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В обзоре изложены современные представления о механизмах участия актина в координации пре-
синаптических функций. Помимо участия актинового цитоскелета в поддержании пространственной
организации структуры синапса, к функциям актина относят транспорт и заякоривание необходимых
для сигналинга белков, актиновый цитоскелет может ограничивать их латеральную диффузию, способ-
ствуя образованию функционально активных комплексов. Результаты исследований свидетельствуют о
причастности актиновых филаментов пресинаптического компартмента к регуляции активности сек-
реторного аппарата. Пресинаптический актин участвует в рециркуляции везикул, происходящая
при этом реполимеризация актина зависит от условий активации. Предполагается, что деполиме-
ризация актина может способствовать началу формирования обновленного актинового матрикса.
Стабилизация этих модификаций после полимеризация актина может иметь отношение не только
к постсинаптическим, но и к пресинаптическим механизмам долговременной пластичности.

Ключевые слова: пресинаптическая пластичность, консолидация, дестабилизация, реполимеризация
актина, стабилизация
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“Dynamic synapses as archives
of synaptic history” (Yasui et al., 2005)

Известно, что в основе приспособительного
поведения лежит образование новых нейронных
ансамблей, которое сопровождается реорганизаци-
ей синаптических контактов [1, 2]. Очевидно, что
при этом необходимы скоординированные моди-
фикации пресинаптического и постсинаптического
компартмента. Свойства синапсов зависят от их мо-
лекулярного состава, и, прежде всего, от скелетных,
стеллажных и якорных белков, которые поддержи-
вают динамическое равновесие сигнальных и ре-
гуляторных белков [3].

РЕПОЛИМЕРИЗАЦИЯ АКТИНА ПРИ 
ДОЛГОВРЕМЕННОЙ ПОТЕНЦИАЦИИ
Одним из ключевых процессов, происходящих

в синапсах при их структурно-функциональных
модификациях, является реполимеризация акти-
новых филаментов [4, 5]. Об этом свидетельствуют
исследования долговременной пластичности си-
напсов [6–10], основные результаты которых со-
ответствуют изменениям в гиппокампе обучаю-

щихся животных [11, 12]. Полагают, что перепро-
граммирование актинового цитоскелета позволяет
преодолеть устойчивое состояние синапса [13–
15] и стабилизировать структурные последствия
модификаций при “обучении” [2, 16].

При исследовании долговременной синапти-
ческой пластичности с использованием модели дол-
говременной потенциации (LTP) было обнаружено,
что для консолидации первичных модификаций не-
обходима полимеризация актина [5–8, 10, 13–16].
Объясняя эти результаты, авторы предположили,
что сразу после индукции образуются новые ак-
тиновые филаменты [14], которые в течение так
называемой ранней фазы LTP (10–30 мин после
индукции [17]) остаются неустойчивыми и легко
реагируют на любые депотенциирующие сигналы
[6, 8, 13, 14]. После стабилизация такие филамен-
ты, по всей вероятности, приобретают защиту от
действия дестабилизирующих факторов и, в част-
ности тех, которые приводят к деполимеризацию
актина [10, 12–15, 18].

Подавляющее большинство этих публикаций
основное внимание уделяют постсинаптическо-
му компартменту [19–22]. В частности, было об-
наружено, что образование F-актина усиливается
при индукции LTP, что обеспечивает рост шипи-
ков, который наблюдается в фазе консолидации
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[7–9, 15, 16, 18, 22]. Вместе с тем, авторы одной из
цитируемых работ обращают внимание на сход-
ство структурных модификаций шипиков с пове-
дением конусов роста аксонов [16]. Таким обра-
зом, не исключено, что полимеризация актина
может иметь отношение и к пресинаптической
потенциации.

LTP И ПРЕСИНАПТИЧЕСКАЯ 
ПЛАСТИЧНОСТЬ

Очевидно, что после всех преобразований,
связанных с реорганизацией постсинаптического
компартмента, для образования полноценного
контакта необходима сопряженность структур-
ных модификаций пре- и постсинапса [23–26].
Известно, что пресинаптическая и постсинапти-
ческая LTP может развиваться в одних и тех же
синапсах [27–29], что типично для некоторых от-
делов гиппокампа [30–33]. К сожалению, эта об-
ласть исследования представлена лишь немно-
гочисленными исследованиями, косвенно сви-
детельствующими о влиянии пресинаптических
модификаций на процесс консолидации [23, 34–
36]. Вполне вероятно, что пресинаптические мо-
дификации, так же, как и в постсинапсе, тесно
связаны с реорганизацией актинового цитоскеле-
та [24], а заякоривание актиновыми филамента-
ми всех наиболее известных молекул клеточной
адгезии может способствовать согласованным
модификациям пресинаптического и постсинап-
тического компартмента [25]. Очевидно, что от
этих механизмов в равной степени зависят струк-
турно-функциональные особенности и преси-
наптического, и постсинаптического компарт-
мента.

ФУНКЦИИ ПРЕСИНАПТИЧЕСКОГО 
АКТИНА. ЭВОЛЮЦИОННЫЙ ПОДХОД
Литературные данные об участии актина в ре-

гуляции пресинаптических функций представлены
преимущественно работами, использующими в ка-
честве объекта исследования беспозвоночных жи-
вотных [37–41]. Пресинаптический компартмент
центральной нервной системы позвоночных жи-
вотных в силу некоторых методических ограни-
чений менее доступен для исследования. Однако
консервативность организации секреторного аппа-
рата, по мнению большинства авторов, позволяет
предполагать сходство молекулярных механиз-
мов пресинаптической пластичности [40, 42, 43].
В частности, одним из общих для всех синапсов
компонентов пресинаптического компартмента
является актин [38, 44–46]. Его роль в регуляции
эффективности синаптического проведения под-
тверждается в экспериментах на культуре цен-
тральных нейронов позвоночных животных, в
том числе гиппокампа [3, 4, 46–50].

АКТИНОВЫЙ ЦИТОСКЕЛЕТ ПРЕСИНАПСА

В пресинаптическом компартменте актино-
вые филаменты образуют хорошо выраженный
слой, выстилающий изнутри зону синаптическо-
го контакта. Кроме того, обогащенный актином
цитоматрикс окружает активную зону пресинапса
[37, 38, 46], причем часть филаментов соседствует
с везикулами активной зоны [37, 38, 47]. Так же,
как и в других клеточных компартментах, актино-
вые филаменты пресинапса образуют структурный
каркас, удерживающий участвующие в регуляции
секреции белки. Кроме того, образованные F-акти-
ном филаменты отвечают за транспорт и заякори-
вание везикул и участвующих в регуляции секре-
ции белков в активную зону пресинапса [4, 39,
51–54]. В дополнение к этому, актиновый цитос-
келет может ограничивать латеральную диффузию
белков [46, 54–56], тем самым способствуя образо-
ванию функционально активных комплексов.

Исследования на простых нервных системах и
культуре нервных клеток, в том числе и гиппо-
кампа, свидетельствуют, что актин участвует в об-
новлении кластеров, эндоцитозе и рециркуляции
везикул [4, 37, 38, 47, 48, 54, 57–59]. Эксперимен-
тальной основой этих представлений являются
исследования, демонстрирующие основополага-
ющую роль актина в формировании и дальней-
шем развитии созревающих синапсов [60].

ПРЕСИНАПТИЧЕСКИЕ ФУНКЦИИ 
АКТИНА ЗРЕЛЫХ СИНАПСОВ

Не так очевидны результаты исследования
функций пресинаптического актина зрелых си-
напсов. С возрастом секреторный аппарат стано-
вится менее подверженным действию ограничи-
вающих целостность актиновых филаментов пре-
паратов, и в стационарных условиях не всегда
удается обнаружить нарушения синаптической
передачи после их аппликации [46, 48, 50]. На ос-
новании наблюдений за поведением созреваю-
щих синапсов было высказано предположение,
что актин постепенно теряет связь с регуляторными
функциями и в полностью созревших синапсах ис-
пользуется только в качестве цитокелета [46]. Пола-
гают, что неоднозначность или отсутствие эффектов
может объясняться простой суммой нарушений
двух противоположных функций актинового цито-
селета [4, 49], который в качестве барьера ограничи-
вает секрецию [47], но при этом способствует моби-
лизации синаптических везикул. Не исключено,
однако, что после созревания и стабилизации
центральных синапсов высших позвоночных жи-
вотных механизмы регуляции пресинаптического
высвобождения медиатора становятся в той или
иной степени независимыми от актинового ци-
тоскелета.
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Действительно, при созревании синапсы при-
обретают новые качества, и это, по-видимому, за-
трудняет выявление актин-зависимых механизмов.
Главными детерминантами, определяющими веро-
ятность выброса медиатора, становятся актив-
ность пресинаптических кальциевых каналов и
специфический паттерн экспрессии входящих в
состав SNARE комплекса везикулярных белков,
по-разному реагирующих на входящий в преси-
наптическое окончание кальций [61–64]. Анало-
гично, стелажные функции актина все больше за-
мещаются другими стелажными белками [46, 60],
хотя некоторые из них, в частности белки семей-
ства PSD-95 или Bassoon, продолжают взаимо-
действовать с актином [47, 60].

История на этом не заканчивается и при об-
суждении пресинаптических механизмов долго-
временной пластичности заслуживает внимания
тот факт, что и после созревания центральных си-
напсов позвоночных животных актин не теряет
своего значения, при необходимости включаясь в
регуляцию секреции медиатора. Далее изложены
аргументы, предполагающие активное участие
пресинаптического актина в модификациях эф-
фективности синапсов.

Каждый пресинаптический бутон заполнен
везикулами, но только их небольшая часть готова
к немедленному экзоцитозу [63]. Хотя четкой гра-
ницы не существует, при аналитическом описа-
нии всего разнообразия механизмов, вовлечен-
ных в регуляцию пресинаптических функций, их
принято относить к пулу готовых к высвобожде-
нию везикул (readily releasable pool, RRP). Вели-
чина этого пула и вероятность выброса каждой из
везикул являются ключевыми факторами, от ко-
торых и зависит эффективность синапса [63, 65,
66]. Число готовых к высвобождению везикул не-
постоянно и контролируется целой системой
внутриклеточных посредников, включая актин
[62, 66].

УЧАСТИЕ АКТИНА В ПОДДЕРЖАНИИ 
ПУЛА ГОТОВЫХ К ВЫСВОБОЖДЕНИЮ 

ВЕЗИКУЛ
С одной стороны, взаимодействие синапти-

ческих везикул резервного пула с актиновыми
филаментами ограничивает их перемещение не-
посредственно в область активной зоны [45, 60].
С другой стороны, везикулы RRP пула, по неко-
торым данным, также могут взаимодействовать с
актиновыми филаментами [60]. Не исключено,
такие филаменты могут иметь отношение к удер-
живанию синаптических везикул в активной зо-
не, хотя большинство исследователей склоняют-
ся к тому, что их появление в активной зоне мо-
жет быть связано с транспортной функцией
актина. Так или иначе, присутствие актиновых
филаментов скорее способствует, чем препятству-

ет большей концентрации синаптических вези-
кул в активной зоне [60].

Фармакологическое разрушение актиновых
филаментов приводит к уменьшению пула доступ-
ных для секреции везикул, хотя, по мнению авторов,
наиболее существенной для этого эффекта мише-
нью являются филаменты, расположенные лате-
ральнее активной зоны [37]. Объясняя этот факт,
авторы предположили, что актиновые филаменты
имеют отношение к транспорту везикул в ту зону,
где происходит экзоцитоз. Интересно, что баланс
между взаимодействующими с синаптическими
везикулами и расположенными более латерально
актиновыми филаментами непостоянен и зави-
сит от синаптической активности [37]. Эту точку
зрения разделяют авторы некоторых других работ
[38, 47, 62].

В культуре нейронов гиппокампа объем RRP
зрелых синапсов также заметно сокращается на
фоне ингибитора полимеризации актина цитоха-
лазина D [50], поэтому вполне вероятно, что по
сути своей тот же механизм мобилизации синап-
тических везикул, за исключением некоторых
особенностей молекулярного обеспечения, может
сохраняться в течение всей жизни. В том числе,
предполагается участие пресинаптического акти-
на в прайминге так называемых быстрых везикул
[53, 62]. К тому же, актиновые филаменты явля-
ются структурным каркасом, обеспечивающим
поддержание миозина [16, 67], также участвую-
щего в рециркуляции везикул [47, 62].

Готовность везикул к экзоцитозу зависит не
только от интенсивности входящего кальция, но и
от степени их удаленности от активных в данный
момент каналов [68–70]. Исследование условий ак-
тивации возбудимых клеток показало, что взаи-
модействие актиновых филаментов с CaVβ субъ-
единицами кальциевых каналов имеет отноше-
ние к регуляции транспортных функций [71]. В
пресинаптических окончаниях такое взаимодей-
ствие может способствовать направленному транс-
порту везикул непосредственно к источнику сигна-
ла [4, 49, 72], и, соответственно, восстановлению
пула готовых к употреблению везикул [50]. Этот
механизм особенно необходим в условиях повы-
шенной синаптической активности. Более того, в
экспериментах на культуре нейронов гиппокампа
было обнаружено, что RRP не только легче вос-
станавливается, но и растет при увеличении экс-
прессии ассоциированной с актином CaVβ субъ-
единицы, что сопровождается увеличением спон-
танной и вызванной секреции [50]. Этот эффект
блокируется цитохалазином D [50].
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ АКТИНА
С СИНАПСИНОМ ПРИ РЕЦИРКУЛЯЦИИ 

ВЕЗИКУЛ

Участие актина в подготовке секреторного ап-
парата к экзоцитозу осуществляется в тесном вза-
имодействии с синапсином [37, 73]. Синапсины
относятся к семейству фосфопротеинов, непо-
средственно ассоциированных с синаптическими
везикулами и актином [37, 73, 74]. Развитию пред-
ставлений о механизмах совместного участия си-
напсинов и актина в мобилизации синаптических
везикул немало способствовали исследования
in vitro [37]. Взаимодействие синапсинов с актином
регулируется их фосфорилированием [73, 75]. Де-
фосфорилированный синапсин прочно связан с
молекулами актина, но сразу же отсоединяется от
них при фосфорилировании [73, 75]. Это осво-
бождает везикулы, делая их доступными для эк-
зоцитоза [37]. Вслед за этим синапсин направля-
ется в зону эндоцитоза, где вступает во взаимо-
действие с молекулами мономерного G-актина,
что стимулирует образование нового актинового
матрикса и его ассоциацию с восстановленными
после эндоцитоза везикулами [37, 38].

К наиболее изученным фосфорилирующим
синапсин протеинкиназам относится CaMKII
[76]. В результате такого фосфорилирования уве-
личивается пул готовых к экзоцитозу везикул [76,
77]. MAPK фосфорилирует синапсин по другим
сайтам, при этом основной эффект разобщения с
актиновыми филаментами не изменяется, за ис-
ключением некоторых функциональных особен-
ностей. В частности, сайты фосфорилирования
MAPK, которые имеют отношение к регуляции
секреции, в отличие от сайтов CaMKII, находятся в
фосфорилированном состоянии в обычных услови-
ях и дефосфорилируются кальцинейрином при де-
полимеризации пресинаптического окончания [78].
Таким образом, MAPK и кальцинейрин, скорее все-
го, задействованы на стадии рециркуляции везикул
[38]. Ингибиторы MAPK ограничивают фосфо-
рилирование синапсина и это приводит к сниже-
нию секреции [78].

В зрелых синапсах главной функцией синапсина
является кластеризация рецепторов и восстановле-
ние пула доступных для экзоцитоза везикул [37, 38].
Благодаря взаимодействию с синапсином, акти-
новые филаменты отвечают, главным образом, за
образование и поддержание резервного пула ве-
зикул [45, 60, 79]. Дефицит синапсинов приводит
к истощению запасов синаптических везикул и
ухудшению их рециркуляции [79, 80]. При этом
обедняется латеральный актиновый матрикс и
уменьшается число везикул в кластере [38]. Этот
факт наглядно демонстрирует, что синапсин, по
всей вероятности, оказывает влияние на опосре-
дованные актином механизмы рециркуляции ве-
зикул. Полагают, что влияние этого механизма

распространяется прежде всего на везикулы ре-
зервного пула, а содержание везикул в активной
зоне, вероятно, в меньшей степени зависит от си-
напсинов [80]. Интересно, что такое же снижение
числа везикул обнаружено при дефиците стаби-
лизирующих F-актин белков [81].

ПРЕСИНАПТИЧЕСКИЙ АКТИН
И ВЕРОЯТНОСТЬ ВЫБРОСА МЕДИАТОРА

Пресинаптический потенциал действия сти-
мулирует вход кальция и экзоцитоз, причем чис-
ло участвующих в экзоцитозе везикул, зависит не
столько от числа готовых к экзоцитозу везикул,
сколько от вероятности выброса медиатора [82],
тем более, если сравнивать между собой разные
синапсы. После аппликации приостанавливаю-
щего процесс полимеризации актина препарата
на культуру нейронов гиппокампа, авторы обна-
ружили множественные эффекты, в том числе
увеличение амплитуды вызываемых стимуляцией
пресинаптических входов синаптических потен-
циалов, которое сопровождалось снижением фа-
силитации при парной стимуляции (PPF) [47].
PPF тест часто используют для определения веро-
ятности выброса медиатора, и снижение PPF мо-
жет быть признаком ее увеличения [65, 83].

В настоящее время не существует достаточно
обоснованных представлений о механизмах вли-
яния актина на вероятность выброса медиатора.
Одним из возможных объяснений может быть за-
висимость вероятности выброса от величины RRP
пула [84, 85]. Действительно, в условиях снижения
величины входящего кальциевого тока, которое на-
блюдается, в частности, при деполимеризации
актина [86], синаптическая депрессия сопровож-
дается увеличением PPF [87].

Разнообразие эффектов при опустошении де-
по не всегда подтверждает такую закономерность
[88, 89]. Тем не менее, сама возможность увеличения
вероятности выброса позволяет предположить, что
это может быть связано с истощением RRP вслед-
ствие увеличения спонтанной секреции при де-
полимеризации актина и ослаблении его барьерных
функций. Однако маловероятно, что нарушение
барьерных функций может объяснить полученные
результаты. Во-первых, против этого свидетель-
ствует увеличение амплитуды вызванных ВПСП,
которое сопровождается удлинением актиновых
филаментов [47]. Сами авторы считают, что ба-
рьерные функции даже улучшаются. К тому же,
при аппликации цитохалазина D этот эффект не
воспроизводится [47]. Что касается частоты спон-
танных ВПСП, результаты не всегда совпадают и,
как показано в другой работе, она может даже
снижаться [48]. А главное, активирующее влия-
ние латрукулина А на спонтанные и вызванные
стимуляцией синаптические потенциалы не со-
провождалось истощением RRP [47] и, следова-
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тельно, вероятность выброса медиатора увеличива-
лась по другим, пока не очень ясным причинам. Тот
факт, что введение фалоидина в постсинаптический
нейрон не блокирует этот эффект латрукулина А,
позволяет исключить участие постсинаптических
механизмов [47]. К тому же, в этой и других рабо-
тах не наблюдалось изменения амплитуды спон-
танных ВПСП [47, 48]. Возможно, имеет значе-
ние расположение везикулы относительно канала
[71, 90]. Известно, что синаптические везикулы, в
зависимости от состава ассоциированных с ними
белков, могут иметь разную вероятность выброса
и эффективность пополнения медиатора [63]. В
связи с этим обсуждается возможность направ-
ленного транспорта везикул с разной вероятно-
стью выброса медиатора [61]. Экспрессия специ-
фических маркеров могла бы обеспечить распре-
деление везикул [91]. Авторы допускают такую
возможность, хотя неизвестно, как это связано с
цитоскелетом [61].

ПРЕСИНАПТИЧЕСКИЙ АКТИН И 
КРАТКОВРЕМЕННАЯ ПЛАСТИЧНОСТЬ
Еще более важным свойством межнейронных

взаимодействий при реализации приспособитель-
ного поведения является их участие в генерации
временного паттерна активации участвующих в нем
нейронов. Кратковременная синаптическая пла-
стичность позволяет обеспечить последовательное
включение нейронов, создавая пространственно-
временной паттерн активации нейронного ан-
самбля в целом. Нейроны, слабо реагирующие на
первичный сигнал, не сразу вовлекаются в реали-
зацию функций, но фасилитация синаптических
входов на какое-то время увеличивает вероят-
ность их последующей активации. Другие, уже
выполнившие свою функцию нейроны могут
дальше не участвовать в реализации функций, и в
активирующих их синапсах развивается кратковре-
менная депрессия. Исследования кратковременной
синаптической пластичности используют целый
ряд методических подходов, одним из которых
является метод парной стимуляции моносинап-
тических входов с разными межстимульными ин-
тервалами.

Считается, что феномен парной фасилитации
(PPF) имеет преимущественно пресинаптическую
природу [92] и связан со следовыми эффектами,
возникающими в пресинапсе после прохождения
потенциала действия, в частности, с постепен-
ным удалением ионов кальция в течение десятков
миллисекунд [93]. Число вовлекаемых в экзоцитоз
везикул зависит от концентрации кальция и это
определяет увеличение секреции при повторной
активации на фоне остаточного кальция. Во-
первых, увеличение остаточного кальция создает
дополнительные сайты секреции. Во-вторых, на
остаточный кальций реагируют Са2+ сенсоры, в

том числе те, которые модулируют активность
пресинаптических кальциевых каналов [94]. Со-
бытия развиваются в зависимости от того, какой
из Са2+ сенсоров вступает в реакцию [94–96]. Ха-
рактер кратковременных модификаций зависит
также от экспрессии Cavβ субъединиц. В частно-
сти, экспрессия CaVβ4 способствует PPF, а крат-
ковременную депрессию при парной стимуляции
(PPD) связывают с Cavβ2a субъединицей [97]. Ак-
тивирующее влияние CaVβ4 прекращается после
разобщения с актином [50].

Помимо основного, реакция на парную стиму-
ляцию включает также ряд других сопутствующих
механизмов, как правило, подавляющих PPF.
Значимый вклад в снижение PPF вносят модифи-
кации постсинаптических рецепторов и модулиру-
ющее влияние входов другой медиаторной специ-
фичности, преимущественно тормозных. Степень
участия этих механизмов и их зависимость от ак-
тина не имеют прямого отношения к цели данного
обзора и будут подробно рассмотрены в дальней-
шем.

Изменение реакции при повторной активации
может быть в той или иной степени связано с ча-
стичными потерями медиатора, особенно если до
этого синапсы были более активны. С одной сто-
роны, актин необходим для быстрого восстанов-
ления запасов медиатора [57, 98]. Обнаружено,
что взаимодействие актина с CaVβ4 ускоряет восста-
новление пула доступных для экзоцитоза везикул
[50]. В частности, от этого зависит быстрый, неза-
висимый от клатрина эндоцитоз, который проис-
ходит не больше чем за 50–100 мс по соседству с
активной зоной [50]. Если объем RRP при этом
увеличивается, очевидно, что это может приво-
дить к увеличению PPF. В некоторых синапсах
обнаружено, что и другие виды эндоцитоза также
зависят от актина [59]. С другой стороны, из-за
того, что фосфорилированный синапсин быстро
связывается с F-актином, часть везикул остается
за пределами активной зоны [62, 99], так что объ-
ем RRP и, соответственно, PPF уменьшается.

Необходимо отметить, что в процессе эндо-
цитоза с участием синапсина могут происходить
отклонения, которые приводят не только к пере-
распределению синаптических везикул, но и к
реорганизации структуры актинового матрикса.
Актиновые филаменты состоят из молекул поли-
меризованного F-актина, но в тех же пресинапти-
ческих компартментах обнаруживается достаточно
много диффузно распространенного мономерного
(глобулярного) G-актина, который образуется в
том числе и при рециркуляции везикул [100]. Об-
разовавшийся G-актин вновь используется для
образования F-актина и обновления цитомат-
рикса, а способность синапсина удерживать мо-
лекулы G-и F-актина на близком расстоянии
друг от друга способствует его полимеризации
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[74, 101]. Характер взаимоотношений синапсинов
с актином, в том числе их “полимеризующий по-
тенциал”, модулируется целым рядом регулируе-
мых кальцинейрином белков [38].

