначе свя-
занных с развитием  БП, таких как митохон-
дриальная дисфункция и оксидантный стресс, 
аутофагия, апоптоз, процессы воспаления, 
экспрессия нейротрофинов [84, 85].

МикроРНК могут оказаться еще и свя-
зующим звеном между моногенными фор-
мами заболеваниями, идиопатическими слу-
чаями  БП и воздействием факторов внешней 
среды  – в первую очередь таких известных 
факторов риска развития болезни Паркин-
сона, как пестициды [86]. Было показано, что 
пестициды вызывают изменение профиля мик-
роРНК в различных тканях организма, при-
чем спектр таких изменений во многом пере-
крывается для разных пестицидов. Например, 
ротенон, паракват, органофосфаты и атразин 
вызывают изменение экспрессии микроРНК 
miR-34  [87], а как было сказано выше, эта 
микроРНК принимает участие в регуля-
ции экспрессии альфа-синуклеина. Другая 
связь между генетическими факторами и ми-
кроРНК может быть обусловлена регуляцией 
экспрес сии генов микроРНК на уровне тран-
скрипции или стабильности транскрипта. 
Об  этом известно крайне мало, но показано, 
что отдельные полиморфные сайты в геноме 

человека могут влиять на связывание с ними 
микроРНК и тем самым модулировать экс-
прессию гена-мишени. В частности, это было 
продемонстрировано на примере однонуклео-
тидного полиморфизма  (ОНП) rs10024743 в 
3′-нетранслируемой области гена альфа-сину-
клеина в сайте связывания микроРНК miR-34 
(редкий аллель по данному ОНП) в системе 
in  vitro снижал экспрессию альфа-синуклеина 
более чем в  2  раза  [88]. В  3′-нетранслируемой 
области гена дардарина  (LRRK2) был также 
выявлен rs66737902, который ассоциирован 
с риском развития  БП и расположен в сайте 
связывания микроРНК miR-138-2-3p. Авторы 
считают, что именно нарушения связывания 
этой микроРНК с мРНК дардарина приводит 
к изменению уровня мРНК LRRK2 и развитию 
патологического процесса [89].

Очень большую роль в формировании ре-
гуляторных сетей микроРНК, возможно, игра-
ют длинные некодирующие РНК (lncRNA)  – 
РНК размером более 200  нуклеотидов, не 
содержащие открытых рамок считывания и 
не транслирующиеся в белки. Эти РНК могут 
считываться со смысловой и антисмысловой 
цепей ДНК и располагаться как в интронах ге-
нов, так и в межгенных областях. Точное чис-
ло таких РНК-транскриптов и кодирующих их 
генов не известно  – оно сопоставимо и, воз-
можно, превышает число белок-кодирующих 
генов [90].

Описан ряд lncRNA, так или иначе свя-
занных с биологическими процессами, ве-
дущими к  БП. Так, у мышей с токсическим 
(6-гидроксидофамин) поражением черной 
субстанции lncRNA H19 через связывание мик-
роРНК miR-301b-3p активирует экспрессию 
гена тирозингидроксилазы и сигнальный путь 
Wnt/бета-катенин и тем самым способствует 
выживанию дофаминергических нейронов 
области черной субстанции. Снижение уровня 
РНК  Н19 вызывает, напротив, усиление про-
цессов нейродегенерации  [91]. Ряд lncRNA 
(такие как MALAT1, UCA1, SNGH14) регули-
руют процессы обмена альфа-синуклеина и 
формирование его агрегированных форм  [92, 
93]. Важно отметить, что многие из lncRNA 
могут оказывать влияние на разные процессы, 
связанные с развитием нейродегенерации. 
Так, MALAT1, кроме регуляции обмена аль-
фа-синуклеина, принимает участие в модуля-
ции процессов нейровоспаления и активирует 
экспрессию дардарина  (LRKK2), тем самым 
усиливая процессы апоптоза и аутофагии в 
дофаминергических нейронах. Показано, что 
блокирование экспрессии этой lncRNA может 
повышать выживаемость дофаминергических 
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нейронов  [92]. Активность дардарина также 
может контролировать и другая lncRNA  – 
NEAT1. Она формирует внутриядерные вклю-
чения  (параспеклы), в состав которых входит 
ряд клеточных белков, включая дардарин. Это 
снижает уровень активного дардарина в клетке 
и тем самым повышает ее устойчивость к ок-
сидантному стрессу [94].