Динамический баланс фосфорилированного и
дефосфорилированного синапсина при разных
режимах активации создает условия для постоян-
ного обновления актиновых филаментов, что, в
свою очередь, влияет на распределение ассоции-
рованных с синапсином везикул [38]. По некото-
рым данным это может происходить не только в
зоне эндоцитоза, но и внутри уже сформирован-
ных кластеров [38]. Вероятно, по этой причине
изменение электрической активности может вли-
ять на размер RRP [66].

ПРЕДПОЛАГАЕМЫЕ ФУНКЦИИ АКТИНА
В ДОЛГОВРЕМЕННОЙ ПЛАСТИЧНОСТИ

Роль актинового матрикса в регуляции секре-
ции медиатора позволяет предположить, что его
реорганизация, так же, как и в постсинапсе, мо-
жет иметь отношение к пресинаптическим меха-
низмам долговременной пластичности [4]. Наблю-
дения за поведением актиновых филаментов in vitro
показывают, что большинство из них являются до-
статочно стабильными, другие же находятся в не-
устойчивом состоянии [39, 46]. Как правило, это
короткие, склонные к деполимеризации фила-
менты, которые реагируют на подведение латру-
кулина А, быстро образуются и также быстро ис-
чезают [47].

Так же, как и в постсинапсе, перераспределе-
ние пресинаптических филаментов зависит от
электрической активности [38, 39, 46]. При акти-
вации плотность окружающих везикулы фила-
ментов увеличивается за счет мобилизации из со-
седних областей и образования новых [38, 46]. Их
увеличение в активной зоне по сравнению с со-
стоянием покоя обнаруживается уже через 2 ми-
нуты после начала стимуляции [38]. Оказалось,
что в основном нестабилен именно этот, вновь
образованный F-актин [37].

Согласно развиваемым здесь представлениям,
дестабилизация синапсов необходима для начала
тех преобразований, которые могли бы обеспечить
долговременное поддержание нового функцио-
нального состояния “обученного” синапса [2, 14,
60]. Полагают, что актин является главной мише-
нью для дестабилизирующих и стабилизирующих
сигналов [10, 14, 17, 60]. В настоящее время неясно,
связана ли ранняя стадия консолидации только с
образованием новых короткоживущих филамен-
тов [14], или же деполимеризация ранее суще-
ствующих тоже необходима, как минимум, для
обеспечения двигательной активности.

Не вызывает сомнения тот факт, что полиме-
ризация и деполимеризация актина играет клю-

чевую роль в структурных изменениях пресинап-
тического компартмента за счет реорганизации
цитоскелета [25, 102]. Вместе с тем, эксперимен-
тальных данных явно недостаточно, чтобы под-
твердить возможность участия деполимеризации
пресинаптического актина в дестабилизации си-
напсов на ранней стадии консолидации. Такая
возможность не исключается благодаря наличию
деполимеризующих актин регуляторных белков,
реагирующих на активацию и участвующих в пре-
синаптической пластичности [4].

Актин-связывающий белок профилин участ-
вует в обеспечении динамической нестабильно-
сти и реструктуризации актинового цитоскелета.
Вместе с динамином и актином, с ним ассоции-
рован синапсин [103], что позволяет предполо-
жить его участие в эндоцитозе и рециркуляции
везикул [38, 100]. Деполимеризация происходит
при дефосфорилировании кофилина [104], акти-
вации миозина II [105], что может влиять на ак-
тивность NMDA каналов [106]. Образованные в
результате деполимеризации мономеры исполь-
зуются для образования новых молекул F-актина
и удлинения старых. Не исключено, что при дол-
говременной пластичности увеличение числа мо-
номеров или их баланса с F-актином, вероятно,
каким-то образом стимулирует процесс сборки и
поэтому блокада миозина II ингибирует LTP [16].

После фосфорилирования кофилин инактиви-
руется, что останавливает процесс деполимериза-
ции и способствует дальнейшей полимеризации и
росту филаментов [107]. Показано, что фосфори-
лирование кофилина происходит вслед за высоко-
частотным раздражением синаптических входов
[16] и может иметь отношение к механизмам под-
держания LTP в фазе стабилизации [10, 14]. К ста-
билизации F-актина в активной зоне пресинапса
имеет отношение piccolo и некоторые другие ре-
гуляторные белки, функции которых связывают с
обеспечением готовности синаптических везикул
к экзоцитозу [62, 81, 108].

ИНГИБИТОРЫ ПОЛИМЕРИЗАЦИИ
И ДЕПОЛИМЕРИЗАЦИИ АКТИНА КАК 

МЕТОД ИССЛЕДОВАНИЯ МЕХАНИЗМОВ 
КОНСОЛИДАЦИИ

Некоторые дополнительные сведения о механиз-
мах консолидации были получены в экспериментах
с использованием ингибиторов полимеризации и
деполимеризации актина. Разумеется, экспери-
менты с аппликацией ингибирующих или акти-
вирующих деполимеризацию и полимеризацию
препаратов полностью не воспроизводят есте-
ственные условия. Ингибитор деполимеризации
актина джасплакинолид проникает через клеточ-
ную мембрану [109], что в значительной степени
снимает методические ограничения при исследо-
вании функций пресинаптического актина в цен-
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тральных синапсах высших позвоночных живот-
ных. Тот факт, что в поле СА1 переживающих
срезов гиппокампа взрослых крыс LTP снижает-
ся, если тетанизация производится на фоне джас-
плакинолида, свидетельствует в пользу гипотезы
о необходимости фазы дестабилизации, тем бо-
лее, что индукция и самая ранняя фаза LTP не на-
рушались [14]. В зависимости от поступающих
сигналов, LTP, как известно, может угашаться, а
аппликация джасплакинолида предотвращает де-
потенциацию [13–15, 110]. Вполне вероятно, что
джасплакинолид может улучшать поддержание
LTP и как активатор полимеризации [109, 111].

Отсутствие данных не позволяет полностью
перенести эти рассуждения на пресинаптические
механизмы долговременной пластичности. Су-
щественно, что в цитируемой выше работе джас
плакинолид не препятствует увеличению F-актина
в шипиках после индукции LTP [14]. Поэтому пре-
синаптические механизмы влияния джасплакино-
лида на развитие LTP можно считать вполне веро-
ятными. Некоторые эффекты джасплакинолида,
которые были получены при других режимах сти-
муляции, в норме не вызывающих долговремен-
ных модификаций, лишь косвенно свидетельству-
ют о возможности его влияния на пресинаптиче-
скую пластичность.

В культуре нейронов гиппокампа сочетание
стандартной стимуляции с аппликацией джас-
плакинолида приводит к увеличению числа ак-
тивных пресинаптических бутонов [48]. Наши
предварительные данные показывают, что в гип-
покампе взрослых крыс на фоне джасплакинолида
PPF может снижаться, но только, так же, как и
пресинаптическая LTP, при исходно низкой ве-
роятности выброса медиатора [14]. Можно пред-
положить, что джасплакинолид, как активатор
полимеризации, стабилизирует последствия тех
модификаций, которые направлены на восста-
новление нормального уровня синаптической ак-
тивности [112, 113].

Хотя и в отсутствие дополнительной стимуляции
джасплакинолид сам по себе способен провоциро-
вать распространение актина в пресинаптический
компартмент [46], что может объяснять наблюда-
емое при этом увеличение секреции [39, 48]. Тем
более, что применение другого ингибитора деполи-
меризации фаллоидина вызывает пресинаптиче-
скую депрессию [39]. Такая депрессия не обязатель-
но связано с нарушениями секреторного аппарата.
Введенный в пресинапс фаллоидин не влияет на
генерацию пресинаптического потенциала дей-
ствия, но при этом снижается величина кальциевого
сигнала и постсинаптический ток [114]. Таким обра-
зом, в основе данной пресинаптической депрессии,
скорее всего, лежит инактивация кальциевых ка-
налов, и вследствие этого снижается экзоцитоз
[39]. С другой стороны, деполимеризация актина

тоже снижает входящий кальциевый ток [87, 115],
так что различия в эффектах ингибиторов пока не-
понятны. Связывание с фаллоидином ограничива-
ют некоторые ассоциированные с актином белки, в
том числе кофилин, и это определяет специфику
его эффектов [47].

Увеличение эффективности синапсов после
индукции LTP может быть причиной стабилизации
синаптического F-актина и ассоциированных с
ним протеинов [60]. Аппликация латрукулина А на
переживающие срезы гиппокампа взрослых крыс
ухудшает поддержание LTP, однако этот эффект
зависит от момента аплликации [14]. Известно,
что латрукулин А блокирует полимеризацию ак-
тина и его действие, как полагают [47], направлено
преимущественно на короткие лабильные фила-
менты.

Согласно развиваемым здесь представлениям,
прекращение роста и развития этих филаментов
может нарушать процесс консолидации. Уже через
10 мин после тетанизации, LTP становится устой-
чивой к латрукулину А и, следовательно, процесс
консолидации заканчивается в течение этого ко-
роткого периода [14]. При использовании в каче-
стве объекта исследования более простых нервных
систем тоже было обнаружено, что синапсы, реа-
гирующие на высокочастотное раздражение уве-
личением секреции, демонстрируют дефицит по-
тенциации после обработки латрукулином А [116,
117]. В культуре нейронов гиппокампа латруку-
лин А предотвращает потенциацию и увеличение
RRP после активации пресинаптических кальци-
евых каналов, а также рост числа активных буто-
нов [50].

Простая аппликация латрукулина А в стацио-
нарных условиях не влияет на рециркуляцию ве-
зикул, эндоцитоз и экзоцитоз [39, 46, 47]. Вместе
с тем, в одних экспериментах латрукулин А при-
водит к увеличению секреции медиатора, которое
сопровождается снижением PPF, что свидетель-
ствует об увеличении выброса медиатора [47]. В
других экспериментах спонтанная и вызванная
синаптическая активность снижается [48, 87]. Та-
кое же разнообразие эффектов наблюдается и при
сочетании латрукулина А с низкочастотной сти-
муляцией [39, 46, 118]. Судя по всему, преоблада-
ние деполимеризации само по себе не определяет
характер модификаций [4, 46, 47], и окончатель-
ный эффект зависят, по всей вероятности, от
условий стимуляции, “молекулярного фона” и
других особенностей функционального состоя-
ния синапса. В том числе нельзя исключить и
роль системных факторов.

Необходимо отметить, что такое состояние
фактически воспроизводит, по крайней мере, ча-
стично, то, что предположительно происходит на
самых ранних стадиях консолидации и связано с
дестабилизацией синапсов. Поэтому более тща-
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тельное и продуманное исследование с использо-
ванием этого ингибитора может способствовать
дальнейшему развитию наших представлений о
ранней фазе консолидации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленные в обзоре данные неопровер-

жимо свидетельствуют о ключевой роли актина в
регуляции пресинаптических функций и дают ос-
нование продолжить исследования зависимых от
актина механизмов долговременной синаптиче-
ской пластичности. В рамках представлений о де-
стабилизации и стабилизации синапсов в фазе кон-
солидации одним из существенных для запомина-
ния факторов является реорганизация актинового
матрикса. Закономерности реполимеризации акти-
на при долговременной пластичности – предмет
малоизученный. Наименее доступной для исследо-
вания является самая ранняя фаза консолидации,
связанная с деполимеризацией актина и дестаби-
лизацией синапсов. Имеются основания пола-
гать, что состояние актиновых филаментов само
по себе не определяет характер модификаций и от
их реполимеризации зависит в основном консоли-
дация и поддержание индуцируемых другими сиг-
налами модификаций. Вместе с тем, зависимость
эффективности синапсов и их динамических харак-
теристик от состояния актинового матрикса созда-
ет условия для поддержания их индивидуального
разнообразия в соответствии с принадлежностью
к нейросетевым механизмам реализации приспо-
собительного поведения [119].
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Actin Rearrangement as a Factor of Presynaptic Plasticity
I. V. Kudryashova

Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology RAS, Moscow, Russia

The review presents recent findings on the mechanisms for the actin involvement into the regulation of pre-
synaptic functions. In addition to the structural role of actin cytoskeleton in synaptic maintenance and stabi-
lization, its functions are related to transport and anchoring of regulatory and signaling proteins; actin cyto-
skeleton can act as barrier for lateral diffusion promoting the formation of functionally active protein com-
plexes. Research data indicate the involvement of presynaptic actin in release machinery. In particular it
participates in recirculation of vesicles, this associated with actin repolymerization depending on the pattern
of synaptic activity. It is supposed that actin depolymerization may initiate the reorganization of presynaptic
actin cytomatrix, and stabilization of new frame after actin polymerization may support long-term mainte-
nance of presynaptic as well as postsynaptic modifications.

Keywords: presynaptic plasticity, consolidation, destabilization, actin repolymerization, stabilization
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В настоящей обзорной работе приводятся данные о пластических перестройках в организме животных
под влиянием обогащенной среды (ОС). ОС включает в себя три основных компонента: сенсорную сти-
муляцию, социальную стимуляцию и физическую активность. Каждый из этих компонентов имеет свои
особенности и специфику влияния, но все они оказывают положительное влияние на организм. В пер-
вом разделе работы рассматриваются молекулярно-клеточные механизмы влияния ОС на нейроге-
нез, нейротрофические факторы и синаптогенез. Во втором разделе приводятся данные о влияниях
ОС на пластические перестройки синаптической передачи в нейронах гиппокампа, на индукцию и
поддержание длительной потенциации и длительной депрессии ответов нейронов ЗФ и поля СА1
гиппокампа, нейрохимические механизмы влияния ОС и опыт использования трансгенных животных.
В третьем и четвертом разделах рассматривается влияние ОС на обучение и память у нормальных жи-
вотных и у животных с нарушением когнитивных, эмоциональных и двигательных функций.
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Впервые влияние обогащенной среды на пове-
дение крыс заметил Д. Хебб [1]. Он обратил вни-
мание на то, что крысы, перенесенные c раннего
возраста из лаборатории в домашние условия,
оказались более умными, чем те, которые содер-
жались в лаборатории. Позднее, в 60-х годах про-
шлого века влияние обогащенной среды на пове-
дение крыс более детально исследовали Марк Ро-
зенцвейг с коллегами [2–5]. М. Розенцвейг дал
определение обогащенной среде, как комбина-
ции “неодушевленной и социальной стимуля-
ции”. С тех пор принципиально мало что измени-
лось в определении и понимании термина “обо-
гащенная среда” (ОС) как с теоретической, так и
с практической (процедурной) точки зрения.
Обогащенная среда представляется как содержа-
ние крыс или мышей в больших группах (соци-
альная стимуляция) или в больших клетках, в ко-
торые помещаются разные игрушки и предметы,
материал для строительства гнезд, трубки, в кото-
рых можно прятаться (сенсорная стимуляция),
лесенки и колеса для бега (физическая актив-
ность), по сравнению с животными, содержащи-

мися в стандартных условиях. В ряде случаев ис-
пользуются одинаковые размеры клеток, но ва-
рьирует число животных в клетках; в других слу-
чаях в клетки добавляют игрушки и другие пред-
меты для ОС при одинаковом числе животных.
Кроме того, ОС используется как для постоянно-
го, так и временного проживания в ней, иногда с
перерывами, по нескольку размещений в ОС за
определенный период времени. Другими слова-
ми, в отличие от других парадигм, ОС не является
хорошо стандартизированной процедурой. Тем
не менее, эффекты ее относительно устойчивые и
повторяемые. По мнению Дж. Кемперманна [6],
“парадигма “обогащение среды” является одной
из наиболее успешных концепций в эксперимен-
тальной биологии и психологии, поскольку поз-
воляет исследовать фундаментальную пластиче-
скую связь между структурой и функцией”.

МОЛЕКУЛЯРНО-КЛЕТОЧНЫЕ 
ИЗМЕНЕНИЯ ПОД ВЛИЯНИЕМ 

ОБОГАЩЕННОЙ СРЕДЫ

Обогащение среды вносит существенные из-
менения в молекулярно-клеточные и биохими-
ческие процессы организма, обеспечивая новые
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функциональные состояния и соответствующие
им пластические перестройки во многих структу-
рах мозга. Эти перестройки поддерживают актив-
ное состояние организма и его позитивно-на-
правленную деятельность.

Нейрогенез. Влияние обогащенной среды на
нейрогенез гиппокампа детально изложено в обзо-
рах Г. Клеменсона и соавт. [7, 8]. Как уже упомина-
лось, существуют различные варианты обогащения
окружающей среды, такие как изменение размеров
пространства, в котором происходит ОС, исполь-
зование игрушек и других неодушевленных пред-
метов, туннелей, колеса для бега, времени, ис-
пользуемого для ОС, возраста, с которого она на-
чинается и т.д. В зависимости от использования
этих вариантов не всегда получаются однозначные
результаты, иногда они противоречат друг другу, а
иногда эффекты ОС вообще никак не проявляются.
Однако существуют факторы ОС, которые оказы-
вают безусловное влияние на нейропластичность
гиппокампа и поведение. Важнейшим из этих
факторов является физическая активность, кото-
рая чаще всего достигается с помощью колеса для
бега, помещенного в ОС [9, 10]. В работе [9] ис-
пользование бромдеоксиуридина (BrdU) в качестве
маркера делящихся клеток показало отчетливую
пролиферацию гранулярных клеток зубчатой фас-
ции (ЗФ) гиппокампа при помещении колеса для
бега в клетку. Через 4 нед. после инъекции BrdU
было обнаружено большое число BrdU положи-
тельных клеток у группы животных, находившихся
в ОС с разнообразием неодушевленных предметов
(сенсорная стимуляция), и у группы ОС за счет
физической активности (“бегуны”). Физическая
активность не только увеличивала пролифера-
цию новорожденных клеток, но и улучшала их
выживаемость. Интересно, что изменения в чис-
ле BrdU положительных клеток вызывались на
следующий день после последней инъекции BrdU
только у группы “бегунов”, которые почти в два
раза превышали (усиление пролиферации) значе-
ния новорожденных клеток у других групп. Через
4 нед. достоверное увеличение BrdU положитель-
ных клеток наблюдалось как у группы “бегунов”,
так и у группы, содержавшейся в богатой предме-
тами ОС (улучшение выживаемости). У двух дру-
гих групп, одну из которых обучали в лабиринте
Морриса находить скрытую под водой платфор-
му, а другой давали возможность просто попла-
вать, уровень пролиферации новых клеток и сте-
пень их выживаемости не отличались от значений
контрольных мышей. Бег в колесе вызывал уси-
ление длительной потенциации (ДП) нейронов
ЗФ, а новорожденные клетки хорошо интегриро-
вались в существующую нервную сеть гиппокампа
[11, 12]. В частности, Г. ван Прааг и соавт. [11] с по-
мощью ретровирусного вектора экспрессии зелено-
го флюоресцентного протеина, который проникает
в делящиеся клетки, показали на переживающих

срезах гиппокампа, что новорожденные клетки яв-
ляются полноценными нейронами, встраивающи-
мися в структуру гранулярного слоя ЗФ. У мышей
“бегунов” улучшалось обучение в водном лабирин-
те Морриса, усиливалась ДП ответов нейронов
ЗФ гиппокампа в опытах на срезах, и увеличива-
лось количество BrdU положительных клеток [12].
Усиление нейрогенеза под влиянием ОС с помо-
щью сенсорной стимуляции (разнообразия пред-
метов в обстановке) и при помощи физической
активности улучшало обучение и память в вод-
ном лабиринте Морриса [10]. Некоторые авторы
полагают, что физическая активность, как фактор
ОС, является главным элементом нейрогенного и
нейротрофического влияния ОС [13, 14]. В работе
[13] молодые самки мышей линии C57Bl/6 содер-
жались в стандартных контрольных условиях, в
ОС с выполнением физических упражнений (бег
в колесе), и в комбинации ОС с обилием предметов
(сенсорная стимуляция) и физическими упраж-
нениями. Нейрогенез гиппокампа тестировали
через 12 дней, а дифференциацию клеток через
1 мес. Пролиферация новых клеток, их выживае-
мость, число новорожденных нейронов и уровень
нейротрофинов увеличивались только у группы
“бегунов” [13]. Похожие данные были получены в
работе [14], тоже на мышах той же линии
C57BL/6J, но только у самцов. Мыши содержа-
лись в течение 32 дней в группах: 1) “бегунов”,
2) в ОС с сенсорной стимуляцией, 3) бегунов + ОС с
сенсорной стимуляцией, 4) в стандартных усло-
виях. Группа бегунов проходила такое же рассто-
яние, как и группа бегунов + ОС, но добавление
предметов в клетку “бегунов” не усиливало гип-
покампальный нейрогенез [14]. Примечательно,
что только группа “бегунов” лучше обучалась в
водном лабиринте Морриса по сравнению с груп-
пой, содержавшейся в стандартных условиях. Но
ОС могла влиять на пластические перестройки и
без физической активности [15–17]. Крысы, со-
державшиеся в ОС в течение 3-х и 6-и недель,
проявляли лучшую память узнавания нового
предмета по сравнению с контрольными животны-
ми, а содержавшиеся в ОС в течение 6-и недель луч-
шую пространственную и рабочую память [16]. У
крыс, содержавшихся в ОС, была обнаружена высо-
кая концентрация нервного фактора роста (NGF) и
большое число выживших предшественников
субгранулярных клеток (меченных BrdU) в ЗФ
гиппокампа. Некоторые авторы считают, что фи-
зические упражнения преимуществено влияют
на пролиферацию новых клеток, а ОС (без физи-
ческих упражнений) на выживаемость нейронов
[9]. Причем, эффекты обоих факторов ОС могут
суммироваться, в результате гиппокампальный
нейрогенез проявляется сильнее, чем при дей-
ствии только одного из них [18]. Г. Клеменсоном
и соавт. [8, 15] был проведен интересный опыт
(“pattern separation”), суть которого заключается в
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том, что животному предоставлялась возможность
дифференцировать два идентичных контекста,
но с разной функциональной нагрузкой. В кон-
тексте № 1 животные получали электрошок, а в
другом, точно таком же контексте № 2, шок они не
получали. Оказалось, что дифференцировку кон-
текстов успешно осуществляли те мыши, которые,
содержались в ОС без колеса для бега, т.е. без фи-
зических упражнений. Мыши, содержавшиеся в
ОС с колесом для бега, проявляли высокую сте-
пень физической активности, но с дифференци-
ровкой справиться не могли, несмотря на то, что
нейрогенез у них был выражен сильнее, чем у
группы мышей, которые справлялись с диффе-
ренцировкой [8, 15]. Важным условием для влияния
ОС является исследование пространства во время
пребывания в ОС [17, 19]. При обследовании про-
странства, помимо исследовательской активно-
сти у животных развивается общая физическая
активность и двигательные реакции. В работах
[17, 19] мышам вводили радиочастотные идентифи-
кационные транспондеры и по внешним антеннам,
расположенным вокруг исследуемого пространства,
оценивали исследовательское поведение животных
в течение 4-х мес. Было обнаружено, что мыши с
высокой исследовательской пространственной
энтропией имели более интенсивный нейрогенез
в гиппокампе, чем мыши с низкой энтропией, хотя
корреляции между нейрогенезом и общей прой-
денной дистанцией не наблюдалось [17]. В работе
[20] было показано, что нейрогенез вызывается при
помещении мышей в ОС продолжительностью
40 дней. У животных этой группы значительно
увеличивалось число гранулярных клеток гиппо-
кампа и улучшалось обучение в лабиринте Мор-
риса по сравнению с мышами, содержавшимися в
стандартных условиях. Но даже короткое (24 ча-
са) пребывание в ОС без колеса или с колесом для
бега вызывало разную пролиферацию грануляр-
ных клеток ЗФ гиппокампа [21]. Сразу после по-
мещения животных в ОС и на начальном этапе
бега разницы в числе BrdU положительных кле-
ток у двух групп не было. Но уже спустя 24 ч у обе-
их групп наблюдалось значительное увеличение
BrdU+ клеток и BrdU+/Nestin-GFP+/Prox1+
(тип 2б) клеток по сравнению с контрольными
животными. Причем у группы с физическими
упражнениями специфически возрастало число
BrdU+/Nestin-GFP+/Prox1– (тип 2a) клеток, а у
группы ОС без физических упражнений специ-
фически увеличивалось число BrdU+/Nestin
g-GFP/Prox1+ (тип 3) клеток. Эти данные свиде-
тельствуют о дифференцированном влиянии ОС
с физическими упражнениями и без них на ней-
рогенез гиппокампа [8, 15]. У животных, которые
проводили разное время в ОС, наблюдались из-
менения в пролиферации, дифференциации и
выживании вновь рожденных нейронов в гиппо-
кампе [9]. Выраженность нейрогенеза зависела от

продолжительности влияния ОС. Например, у жи-
вотных, которые полжизни (10 месяцев) прово-
дили в условиях ОС, нейрогенез был в 5 раз выше,
чем у контрольных животных [22]. Но и 7-и днев-
ное пребывание в условиях ОС также оказывало
влияние на нейрогенез. Время пребывания в ОС
влияло на выживаемость новых нейронов и на их
функциональные характеристики [23]. В работе
Р. Спейсман и соавт. [24] была установлена связь
между обучением в водном лабиринте Морриса и
уровнем нейрогенеза у старых крыс самцов линии
Фишер 344, содержавшихся в условиях ОС в тече-
ние 10 нед. У старых крыс (22 мес.) под влиянием
ОС происходило улучшение нейрогенеза, судя по
количеству BrdU положительных клеток в гиппо-
кампе, и одновременно улучшалось простран-
ственное обучение в водном лабиринте Морриса
по сравнению с контрольной группой. Известно,
что ключевая роль в нейрональных реакциях на
действие ОС принадлежит высвобождению BDNF
(нейротрофический фактор мозга) и MAPK (ми-
тоген активируемая протеин киназа). Оба эти фак-
тора ведут к стимуляции нейрогенеза. Митоген- и
стресс-активируемая протеин киназа 1 (MSK1) яв-
ляется ядерным ферментом, участвующим в сиг-
нальных путях BDNF и MAPK. На нокаутных
MSK1 мышах было установлено, что этот фер-
мент участвует в регуляции нейрогенеза. Но в ра-
боте [25] на мышах с нокаутом протеина MSK1 не
было выявлено разницы в пролиферации нейро-
нов субгранулярной зоны под влиянием мутации
MSK1 kinase-dead (KD) по сравнению с кон-
трольными значениями после 5 нед. пребывания
в ОС. В то же время при сравнении с дикими мы-
шами число DCX (doublecortin) позитивных клеток
было больше у стандартно проживавших мышей и
мышей группы MSK1 KD, содержавшихся в усло-
виях ОС. Это свидетельствует о том, что хотя фер-
мент MSK1 не влиет на базовый уровень проли-
ферации нейрональных предшественников, он
участвует в отрицательной регуляции числа по-
тенциальных клеток-кандидатов в нейроны, кон-
тролируя количество новых нейронов, интегрируе-
мых в структуру ЗФ [25]. Вообще, роль фермента
MSK1, участвующего в сигнальных путях BDNF и
MAPK, особенно значима в процессах простран-
ственного обучения и влияниях на ДП и длитель-
ную депрессию (ДД). Предполагается, что фермент
MSK1 служит в качестве переключателя от старо-
го обучения путем развития ДД в нервной сети,
соответствующей этому обучению, к новому опы-
ту, посредством развития ДП в нервной сети, со-
ответствующей этому новому опыту [26]. Он регу-
лирует большое число генов, вовлекаемых в про-
цесс обогащения среды. Формирование нового
опыта связано со снижением влияния этого фер-
мента (downregulation) на регуляцию ключевой
митоген-активируемой протеин киназы (MAPK)
и генов, связанных с пластичностью EGR1/Zif268
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и Arc/Arg3.1. В результате устанавливается новый
геномный ландшафт, адаптированный к новому
опыту. Связывая накопленный опыт с гомеоста-
тическими изменениями в экспрессии генов,
MSK1 представляет собою первичный механизм,
через который внешняя среда регулирует экс-
прессию генов, синаптические перестройки и
процесс обучения [26]. Недавно было показано,
что ОС влияет на нейрогенез через усиление ак-
тивности рецептора фактора роста фибробластов
(FGFR), увеличивая число новых клеток у самцов
и самок мышей [27]. Рецептор FGF активируется
под влиянием ОС через активацию соответствую-
щих нейропередатчиков. Субстрат (FRS) рецеп-
тора FGF индуцирует пролиферацию стволовых
клеток, а с помощью FRS и фосфорилазы Cγ уве-
личивается число новорожденных нейронов. В
работе [28] было показано, что ОС в раннем онто-
генезе (с 5–6-го постнатального дня) всего на
несколько дней вызывает усиление пролифера-
ции на 18-й день и рост выживаемости клеток на
45-й дни жизни, соответственно на 37 и 31% по
сравнению с животными (морские свинки), со-
державшимися в стандартных условиях.

Нейротрофические факторы (BDNF). ОС тесно
взаимодействует с нейротрофическими фактора-
ми, многие из которых поддерживают развитие и
сохранение нейронов мозга. Главный из них,
BDNF – поддерживает жизнедеятельность и
дифференциацию нейронов, рост невритов и об-
разование синапсов [29, 30]. Не удивительно по-
этому, что BDNF играет столь важную роль в обу-
чении и памяти, и является одной из основных мо-
лекул, связанных с влияниями ОС [31, 32]. BDNF
участвует в нейрогенезе гиппокампа, установлена
его связь с пролиферацией, дифференциацией и
выживанием вновь рожденных нейронов [33, 34].
В частности, в работе [33] была показана роль
BDNF/TrkB сигналинга в нейрогенезе гиппокам-
па. При удалении рецептора TrkB через Cre экс-
прессию у мутантных мышей TrkB(lox/lox) через
4 нед. после диляции замедлялся рост дендритов
и шипиков у новорожденных нейронов. Позже, в
стадию, когда у новорожденных нейронов облег-
чается синаптическая пластичность и они легко
интегрируются в функциональные нервные сети,
отсутствие TrkB вызывало ослабление зависимой
от нейрогенеза длительной потенциации и ухуд-
шение выживаемости новых клеток [33]. В похо-
жей работе при выключении TrkB у мутантных
мышей (trkB(lox/lox)CaMKII-CRE) в возрасте
15 недель наблюдалось уменьшение плотности
шипиков и значительное увеличение длины ши-
пиков апикальных и базальных дендритов в поле
СА1 гиппокампа [35]. Введение BDNF в гиппокамп
вызывало усиление нейрогенеза [34], а оверэкс-
прессия BDNF у мышей усложняла конфигурацию
дендритного дерева в ЗФ гиппокампа по сравнению
с контрольными животными [36]. Дефицит BDNF

уменьшал экспрессию генов нейропередатчиков,
особенно в раннем возрасте во фронтальной коре
[37]. ОС усиливала экспрессию большего числа
генов в раннем возрасте по сравнению с более
поздними периодами жизни, и особенно у мы-
шей с дефицитом BDNF. Так, у мышей с недо-
статком BDNF (activity-dependent BDNF-deficient,
KIV mice) под влиянием ОС до 2-х месячного воз-
раста усиливалась экспрессия генов транспортера
серотонина, адренорецептора альфа 1D, глута-
матного ионотропного рецептора AMPA(субъ-
единица 3), GABA A рецептора, альфа 5 GABA B
рецептора (субъединица 2), GABA транспортера,
GABA A рецептора (субъединица гамма 3), глута-
матного ионотропного рецептора NMDA типа, хо-
линергического никотинового рецептора (субъеди-
ница альфа 7) и нормализовалась их активность в
последующей жизни [37]. В работе [38] у крыс, со-
державшихся в ОС от 2-х до 48-и часов в течение
30 дней, происходило увеличение экспрессии
BDNF, TrkB и DNA метилтрансферазы 3A в гип-
покампе и в дорсальном стриатуме. Интересно,
что экспрессия указанных генов была больше вы-
ражена при частичном варианте ОС, чем при по-
стоянном пребывании мышей в условиях ОС [38].
Обогащение среды в подростковом периоде уве-
личивало экспрессию BDNF в префронтальной
коре у самок [39]. У гетерозиготной нокаутной
BDNF мыши при помещении в ОС не наблюда-
лось увеличения нейрогенеза гиппокампа в про-
тивоположность контрольным мышам [32]. Также
происходило ослабление пролиферативных эф-
фектов нейрогенеза, вызванного физическими
упражнениями у мышей с отсутствием рецептора
TrkB в гиппокампе у клеток предшественников
[40]. Эти данные указывают на то, что BDNF и
сигнальные пути BDNF–TrkB играют важную
роль в нейропластичности, вызванной обогащен-
ной средой. Предполагается, что усиление активно-
сти тканевого плазминогенного активатора (tPA)
вызывает усиление BDNF сигналинга за счет
конверсии незрелой формы BDNF в зрелую фор-
му с помощью плазмина [41]. Под влиянием обога-
щенной среды происходит усиление экспрессии
рецептора BDNF (TrkB), более легкое связывание
BDNF со своим рецептором и запуск внутрикле-
точного сигнального каскада. Активируются сра-
зу несколько путей: фосфорилирование протеин
киназы Б (Akt) и уменьшение активности глико-
ген синтазы киназы бета (glycogen synthase kinase
β, GSK3β), которая в свою очередь снижает ин-
тенсивность тау фосфорилирования. Этот путь
блокируется у трансгенной APPswe/PS1ΔE9 мы-
ши. В результате усиления BDNF и его связи с ре-
цептором TrkB под влиянием ОС могут также ак-
тивироваться MAPK пути (Ras/Raf/MEK/MAPK),
и RSK2/MSK пути (40S ribosomal protein S6 kinase
и mitogen- and stress-activated protein kinase). Кроме
того, активируется NMDAR-индуцируемая Ca2+/
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калмодулин-зависимая протеин киназа. Это ве-
дет к усилению фосфорилирования CREB и регу-
ляции экспрессии генов, необходимых для обра-
зования долгосрочной памяти, включая BDNF и
IGF-2 (инсулиноподобный фактор роста-2) (см.
гипотетическую схему влияния ОС на внутрикле-
точный сигналинг в работе [41]).

Другие нейротрофические факторы. Васкуляр-
но-эндотелиальный фактор роста (VEGF) является
сильным промоутером васкулогенеза и ангиогенеза,
оба тесно связаны с нейрогенезом гиппокампа [42].
Васкулиризация гиппокампа является важнейшим
фактором для нейрогенеза гиппокампа [42]. Пре-
бывание в ОС и особенно физическая активность
усиливают васкулиризацию и экспрессию VEGF
в гиппокампе [43, 44]. Ряд других трофических
факторов также участвуют в усилении нейрогене-
за под влиянием ОС, например, NGF – вовлека-
ется в рост, дифференциацию и выживаемость
холинэргических нейронов [45, 46]. Блокада NGF
ведет к уменьшению ДП и ослаблению простран-
ственной памяти [45]. Экспрессия NGF усиливается
в условиях ОС, что свидетельствует о вовлечении
этого фактора в нейропластичность гиппокампа [16,
47, 48]. В отличие от NGF, фактор роста фиброб-
ластов 2 (FGF-2) и инсулиноподобный фактор
роста 1 (IGF-1) более специфично связаны с фи-
зической активностью, чем просто с ОС [49, 50],
но роль IGF-1 проявляется отчетливее.

Синаптогенез. Обогащенная среда вызывает
существенные микроструктурные преобразова-
ния синаптического аппарата. Она влияет на ко-
личество синаптических контактов, разветлен-
ность дендритного дерева и плотность шипиков в
гиппокампе и других структурах мозга. И. Грин и
соавт. [51] первые обнаружили, что содержание
взрослых крыс в ОС в течение 45 дней вызывает у
них морфогистологические изменения в 4-ом
стеллатном и 3-ем пирамидном слое корковых
нейронов затылочной коры. В обоих слоях коры
нейроны имели более длинные (небифуркацион-
ные) ответвления и большее число ветвей 2 и 5
порядков по сравнению с контрольной группой.
ОС с помощью усиления социальных влияний
(увеличение сообщества животных, проживаю-
щих вместе) и физической активности (бег в ко-
лесе) вызывала у крыс усиление ветвления денд-
ритов и плотности шипиков в 3 пирамидном слое
париетальной коры [52]. В другой работе [53] ОС
посредством усиления социальных влияний уве-
личивала плотность шипиков в ЗФ гиппокампа, а
с помощью физической активности – в поле СА1
гиппокампа. В ранних работах было показано,
что ОС усложняет дендритное дерево грануляр-
ных клеток ЗФ, но только в том случае, если она
начинается с раннего возраста, и не влияет на не-
го, если ОС начинается во взрослом периоде [54].
В работе [55] у самок крыс происходили более
сильные изменения дендритного дерева под вли-

янием ОС, чем у самцов. Это касалось длины
дендритов и усложнения конфигурации дендрит-
ного дерева в слоях ЗФ. ОС усиливала плотность
дендритных шипиков на клетках поля СА1 гип-
покампа у крыс [56] и мышей, причем не только у
нормальных, но и нокаутных с отсутствием субъ-
единицы 1 NMDA рецепторов (CA1-KO) [57]. У
крыс, бывших 6 нед. в ОС, увеличивалась экс-
прессия синаптофизина и синапсина 1 в ЗФ, что
свидетельствует об участии ОС в усилении синап-
тогенеза [16]. Похожие данные были получены на
мышах-самцах линии C57BL/6, которые находи-
лись в ОС в течение 4 нед. [58]. У них было больше
синапсов, подсчитанных с помощью электронно-
го микроскопа, больше выражена экспрессия
протеина 43, синаптофизина и плотность постси-
наптического протеина 95 в гиппокампе. Пребы-
вание в ОС в течение 9-и недель крыс, испытав-
ших ишемический инсульт, сохраняло плотность
дендритных шипиков гиппокампа на том же
уровне, что у контрольных животных, хотя у груп-
пы с гипоксическим инсультом плотность денд-
ритных шипиков в поле СА1 гиппокампа значи-
тельно уменьшалась [59]. У крыс с двусторонними
повреждениями вентрального отдела субикулюма
уменьшалось дендритное ветвление и плотность
шипиков на пирамидных клетках гиппокампа
[60]. Размещение крыс с повреждениями в ОС в
течение 10 дней значительно усиливало дендрит-
ное ветвление и плотность шипиков нейронов.
Под влиянием ОС происходило усиление пре-
сиптического протеина, синаптофизина в гиппо-
кампе и фронто-париетальной коре и постсинап-
тического протеина, PSD 95 во многих структурах
мозга у мышей линии C57BL/6 [61, 62].

ИЗМЕНЕНИЯ СИНАПТИЧЕСКОЙ 
АКТИВНОСТИ ГИППОКАМПА ПОД 

ВЛИЯНИЕМ ОБОГАЩЕННОЙ СРЕДЫ

Синаптическая передача. Оценивая влияние
ОС среды на синаптическую передачу в нейронах
гиппокампа (по эффектам ДП и длительной де-
прессии ДД), необходимо учитывать временные
соотношения между индукцией ДП/ДД и предъ-
явлением ОС. Важную роль при этом играют
возраст животного, с которого начинается дей-
ствие ОС, продолжительность действия ОС, зве-
нья гиппокампа, с которых регистрируется си-
наптическая активность и ряд других факторов.
Некоторые из них подробно освещены в обзорах
У. Абрахама [63, 64] и в нашей работе [65]. Е. Грин
и У. Гринау [66] в опытах на срезах первыми по-
казали, что ОС усиливает фоновую синаптиче-
скую передачу в нейронах ЗФ гиппокампа крыс,
если они пребывали в ОС не менее 4-х нед. Было
обнаружено усиление возбудительных постси-
наптических потенциалов (ВПСП) в гранулярных
клетках ЗФ при стимуляции медиального перфо-
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рантного пути, отражающих эффективность си-
наптической передачи; и популяционных спай-
ков, отражающих число постсинаптических по-
тенциалов действия. Крутизна нарастания ВПСП
в молекулярном слое ЗФ была значительно боль-
ше в срезах гиппокампа крыс, содержавшихся в
ОС. Эти различия наблюдались, если исследова-
ние ВПСП и популяционного спайка начинали
сразу после прекращения влияния ОС. Если крыс
после этого еще в течение 3–4 нед. содержали ин-
дивидуально, а потом сравнивали с крысами, кото-
рых содержали индивидуально в течение 7–8 нед.,
то различий в величинах ВПСП и популяционно-
го спайка на гиппокампальных срезах у крыс двух
групп не выявлялось. Это говорит о том, что вли-
яние ОС на синаптическую передачу в звене пер-
форантный путь–ЗФ гиппокампа имеет временное
преходящее значение. Другие авторы также на-
блюдали усиление синаптической передачи в
клетках ЗФ и звене СА3–СА1 [67, 68]. Например,
в работе [67] в опытах на срезах было показано
усиление синаптической передачи (увеличение
амплитуды ВПСП) в клетках поля СА1 гиппокам-
па под влиянием ОС. Обогащение среды влияло
на среднюю унитарную синаптическую актив-
ность внутриклеточно регистрируемых пирамидных
клеток поля СА1, размеры квантов, тренд входно-
го сопротивления и порога (уменьшение) вызова
унитарного ответа. Было высказано предположе-
ние, что усиление синаптической передачи под
влиянием ОС происходит за счет увеличения чис-
ла и эффективности рецепторов на синапсах и
возникновения новых функциональных синапти-
ческих контактов между ранее несвязанными
клетками поля СА3 и СА1 [67]. В другой работе [68]
на срезах была показана роль NMDA рецепторов
во влияних ОС на синаптическую передачу в зве-
не перфорантный путь–ЗФ. У крыс, содержав-
шихся в ОС, in vitro на срезах гиппокампа усили-
валась сила синаптической связи, а амплитуда
ДП уменьшалась. Введение антагониста NMDA
рецепторов, AP5 подавляло синаптические функ-
ции. ОС облегчала ДП в звене коллатерали Шаф-
фера–пирамидные нейроны поля СА1 [56]. Но
при этом происходило увеличение частоты мини-
атюрных возбудительных постсинаптических то-
ков, а не амплитуды ответов. Нейроны поля СА1
разряжались с большей частотой в ответ на сома-
тическую деполяризацию и в процессе индук-
ции ДП. ОС уменьшала пороги спайковой ак-
тивности и амплитуду постгиперполяризации.
Авторы считают, что ОС может усиливать пла-
стические свойства нейронов поля СA1 не только
за счет усиления синаптической активности и роста
числа синаптических контактов, но и благодаря
способности пирамидных клеток вызывать раз-
рядную активность, объединяя оба эти свойства в
инструмент усиления ДП [56]. Имеются работы, в
которых усиление синаптических эффектов как в

звене перфорантный путь–ЗФ, так и в звене кол-
латерали Шаффера–пирамидные нейроны поля
СА1 гиппокампа под влиянием ОС не было обна-
ружено [69, 70]. В частности, Г. Жу и соавт. [69]
показали, что ОС улучшает мозговое кровообра-
щение после двухсторонней окклюзии 2-х сон-
ных артерий и частично восстанавливает ДП гип-
покампа, но не влияет на базовую синаптическую
передачу и количество высвобождаемых преси-
наптических медиаторов. Эти данные практиче-
ски повторили М. Баят и соавт. [71], которые по-
сле двухсторонней окклюзии сонных артерий у
крыс наблюдали улучшение обучения и памяти в
многоканальном радиальном и водном лабирин-
тах после пребывания животных в ОС. Однако
ОС не влияла на фоновую синаптическую пере-
дачу и пресинаптическую активность у крыс, ис-
пытавших гипоксию, хотя частично восстанавли-
вала индукцию ДП [71]. 3-х месячное содержание
мышей в ОС улучшало обучение и память у моло-
дых, но не у старых мышей, однако влияния на
базовую синаптическую передачу при этом не на-
блюдалось [70]. М. Экерт и У. Абрахам [72] поме-
щали крыс в ОС на 3 мес., сразу после этого крыс
забивали (ex vivo исследования), готовили срезы
мозга и исследовали изменения синаптической
передачи. К удивлению авторов, они не обнару-
жили каких-либо изменений в синаптической пе-
редаче как в звене перфорантный путь–ЗФ, так и
в звене CA3–CA1. Стимуляция перфорантного
пути in vivo также не выявила разницы между жи-
вотными, содержавшимися в ОС и контрольной
группой [73]. Авторы объясняют полученные
данные разными условиями обогащения среды и
разной его продолжительностью. Полагается, что
при коротких сроках обогащения изменения выяв-
ляются более надежно, а при длительных сроках
(3 мес. и более) за счет возможного включения ме-
ханизмов гомеостатической регуляции интенсив-
ности синаптической передачи, различия не вы-
являются. Известно, что нейроны способны оце-
нивать изменения собственной частоты разрядов
через кальций зависимые сенсоры, которые регу-
лируют рецепторный трафик путем увеличения
или уменьшения аккумуляции глутаматных ре-
цепторов на синаптических контактах [74]. От-
сутствие различий может быть также связано с
тем, что ex vivo срезы мозга не так хорошо подхо-
дят для измерения изменений синаптической ак-
тивности, как измерения in vivo.

Длительные пластические изменения синап-
тической активности определяют с помощью ин-
дукции ДП и ДД. ОС может влиять на ДП и ДД
по-разному. Если обучение и ДП имеют общие
механизмы, а ОС изменяет силу синаптической
передачи, то тогда она может вызывать окклюзию
последующей индукции ДП. Альтернативно, ОС
может включать и усиливать пластические меха-
низмы, которые способствуют индукции ДП/ДД



НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 3  2021

МОЛЕКУЛЯРНО-КЛЕТОЧНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ПЛАСТИЧЕСКИХ ПЕРЕСТРОЕК 211

и возможность их проявления на срезах мозга. Но
ОС может и не влиять на пластичность, в этом
случае изменения ДП/ДД отсутствуют. Противоре-
чие между усилением на срезах синаптической пе-
редачи в ЗФ гиппокампа и одновременно ослабле-
ние ДП у животных, содержавшихся в ОС, объяс-
няется тем, что ОС с одной стороны активирует
механизм ДП, а с другой, вызывает окклюзию ее
дальнейшего развития под влиянием электриче-
ской стимуляции [75]. Пластические перестрой-
ки под влиянием ОС, которые усиливают ДП/ДД
нейронов поля СА1 гиппокампа, были обнаруже-
ны в работе [76]. Авторы исследовали ДП и ДД
нейронов поля СА1 на срезах гиппокампа у крыс
после 5 нед. содержания в условиях ОС. ДП и ДД
усиливались у группы крыс, содержавшихся в
ОС, по сравнению с контрольными крысами того
же возраста. Это облегчение объясняется усиле-
нием синаптической передачи, поскольку ОС
уменьшала парную фасилитацию и увеличивала
пресинаптическую активность. Она уменьшала
число стимулов в 100-Hz пачке, требуемых для
индукции ДП. Повторные индукции ДП и ДД вы-
зывали изменения синаптической передачи у
группы крыс, содержавшихся в ОС, в большей сте-
пени, чем у контрольных животных [76]. У. Абра-
хам и соавт. [77] показали in vivo, что высокоча-
стотная стимуляция ЗФ вызывает ДП, которая
продолжается месяцами. Индукция стабильной
ДП зависела от параметров высокочастотной сти-
муляции и была связана с фосфорилированием
CREB (cAMP response element-binding protein).
Длительное поддержание ДП зависело от условий
содержания животных. Она ослаблялась под вли-
янием повторных помещений животных в ОС,
начиная с 14-го дня после высокочастотной сти-
муляции. Но, в конечном счете, ДП консолиди-
ровалась, так что помещение крыс в ОС после
90 дней уже больше не изменяло ДП. В другой ра-
боте из той же лаборатории [78] и тоже in vivo ис-
следовали реверсию ДП и ДД, продолжавшихся в
течение нескольких недель в латеральном перфо-
рантном пути у свободно-передвигающихся крыс
линии Спрейг–Доули. ДП быстро подвергалась
реверсии в течение нескольких минут под влия-
нием высокочастотной стимуляции медиального
перфорантного пути. Реверсия ДП также проис-
ходила, но медленнее и слабее, в том случае, когда
животные в течение 1–3 нед. содержались в усло-
виях ОС, причем в ночное время. В работе [79]
in vivo на взрослых крысах-самцах исследовали
влияние ОС на синаптическую передачу в гиппо-
кампе при расположении регистрирующих и сти-
мулирующих электродов в поле СА1 гиппокампа.
После стабильной регистрации возбудительных
ВПСП 3-х недельная ночная процедура обогаще-
ния (в дневное время крысы, находились в до-
машних клетках) приводила к усилению ответов
при высокой интенсивности стимуляции и к

уменьшению ответов при слабой силе тока. На
поведенческом уровне влияние ОС приводило к
улучшению обучения и пространственной памя-
ти. Таким образом, процедура ночного ОС моду-
лировала эффективность синаптической переда-
чи в поле СА1 гиппокампа в зависимости от силы
стимуляции, и могла участвовать в процессе об-
работки информации, используемой для про-
странственного обучения [79].