Эпигенетичесские регуляторные взаимо-
действия не ограничены тремя выше описан-
ными механизмами, но остальные варианты 
изучены намного хуже. Хотя показана воз-
можная роль в патогенезе  БП модификации 
гистонов  [95], циклических РНК (circRNA) и 
конкурентных РНК (ceRNA)  [96]. Работы по 
анализу эпигенетического профиля при  БП 
должны быть расширены с включением новых 
моделей заболевания  – как клеточных, так и 
организменных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

За последние 25  лет удалось выявить ряд 
генетических и эпигенетических факторов, 
связанных с патогенезом БП, и на этой осно-
ве, по сути, начато строительство своего рода 
Кельнского собора или Саграда Фамилия. Осо-
бенно близок второй вариант  – все-таки как 
в случае Саграда Фамилия, так и в случае БП 
здание еще не построено, но основные кон-
туры уже видны.

Для БП  – это в первую очередь фунда-
мент, гены основных моногенных форм  БП, 
такие как SNCA, PRKN, LRRK2. Это, по сути, 
закладные камни, на основании которых были 
предложены первые механизмы этиопатоге-
неза заболевания с опорой на формирование 
агрегатов альфа-синуклеина, митохондриаль-
ную дисфункцию и нарушение процессов про-
теасомной деградации белков. Дальнейшее 
строительство с выявлением новых генов мо-
ногенных форм заболевания включило в чис-
ло основных патологических механизмов  БП 
лизосомальную дисфункцию и нарушение 
процессов везикулярного транспорта. Было 
сформулировано представление о едином 

континууме взаимодействующих между собой 
клеточных процессов, приводящих к избира-
тельной гибели дофаминергических нейронов 
при нарушении функционирования любого из 
его звеньев. Эта модель сохраняет свою акту-
альность и для идиопатической формы забо-
левания  – полногеномный ассоциативный 
анализ выявил в качестве основных ассоции-
рованных с заболеванием локусов гены SNCA 
и LRKK2. При этом очевидно, что мы пока не 
достроили стены до конца и не выявили все 
возможные гены, связанные с семейной и 
спорадической формами заболевания, но ос-
новное уже сделано, и появление нового гена 
(генов) не разрушит уже выстроенное здание.

Но для здания важна взаимная увязан-
ность его частей, которая в случае организма 
достигается через эпигенетические взаимодей-
ствия, позволяющие обеспечить функциони-
рование всего ансамбля генов при осуществле-
нии ими заданной биологической функции. 
Нами сделаны первые и успешные шаги в этом 
направлении, но как раз в эпигенетической 
«отделке» здания предстоит сделать еще очень 
и очень многое. И это потребует разработки 
принципиально новых подходов как с точки 
зрения анализа молекулярных событий, свя-
занных с эпигеномом, так и с точки зрения 
анализа данных с использованием методов 
машинного обучения и искусственного интел-
лекта [97, 98].
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GENETIC ARCHITECTURE OF PARKINSON’S DISEASE

Review

M. I. Shadrina* and P. A. Slominsky

Institute of Molecular Genetics of National Research Centre “Kurchatov Institute”, 
123182 Moscow, Russia; e-mail: shadrina@img.ras.ru

Year 2022 marks the 25th anniversary of the first mutation in familial autosomal dominant Parkinson’s dis-
ease. Over the years, our understanding of the role of genetics in the pathogenesis of familial and idiopathic 
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forms of Parkinson’s disease has expanded significantly – a number of genes for the familial form of the 
disease have been identified, and DNA markers of an increased risk of developing a sporadic form of the 
disease have been identified. But, despite all the successes achieved, we are far from an accurate assessment 
of the contribution to the development of the disease as a whole, both genetic factors and (and even more 
so) epigenetic factors. The review summarizes the information accumulated to date on the genetic architec-
ture of Parkinson’s disease and formulates issues that need to be addressed and are primarily related to the 
assessment of epigenetic factors in the pathogenesis of the disease.

Keywords: Parkinson’s disease, monogenic form, sporadic form, genetics, mutation analysis, genome-wide association 
analysis, epigenetics, genetic risk
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