В ранних работах было показано, что под вли-
янием ОС у старых крыс (14–32 мес.) и мышей
(10–17 мес.) ДП не изменяется [80, 81]. Но в более
поздней работе [82] ОС в течение 1 мес. вызывала
улучшение гиппокамп-зависимого обучения,
пространственной памяти и mGluR-зависимой
ДП у старых (23–24 мес.) крыс-самцов линии
Фишер. Это происходило за счет усиления актив-
ности mGluR5 (метаботропный глутаматный ре-
цептор 5), Homer1c (протеин, концентрирую-
щийся в постсинаптических структурах) и p70S6
киназы. Участие mGlu5 в усилении синаптиче-
ской активности гиппокампа под влиянием ОС
было показано в работе [83]. Блокада mGlu5 ре-
цепторов дозо-зависимо ослабляла раннюю фазу
ДП (менее 4 ч) в поле СА1 гиппокампа у молодых
(3–4 мес.) мышей. Ослаблялись также поздние
компоненты ДП (больше 24-х ч), но эти компо-
ненты у старых мышей (10–14 мес.) были менее
чувствительны к блокаде mGlu5 рецепторов. На
раннюю фазу ДП гиппокампа (до 2-х ч) блокада
mGlu5 рецепторов не влияла ни у молодых, ни у
старых мышей. ОС усиливала раннюю фазу ДП у
молодых и старых животных, но не влияла на
длительность синаптической потенциации и на
индукцию ДП. Улучшение синаптической актив-
ности под влиянием ОС блокировалось антаго-
нистами mGlu5 рецепторов [83]. Направление из-
менений ДП под влиянием ОС зависело от места
ее регистрации в гиппокампе. Когда регистрация
ДП осуществлялась с нейронов ЗФ в ответ на вы-
сокочастотную стимуляцию перфорантного пу-
ти, то ОС вызывала уменьшение потенциации
вызванных ответов [66, 68]. Напротив, если реги-
страция ДП проводилась в поле СА1 гиппокампа
в ответ на высокочастотную стимуляцию колла-
тералей Шаффера, то потенциация под влиянием
ОС, как правило, усиливалась [84]. В последнем
случае это происходило только тогда, когда кры-
сы содержались в условиях ОС в течение 8 нед. до
начала опытов с тетанизацией. Она не проявля-
лась при содержании крыс в условиях ОС среды
менее двух недель [84]. Таким образом, в зависи-
мости от временных отношений применения вы-
сокочастотной стимуляции, вызывающей ДП, и
под влиянием ОС, на уровне синапсов гиппокам-
па, вероятно, происходит взаимодействие эффек-
тов двух этих факторов, в результате по величине
и продолжительности ДП можно судить о вкладе
каждого из них в процесс синаптической переда-
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чи. При усилении ДП, вероятно, происходит си-
нергичное влияние высокочастотной стимуляции и
ОС. Т. Фостер и Т. Думас [67] связывают усиление
синаптической передачи в звене СА3–СА1 с увели-
чением активности AMPA рецепторов и взаимо-
действием с механизмами индукции ДП. Надо
отметить, что ДП в поле СА1 оказалась более ре-
зистентной к факторам среды, поскольку спустя
24 ч после последнего помещения животных в ОС
она снова восстанавливалась, чего не наблюда-
лось при ДП в звене перфорантный путь–ЗФ.
Возможно, это связано с тем, что ОС среда оказы-
вает более сильное влияние на синаптическую
передачу на уровне перфорантный путь–ЗФ. В
опытах Д. Сиерро-Меркадо и соавт. [85] у старых
крыс ДП в ЗФ на стимуляцию медиального пер-
форантного пути была достоверно меньше, чем у
молодых крыс. Однако кратковременное поме-
щение старых крыс в новую обстановку непо-
средственно перед высокочастотной стимуляци-
ей нивелировало эту разницу. ДП у них в новой
обстановке была примерно такой же, как ДП мо-
лодых крыс в условиях регистрации в домашней
клетке [85].

Трансгенные животные. Один из возможных ме-
ханизмов влияния ОС на ДП гиппокампа может
быть связан с увеличением в гиппокампе нейрогра-
нина (НГ), субстрата протеинкиназы С. Уменьше-
ние содержания НГ приводило к серьезным нару-
шениям пространственного обучения и развития
ДП в поле СА1 гиппокампа. В опытах Ф. Хуна и со-
авт. [86] мыши трех линий – нормальные НГ+\+,
гетерозиготные НГ+\– и нокаутные НГ–\–, со-
держались в стандартной домашней клетке и в
ОС в течение трех недель. У нормальных и гетеро-
зиготных мышей (НГ+\+ и НГ+\–), выдержанных
в ОС, ДП в поле СА1 в ответ на высокочастотную
стимуляцию была лучше выражена, чем у мышей
тех же линий, но содержавшихся в стандартных
условиях. У мышей первых двух групп по сравне-
нию с контрольными животными наблюдались
лучшие поведенческие показатели в водном лаби-
ринте Морриса и в тесте на условнорефлекторную
реакцию страха (fear conditioning). В гиппокампе
“обогащенных” групп всех трех генотипических
линий с помощью методики иммуноблотинга бы-
ло выявлено достоверное увеличение экспрес-
сии CaMKII и CREB, но не ERKs (extracellular
signal regulated kinases) [86]. Иммунореактивность
CaMKII у нокаутных мышей составляла 114.1 ±
± 4.2% (p < 0.001), а иммунореактивность CREB –
110 ± 2.8% (p < 0.001) от значений контрольных
мышей. У нормальных и гетерозиготных мышей
под влиянием ОС происходило существенное
увеличение в гиппокампе нейрогранина, что, по
мнению авторов, может свидетельствовать о его
облегчающем влиянии на ДП в поле СА1 и когни-
тивные функции. В другой работе тех же авторов
[87] при более продолжительном выдерживании

мышей (более 10 нед.) в ОС когнитивные функ-
ции улучшались у всех животных трех линий,
включая нокаутных, но ДП в поле СА1 гиппокам-
па в ответ на высокочастотную стимуляцию у мы-
шей с отсутствием НГ не возникала. Хорошо из-
вестно, что ДП гиппокампа зависит от состояния
глутаматных NMDA-рецепторов [88] и прежде
всего от активности двух основных их субъеди-
ниц – NR2A и NR2B [89, 90]. Работы на трансген-
ных мышах с оверэкспрессией субъединицы
NR2B NMDA-рецепторов в передних отделах
мозга показали важный вклад этой субъединицы
в индукцию ДП гиппокампа и проявление когни-
тивных функций [91]. Ю.П. Тэн и соавт. [91] ис-
следовали влияние ОС у трансгенных мышей с
оверэкспрессией NR2B субъединицы NMDA-ре-
цепторов в нейронах переднего мозга. Предпола-
галось, что вовлечение NMDA-рецепторов в
условиях ОС усилит ДП гиппокампа, а также
улучшит обучение и память. У содержавшихся в
стандартной среде NR2B трансгенных мышей уси-
ление ДП в гиппокампе и улучшение когнитивных
функций вызывалось даже через 10–12 поколений.
У контрольных мышей обогащение приводило к
улучшению контекстуального и сигнального обу-
словливания, узнавания новых предметов в по-
вторных тестах, облегчению угашения реакции
страха. У NR2B трансгенных мышей обогащение
не вызывало усиления отмеченных реакций. По
мнению авторов, этого не происходило под влия-
нием ОС в силу у достигших трансгенных мышей
эффектов насыщения, т.е. достижения верхней
границы возможного влияния. Следует, однако,
отметить, что в тестах на узнавание у трансгенных
мышей память на знакомые предметы в ОС со-
хранялась дольше (одну неделю против 3 дней),
чем у трансгенных мышей, содержавшихся в
стандартной обстановке. Обогащение увеличива-
ло уровень протеинов в GluR1, NR2B и NR2A
субъединицах глутаматных рецепторов у мышей
обеих групп, что указывает на то, что усиление
обучения и памяти у трансгенных мышей обу-
словлено влиянием как генетических, так и об-
становочных факторов. У трансгенных мышей al-
phaCaMKII(T286A) ДП в поле СА1 на стимуля-
цию коллатералей Шаффера не проявлялась [92].
У этих мышей зона мутации (T286A), располо-
женная в альфа субъединице кальций-зависимой
кальмодулин киназы II, препятствует аутофосфо-
рилированию в этой зоне. Аутофосфорилирова-
ние в участке T286 позволяет киназе оставаться ав-
тономно активной в отсутствие кальция/кальмо-
дулина [93]. У мутантных мышей α CaMKIIT286A
из-за нарушения аутофосфорилирования на участ-
ке T286 утрачивается кальций/кальмодулин неза-
висимая активность. С. Парсли и соавт. [92] пред-
положили, что если ДП является нейрофизиоло-
гическим субстратом обучения, то ОС должна
влиять на процесс обучения у контрольных мы-
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шей, поскольку в условиях такой среды у них су-
щественно меняется ДП гиппокампа. Напротив, у
мутантных мышей αCaMKIIT286A, у которых ДП
не проявляется, таких изменений быть не должно.
Однако гипотеза не подтвердилась, а были получе-
ны прямо противоположные результаты: под вли-
янием ОС изменения вызывались у мутантных
мышей и не вызывались у контрольных. Авторы
полагают, что ОС вызывает αCaMKII-независи-
мые изменения у мышей обеих групп. Однако
впоследствии эти изменения реверсируются у
контрольных мышей через αCaMKII-зависимые
механизмы, через которые реализуется ДП. Ре-
версия синаптической пластичности в гиппокам-
пе облегчает его участие в процессах обучения и
памяти. Неспособность к реверсии синаптической
пластичности у αCaMKIIT286A мышей приводит
к драматическому ослаблению у них способности
к обучению и памяти [92].

Нейрохимические механизмы. Опыты на транс-
генных мышах позволяют сделать некоторые вы-
воды в отношении механизмов, с помощью кото-
рых ОС влияет на индукцию и сохранение ДП.
Причем если влияние тех или иных генов путем
их выключения или оверэкспрессии было опре-
деленным, то влияние взаимодействия ОС и от-
дельных участков генома (или отдельных генов)
не было столь очевидным. Помимо трансгенных
мышей для выявления механизмов действия обо-
гащенной среды на ДП используются также ней-
рофармакологические подходы, направленные
на активацию или подавление активности опре-
деленных рецепторов. Так, Т. Фостер и соавт. [68]
в опытах на срезах показали, что в зависимости от
условий содержания животных – либо в индиви-
дуальных клетках, ОС – наблюдается существен-
ная разница в проявлениях ДП в звене перфо-
рантный путь–ЗФ. В условиях ОС синаптические
процессы усиливались, а ДП как результат взаи-
модействия высокочастотной стимуляции пер-
форантного пути и ОС уменьшалась. Использо-
вание антагониста NMDA рецепторов AP5 при-
водило к ослаблению синаптических процессов в
указанном звене, что свидетельствует об опосре-
дованном влиянии ОС на синаптическую переда-
чу через NMDA рецепторы. С. Васута и соавт. [94]
использовали специфические антагонисты к от-
дельным субъединицам NMDA рецепторов у мы-
шей линии C57Bl/6 при побежках в колесе (как
форме обогащения) и при стандартных условиях
содержания. В их опытах на срезах было показа-
но, что ДП в зубчатой фасции значительно лучше
проявляется у бегунов, но существенно уменьша-
ется у животных двух групп под влиянием антаго-
ниста NR2B субъединицы NMDA рецепторов.
При использовании специфического антагониста
к NR2A субъединице NMDA рецепторов, NVP
AAM077, ДП значительно подавлялась у бегунов
и лишь слегка у мышей, содержавшихся в обыч-

ных условиях. Эти результаты свидетельствуют о
том, что хотя ДП опосредуется через активацию
обоих типов NR2B и NR2A NMDA рецепторов,
ОС действует преимущественно через активацию
NR2A субъединицы. В работе [95] показано, что
ОС модулирует mRNA экспрессию транспортера
глутамата EAAC1, уровень которого в гиппокампе
существенно снижается, а mRNA экспрессия
NMDA рецепторов после обогащения значитель-
но возрастает. mRNA экспрессия AMPA рецепто-
ров в гиппокампе под влиянием ОС не изменя-
лась. Однако в другой работе [96] ОС усиливала
экспрессию РНК для субъединиц GluR2 и GluR4
AMPA рецепторов в гиппокампе по сравнению с
контрольными мышами. Хорошо известно, что
ДП в поле СА1 гиппокампа зависит от активно-
сти циклической аденозинмонофосфат/протеин-
киназы А [cyclic adenosine monophosphate/protein
kinase A (cAMP/PKA)]. Торможение протеинки-
назы А (ПКА) ухудшает сохранение ДП на высо-
кочастотную стимуляцию [97], но не изменяет
эффекты низкочастотной стимуляции. С. Даффи
и соавт. [84] показали, что ОС влияет на ДП в поле
СА1 гиппокампа через изменение эффектов ПКА.
Использование ингибитора ПКА, Rp cAMPS(Rp
adenosine 3_,5_cyclic monophosphothioate triethyl-
amine) в их опытах уменьшало ДП в поле СА1 на
высокочастотную стимуляцию коллатералей
Шаффера in vitro у мышей, содержавшихся в обога-
щенной среде [84]. По мнению авторов, ОС изме-
няет активационно-зависимые пороги cAMP/PKA
сигнальных путей при раздражении мозга или
иных воздействиях.

ВЛИЯНИЕ ОБОГАЩЕННОЙ СРЕДЫ
НА ОБУЧЕНИЕ И ПАМЯТЬ

В большинстве работ показано, что пребыва-
ние животных в ОС улучшает обучение и память
во многих экспериментальных моделях поведе-
ния. Подобно молекулярно-клеточным, электро-
физиологическим, нейрохимическим и другим
изменениям, под влиянием ОС происходят суще-
ственные изменения в поведении, и, прежде всего,
обучении и памяти. Рассмотрим некоторые из них
на примере конкретных исследований. Однако
сразу отметим, что из-за нехватки места мы огра-
ничимся здесь описанием только гиппокамп-за-
висимого пространственного обучения, и главным
образом у грызунов. Существенный вклад в пони-
мании влияний ОС на пространственное обуче-
ние и память у мышей внесли работы лаборато-
рии Карин Фрик и ее коллег. Так, в работе [98]
самцы и самки мышей линии C57BL/6 разного
возраста (7 и 18 мес.) содержались в домашних
клетках с двумя–тремя дополнительными игруш-
ками и колесом для бега в течение 29 дней. После
этого у мышей тестировали пространственную и
сигнальную память в водном лабиринте Морриса
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в течение одного экспериментального дня (ред-
кое исследование для водного лабиринта) с 3-мя
блоками по 4 пробы в каждом блоке (обучение),
плюс одна тестовая проба без платформы и еще
4 пробы для проведения сигнального обучения с
видимой платформой. ОС уменьшала возрастное
ослабление пространственного обучения. У мы-
шей среднего возраста, содержавшихся в ОС,
обучение проявилось лучше, чем у контрольных
мышей того же возраста. Улучшение обучения
наблюдалось в равной степени у самцов и самок.
ОС не влияла на сигнальную память, все группы
примерно одинаково справлялись с поиском ви-
димой платформы. В другой работе [99] схема
опытов в лабиринте Морриса была несколько
иной. Мышам-самкам предъявлялось по 6 проб в
день в течение 4-х дней, время пробы составляло
2 мин. Во время первых 5 проб платформа была
скрыта под водой на 0.5 см, но в каждой 6-й пробе
она погружалась на 20, 30 и 40 с и была недоступ-
ной для животного. В опыт брали 3 группы жи-
вотных: молодых (3 мес.), старых контрольных
(26–27 мес.) и старых, содержавшихся в ОС по 3 ч
в день, начиная с 14 дня (включая время опытов),
всего 23 дня. Все показатели (латентность, прой-
денная дистанция и др.) пространственного обу-
чения у группы старых мышей, которым предъяв-
лялась ОС, существенно улучшались по сравне-
нию с контрольными старыми мышами [99],
занимая промежуточное положение между ста-
рыми и молодыми мышами. Как и в предыдущей
работе, сигнальная память существенно не изме-
нялась под влиянием ОС. Таким образом, как
продолжительная (около месяца), так и короткая
(по 3 ч в день) ОС улучшала пространственное
обучение в лабиринте Морисса у старых мышей
линии C57BL/6, правда, во втором случае иссле-
дование проводилось только у самок. Чтобы со-
поставить влияние короткой и продолжительной
ОС на обучение и память у самцов, Дж. Беннетт и
соавт. [100] провели опыты с пространственным
обучением на 5 группах крыс: двух контрольных,
старых и молодых, и трех группах, которым предъ-
являлась разная по времени процедура ОС. С од-
ной из них проводился просто хендлинг по 5 мин
в день. Вторая группа содержалась в ОС по 3 ч в
день, как в работе [99] на самках, и третья группа
находилась в ОС постоянно, время обогащения
составляло 10 нед. Хуже всего пространственное
обучение в лабиринте Морриса проявилось у ста-
рых контрольных мышей, лучше всего у молодых.
Только длительное пребывание в ОС старых мы-
шей приводило к значительному сокращению
времени нахождения скрытой платформы, кри-
вая обучения у них приближалась к кривой обуче-
ния молодых мышей. Несмотря на эти различия,
уровень синаптофизина во фронто-париетальной
коре, гиппокампе и стриатуме у крыс с продол-
жительным пребыванием в ОС был ниже, чем у

молодых и старых контрольных крыс, что, по
мнению авторов, свидетельствует об обратных вза-
имоотношениях уровня синаптофизина и состоя-
ния пространственной памяти у старых мышей
[100]. Еще в одной работе мышей линии C57/BL/6
[101] помещали в ОС в возрасте 35–94 дня или 100–
159 дней жизни. ОС улучшала обучение в лабиринте
Морриса, особенно при обогащении в раннем воз-
расте с усилением иммунореактивности CREB в
гиппокампе. В работе [102] исследовали влияние
ОС (40 дней) на поведение в водном бассейне
Морриса – давали 4 пробы в день, с интервалом в
30 мин, в течение 7 последовательных дней. По-
сле этого проводили несколько тестовых проб по-
сле 1-го дня обучения, повторно после 10-го, 20-го,
30-го и 50-го дня. После каждой пробы измеряли
экспрессию раннего гена c-Fos с помощью имму-
ногистохимии, как индикатора нейрональной ак-
тивности. Было обнаружено, что активация меди-
альной префронтальной коры играет важнейшую
роль в процессах отдаленной пространственной
памяти. ОС укорачивала время ее вовлечения в
процесс консолидации пространственной памя-
ти и вызывала прогрессивную активацию распре-
деленной корковой сети, которая не вовлекалась
у контрольных мышей. Причем, происходило не
только ускоренное вовлечение медиальной пре-
фронтальной коры в процесс консолидации памя-
ти, но и расширялись корковые области, вовлечен-
ные в этот процесс [102]. Как уже сообщалось, ОС
влияла на обучение и память не только при дли-
тельных, но и при коротких размещениях живот-
ных в ОС [103]. Молодым самкам мышей линии
C57BL/6 добавляли в клетку ежедневно по 3 ч ре-
зиновые игрушки, имитирующие грызунов (ко-
гнитивная стимуляция) или колесо для бега (фи-
зические упражнения), или ежедневно подверга-
ли акробатическим (выполнение стереотипных
действий) тренировкам в течение 6 нед. У мышей
разных групп исследовали рабочую и долгосроч-
ную память в водном радиальном лабиринте.
Только физические упражнения, но не когнитив-
ная стимуляция и акробатические тренировки,
вызывали у мышей улучшение пространственной
рабочей памяти относительно контрольной груп-
пы, несмотря на то, что уровень синаптофизина
был повышен у всех групп животных в новой коре
и гиппокампе [103]. Улучшение пространствен-
ного обучения крыс под влиянием ОС совпадало
с усилением нейрогенеза [104]. Трудно сказать, за
счет каких новых клеток происходило это улуч-
шение, поскольку отношение нейрогенеза и
глиогенеза существенно не зависело от условий
содержания крыс. Ф. Фукс и соавт. [105] исследо-
вали на старых крысах влияние позднего обога-
щения на обучение и память. Вначале они прове-
ряли состояние памяти в лабиринте Морриса у
двух групп 17-и месячных самок – у одних долго-
срочная память проявлялась хорошо, у других
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плохо. Затем, через 7 мес. у этих групп снова те-
стировали состояние пространственной долго-
срочной памяти сразу после окончания повтор-
ного обучения (недавняя память) и спустя 10 дней
после него (отдаленная память). У крыс с хоро-
шей памятью, и содержавшихся в стандартных
условиях, за 7 прошедших месяцев память во вто-
ром тесте значительно ухудшилась. У крыс с хо-
рошей памятью, но содержавшихся в ОС, как не-
давняя, так и отдаленная память поддерживались
на хорошем уровне. Хотя у крыс с плохой памя-
тью, но содержавшихся в ОС, спустя 7 мес., не-
давняя память слегка улучшилась, обучение у этой
группы было намного хуже, чем у группы с хорошей
памятью. Это говорит о том, что ОС не улучшает па-
мять у крыс с уже наступившими когнитивными
расстройствами. У контрольных крыс под влия-
нием ОС, несмотря на возраст, память суще-
ственно улучшалась [105]. Этим данным, однако,
противоречат недавние результаты на крысах, по-
лученные в работе [106]. Коротко, суть их в том,
что ОС и в старом возрасте может оказывать бла-
готворное влияние на ослабленные когнитивные
функции. Авторы разделили крыс по способно-
сти к обучению в водном лабиринте Морриса в
возрасте 12 мес. на “отличников” и “двоечников”
(в ходе обучения), и на “отстающих” и “не отста-
ющих” (в процессе тестовой пробы). После 12 мес.
пребывания в ОС у крыс повторно исследовали
поведение в лабиринте Морриса. “Отличники” и
“не отстающие” в возрасте 21-го месяца после ОС
продолжали иметь хорошую долгосрочную память
и обучение. Интересно, что у “двоечников” и “от-
стающих” крыс в результате действия ОС обучение
и память улучшились, что означает, что и в ста-
ром возрасте имеются еще остаточные функцио-
нальные резервы для частичного восстановления
когнитивных функций, которые стимулирует ОС
[106]. Самки крыс линии Long Evans, начиная с
1-го месяца, постоянно содержались в ОС, после
чего в 3 мес. (молодые), в 12 мес. (средний воз-
раст) и в 24 мес. (старые) у них исследовали спо-
собности к обучению в лабиринте Морриса и сте-
пень внимания с помощью 5-и местной диффе-
ренцировки. ОС вызывала улучшение обучения у
всех групп крыс по сравнению с контрольными
животными, но внимание улучшалось только у
старых крыс [107]. Во всех рассмотренных рабо-
тах ОС улучшала пространственную память и
обучение у старых крыс. Но также позитивно ОС
влияла на молодых животных, улучшая у них про-
странственную память и синаптические функции
[108]. Двухмесячных крыс содержали в ОС, усилен-
ной предметами, и в ОС, усиленной социальными
взаимоотношениями, а также в стандартных усло-
виях в течение 1-го месяца. Обе группы, содержав-
шиеся в ОС, проявляли лучшие показатели обуче-
ния в водном лабиринте Морриса (особенно по
пройденному расстоянию), чем крысы, содер-

жавшиеся в стандартных условиях. Но продолже-
ние пребывания в ОС до 4-х месяцев улучшало
обучение у крыс с увеличенным числом предме-
тов в клетке, по сравнению с двумя другими груп-
пами. Кроме того, у них была лучше выражена
ДП гиппокампа, которая зависела от mGluR5
сигналинга, активации ERK и mTOR сигнальных
путей и фосфориляции p70s6 киназы [108].

ОБОГАЩЕННАЯ СРЕДА И 
НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫЕ ЗАБОЛЕВАНИЯ

В очень многих работах показано благотвор-
ное влияние обогащенной среды на течение уже
возникших заболеваний или ее положительное
значение для предупреждения новых болезней.
Причины такого позитивного влияния ОС на
многие заболевания связаны с тем, что она стиму-
лирует организм, актуализируя его двигательные,
сенсорные, мотивационные, когнитивные и дру-
гие функции. Бездействие и недостаточное про-
явление этих функций ведет к ослаблению орга-
низма, плохому настроению, расстройствам сна и
аппетита, к развитию психических и соматиче-
ских растройств. И, наоборот, упражнения, тре-
нировки и закалки этих функций не только спо-
собствуют нормальной работе целостных функ-
циональных систем [109, 110], но и усложняют
возможности сбоев их работы под влиянием экс-
тремальных условий и стрессов. ОС – это очень
важный инструмент взаимодействия организма с
внешней средой, через обогащение среды проис-
ходят позитивные пластические перестройки в
организме, которые способны изменить структуру в
зависимости от текущей потребности организма.
Рассмотрим несколько экспериментальных приме-
ров, в которых ОС оказывает благотворное влияние
на течение заболевания. В частности, ОС оказы-
вает позитивное влияние на поведенческие, кле-
точные и молекулярные аспекты патогенеза болез-
ни Альцгеймера на моделях трансгенных мышей,
имитирующих заболевание. Для этой цели ис-
пользуются разные трансгенные мыши: трансгены
для apoE3 человека [111]; мыши ко-экспрессиру-
ющие мутантный APP и пресенилин 1 (PS1) [112,
113]; APPsw трансгенная мышь [114]. Достаточно
только одних физических упражнений, чтобы вы-
звать положительные эффекты [115]. Показано,
что у трансгенных мышей с предшественником
амилоидного протеина APP-23, выращенных в
условиях ОС, улучшалось обучение в водном ла-
биринте Морриса, усиливались нейротрофин 3,
BDNF и нейрогенез [116]. Трансгенные мыши,
экспрессирующие человеческий мутантный пре-
сенилин 1 и предшественник амилоидного проте-
ина (PS1/PDAPP), превосходили мышей, быв-
ших в стандартных условиях, в ряде поведенче-
ских тестов (водный лабиринт Морриса, водный
радиальный лабиринт), если их выращивали в ОС
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до 6-месячного возраста. Трансгенные мыши по-
веденчески практически не отличались от не-
трансгенных мышей [117]. На таких же трансген-
ных мышах было показано, что все факторы, ис-
пользуемые для ОС (с 1 до 9-и мес.), способны
предупредить развитие когнитивных, молекуляр-
ных и биохимических нарушений, возникающих
при болезни Альцгеймера. Усиления одного только
социального взаимодействия оказывается недоста-
точным, чтобы приостановить или облегчить тече-
ние заболевания [118]. Недавно было показано, что
ОС, с помошью физической активности и усиле-
ния социальных отношений, способна на транс-
генных мышах, моделирующих болезнь Альцгей-
мера, с оверэкспрессией только Aβ4–42 пептидов,
сохранить пространственную память и предохра-
нить двигательные расстройства [119].

Показано также, что ОС может замедлить раз-
витие болезни Паркинсона, вызванного токси-
ном MPTP у мышей линии C57BL/6. Эти мыши
на 200% более резистентны к действию MPTP,
чем контрольные животные [120]. После введе-
ния MPTP контрольные мыши теряли 75% дофа-
миновых нейронов, а мыши группы ОС только
40%. Показано, что у мышей, содержавшихся в
ОС и получавших MPTP, по сравнению с мыша-
ми, получавшими MPTP и бывшими в стандарт-
ных условиях, существенно снижалась экспрес-
сия proNGF и p75 нейротрофинового рецептора
(neurotrophin receptor p75NTR) [121]. Авторы пола-
гают, что нейропротекторное влияние ОС на до-
фаминовые нейроны реализуются через подавле-
ние активации p75NTR-сигнальных путей посред-
ством связывания proNGF и p75NTR.

Очень много работ посвящено позитивному
влиянию разных аспектов ОС на депрессивное
состояние человека и депрессивно-подобное по-
ведение в модельных экспериментах на живот-
ных. Поисковая система “Pubmed” выдает 548 ра-
бот на связку слов “environmental enrichment and
depression”. В этих работах описывается не только
феноменология связи ОС и депрессии, но и различ-
ные механизмы, с помощью которых ОС препят-
ствует развитию и облегчает течение заболевания.
Ранее мы уже детально описывали механизмы раз-
вития хронического стресса и депрессивных рас-
стройств [122–124]. Многие из этих механизмов
корректируются ОС в сторону проявления поло-
жительных эффектов. К сожалению, из-за не-
хватки места мы не можем останавливаться здесь
на этих и других аспектах, связанных с психиче-
скими отклонениями нормального поведения и
их коррекции с помощью ОС.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Итак, обогащение среды включает в себя три
основных компонента. Первый компонент – это

сенсорное обогащение. Оно связано с наполне-
нием окружающей обстановки разноообразными
предметами, которые становятся объектами для
сенсорного восприятия и последующих манипу-
ляций с ними. В реальной жизни животные и че-
ловек используют предметы внешней обстановки
для ориентации в пространстве и формирования
на их основе сенсорных энграм памяти, которые
используются для поиска пищи, воды, сексуаль-
ного партнера, избегания врага и других адаптив-
ных действий. При недостатке сенсорной стиму-
ляции слабо развивается память, не выполняются
полезно-приспособительные действия, жизнь
становится вялой, скучной и однообразной. Еще
И.П. Павлов более 100 лет назад обратил внима-
ние на бессилие и полное безразличие собак к
окружающему миру при экстирпации коры боль-
ших полушарий, в которых расположены цен-
тральные представительства сенсорных систем.
При активации этих систем, их интеграции с воз-
буждением подкорковых лимбических и других
структур мозга формируется целостное приспо-
собительное поведение – выполняются различ-
ные действия, возникают эмоциональные ощу-
щения, обогащается память, а вместе с нею и сама
жизнь. Понятно поэтому, какое немаловажное
значение для организма имеет компонент ОС
“сенсорное обогащение” или сенсорная стимуля-
ция. Второй комонент ОС – социальная стимуля-
ция, или необходимость пребывания в сообществе
себе подобных. Благотворное влияние этого ком-
понента особенно очевидно при наблюдении за
животными и человеком, находящимися в социаль-
ной изоляции. Длительная социальная изоляция
является сильным психоэмоциональным стрес-
сом, который ведет к тяжелым последствиям для
организма, от серьезных заболеваний с наруше-
нием когнитивных функций (болезнь Альцгейме-
ра) до мучительных депрессивных расстройств,
нередко заканчивающихся суицидами. Недавно,
мы в обзорной работе [125] подробно описали мо-
лекулярно-клеточные и другие механизмы разви-
тия тревожного и депрессивно-подобного пове-
дения под влиянием социальной изоляции у жи-
вотных и показали роль в этих механизмах
стресса, нейровоспаления, BDNF, нейрогенеза,
синаптической пластичности, моноаминов и т.д.
Примечательно, что изменения в этих механиз-
мах под влиянием социальной изоляции прямо
противоположны тем, которые наблюдаются под
влиянием обогащенной среды. Третий компо-
нент ОС – это физическая активность, или вы-
полнение конкретных физических действий (на-
пример, бег в колесе), которые, судя по некоторым
данным, оказываются даже более эффективными
в положительных влияниях ОС, например, в ин-
дукции нейрогенеза, синаптической активности,
чем другие ее компоненты. Физические действия
согласно ранним бихевиористским воззрениям
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являются неотъемлемой частью формирования
стимульно-моторных связей (S–R connection)
или энграм. В разработанной нами много лет на-
зад [109, 110] концепции функциональной систе-
мы, двигательные энграмы составляют в ней зве-
но моторно-подкрепляющей субсистемы. В ап-
парате памяти сенсорные и моторные энграммы
связаны между собой комплементарно (по прин-
ципу ключ-замок). Через эти комплементарные
связи информация передается от сенсорно-моти-
вационной к моторно-подкрепляющей субсисте-
ме. Итогом является завершение подкрепляюще-
го действия (см. подробно [109, 110]). Таким обра-
зом, ОС активирует и стимулирует работу всей
функциональной системы – от восприятия и пе-
реработки сенсорной информации, до актуализа-
ции стимульно-моторных энграм, хранящихся в
аппарате памяти, и работы двигательных меха-
низмов, нацеленных на получение полезно-при-
способительного результата. В этом смысле ОС
выступает в роли очень ценного активатора
функциональной системы, который переводит
организм из спокойного вялого состояния в ак-
тивный и деятельный рабочий механизм.

Если теперь вкратце обобщить все изложенное
выше, то можно сделать следующее заключение.
ОС вызывает серьезные пластические перестройки
в организме, которые, прежде всего, отражаются
в усилении нейрогенеза субгранулярного слоя ЗФ
гиппокампа. На нейрогенез влияют разные ком-
поненты ОС, вызывая усиление пролиферации
новорожденных клеток и улучшение их выживае-
мости. При этом вновь рожденные клетки инте-
грируются в систему как нейронов, так и глиаль-
ных клеток гиппокампа. Увеличение нейрогенеза
под влиянием ОС коррелирует с улучшением обу-
чения/пространственной памяти и усилением
длительной потенциации гиппокампа. ОС влияет
на нейрогенез через ядерный фермент MSK1 по-
средством down regulation сигнальных путей BDNF
и MAPK. Под влиянием ОС происходит усиление
экспрессии BDNF рецептора, TrkB, более легкое
связывание его с BDNF и запуск внутриклеточ-
ного сигнального каскада. ОС облегчает фосфо-
рилирование протеин киназы B (Akt) и уменьша-
ет активность гликоген синтазы киназы бета
(GSK3β), которая снижает интенсивность тау
фосфорилирования. В результате усиления BDNF
и его связи с рецептором TrkB активируются
MAPK (Ras/Raf/MEK/MAPK), и RSK2/MSK пути.
Происходит также активирование NMDAR-ин-
дуцируемой Ca2+/калмодулин-зависимой протеин
киназы, которое ведет к усилению фосфорилиро-
вания CREB и регуляции экспрессии генов, необ-
ходимых для формирования долгосрочной памяти.
Обогащенная среда вызывает микроструктурные
изменения синаптического аппарата (синаптоге-
нез). Она влияет на количество синаптических
контактов, разветвленность дендритного дерева и

плотность дендритных шипиков в гиппокампе и
других структурах мозга. ОС увеличивает уровень
пресинаптического протеина, синаптофизина в
гиппокампе и фронто-париетальной коре и пост-
синаптического протеина, PSD 95 во многих
структурах мозга. Под ее влиянием происходит
усиление синаптической передачи в звене перфо-
рантный путь-ЗФ и звене коллатерали Шаффера-
пирамидные нейроны поля СА1 в зависимости от
возраста, с которого начинается обогащение сре-
ды, ее продолжительности, возраста и вида жи-
вотного, места расположения регистрируемых и
стимулируемых электродов, проведения опытов
in vitro, ex vivo, или in vivo и других факторов. Пла-
стические синаптические перестройки под влия-
нием ОС связаны с механизмами активации
NMDA рецепторов (субъединицы NR2A и NR2B),
AMPA-рецепторов (субъединицы GluR2 и GluR4),
метаботропного глутаматного рецептора 5
(mGluR5), CaMKII, фосфорилирования CREB,
активности MSK1, нейрогранина и др. Обога-
щенная среда существенно улучшает обучение и
пространственную гиппокамп-зависимую па-
мять. Это происходит при малой и большой про-
должительности действия ОС, при постоянном
содержании, или при многократных коротких
размещениях в ней животных, у мышей и крыс, у
молодых и старых животных, при обогащении в
молодом и старом возрасте и т.д. Причем на поло-
жительный результат практически не влияет про-
цедура опытов пространственного обучения в
водном лабиринте Морриса, несмотря на то, что
она слабо стандартизирована и каждый исследо-
ватель проводит опыты практически по собствен-
ной схеме. Улучшение поведения под влиянием
ОС происходит не только у нормальных живот-
ных, но и у животных в модельных эксперимен-
тах с различными нарушениями когнитивных,
сенсорных и двигательных функций. Обогащен-
ная среда уменьшает степень этих нарушений,
иногда до уровня контрольных животных.

Таким образом, ОС оказывает благотворное
целительное действие на организм, начиная от
положительных молекулярно-клеточных, биохи-
мических и синаптических преобразований, до
улучшения и выправления целостных эмоциональ-
ных, когнитивных, и поведенческий функций.
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The Molecular-Cellular Mechanisms of Plastic Restructuring Produced by the Enriched 
Environment. The Effects on Learning and Memory

G. A. Grigoryan
 Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology RAS, Moscow, Russia

 In the current review the data about the plastic restructuring in an animal’s organism under the influence of
the enriched environment (EE) are considered. The EE includes 3 main components: the sensory stimula-
tion, the social stimulation and physical activity. Each of these components does have its own pecularities and
specifics of influence, but all of them have the positive effects on the organism. In the first part of this review
we consider the molecular-cellular mechanisms of the EE influence on the neurogenesis, neurotrophic fac-
tors and synaptogenesis. In the second part we provide the data of the EE effects on plastic resctrucuring of
synaptic transmission in the hippocampal neurons, on induction and maintanence of a long-term potentia-
tion and a long-term depression of neurons in the dentate gyrus and CA1 area of hippocampus, the neuro-
chemical mechanisms of the EE influence and the experience of the use of transgenic animals. In the third
and forth parts we consider the EE influence on learning and memory in normal animals and in animals with
the disturbance of cognitive, emotional and motor functions.

Keywords: the enriched environment, hippocampus, neurogenesis, BDNF, synaptogenesis, synaptic transmission,
a long-term potentiation, learning and memory
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Протеомика – направление, которое изучает состав и изменения спектра белков в конкретных фи-
зиологических условиях. Нейропротеомика, как особая субдисциплина, разрабатывает новые подходы
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ПРЕДИСЛОВИЕ
Протеомика – новое направление, которое со-

четает различные технологии, направленные на
изучение огромного спектра белков в конкретных
физиологических условиях. В качестве субдисци-
плины нейропротеомика демонстрирует возмож-
ности новых подходов изучения мозга, включая
анализ количественных и качественных измене-
ний белков различного функционального назна-
чения. Если исходить из тезиса, что информаци-
онная функция есть главное назначение мозга, то
белки нейропротеома служат материальной осно-
вой этого исполнения. Нейропротеомика позво-
ляет по-новому понять механизмы работы мозга,
а также процессы, связанные с заболеваниями, за
счет выявления экспрессированных белков и из-
менений их взаимодействий.

Протеомная технология использует большое
пространство информации о когортах белков и
пептидов, их суммы, специфических изменений в
исследуемом материале. Определение на основе
протеомных изменений ключевых точек дисфунк-
ций важно для идентификации лекарственных ми-
шеней и контроля эффективности применяемой
терапии. Учитывая значимость и большую слож-
ность патофизиологических и молекулярных про-
цессов, сопровождающих заболевания мозга, ис-
пользование идеологии и новых технических воз-

можностей протеомики, представляет, по сути,
новое направление нейронауки.

СУЩНОСТЬ И МЕТОДЫ 
ПРОТЕОМНЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ

Протеомика – биологическая дисциплина, ко-
торая исследует белки как главные компоненты
биологической системы. Сущность протеомики
заключается в количественном и качественном
анализе молекул органа, ткани, компартментов
клетки, биологических жидкостей и др. с целью
определения роли белков в биологических про-
цессах.

Протеомика понимается как продолжение
концепции генома на основе установления роли
экспрессированных белков и полипептидов. Тради-
ционное акцентирование гена как требует конкре-
тизации с учетом синтеза новых белков и многооб-
разия биологических процессов. Количественный и
качественный уровень “производства” белков,
контролируемый определенными генами, благо-
даря новым методическим возможностям утвер-
ждает функциональное множество и кооператив-
ное разнообразие белков. Таким образом, протео-
мика предлагает новую стратегию биолого-
медицинского знания, как особый подход для кле-
точной биологии и молекулярной медицины [1].

Исследования пострансляционных модифи-
каций, динамики протеомов и сетевого анализа
позволили расширить представления о функцио-

* Адресат для корреспонденции: 119121 Россия, Москва, По-
годинская ул., 10/8, e-mail: oleg-gomazkov@yandex.ru.

УДК 577

ОБЗОРЫ



222

НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 3  2021

ГОМАЗКОВ

нальной “механике” мозга. Ныне демонстриру-
ется ключевое положение, что патогенез опреде-
ляется не одним продуктом гена, а изменениями
экспрессии белков и реорганизацией белковых
взаимодействий. Поскольку пострансляционные
модификации представляют “продленную” гене-
тическую информацию, суммы протеомов могут
отражать определенный спектр физиологических
процессов и механизмов заболеваний.

Термин протеомика впервые был использован
в 1994 г. Марком Уилкинсом (Marc Wikins) как
продолжение “белкового эквивалента генома” [2,
3]. Появилась возможность составления карты
“протеомного полотна”, которая отражает дина-
мику процессов в рамках конкретных временных
и пространственных координат [4]. Основным
инструментом протеомного исследования служит
масс-спектрометрия – анализ белков различных
структур и спецификаций на базе усложненных
методических комбинаций. Для определения вы-
деленных белков применяют широкую панель
методов, совершенствование которых соответ-
ствует сложности поставленных задач и особен-
ностям исследуемого биоматериала. Этот подход
дает возможности: (а) установления первичной
структуры белков, включая пострансляционные
модификации; (б) количественного определения
относительного или абсолютного содержания
белков в выбранной пробе; (в) картирования бе-
лок-белковых взаимодействий на основе допол-
нительных данных биоинформатики [5]. Методы
интегративного анализа позволяют анализиро-
вать несколько уровней кооперативных отноше-
ний белков, соответствующих их функциональ-
ной специализации:

• белки-мессенджеры, взаимодействующие с
рецепторами на поверхности клеточной мембраны
и участвующие в запуске сигнальных каскадов;

• белки, формирующие сетевые и структурные
взаимосвязи на межклеточном уровне;

• белки как регуляторы ферментативных про-
цессов;

• взаимодействия белков как участников ал-
лостерических реакций в составе полимерных
комплексов;

• белки, участвующие в управлении синапти-
ческими процессами и служащие поддержке ней-
ротрансмиттерного действия и др.

Таким образом, методология протеомных ис-
следований позволяет представить полномерный
спектр структур и функций белков как компонен-
тов дифференциальной экспрессии.

Публикации клинических материалов сопро-
вождаются, как правило, подробными описаниями
методических и аналитических параметров, утвер-
ждающих объективность и основательность поиска.
Конечным этапом многоступенчатого инстру-
ментального исследования является идентифи-

кация белка на основе информационных баз дан-
ных. Структурные особенности и функциональ-
ные характеристики белков анализируются с
помощью программного приложения Ingenuity
Pathway Analysis (IPA®) с использованием сете-
вой информации о взаимодействиях белков и их
функционального назначения. База знаний Uni-
Prot (http://www.uniprot.org/) предоставляет све-
дения о структуре и биологических функциях
белков, которые стали доступны в результате реа-
лизации проектов секвенирования геномов. База
данных биоинформатики STRING (http://string-
db.org/) включает сведения о более чем пяти ты-
сячах белков, исследованных в большом объеме
биологического выбора.

При анализе протеомных данных используется
понятие “профилирования сигнатур” (quantita-
tive proteomic signature profiling) в рамках сетевого
контекста [6]. Качественное представление про-
теомной сигнатуры анализирует комбинаторику
экспрессированных белков как коэффициенты
совпадений в сетевых молекулярнывх комплексах.
Этот подход используется для анализа данных ис-
следований как аутопсийного, так прижизненного
(кровь, цереброспинальная жидкость) клиниче-
ского материала.

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ПРОТЕОМИКА
КАК НОВЫЙ ПОДХОД

В ИССЛЕДОВАНИИ МОЗГА
Традиционная нейрохимия мозга, которая в

течение многих десятилетий исповедовала прин-
цип последовательного анализа отдельных моле-
кулярных продуктов (нейромедиаторы, нейро-
пептиды, нейротрофические и ростовые факторы,
аминокислоты и др.) получила на основе интегра-
тивной количественной нейропротеомики новые
мотивации для объемного понимания патологи-
ческий процессов. Функциональная протеомика
дает представление о роли белков и их комплексов,
взаимосвязей, регуляторных и метаболических
цепей. Предлагаемое как новое направление ней-
ропротеомика включает пространственные, регу-
ляторные и временные аспекты исследования
мозга [7–9]. Оценка количества публикаций,
представляемых базой данных PubMed, показы-
вает, что в интервале 1990–2020 гг. по запросу
“Proteomics” выявлено около 135 тысяч статей в
рейтинговых журналах. Из этого количества запро-
су “Proteomics + brain” соответствует 8500 статей.
Возрастающая кривая по годам демонстрирует
максимум в 2016–2020 гг.

Протеомные исследованию мозга, охватывая
множества структур нейрональных клеток, по-
служили составлению белковых карт головного
мозга и его сигнальной молекулярной организа-
ции [10]. Можно согласиться, что протеомный
анализ регионов мозга и клеточных компартмен-
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тов при изменениях функциональных состояний,
включая этапы патогенеза и результаты терапевти-
ческого воздействия, представляет новый подход
[11, 12]. Эта стратегия адресуется с учетом изме-
нений уровня экспрессированных белков, при-
частных к патогенезу, оценке белкового спектра как
причины дисфункции, идентификации клиниче-
ских биомаркеров. Ключевые для патогенеза белки,
или группы сопряженных белков, получаемые из
сыворотки крови, цереброспинальной жидкости
или постмортальных образцов, служат объектами
анализа новой категории.

Значительным затруднением в проведении
протеомных исследований оказывается морфоло-
гическая специфичность клеток и тканей мозга.
Архитектура мозга млекопитающих содержит не-
скольких сотен типов клеток с особенными характе-
ристиками [13]. Присутствие различных клеточных
популяций, регулируемых множеством белковых и
других молекулярных компонентов, обеспечивает
необходимое разнообразие процессов, обознача-
емых как функциональная пластичность мозга.

Особенные с учетом клеточного типа протеом-
ные исследования определили возможности нового
подхода в изучении механизмов работы здорового
и “больного” мозга. Современные технологии
масс-спектрометрии позволяют проводить высо-
коточные количественные определения целых
тканевых массивов или небольших белковых
компартментов с использованием лазерной мик-
родиссекции нейронов. Такая биохимическая
микрохирургия позволяет непосредственно ана-
лизировать белки, получаемые из срезов мозга.
При обработке ультрафиолетовым лучом и фик-
сации инфракрасным лазером отбираются группы
клеток или даже одиночные нейроны [14]. Для
анализа протеома разработаны способы субкле-
точного профилирования белков и селективной
маркировки органелл ядерных и митохондриаль-
ных структур [15, 16].

Нейропротеомика позволяет концентриро-
вать интерес на новых целевых конструкциях. В
сочетании с достижениями геномики и биоинфор-
матики протеомика рассматривается как вероятный
подход в ранней диагностике нейродегенеративных
и психических заболеваний [17]. Образно выража-
ясь, “молекулярная дактилоскопия”, благодаря
идентификации белковых профилей, позволяет
разделять связанные фенотипы заболевания [18].

На основании анализа, предлагаемого в обзоре
[9], можно суммировать несколько положений,
определяющих возможности современной ней-
протеомики.

• Количественные методы масс-спектрометрии
открыли способы сравнительного применения ко-
личественной протеомики ко многим областям
нейробиологии: процессов развития, синаптиче-

ской пластичности, трансформации стволовых
клеток, заболеваний головного мозга.

• Нейропротеомика характеризует простран-
ственную структуру комплексов белков в нервной
системе: в структуре нейрона, синапса, белковых
взаимодействий при образовании функциональных
сетей. Становится возможным понимание пост-
геномной трансформации белков и образования
молекул “нужного функционального назначе-
ния”, составляющих объемную картину мозга.

• Нейропротеомика предоставляет данные о
молекулярной организации мозга на разных уров-
нях его функционирования – от белковых комплек-
сов синаптической организации до анализа различ-
ных типов заболеваний мозга: предтечи, динамики,
прогноза, терапевтической эффективности.

НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫЕ ЗАБОЛЕВАНИЯ. 
ПРОТЕОМНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
В ДИАГНОСТИКЕ ПАТОЛОГИИ

Протеомные исследования предоставляют но-
вые возможности для конкретизации молекуляр-
ных процессов, определяющих патогенез нейроде-
генеративных и психических заболеваний. Важную
информацию содержат данные о когортах белков,
относящихся к контролю основных (базовых) био-
химических функциях. Исследования на ауто-
псийном материале и трансгенных моделях бо-
лезни Альцгеймера (БА) подтверждают, что окис-
лительное повреждение приводит к изменениям
экспрессии когорт митохондриальных ферментов.
Дисфункция этих комплексов протеома рассмат-
ривается как ведущая причина инициации пато-
генеза [19].

Одним из отличительных признаков БА и дру-
гих нейродегенеративных заболеваний является
накопление убиквитиновых белковых агрегатов.
Отмечается, что многие из модифицированных
изопептидов (протеоформ) тау-белка влияют на
связывание микротрубочек и агрегацию тау-бел-
ка, компонента формирования нейрофибрилляр-
ных клубков [20].

В обзорной публикации Li K. et al. [21] представ-
лен анализ изменений протеома, выявляемых в
аутопсийном материале БА, болезни Паркинсона
(БП) и бокового амиотрофического склероза (БАС).
Суммированы основные группы фактов.

1. Кластерный анализ сгруппировал белки со
сходными паттернами экспрессии на ранней ста-
дии БА, которые показали этапы изменения уровня
экспрессированных белков, соответствующие
стадиям и форме заболевания. Установлено также,
что группа с повышенной экспрессией была
представлена преимущественно белками астро-
цитарных генов. Эта информация согласуется с
выраженным прогрессированием астроглиоза при
нейродегенеративной патологии.
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2. Представлены материалы изменений про-
теомов при бессимптомной и симптоматической
БА. В качестве общего признака было установлено,
что белки, участвующие в различных биологиче-
ских процессах, могут совместно регулироваться
на разных стадиях заболевания. Несколько моду-
лей экспрессии белков показали их значительное
снижение. При асимптоматической форме БА
выявлялась экспрессия протеомных модулей, ас-
социируемых с воспалительной реакцией, акти-
вацией астроцитов и пролиферацией микроглии.
Изменения функциональных групп при БА ука-
зывают на увеличение белковых сетей, связанных
с глиальными клетками и снижением уровня ней-
ронных белков, что приводит к ухудшению ко-
гнитивных функций и памяти.

3. Отмечаются вариации регион-специфической
экспрессия белков при БА. Выбранные области бы-
ли сгруппированы как сильно пораженные (гиппо-
камп, энторинальная кора и поясная извилина),
слабо пораженные (сенсорная кора и моторная
кора) и наименее пораженные (мозжечок).

Конечная цель этих работ, использующих но-
вые технологии биохимического анализа, служит
уточнению молекулярных механизмов различ-
ных форм нейродегенертивной патологии мозга и
обозначению групп белков или отдельныз моле-
кул в качестве полезных маркеров.

Детализацию очерченных признаков иллю-
стрируют данные других статей. Рассматривается
несколько причин, определяющих разнообразие
биохимических механизмов, которые ведут к ги-
бели нейронов. Митохондриальная дисфункция
занимает центральное место в инициации нейро-
дегенеративных заболеваний, включая БА. Коли-
чественный протеомный подход с использованием
изобарической метки (iTRAQ) выявил изменения,
связанные с белками митохондрий, которые от-
личали фенотип БА от процессов возрастного
старения. Белковые субъединицы транспортной
цепи электронов указывали на большие наруше-
ния структуры митохондрий при БА [22].

В материале гиппокампа сравнение групп экс-
прессированных белков позволило дифференциро-
вать формы и стадии БА. На ранней стадии экспрес-
сия групп белков харектеризовала изменения уров-
ней внеклеточного матрикса и Са2+-зависимых
сигнальных белков. Первичные изменения были
связаны с цитоскелетом и синаптическими ком-
понентами, такими как RIMS1 и GRIK4 [23]. У
лиц со спорадической формой БА были конкрети-
зированы белки с повышенной или с пониженной
экспрессией, которые можно было рассматривать
как маркеры амилоидных поражений лобной ко-
ры [24].

В материале доклинической стадии БА описаны
изменения в белковых сетях, в которых бóльшая
часть белков мембраносвязаннного контента де-

монстрировали корреляцию с клиническими фе-
нотипами. Число экспрессированных белков вне-
клеточного матрикса (CSPG, ACAN и PTN) было
заметно увеличено, тогда как белки, ассоциируе-
мые с синаптической функцией и синаптогенезом
(SYNPO1, VGF, CAMKK2, CAMK4) показывали
снижение экспрессии [25]. Xu и соавт. [26] на кли-
ническом материале БА обосновали положение о
региональной экспрессии протеомов, кореллиру-
ющих с тяжестью поражения. Изменения белков
связываются с механизмом апоптоза и деструкцией
нейронов [26]. На основании результатов протеом-
ного анализа составлено объемное картирование
экспрессии белков при боковом амиотрофическом
склерозе и фронтотемпоральной деменции [27].

Особое место в анализе причин нейродегенера-
тивной патологии занимают исследования про-
теомов синаптических белков. Белковые панели,
демонстрируя различия в группах нейродегенера-
тивных заболеваний, подтверждают связь между
когнитивными нарушениями, развитием демен-
ции и потерей синаптических белков. Аутопсий-
ные исследования мозга при БА, БП и патологии
с тельцами Леви показали, что изменения экс-
прессии белков синаптических везикул VAMP2,
Syntaxin-1, SNAP, Munc18, постсинаптических
белков NRGN, PSD95, LRFN2 и рецепторных
белков (GRIA 3–4) оказываются ассоциирован-
ными с этим заболеваниям [28–30]. Анализ бел-
ков цереброспинальной жидкости у пациентов с
деменцией Альцгеймеровского типа также уста-
новил изменения синаптических белков Calsyn-
tenin-1, GluR4, Neurexin-2A/3А и др., снижен-
ный уровень которых предшествовал клиниче-
ским симптомам [32].

ПСИХИЧЕСКИЕ РАССТРОЙСТВА. 
ПРОТЕОМНЫЕ КЛИНИЧЕСКИЕ 

ИССЛЕДОВАНИЯ
Современные представления об этиологии

психических расстройств исходят из того, что за-
болевания могут быть результатом генетической
предрасположенности и влияния факторов окру-
жающей среды. В понимании сложной картины
заболевания следует учитывать роль посттранс-
ляционных модификаций белков, которые опре-
деляют большой спектр функций мозга.

Протеомные исследования расширили пред-
ставление о молекулярных механизмах, причастных
к патогенезу психического расстройства. Методы
масс-спектрометрии и двухмерный гель-электро-
форез выявили значение цитоскелетных, антиок-
сидантных и митохондриальных белковых сетей в
сложной картине патогенеза. Исследования карт
иммунных профилей обнаруживали на первых
этапах заболевания изменения гормонов, факто-
ров роста и белков, связанных с оксидативным
стрессом, апоптозом и цитовоспалением. Мето-
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дология протеомного исследования используется
также для оценки вероятных маркеров нейропси-
хических расстройств. Следует согласиться, од-
нако, что эти достижения еще относительно дале-
ки от их клинических интерпретаций [33, 34].

Протеомные исследования материала мозга и
биологических жидкостей позволили получить
новые сведения о больных шизофренией (ШЗФ),
биполярными расстройствами (БР) и большим
депрессивным расстройством (БДР). Сравнение
протеомов в гиппокампе больных ШЗФ и БР
представили измененные уровни белков мито-
хондриальной функции и эндоцитоза [35].

Отдельное внимание уделено группам особых
белков, которые, по-видимому, служат регулятора-
ми патофизиологических реакций. К ним относятся
определяемые как биомаркеры в цереброспиналь-
ной жидкости глиальный фактор-бета (GMF-β),
нейротрофический фактор мозга (BDNF) и изо-
формы 115 кДа каталитической субъединицы
Rab3-GTP-активирующего белка (RAB3GAP1).
Для пациентов с ШЗФ снижение уровня этих по-
казателей ассоциируется с нейропсихическими
расстройствами [36, 37].

Наличие биохимических изменений в мозге,
связанных с энергетическими процессами, тра-
диционно связывается с клиническими особен-
ностями психических расстройств ШЗФ, БР,
БДР. В публикации группы Zuccoli и соавт. [38]
проанализированы когорты белков, непосредствен-
но характеризующие уровни метаболических про-
цессов в мозге. В сумме протеомов, имеющих отно-
шение к функции митохондрий, продукции АТФ,
Са2+-гомеостаза и липидного обмена устанавлива-
ется связь с контролем общего пула энергетическо-
го метаболизма. В качестве отдельных примеров
протеомного анализа отмечается, что общая диф-
ференциальная экспрессия ферментов типа цит-
ратсинтазы подавляется при ШЗФ, но активиру-
ется при БР и БДР, тогда как малатдегидрогеназа
подавляется при БР и усиливается при ШЗФ и
БДР. Исследования мозга пациентов с акцентом
на энергетический метаболизм позволяет устано-
вить сходства молекулярных (протеомных) девиа-
ций между этими заболеваниями, но также выде-
лить особенные черты для каждого расстройства.

Нарушения нейротрансмиттерной функции.
Традиционный клинический анализ рассматривает
в качестве первого уровня психического расстрой-
ства дисфункции нейротрансмиттерных процессов.
Выявляемые с помощью новой методологии из-
менения когорт синаптических белков оказыва-
ются характерными для ШЗФ и БР [39]. Протеом-
ный анализ с использованием изобарических ме-
ток (iTRAQ) выявил в ликворе пациентов БДР
различия в группах белков, связанных с синапти-
ческой передачей. Представлен перечень изме-
ненных когорт синаптических белков при БДР

как начальной причины расстройства [40]. Про-
теомные и геномные исследования демонстрируют
изменения экспрессии белков постсинаптической
плотности, одной из важнейших регуляторных зон
нейротрансмиссии [41, 42]. В гиппокампе отме-
чены изменения у больных ШЗФ и БР белков
группы 14-3-3, контролирующие ГАМК-ергичес-
кую нейротрансмиссию [43].

В общем плане, речь идет об идентификации
когорт синаптических белков нейротрансмиттер-
ного назначения. Разнообразие организации бел-
ковых модулей, участие больших групп молекул в
контроле нейрональной пластичности свидетель-
ствуют о регуляторном потенциале мозга. С тех
же позиций становится понятным сложность раз-
личных форм нейродегенеративных и психиче-
ских расстройств, когда нарушенный порядок
молекулярных процессов рассматривается как
причинный механизм патогенеза [44].

БИОМАРКЕРЫ КАК СТРАТЕГИЧЕСКАЯ 
ЗАДАЧА ПРОТЕОМИКИ

Выявление биомаркеров – ключевых белков
патогенеза и мишеней терапии – оказывается до-
минирующей темой многих протеомных исследо-
ваний. Белки, определяемые в цереброспинальной
жидкости, в крови или аутопсийном материале,
позиционируются как объекты диагностики, про-
гнозирования и мониторинга терапии. Стратеги-
ческая линия применения нового направления –
протеомики – становится все более информативно
обоснованной. При анализе нейродегенеративных
заболеваний были установлены группы белков,
позволяющие разделять клинические формы или
стадии заболевания [45, 46]. Нынешний уровень
протеомного анализа выявляет биомаркеры БА и
форм амилоидной патологии [47].

У психиатрических пациентов комплексные
протеомные исследования цереброспинальной
жидкости включали использование, помимо тар-
гетной масс-спектрометрии, мониторинг множе-
ственных реакций (multiple reaction monitoring).
Этот подход позволил продемонстрировать воз-
можности дифференциального анализа биомар-
керов в панели психических расстройств, вклю-
чавших БДР, ШЗФ и БР. Среди значимых ком-
плексов выделяются сигнатуры пониженных
уровней комплексов синаптических белков [48].
Часть этих особых белков принадлежит к семей-
ству нейрексинов, которые представляют собой
молекулы адгезии синаптических клеток, значи-
мых для регулирования передачи сигналов [49].

Существенным оказывается применение нейро-
протеомики для контроля эффективности кон-
кретных терапевтических препаратов. В экспери-
ментальных исследованиях синаптическая коррек-



226

НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 3  2021

ГОМАЗКОВ

ция антидепрессантами подтверждена данными
протеомного анализа [50].

Следует, однако, заметить, что несмотря на яв-
ный оптимизм в теме биомаркеров и представлении
новых кандидатов, среди критических резонов от-
мечается, что материалы прижизненных про-
теомных исследований (кровь, ликвор) содержат
“квази-маркерные” белки, где шумовой фон дру-
гих молекул затемняет картину анализа [51]. И хотя
для минимизации этих затруднений используются
дополнительные технологии, широкий профиль
протеомного материала в тканях мозга или био-
логических жидкостях, вызывает еще затрудне-
ния в идентификации биомаркеров [52, 53].

В качестве особой позиции следует, однако,
констатировать, что поиск биомаркеров, типич-
ных только для конкретной формы психического
или иного типа заболевания, является неточно
сформулированной задачей. Вероятно, выявле-
ние ключевых молекул патогенеза следует сосре-
доточить на интеграции комплексной панели
белков данного расстройства [54]. Представляется
вероятным, что комбинированный анализ несколь-
ких биомаркеров определит специфическую для па-
циента сигнатуру диагностики нейродегенера-
тивных и психических заболеваний.
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Proteomics is a direction that combines technologies for studying the spectrum of proteins in specific physi-
ological conditions. Neuroproteomics, as a special discipline, develops new approaches to studying the brain,
including the analysis of quantitative and qualitative changes in many proteins. The article presents an anal-
ysis of data on the role of proteins detected by proteomic methods, which are important for understanding
the pathogenesis of various forms of neurodegenerative and mental diseases. During proteomic analysis,
groups of differentially expressed proteins were identified, allowing the identification of clinical forms or stag-
es of the disease. Proteomic research data expand the possibilities of biomarker detection as a new therapeutic
approach.
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Нейростероидами называют стероиды, которые способны быстро менять возбудимость нейронов,
взаимодействуя с мембранными рецепторами, преимущественно с ГАМК/А рецепторным ком-
плексом. Нейростероиды синтезируются как в ЦНС, так и в периферических тканях, из которых
попадают в мозг с системным кровотоком. Нейростероиды участвуют в регуляции эмоций и поэто-
му могут быть важны для формирования депрессивных состояний. Изучение нейростероидов от-
крывает возможности новых подходов к лечению депрессивных состояний.
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Механизмы формирования депрессивных рас-
стройств, в первую очередь большой депрессии и
постравматического стрессорного расстройства
(ПТСР) далеки от полного понимания исследова-
телями. Моноаминовая теория этиологии этих рас-
стройств, увязывающая патологию с дефицитом
норадреналин-, дофамин- и серотонинергических
систем ЦНС, подтверждается лишь частично. К ле-
карственной терапии оказывается чувствительны
лишь 30–50% больных [1], поэтому внимание ис-
следователей проблемы депрессий привлекают и
другие механизмы в ЦНС, в частности, нейросте-
роиды (НС).

Стероидные гормоны синтезируются не толь-
ко в периферических железах – коре надпочечни-
ков, гонадах и плаценте – но и в ЦНС. Впервые
это было показано группой Э.Э. Болье в начале
1980-х годов [2, 3]. Оказалось, что НС взаимодей-
ствуют с рецепторами ГАМК типа А (ГАМК/А-рц)
[4, 5], модулируя их активность подобно барбиту-
ратам [6, 7] и бензодиазепинам [8] и проявляя
анксиолитическое, седативное и противосудо-
рожное действие [9]. Таким образом было показа-
но, что седативный эффект системного введения

прогестерона, описанный Гансом Селье еще в
1941 г. [10, 11] имеет центральный механизм.

Открытие взаимодействия НС с ГАМК/А-рц
было существенным шагом в физиологии, посколь-
ку до этого считалось, что стероиды свободно про-
никают в клетку и взаимодействуют с рецепторами в
цитозоле, перемещаясь затем в ядро, где модулиру-
ют процесс трансляции. Такие “классические”
эффекты стероидов проявляются полностью толь-
ко через несколько часов после взаимодействия
стероида с клетками-мишенями, а при взаимо-
действии с рецепторами, расположенными в кле-
точной мембране, гормоны могут проявлять свои
эффекты спустя секунды.

БИОСИНТЕЗ НЕЙРОСТЕРОИДОВ
Основными НС млекопитающих являются сле-

дующие: прегнанолон, аллопрегнанолон (ALLO),
прегненолон, дегидроэпиандростерон (DHEA),
тетрагидродезоксикортикостерон (THDOC), ан-
дростерон, андростандиол (рис. 1).

Разумеется, в ЦНС могут свободно проникать
и те стероиды, которые синтезируются в перифе-
рических эндокринных железах и подвергаются
дальнейшему метаболизму в печени и коже – ор-
ганах с высокой активностью обоих восстанови-
тельных ферментов синтеза НС [12]. Поэтому к
НС можно отнести не только те стероиды, которые
синтезируются в ЦНС. С определенными оговор-
ками можно относить к НС и прогестерон, и эст-
радиол, поскольку обнаружены места связывания
этих “классических” стероидных гормонов с кле-

Принятые сокращения: АКТГ – адренокортикотропин;
ГАМК/А-рц – рецептор ГАМК типа А; ГАС – гипофиз-
адреналовая система; КРГ – кортикотропин-рилизинг гор-
мон; НС – нейростероиды; ПМДР – предменструальное
дисфорическое расстройство; ПМС – предменструальный
синдром; ПТСР – постравматическое стрессорное рас-
стройство; ALLO – аллопрегнанолон; DHEA – дегидроэпи-
андростерон; THDOC – тетрагидродезоксикортикостерон.

* Адресат для корреспонденции: 199034 Россия, Санкт-Пе-
тербург, наб. Макарова, д. 6, e-mail: dazhukov0@gmail.com.
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точными мембранами [13–16]. Некоторые авторы
называют “НС” только синтезируемые в ЦНС
стероиды, а для обозначения всех мембранотроп-
ных стероидов независимо от места их синтеза
используют термин “нейроактивные стероиды”
[17–19]. Но в данном обзоре мы будем использовать
традиционный термин “НС” в широком смысле.

Повторим, что главная особенность НС – вза-
имодействие с рецепторами, расположенными на
клеточных мембранах, в том числе и синаптиче-
ских, что обеспечивает негеномные эффекты
этих гормонов, в частности, модуляцию синапти-
ческой передачи.

Места синтеза НС в ЦНС многочисленны. У
грызунов и у человека это нейроны и глиальные
клетки коры больших полушарий, гиппокампа,
обонятельной луковицы, миндалины и таламуса,
а также клетки Пуркинье мозжечка. В этих структу-
рах локализованы ключевые ферменты биосинтеза
большинства НС: 5α-редуктаза и 3α-гидроксисте-
роид дегидрогеназа [20–26] (рис. 1). Поскольку
активность 3α-гидроксистероид дегидрогеназы
много выше активности 5α-редуктазы, этот послед-
ний фермент определяет скорость синтеза НС [9].
Помимо упомянутых двух ферментов, в астроци-
тах и нейронах экспрессируется и цитохром рас-
щепления боковой цепи холестерина (Р450scc),
превращающий холестерин в прегненолон, необ-
ходимый для синтеза всех НС [27].

Биосинтез НС контролируется белком-транс-
локатором (18 kDa), который раньше называли
периферическим или митохондриальным бен-
зодиазепиновым рецептором [28, 29]. Этот бе-
лок-транслокатор широко представлен в перифе-
рических тканях и в головном мозге. Он в основ-
ном расположен во внешней митохондриальной
мембране и переносит холестерин во внутрен-
нюю мембрану митохондрий [30]. Активация этого
белка определенными лигандами облегчает по-
ступление холестерина внутрь митохондрий и тем
самым повышает доступность холестерина для
Р450scc, фермента, расположенного во внутрен-
ней митохондриальной мембране. Селективные
лиганды этого белка-транслокатора могут стиму-
лировать биосинтез НС в головном мозге [31, 32],
подтверждая важную роль белка-транслокатора в
нейростероидогенезе.

Молекулы НС могут подвергаться сульфати-
рованию. Присоединение сульфат-иона меняет
фармакодинамические свойства НС [33]. Так
прегнанолон – это один из модуляторов
ГАМК/А-рц, тогда как прегнанолон-сульфат –
модулятор НМДА рецепторов [34–37].

ОСНОВНЫЕ ФУНКЦИИ 
НЕЙРОСТЕРОИДОВ

НС связаны с процессами нейрогенеза, миели-
низации, нейропротекции и синаптической пла-

Рис. 1. Схема биосинтеза нейростероидов (по [71]). 3α-HSD – 3α-гидроксистероид дегидрогеназа, 5α-Reductase – 5α-
редуктаза, 17KSR – 17-кетостероид редуктаза, P450 – цитохромы.
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стичности и, соответственно, с функциями обра-
ботки информации, обучения и памяти [38–43]. НС
участвуют в формировании ряда поведенческих,
психических и неврологических расстройств, та-
ких как шизофрения [44, 45], эпилепсия [46, 47],
нарушения памяти, в том числе и при болезни
Альцгеймера [48]. Помимо ГАМК/А-рц НС взаи-
модействуют с НМДА и АМПА рецепторами глу-
таматергической системы [34, 49, 50], но основное
внимание к НС обусловлено их способностью вза-
имодействовать с ГАМК/А-рц и участвовать тем
самым в регуляции эмоций, вовлекаясь таким об-
разом в формирование тревожных и депрессив-
ных состояний.

Основная причина депрессивных расстройств –
стресс. НС участвуют в стрессорной реакции, в
частности в регуляции активности гипофиз-адре-
наловой системы (ГАС). У крыс и мышей уровни
ALLO и THDOC возрастают во время острого
стресса [51–53] как в крови, так и в мозге [52]. У
человека уровень ALLO увеличивается после вве-
дения кортикотропин-рилизинг гормона (КРГ)
или АКТГ [54], а также во время стресса в экспе-
рименте, или же после стрессогенного жизненного
события [55, 56]. На животных моделях показано,
что хронический стресс приводит к уменьшению
концентрации ALLO в крови [57], а введение ALLO
восстанавливает нормальное функционирование
ГАС [58]. Предварительное введение крысам про-
гестерона, ALLO и THDOC уменьшает вызван-
ный стрессом подъем АКТГ и кортикостерона в
крови [59, 60]. Введение ALLO снижает экспрессию
мРНК КРГ в парвентрикулярном ядре гипоталаму-
са и ослабляет проявления тревоги в поведении,
вызванные введением КРГ [61]. Соответственно,
иммуннонейтрализация ALLO увеличивает вы-
званный стрессом подъем кортикостерона в крови
[62]. В то же время введение THDOC в паравен-
трикулярное ядро увеличивает стрессорный ответ
[63]. На животных моделях большой депрессии и
ПТСР показан сниженное содержание ALLO в
миндалине, гиппокампе и медиальной префрон-
тальной коре [64–67], структурах, связанных, как
известно, с формированием эмоций.

Эти и подобные результаты свидетельствуют
об участии НС в регуляции стрессорной активности
ГАС как на уровне гипоталамуса, так и на уровне
экстрагипоталамических структур, участвующих
в организации как эндокринного, так и эмоцио-
нального компонента стрессорной реакции и,
как следствие, в формировании депрессивных со-
стояний.

НЕЙРОСТЕРОИДЫ КАК МАРКЕРЫ 
ДЕПРЕССИИ

Тревожные и депрессивные состояния у людей
сопровождаются сниженным содержанием НС в
крови и в других тканях. У пациентов с социаль-

ной фобией обнаружено сниженное содержание
прегненолон-сульфата в крови [68]. DHEA-сульфат
и прегненолон-сульфат снижены в крови при де-
прессии у ВИЧ-инфицированных пациентов [69].
Экзаменационный стресс у аспирантов сопровож-
дается снижением концентрации ALLO в плазме
крови, а также снижением рецепторного связыва-
ния бензодиазепинов форменными элементами
крови [56]. У пациентов с ПТСР снижена кон-
центрация DHEA в крови [70]. Примечательно,
что, если у больных ПТСР симптомы отрицательно
коррелируют с содержанием ALLO в спинномоз-
говой жидкости, такой корреляции не обнаруже-
но у здоровых людей, имевших в анамнезе схожие
психотравмирующие события, но у которых
ПТСР не развился [71]. Содержание ALLO и пре-
гнанолона снижено у больных униполярной де-
прессией как в спинномозговой жидкости [72],
так и в крови [73]. Эти показатели увеличивались,
приближаясь к норме, после лечения антидепрес-
сантами, ингибирующими обратный захват серо-
тонина [74]. Посмертное исследование мозга де-
прессивных больных показало сниженную актив-
ность 5α-редуктазы в префронтальной коре [24] и
сниженное содержание ALLO в медиальной ор-
битальной фронтальной коре [75].

Таким образом, содержание НС в тканях
может служить дополнительным биологическим
маркером большой депрессии и ПТСР [19, 76],
что практически важно, поскольку субъективные
жалобы таких больных характерны и для многих
других психических болезней.

НЕЙРОСТЕРОИДЫ КАК ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ 
АНТИДЕПРЕССАНТЫ

На животных моделях депрессии и ПТСР не-
однократно показано, что введение НС ускоряет
восстановление нормального поведения живот-
ных. Так, андростандиол уменьшает проявление
тревоги и улучшает память у мышей [77], препят-
ствует возрастному нарастанию симптомов тре-
вожности, депрессии и когнитивного дефицита у
старых самцов мышей, тогда как тестостерон не
имеет такого эффекта [78]. У крыс на модели де-
прессии, вызванной хроническим стрессом дли-
тельного опыта поражений при социальных кон-
тактах, показан анксиолитический эффект DHEA –
время и количество социальных контактов у живот-
ных восстанавливаются [70]. Введение DHEA сам-
цам крыс увеличивает устойчивость стрессорной
системы, т.е. увеличивает скорость возвращения
концентрации кортикостерона к базальным значе-
ниям по окончании стрессорного воздействия [70].

DHEA, вероятно, наиболее важный НС чело-
века, поскольку в головном мозге его концентра-
ция выше, чем в крови [79], несмотря на синтез
этого стероида в гонадах и в коре надпочечников.
Испытания DHEA в клинике депрессий дают ос-
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нования для того, чтобы смотреть на этот НС как
на перспективный антидепрессант [80]. Однако,
метаанализ 14 публикаций делает такой опти-
мизм осторожным [81]. Таковы же результаты ис-
пытаний и ALLO для лечения большой депрессии
и ПТСР [19].

Одна из причин неотчетливого терапевтиче-
ского эффекта в недостаточном объеме выборок,
и в том, что помимо НС и плацебо больные при-
нимают одновременно и другие лекарственные
препараты: соли лития, антидепрессанты, седа-
тивные и анксиолитические препараты, антипси-
хотики и стимуляторы.

Наибольший успех достигнут в лечении де-
прессий у женщин, возникающих при резком па-
дении продукции прогестерона, прежде всего при
послеродовой депрессии и при предменструаль-
ном синдроме (ПМС) и предменструальном дис-
форическом расстройстве (ПМДР) [82, 83].
ПМДР (PMDD, premenstrual dysphoric disorder)
включено в DSM-5 [84], согласно которому в
предшествующие менструации дни должны про-
являться пять психологических или соматических
симптомов. Если же присутствует только один из
них, то заболевание квалифицируется как ПМС.

Как уровень прогестерона, так и уровень его
основного метаболита ALLO низок во время мен-
струации и фолликулярной фазы менструального
цикла. Вслед за прогестероном, ALLO растет в
лютеиновую фазу и быстро снижается перед мен-
струацией. Регулярное воздействие на организм
такого фактора, как резкое падение уровня этих
половых гормонов может быть ключевым факто-
ром этиологии ПМДР [85, 86]. Результаты экспе-
риментов на животных дают основания для тако-
го предположения.

На модели ПМДР, основанной на подавлении
содержания прогестерона в организме, у крыс на-
рушается социальное взаимодействие и развива-
ется ангедония, что характерно для ПМДР [87]. У
крыс и у мышей резкая отмена хронического вве-
дения прогестерона сопровождается увеличени-
ем тревоги и изменением функций ГАМК/А-рц
[86–88]. У двух линий крыс, селектированных по
поведенческому признаку, различия в тревожно-
сти соответствовали различиям в уровне проге-
стерона в крови как в стадию проэструса, так и
диэструса [89]. У крыс снижение уровня проге-
стерона во время диэструса сопровождается из-
менением количества ГАМК/А-рц в околоводо-
проводном сером веществе, структуре, связанной
с регуляцией эмоций [90, 91].

Есть все основания считать, что подобные фе-
номены связаны не с самим прогестероном, а с его
метаболитом ALLO [92]. Уровень тревожности у
страдающих ПМС соответствует соотношению
концентраций ALLO и прогестерона в крови [55].
Тяжесть симптомов ПМС отрицательно коррели-

рует с концентрацией ALLO, но не прогестерона
[93]. Возможно, что при ПМДР нарушается взаи-
модействие ALLO с ГАМК/А-рц или же меняется
биосинтез ALLO.

Несмотря на то, что внимание исследователей
феномена ПМДР и ПМС привлечено к прогестеро-
ну и ALLO, результаты этих работ пока не дошли до
клиники. Применение селективных ингибиторов
обратного захвата серотонина остается “золотым
стандартом” терапии ПМС и ПМДР [94].

Иначе обстоит дело с послеродовой депрессией,
которая отмечается у 10–20% женщин. Поскольку
многократно увеличенная во время беременно-
сти продукция прогестерона и ALLO резко падает
после родов, этот гормональный сдвиг – очевид-
ный кандидат на причину послеродовой депрес-
сии [95]. При послеродовой депрессии содержа-
ние ALLO в крови снижено [96]. Ослабление
симптомов послеродовой депрессии соотносится
с изменением содержания ALLO в крови [97].

Синтетическое производное ALLO брексано-
лон под названием Zulresso используется для ле-
чения послеродовой депрессии. Положительный
эффект у 70% пациенток отмечен уже через 2–
3 дня после начала лечения и сохраняется по
крайней мере на протяжении месяца [97, 98].
Быстрый эффект брексанолона – существенное
достоинство в сравнении с ингибиторами обрат-
ного захвата серотонина, проявляющими антиде-
прессивный эффект только после многонедельно-
го приема. Высокая стоимость препарата не дает
возможность провести широкие исследования для
лечения других депрессивных расстройств [99].
Еще один недостаток брексанолона в том, что он
применяется исключительно парентерально. Раз-
работанное для перорального введения синтети-
ческое производное ALLO – SAGE-217 – показал
при клинических испытаниях тоже быстрый, но
умеренный позитивный эффект у депрессивных
больных [100, 101].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Много не до конца ясного еще остается в во-

просах о роли НС в патогенезе депрессивных рас-
стройств, о механизмах регуляции биосинтеза НС
в ЦНС и об удельной роли НС, синтезируемых в
ЦНС, и поступающих в мозг с системным крово-
током. Укажем на некоторые интересные экспе-
риментальные факты, требующие изучения и
разъяснения.

Если проявление ПМДР однозначно связано с
резким снижением концентрации прогестерона
и, соответственно, ALLO, то каковы причины ис-
чезновения симптомов ПМДР при наступлении
менструации? Продукция прогестерона остается
такой же низкой, как и, вероятно, концентрация
ALLO, но аффект быстро нормализуется. Проис-
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ходит ли сенситизация ГАМК/А-рц, активируются
ли ГАМК-ергическая система другими механиз-
мами, или же анксиолитический эффект при на-
ступлении менструации связан с активацией дру-
гих систем (эндогенных опиатов, эндоканнаби-
ноидов, эндованиллоидов)?

Хорошо известно, что симптомы ПМДР уси-
ливаются при избытке соли в диете [102]. Скорее
всего это связано с торможением синтеза мине-
ралкортикоида дезоксикортикостерона, метаболит
которого THDOC позитивно модулирует ГАМК/А-
рц. Непонятно, этот эффект связан с изменением
синтеза минералкортикоидов в коре надпочечни-
ков или же концентрация ионов натрия также
влияет на синтез THDOC в ЦНС?

Острый стресс вызывает рост концентрации
ALLO в крови [55, 56, 103, 104], но у женщин с
ПМДР такой подъем ALLO не наблюдается [55].
Каковы механизмы этого феномена? Вероятно,
это обусловлено нарушением биосинтеза ALLO,
но каким именно? Известна различная актив-
ность двух ключевых ферментов биосинтеза НС у
мужчин и у женщин. При ПТСР у женщин сни-
жается активность 3α-гидроксистероид дегидро-
геназы, а у мужчин – 5α-редуктазы [71, 105, 106].
Обусловлено ли это разным актуальным гормо-
нальным фоном или же это одно из врожденных
половых различий?

С половыми различиями стрессорной реакции
связывают DHEA-сульфат, введение которого
кастрированным самцам восстанавливает у них
мужской тип стрессорной реакции, т.е. быстрое
возвращение кортикостерона к норме, тогда как
тестостерон такого эффекта не оказывает [70].
Между тем, содержание DHEA у мужчин и у жен-
щин примерно одинаковое [107]. Связан ли
DHEA и у человека с половыми различиями
стрессорной реакции и большей подверженности
женщин депрессивным расстройствам?

В заключение обзора напомним, что механиз-
мы действия НС не сводятся только к модуляции
ГАМК/А-рц [15]. С другой стороны, в формиро-
вании депрессивных состояний важна роль и дру-
гих веществ стероидной природы, в частности,
витамина D [108]. Исследователям важно пом-
нить, что болезни как нозологические категории,
несмотря на схожую клиническую картину, могут
иметь в своей основе различные нейрохимиче-
ские механизмы.
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Neurosteroids and Depression
D. A. Zhukova and E. P. Vinogradovab

aPavlov Institute of Physiology, St. Petersburg, Russia
bBiological Faculty SPBU, St. Petersburg, Russia

Neurosteroids are steroids that rapidly alter neuronal excitability through interaction with cell surface recep-
tors, mainly with GABA/A receptor complex. Neurosteroids are synthesized both in the central nervous sys-
tem and in peripheral tissues from which they enter the brain with systemic blood flow. Neurosteroids may
regulate emotional behavior, therefore, they can be an important factor for the development of depressive dis-
orders: major depression, post-traumatic stress disorder, premenstrual dysphoric disorder, postpartum de-
pression. Studies of neurosteroids offer opportunities for new treatments for depressive disorders.

Keywords: neurosteroids, depression
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Проведено измерение кинетики затухания флуоресценции зонда K-35 и аминокислотного остатка
триптофана (Trp) при добавлении гипохлорита натрия в альбуминовую фракцию сыворотки крови
здорового донора (HSA). Флуоресцентный зонд К-35 (возбуждение 405 нм, флуоресценция 530 нм)
связывается с I лекарственным центром альбумина. Во время эксперимента молярная концентра-
ция альбумина во фракции изменялась от 0.3 до 20 мкМ. Окисление фракции гипохлоритом реги-
стрировали по изменению флуоресценции Trp, также расположенного в I центре альбумина (возбуж-
дение 290 нм, флуоресценция 350 нм). Было показано, что при молярной концентрации альбумина в
сыворотке крови порядка 30 мкМ HSA проявляет антиоксидантную активность, позволяющую ему
поддерживать свои функции даже после воздействия относительно больших количеств гипохлорита
(до 50 молекул окислителя на молекулу белка). HSA сохраняет свою способность к связыванию ли-
гандов , так как свойства зонда К-35 при окислении остались практически неизменными, зареги-
стрированы лишь незначительные изменения в характеристиках связывания. Добавленный гипо-
хлорит в первую очередь расходуется на окисление аминокислот альбумина, в том числе на наблю-
даемое в эксперименте окисление Trp. Для 14 сывороток доноров показано достоверное отличие
флуоресценции триптофана, окисленного и нативного.

Ключевые слова: флуоресцентный зонд, аминокислотный остаток Trp, затухание флуоресценции, ме-
тод разрешенной во времени флуоресценции, гипохлорит натрия
DOI: 10.31857/S1027813321030122

ВВЕДЕНИЕ
Сывороточный альбумин человека (human se-

rum albumin, HSA) существует в организме чело-
века как в нативной, так и в окисленной формах.
Большинство биомолекул (липиды, белки, ДНК)
являются мишенью для окислителей и страдают
от окислительного стресса. Окисление белков
может изменить их первичные структуры, приве-
сти к фрагментации или олигомеризации, и изме-
нить их функциональные способности. Высказы-
вается предположение, что повышенный уровень
окисленного сывороточного альбумина человека
может приводить к ряду патологических состоя-
ний. Окисление гипохлоритом натрия считается
важным процессом в прогрессе некоторых болез-

ней, включающих атеросклероз, воспалительные
заболевания кишечника, гепатит, инфаркт мио-
карда, шизофрению, онкологические заболева-
ния и некоторые другие патологии, вызванных
окислительным стрессом [1–4]. В литературе от-
мечается, что в настоящее время недостаточно
знаний о функциональной связи между свойства-
ми нативного и окисленного альбумина [2], и о
патофизиологическом значении окисления аль-
бумина. Альбумин обратимо связывает многие
эндогенные и экзогенные низкомолекулярные
соединения, в том числе l-trp, жирные кислоты,
билирубин и лекарственные соединения. Он так-
же играет важную роль в транспортировке этих
соединений к цели. Два основных связывающих
центра лигандов на молекуле альбумина обозна-
чаются как лекарственные сайты I и II [5].

* Адресат для корреспонденции: 119991 Россия, Москва, Ле-
нинский пр-т, 53; e-mail: syrejshchikovati@lebedev.ru.

УДК 616-08

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
РАБОТЫ
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Известно, что сам по себе альбумин является
основным защитным белком плазмы за счет его
способности перехватывать свободные радикалы.
Протекторные свойства альбумина проявляются
в первую очередь благодаря наличию SH-групп
цистеина (Cys) [6]. Некоторый вклад в это могут
вносить 6 остатков другой аминокислоты – метио-
нина, также весьма чувствительные к окислению.
Наконец, ароматические аминокислоты также об-
ладают выраженными антиоксидантными свой-
ствами [2]. Последний факт подкреплен нашим
экспериментальным материалом по триптофану
(данная статья).

В настоящей работе в качестве окислителя ис-
пользовался гипохлорит натрия. Гипохлорит на-
трия образуется в организме человека при воспа-
лительных процессах (в лейкоцитах, точнее в
нейтрофилах) [7–10]. При инфицировании крови
бактериями последние активируют лейкоциты,
что сопровождается выделением сильного окис-
лителя – гипохлорита натрия. Гипохлорит защи-
щает организм человека от микроорганизмов. В
растворе гипохлорит (NaOCl) находится в динами-
ческом равновесии с хлорноватистой кислотой
(HOCl): NaOCl + H+ → HOCl + Na+. Именно HOCl
является сильнейшим окислителем и необходим
для борьбы с инфектами. Гипохлорит химически
взаимодействует с белком (почти мгновенно): в
результате реакции HOCl c аминогруппами белка
образуются долгоживущие хлорамины [2]. Полу-
чается, что гипохлорит как бы “сорбируется” на
белке, превратившись при этом в хлорамины. Из
хлораминов возникают радикалы, которые спо-
собствуют HOCl-индуцируемому окислению
белков плазмы.

Основное внимание в нашей статье обращено
на изучение связывающей способности центрами
альбумина лигандов и лекарственных соедине-
ний. В литературе есть сведения, что окисление
HSA не оказывает заметного влияния на связыва-
ние лекарственных соединений с сайтом I в под-
домене IIA [11–13].

Цель работы состояла в изучении свойств свя-
зывающего лекарственного центра I альбумина
сыворотки крови человека при его окислении ги-
похлоритом натрия.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Кровь доноров забирали натощак, сыворотку
получали стандартным способом, все образцы
хранили при –30°C. Из сывороток выделяли альбу-
миновую фракцию с помощью двухфазной системы
полиэтиленгликоль 3000/буфер PBS (рН 7.4) [14].
Альбуминовые фракции сывороток крови доно-
ров разбавляли в 10 раз буфером PBS (Sigma-Al-
drich, CША), cодеpжавшем 0.137 М NaCl и 0.01 М
фоcфата натpия, pН 7.4. В качестве окислителя
использовался гипохлорит натрия с молярной
концентрацией 1 мМ (примерно 50 молекул ги-
похлорита на 1 молекулу альбумина). Во всех
фракциях были измерены концентрации альбуми-
на с помощью метода бромкрезоловых красите-
лей [15]. Молярная концентрация альбумина в
исследованных альбуминовых фракциях сыворо-
ток крови в среднем была равна около 20 мкМ.
Среднеквадратичная вариация среднего значе-
ния концентрации альбумина составляет 10%.
Концентрация зонда К-35 составляла 20 мкМ.

Степень окисления рассчитывалась, как и в
работе [7], по изменению суммарного выхода
флуоресценции триптофана. Молекула флуорес-
центного зонда К-35 изображена на рис. 1.

Измерения кинетики затухания флуоресцен-
ции зонда K-35 были выполнены в Физическом
институте им П.П. Лебедева РАН на установке с
пульсирующим источником света (LED) фирмы
Pico-Quant (длина волны излучения 459 нм, дли-
на волны флуоресценции 530 нм) [16]. Измерения
флуоресценции триптофана (Trp) проводились
при длинах волн излучения и флуоресценции 290
и 350 нм (LED 290 nm Pico-Quant).

Основная работа проведена на частоте 10 MHz
при максимальной оптической мощности 30 μW.
В качестве детектора фотонов использовался фото-
электронный умножитель Hamamatsu (PMA-182).
Для коррелированного во времени счета одиноч-
ных фотонов флуоресценции использовался PCI-
Board TimeHarp 200 (фирма Pico-Quant). Время-
амплитудный конвертор содержит 4096 каналов
регистрации фотонов с шириной канала в 33 пи-
косекунды. Длительность импульсов возбуждаю-
щего излучения около 700 пикосекунд. На базе
персонального компьютера типа AMD Sempron
автоматизированы как процесс измерения, так и
обработка экспериментальных данных (Програм-
мы TimeHarp и FluoFit фирмы Pico-Quant) [16].

В используемой нами технике измерений экс-
периментально измеряемая функция затухания

Рис. 1. Молекула флуоресцентного зонда К-35. Ион-
ная форма в водном растворе при pH 7. Показана ну-
мерация атомов.
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флуоресценции I(t) и реальная функция затухания
флуоресценции F(t) связаны с помощью свертки:

(1)

где L(t) – профиль возбуждающего импульса.
При решении свертки F(t) выражалась как анали-
тическая функция с несколькими неизвестными
параметрами. Она сворачивалась с профилем
возбуждающего импульса и затем сравнивалась с
функцией I(t). Использовался метод наименьших
квадратов и χ2 критерий. Лучшие параметры фи-
тирования соответствовали минимуму χ2.

Флуоресценция зонда К-35 и Trp фитирова-
лась суммой трех экспонент (программа FluoFit
фирмы Pico-Quant):

(2)

В уравнении 2 Ai – амплитуды, τi – времена за-
тухания флуоресценции, соответствующие трем
связывающим центрам альбумина сыворотки
крови.

Для статистического анализа достоверности
различия амплитуд флуоресценции триптофана в
14 сыворотках доноров, не окисленных и с окис-
лением гипохлоритом натрия, использовалась
программа Statistica версии 10. Методом непара-
метрической статистики проведено сравнение 2-х
выборок с помощью критерия Вилкоксона.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Измерение флуоресценции Trp. Одиночный

аминокислотный остаток триптофана Trp распо-
ложен в I лекарственном центре альбумина. Про-
ведено измерение внутренней флуоресценции
триптофана в альбуминовых фракциях сыворо-
ток крови 12 здоровых доноров в естественных
условиях и после добавления окислителя – гипо-
хлорита натрия. Флуоресценция триптофана в
альбуминовых фракциях не является гетерогенной
и фитировалась суммой трех экспонент с помощью
уравнения (2). Согласно широко известной модели
ротамера [17], эти три времени жизни могут быть
связаны с тремя возможными конформационными
состояниями триптофана в HSA.

0

( ) ( ') ( ') ',I t L t F t t dt
∞

= −

( )
( ) ( )

1 1

2 2 3 3

( ) A exp
A e A .xp exp

F t t
t t

= − τ +
+ − τ + − τ

Молярная концентрация альбумина в иссле-
дованных альбуминовых фракциях сывороток
крови человека в среднем была около 20 мкМ. В
пределах средне-квадратических ошибок средние
значения 3-х времен затухания флуоресценции
всех центров аминокислотного остатка трипто-
фана практически не меняются с окислением и
равны 6.5, 2.7 и 0.9 нс. Наибольшее изменение
при окислении испытывает амплитуда долгожи-
вущей компоненты А1.

В табл. 1 приведены средние параметры флуо-
ресценции Trp и ошибки их средних M ± m (14).

Из табл. 1 видно, что все амплитуды закона за-
тухания флуоресценции падают с окислением
(молярная концентрация гипохлорита 1 мМ).
Анализ экспериментальных данных с помощью
программы Statistica-10 показал, что все амплиту-
ды Ai во фракциях нативных доноров достоверно
различаются (с уровнем р = 0.01 по критерию
Вилкоксона) от амплитуд тех же фракций с до-
бавлением гипохлорита.

На рис. 2 приведена зависимость окисления
триптофана альбуминовой фракции от концентра-
ции добавляемого гипохлорита. Степень окисле-
ния фракции гипохлоритом рассчитывалась как:
Δ = [F(0) – F(C)]/F(0), где F(C) – суммарная ин-
тенсивность флуоресценции триптофана при
молярной концентрации гипохлорита (С), F(0) –
интенсивность флуоресценции триптофана без
гипохлорита

Было проведено титрование гипохлоритом на-
трия альбуминовой фракции сыворотки здорово-
го донора с молярной концентрацией 20 мкМ
(рис. 1) и показано, что даже после воздействия
относительно больших количеств гипохлорита
(вплоть до 50 молекул окислителя на молекулу
альбумина) кривая зависимости интенсивности
флуоресценции триптофана остается линейной
функцией от концентрации гипохлорита.

Был проведен эксперимент по измерению за-
висимости от времени окисления альбуминовой
фракции гипохлоритом натрия с молярной кон-
центрацией 1 и 0.5 мМ. Эксперимент показал, что
окисление альбумина гипохлоритом таких концен-
траций происходит быстро – не больше двух–
трех минут (рис. 2, 3). Реальное время, возможно,
еще меньше, так как начальное минимальное
время измерений определяется условиями экспе-

Таблица 1. Cредние значения параметров флуоресценции Trp и ошибки их средних для 14 исследованных сыво-
роток доноров (M ± m (14))

Группа A1 A2 A3 A1/A3 A1/A2 A2/A3

Донор 431 ± 19 569 ± 20 287 ± 17 1.51 ± 0.06 0.76 ± 0.01 1.99 ± 0.06
Окисл. донор 237 ± 12 377 ± 20 242 ± 15 1.02 ± 0.08 0.63 ± 0.02 1.60 ± 0.07
Донор/окисл. донор 1.82 ± 0.04 1.51 ± 0.04 1.19 ± 0.04 1.48 ± 0.04 1.21 ± 0.04 1.24 ± 0.04
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римента. Инкубация гипохлоритом в экспери-
менте длилась 1 ч.

Здесь уместно рассмотреть работу, в которой
также флуоресцентными методами исследова-
лось влияние гипохлорита на лекарственнй центр
I модельного альбумина [11]. В работе также было
показано, что NaOCl почти полностью потребля-
ется в течение несколько минут в присутствии
аминокислот или белков. Несмотря на это, изме-
рения окисления выполнялись в этой работе по-
сле 60 мин инкубации, чтобы стандартизовать
вторичный ущерб из-за разложения первоначаль-
но образовавшихся хлораминов.

Измерения флуоресценции зонда К-35. Основная
задача эксперимента состояла в изучении влия-
ния окисления белка на связывающую способность
его I лекарственного центра. Такая же задача ста-
вилась и в обсуждаемой выше работе [11]. Там изуча-
лось взаимодействие обезжиренного модельного
(Sigma) альбумина и гипохлорита натрия (NaOCl).
Показано, что NaOCl уменьшает количество ак-
тивных сайтов. Однако, остальные сайты имеют
сродство к субстрату равное или даже больше, чем
те, которые присутствуют в нативном белке.

Исследуя флуоресценцию зонда К-35 (лиганда),
связывающегося с лекарственным центром аль-
бумина I, мы исследовали возможность окисле-
ния гипохлоритом и других лигандов – лекарств.
Очевидно, зонд К-35, связываясь с альбумином,
попадает в гетерогенное окружение, которое меня-
ется в течение времени контакта между белком и
флуоресцентным зондом. Для изучения этой гетеро-
генности была использована разрешенная во време-
ни субнаносекундная флуоресцентная спектро-
скопия, позволяющая регистрировать малые ло-
кальные изменения и избирательно следить за
состоянием связывающих центров альбумина.
Измерялась кинетика затухания флуоресценции
зонда К-35. В воде К-35 практически не флуорес-
цирует, поэтому флуоресценция исходит только

от молекул зонда, связанных с HSA. Компьютер-
ная обработка данных, передающих временной
ход кривой затухания флуоресценции К-35 (про-
грамма FluoFit), показала, что наиболее точно ре-
гистрируемая кривая (интенсивность свечения
зонда F(t)) может быть представлена как сумма
трех экспоненциальных слагаемых (см. выше
уравнение (2)).

В альбумине времена затухания зонда составля-
ют около 9, 3 и 1 нс. В воде выход флуоресценции
К-35 чрезвычайно низок, поэтому среднее время
затухания намного ниже 1 нс. Данные о флуорес-
ценции К-35 свидетельствуют в пользу предполо-
жения о том, что молекулы всех трех “базовых”
типов локализуются в I лекарственном центре.
После многочисленных экспериментов [18–24]
было сделано предположение, что время затуха-
ния флуоресценции зонда связано со степенью
сольватации его молекулы молекулами воды. По-
видимому, вода нужна для флуоресценции, но не
как сплошная водная фаза, а как ограниченное
количество полярных молекул, сольватирующих
определенные места молекулы зонда (скорее все-
го это два карбонильных атома кислорода и ами-
ногруппа). Вероятно, в альбумине зонд образует
3 типа сольватных комплексов, поскольку при
разных условиях мы видим 3 устойчивых времени
затухания с амплитудами Ai и соответствующими
временами затухания. При возбуждении зонда
возникают три различных дискретных состояния
молекул зонда, связанных с тушащим действием
воды. Первое τ1 около 9 нс, вероятно, получается
при локализации зонда в глубине молекулы альбу-
мина, в которой существует глубокий гидрофобный
карман. Меньшие времена затухания могут соответ-

Рис. 2. Степень окисления триптофана в зависимости
от концентрации гипохлорита.
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Рис. 3. Изменение доли окисления триптофана гипо-
хлоритом со временем при двух молярных концен-
трациях гипохлорита.
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ствовать более поверхностному размещению зон-
дов К-35 в альбумине и наличию молекул воды.

Поведение альбумина крови как антиоксиданта
хорошо видно при измерении кинетики затуха-
ния флуоресценции зонда К-35 при добавлении
окислителя – гипохлорита натрия во фракции
сыворотки донора при различной концентрации
альбумина Измерения проводились в естественном
состоянии сыворотки и при добавлении 1 мМ гипо-
хлорита натрия. Получено, что при малой молярной
концентрации альбумина (до 0.7 мкМ) в связыва-
ющих центрах альбумина происходят изменения
как времен затухания, так и амплитуд. При кон-
центрациях альбумина менее 0.7 мкМ самое боль-
шое время затухания уменьшается почти в 2 раза
(от 8.5 до 4.5 нс). Среднее время почти не изменя-
ется, а третье (меньшее время) – практически исче-
зает. При увеличении молярной концентрации аль-
бумина свыше 1 мкМ окислитель начинает перехва-
тываться альбумином. Все времена практически
скачком возвращаются к своим значениям до
окисления. Появляется и самое маленькое время –
порядка 1 нс.

Вероятно, при малых концентрациях альбуми-
на в центрах связывания лигандов с альбумином
мы наблюдаем химическую реакцию между гиро-
хлоритом и альбумином. В конкуренции между
центрами связывания лигандов и аминокислотами
здесь в рачале побеждает свзывание зонда К-35 с
центрами альбумина. При дальнейшем увеличении

молярной концентрации альбумина гипохлорит
переходит к окислению аминокислот и не трогает
центры связывания лигандов.

Из рис. 4–6 видно,что при увеличениии мо-
лярной концентрации альбумина во фракциях
крови доноров амплитуды при наличии гипохло-
рита натрия начинают приближаться к амплиту-
дам в естестенном состоянии. Наши результаты
показали, что альбумин при его естественной
концентрации в плазме крови способен защи-
щать транспортируемые молекулы от гипохлори-
та. Антиоксидантная активность HSA позволяет
белку поддерживать свои функции в естествен-
ных условиях. Добавленный гипохлорит в первую
очередь расходуется на обширное окисление ами-
нокислот, о чем в нашем эксперименте свиде-
тельствует потеря флуоресценции Trp.

Изменения амплитуд флуоресценции К-35 при
окислении гипохлоритом молярной концентра-
ции 1 мМ и молярной концентрации альбумина во
фракции донора 20 мкМ составляют: 1.065 ± 0.04,
1.063 ± 0.06, 0.907 ± 0.06.

Из этого следует, что изменения свойств свя-
зывающего лекарственного центра I при окисле-
нии гипохлоритом натрия практически не проис-
ходит.

Исследуя окисление зонда К-35 (лиганда),
связывающегося с I лекарственным центром аль-
бумина, мы исследовали окисление гипохлоритом
и других лигандов – лекарственных соединений.
Наши результаты показали, что альбумин способен
защищать транспортируемые молекулы от моди-
фикации гипохлоритом, добавленным в концен-

Рис. 4. Изменение времен затухания флуоресценции
К-35 при окислении гипохлоритом натрия в зависимо-
сти от концентрации альбумина во фракции донора.
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Рис. 5. Изменение амплитуд А1 и А2 функции затуха-
ния флуоресценции зонда К-35 в альбуминовой
фракции сыворотки донора при окислении гипохло-
ритом натрия в зависимости от концентрации альбу-
мина во фракции донора.

А1

Концентрация альбумина во фракции
донора, мкМ

2 4 6

А
м

пл
ит

уд
ы

 А
1 

и 
А

2,
пр

ои
зв

ол
ьн

ы
е 

ед
ин

иц
ы

0

100
200
300
400
500
600
700
800
900

1000 А2
А1 окисл.
А2 окисл.



240

НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 3  2021

СЫРЕЙЩИКОВА и др.

трациях, сопоставимых с концентрациями гипо-
хлорита, вырабатываемого организмом человека
в очаге воспаления. Это согласуется с приводимым в
литературе утверждением, что альбумин сыворотки
крови человека (HSA) является “жертвенным” ан-
тиоксидантом, нейтрализующим оксиданты своими
химически активными группами (различными ами-
нокислотными остатками, прежде всего тиоло-
вой группой остатка Cys С); при этом сам HSA
подвергается необратимой химической модифи-
кации.

Изучение кинетики затухания флуоресценции
триптофана показало, что взаимодействие этого
аминокислотного остатка с окислителем приводит к
сильному уменьшению флуоресценции трипто-
фана. Его флуоресценция в долгоживущем цен-
тре (амплитуда А1) изменяется в 1.8 раза.

ВЫВОДЫ

Результаты эксперимента показали, что свой-
ства зонда, связанного с I лекарственным цен-
тром, практически не изменились при окислении
гипохлоритом натрия. Гипохлорит натрия не изме-
няет связывающую способность зонда К-35 в моле-
кулах альбумина в сыворотках здоровых людей и,
следовательно, свою способность связывать лекар-
ственные вещества, также являющиеся лигандами.
Наши наблюдения подтверждают, что альбумин
способен выполнить свою транспортную роль да-
же после прогрессивного окисления в течение
всего срока службы молекулы альбумина. Если
лиганд типа лекарства связывается с лекарствен-
ным центром I, то HSA может защитить такой ли-
ганд от оксиданта – гипохлорита натрия.

ИСТОЧНИК ФИНАНСИРОВНИЯ

Работа выполнена при бюджетном финансирова-
нии. Внешнее финансирование отсутствует.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ НОРМ

Конфликт интересов. Авторы заявляют, что у них
нет конфликта интересов.

Этическое одобрение. Все пациенты-волонтеры, у
которых бралась кровь, дали информированное согла-
сие на участие в исследовании. Исследование прово-
дилось в соответствии с Хельсинкской декларацией об
этических принципах проведения медицинских ис-
следований с участием людей и заключением локаль-
ного этического комитета Московского научно-иссле-
довательского института психиатрии.

Информированное согласие. От каждого из включен-
ных в исследование участников было получено ин-
формированное добровольное согласие.
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The Study of Modification of the Drug Center I of Human Serum Albumin by Sodium 
Hypochlorite by the Method of Time Resolved Fluorescent Spectroscopy

T. I. Syrejshchikovaa, N. V. Smolinab, M. G. Uzbekovb, 
V. V. Brilliantovab, E. D. Syromyatnikovaa, and G. E. Dobretsovc

aLebedev Physical Institute, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
bMoscow Research Institute of Psychiatry, Branch of Serbsky Federal Medical Research Center of Psychiatry and Narcology, 

Ministry of Healthcare of the Russian Federation, Moscow, Russia
cResearch and Clinical Center of Physical-Chemical Medicine, Moscow, Russia

The kinetics of f luorescence decay of the K-35 probe and the tryptophan amino acid residue were measured
with the addition of sodium hypochlorite in the albumin fraction of a healthy donor’s blood serum (HAS).
The K-35 fluorescent probe (excitation 405 nm, f luorescence 530 nm) binds to the I drug center of albumin.
During the experiment the molar concentration of albumin in the fraction varied from 0.3 μM to 20 μM. Ox-
idation of the fraction with hypochlorite was recorded by the change in the f luorescence of tryptophan, also
located in the I center of albumin (excitation 290 nm, f luorescence 350 nm). It was shown that in the natural
state of a person (serum albumin concentration of about 30 μM HAS retains its ability to bind ligands even
after exposure to relatively large amounts of hypochlorite (up to 50 oxidizing molecules per protein molecule).
The properties of the K-35 probe during oxidation remained practically unchanged, only insignificant chang-
es in binding characteristics were recorded. The antioxidant activity of HSA allows the protein to maintain its
native function in the human state. These observations prove the ability of albumin to fulfill its transport role
even after the effects of progressive oxidation throughout the life of albumin.

Keywords: fluorescence probe, Trp amino acid residue, fluorescence attenuation, time resolved fluorescence method,
sodium hypochlorite
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В экспериментах на инбредных мышах BALB/c и C57BL/6 изучено влияние 5-кратного внутрибрю-
шинного и интраназального введений ноопепта (1 мг/кг/день) и семакса (0.6 мг/кг/день), проявля-
ющих ноотропный и анксиолитический эффекты только у мышей BALB/c, на специфическое свя-
зывание [3H]-Мусцимола с ГАМКА-рецепторами префронтальной коры мозга в условиях ex vivo.
Установлено, что у мышей обеих линий исходное содержание мест связывания (Вmax) и константы
диссоциации (Kd) не различаются существенно. Однако в результате субхронического в/б введения
Ноопепта и Семакса мышам BALB/c, отмечено достоверное возрастание плотности ГАМКА-рецеп-
торов на 38 и 68% относительно контрольной группы, а после назального введения – на 18 (но-
опепт) и 37% (семакс), что соответствует преобладанию анксиолитического эффекта этих препара-
тов при внутрибрюшинном введении у мышей этой линии. В группе мышей С57BL/6 не было обна-
ружено значимых изменений характеристик ГАМКА-рецепторов в префронтальной коре, кроме
снижения плотности рецепторов под влиянием в/б введения ноопепта (–20%). Однонаправленное
влияние ноопепта и семакса на плотность ГАМКА-рецепторов при обоих путях введения, а также
соответствие выраженности этих изменений степени проявления анксиолитического эффекта в за-
висимости от способа введения могут указывать на участие этих рецепторов в механизме формиро-
вания анксиолитического компонента этих пептидов.

Ключевые слова: ноопепт, семакс, BALB/c, C57BL/6, префронтальная кора, ГАМКА-рецепторы,
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ВВЕДЕНИЕ

Вещества пептидной природы ноопепт и се-
макс принадлежат к клинико-фармакологиче-
ской группе “Ноотропный препарат”, улучшая
высшие интегративные функции мозга – память
и способность к обучению. В экспериментальных
условиях это выражается в препятствии развитию
у животных моделируемой амнезии различного
генеза (электрошок, блокада центральных холин-
и глутаматергических структур, лишение пара-
доксальной фазы сна) [1], а также в избиратель-
ном повышении эффективности исследователь-
ского поведения (ЭИП) в неинвазивном тесте
“закрытый крестообразный лабиринт” (ЗКЛ) у
мышей с исходным фенотипическим или геноти-
пическим дефицитом когнитивной функции [2,
3]. При этом в радиорецепторных исследованиях

ex vivo показано, что этот эффект развивается
лишь в результате неоднократного введения но-
отропов [4, 5] и сопровождается изменениями ре-
цепторных характеристик NMDA-рецепторов в
гиппокампе и н-холинорецепторов в префрон-
тальной коре мозга [6, 7]. Предпосылками для
проведения данного исследования стали следую-
щие экспериментальные факты: (а) инбредная
линия мышей BALB/c обладает исходно повы-
шенной тревожностью и меньшей ЭИП в сравне-
нии с линией C57BL/6 в условиях теста ЗКЛ [8];
(б) оба пути введения семакса и ноопепта мышам
BALB/c приводят к снижению тревожности и
увеличению эффективности исследовательского
поведения, однако первый эффект более выра-
жен при внутрибрюшинном, а второй – при ин-
траназальном пути введения [9]; (в) в электрофи-
зиологических экспериментах на изолированных
нейронах оба пептида усиливают ГАМК-активи-
руемые ионные токи [10, 11]. Вместе с тем, до на-
стоящего времени отсутствовали свидетельства о
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непосредственном вовлечении ГАМКА-рецепто-
ров в механизм действия ноопепта и семакса. Об-
наружилось также, что другим общим свойством
обоих пептидов является зависимость спектров
их психофармакологического действия от пути
введения: ноотропное действие преобладает над
анксиолитическим при интраназальном введе-
нии, тогда как при внутрибрюшинном более ярко
проявляется последнее [9]. Учитывая, что в кли-
нических условиях семакс применяется интрана-
зально, а ноопепт перорально, а также что анк-
сиолитический эффект связан с функцией цен-
тральных ГАМКА-рецепторов [12, 13], целью
работы стало сопоставление эффектов внутри-
брюшинного и интраназального введений двух
пептидов на специфическое связывание [3H]-
Мусцимола мембранами префронтальной коры
мозга мышей BALB/c и C57BL/6.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Исследования проводили на сам-
цах мышей линий BALB/c и С57BL/6 массой 25–
30 г (питомник “Столбовая”), которых содержали
в виварии ФГБНУ “НИИ фармакологии им. В.В.
Закусова” в стандартных условиях со свободным
доступом к воде и корму ad libitum, по 15 особей в
клетке в течение 1-й недели до начала экспери-
мента, на стандартной диете при 12-ти часовом
световом режиме. Содержание животных соот-
ветствовало правилам лабораторной практики
при проведении доклинических исследований в
РФ (ГОСТ 351.000.3-96 и 51000.4-96), приказу
Минздрава России № 199 от 01 апреля 2016 г. “Об
утверждении правил надлежащей лабораторной
практики”. Проведение экспериментов одобрено
Комиссией по биомедицинской этике ФГБНУ
“НИИ фармакологии им. В.В. Закусова”.

Животным посредством в/б и и/н (10 мкл, с
использованием микропипетки фирмы Eppen-
dorf) инъекций в течение 5 дней (субхроническое
введение) ежедневно один раз в сутки вводили
физиологический раствор (контрольная группа –
NaCl, 0.9%), либо препараты, растворенные в
физрастворе (опытные группы). Мышей декапити-
ровали сразу после испытания в тесте “закрытый
крестообразный лабиринт”, подробно описанном
ранее [9], головной мозг извлекали на льду, выделя-
ли префронтальную кору по общепринятой схеме
[14] и сохраняли при –80°С для последующего
проведения радиолигандного анализа.

Вещества. В экспериментах применяли в/б и и/н
пути введения Ноопепта (ФГБНУ “НИИ фармако-
логии им. В.В. Закусова”, 1 мг/кг/день), Семакса
(ОХФАВ ИМГ РАН, 0.6 мг/кг/день), при которых
проявляются как ноотропный, так и анксиолити-
ческий эффекты [15, 16]. Для изучения рецептор-
ного связывания использовали [3H]-Мусцимол

(PerkinElmer). Остальные реактивы приобретены
в коммерческих источниках.

Выделение плазматических мембран с ГАМКА-
рецепторами коры мозга. Приготовление мембран-
ных препаратов, содержащих ГАМКА-рецепторы
коры мозга проводили по модифицированным ме-
тодам [17, 18]. После декапитации ткань немед-
ленно замораживали в жидком азоте и хранили в
низкотемпературном холодильнике при –80°С. В
день эксперимента префронтальную кору размель-
чали в гомогенизаторе Поттера “тефлон–стекло” в
20 объемах ледяного буфера (0.32 M Сахароза;
pH 7.1). Гомогенат центрифугировали в ультра-
центрифуге Optima L-70K (Beckman Coulter) в те-
чение 10 мин при 1000 g. Супернатант повторно
центрифугировали при 20000 g в течение 20 мин.
Осадок ресуспендировали в 20 мл холодной ди-
стиллированной воды и центрифугировали 8000 g
20 мин. Супернатант и желтый надосадочный слой
повторно центрифугировали при 48000 g 20 мин.
Осадок суспендировали в 0.05 М Tris-citrate буфе-
ре (pH 7.1) и центрифугировали 48000 g 20 мин.
Полученную мембранную фракцию заморажива-
ли и хранили при –80°С. В день эксперимента
мембраны суспендировали в 40 объемах 0.05 М
Tris-citrate буфера (pH 7.1) и центрифугировали
при 48000 g 20 мин. Полученный осадок суспен-
дировали в 40 объемах 0.05 М Tris-citrate буфера
(pH 7.1) и инкубировали при 24°С в течение 30 мин.
и снова центрифугировали при 48000 g 20 мин. Ко-
нечный осадок ресуспендировали в свежем буфере.

Радиолигандный анализ ГАМКА-рецепторов.
Инкубационная смесь (конечный объем 0.5 мл) со-
держала 50 мкл [3H]-Мусцимола (удельная актив-
ность 30.2 Кюри/ммоль), 250 мкл буфера и 200 мкл
белковой суспензии мембран, для неспецифиче-
ского связывания добавляли 50 мкл немеченного
лиганда. Реакционную смесь инкубировали при
4°С в течение 1 ч.

Жидкостно-сцинтилляционная спектрометрия.
По окончании инкубации пробы фильтровали че-
рез стекловолокнистые фильтры GF/С (Whatman),
предварительно выдержанные в 0.3% полиэтилен-
имине в течение 2 ч при комнатной температуре.
Каждую пробирку промывали два раза холодным
буфером, затем фильтры промывали два раза тем
же объемом буфера. Фильтры просушивали на
воздухе и переносили в сцинтилляционные фла-
коны. Фильтры заливали 5 мл сцинтилляцион-
ной жидкости на основе толуола (4 г PPO, 0.2 г
POPOP на 1 л толуола). Радиоактивность проб
определяли на счетчике Tri-Carb 2900TR (Perkin
Elmer) с эффективностью счета 42–46%. Концен-
трацию белка измеряли по стандартной методике
Лоури (1951).

Для обработки результатов радиолигандного
связывания использовали программу GraphPad
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Prism 4 Demo и Statistica 6.0. Результаты представ-
лены в виде “mean ± S.E.M”.

Обработка и представление результатов. В экс-
периментах in vitro величину IС50 по отношению к
связыванию меченых лигандов определяли при
добавлении в инкубационную среду 50 мкл иссле-
дуемого соединения в конечных концентрациях в
диапазоне 10–9–10–4 М. Объем инкубационной
смеси составлял 500 мкл. Результаты экспери-
ментов по радиорецепторному связыванию ex vivo
оценивали с помощью рассчитанных величин Kd
и Bmax, которые отражают степень сродства ре-
цептора к лиганду (нМ) и количество мест связы-
вания лиганда (фмоль/мг белка) соответственно.
Для анализа насыщения и получения характери-
стик связывания Bmax и Kd, измеряли специфиче-
ское связывание для ГАМКА-рецепторов – от 5 до
40 нМ. Специфическое связывание рассчитыва-
ли как разницу между общим и неспецифическим
связыванием. Для построения кривых вытесне-
ния и насыщения радиоактивных лигандов каж-
дая концентрация исследуемого вещества была
взята в 3-х повторностях.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В данном исследовании были использованы об-

разцы ткани префронтальной коры мозга мышей
BALB/c и C57BL/6, которым ранее были 5-кратно
введены внутрибрюшинно и интраназально семакс
и ноопепт с последующим тестированием в закры-
том крестообразном лабиринте (ЗКЛ) [9].

В первой серии экспериментов было изучено
влияние семакса и ноопепта на рецепторное свя-
зывание методом вытеснения специфического
лиганда ГАМКА-рецепторов [3H]-Мусцимола в

условиях in vitro. Ни один из пептидов не конку-
рировал за места связывания лиганда в диапазоне
концентраций 10–4–10–9 М, что свидетельствует
об отсутствии у них структурного сродства к орто-
стерическим местам связывания ГАМКА-рецеп-
тора, величины IC50 составили >100 мкмоль/л.

Как было показано нами ранее на мембранах
коры мозга крыс Вистар в условиях in vitro, семакс
демонстрировал умеренную степень взаимодей-
ствия с mGluII-рецепторами (IC50 = 33 ± 2 мкМ),
а ноопепт – с АМПА-рецепторами глутамата с
IC50 = 0 ± 6 мкМ [19].

Для оценки возможности функционального
вовлечения ГАМКА-рецепторной системы в ме-
ханизм фармакологического действия ноопепта и
семакса в радиорецепторном анализе связывания
[3H]-Мусцимола был использован метод насы-
щения, результаты которого представлены на
рис. 1 и 2 соответственно. Во всех вариантах опытов
в связывании изменений в величине константы
диссоциации Kd не наблюдалось, однако наблюда-
лись различия в величинах Вmах, характеризующих
плотность мест специфического связывания
[3H]-Мусцимола.

В группах контроля (0.9% NaCl) величины Вmах
не различались ни между линиями мышей, ни в
зависимости от пути введения (табл. 1). Это сви-
детельствует о том, что используемые инбредные
линии мышей не различаются по исходному
ГАМКА-рецепторному статусу.

Однако, пятикратное в/б введение ноопепта в
дозе 1 мг/кг мышам BALB/c сопровождалось воз-
растанием Bmax с 1125 ± 37 фмоль/мг белка в кон-
троле (физраствор) до 1547 ± 61 фмоль/мг белка
(р < 0.05, t-тест). И/н путь введения приводил к

Таблица 1. Влияние внутрибрюшинного и интраназального субхронических введений ноопепта и семакса на
плотность ГАМКА-рецепторов мозга мышей BALB/c и С57BL/6 в условиях ex vivo (m ± S.E.M.)

Примечания: * – статистически значимые отличия от контроля (t-тест Стьюдента, p < 0.05); в скобках – значения в % отно-
сительно контроля.

Линия мышей,
путь введения

Лиганд, [3H]-Мусцимол

Величина Bmax (фмоль/мг белка)
(% к контролю)

контроль ноопепт семакс

BALB/c
в/б 1125 ± 37

(100)
1547 ± 61*

(+38)
1890 ± 85*

(+68)

и/н 1136 ± 49
(100)

1344 ± 50*
(+18)

1561 ± 61*
(+37)

С57BL/6
в/б 1249 ± 43

(100)
997 ± 36*

(–20)
1341 ± 47

(+7)

и/н 1274 ± 68
(100)

1371 ± 45
(+8)

1330 ± 56
(+4)
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увеличению плотности рецепторов с 1136 ±
± 49 фмоль/мг белка до 1344 ± 50 (р < 0.05, t-тест).
В группе сравнения (мыши С57BL/6) при в/б
введении происходило снижение Вmах со 1249 ±
± 43 фмоль/мг белка в контроле до 997 ± 36 фмоль/мг
белка (р < 0.05, t-тест), а и/н введение показало
себя неэффективным: 1371 ± 45 фмоль/мг белка
против 1274 ± 68 фмоль/мг белка в контроле (р >
> 0.05, t-тест) (рис. 1, табл. 1).

Субхроническое введение семакса (0.6 мг/кг/
день) мышам BALB/c приводило к увеличению
Bmax до 1890 ± 85 фмоль/мг белка после в/б введе-
ния (р < 0.05, t-тест) и до 1561 ± 61 фмоль/мг белка
после и/н введения (р < 0.05, t-тест). У мышей
С57BL/6 значимых изменений Bmax не отмечено
ни при одном из путей введения (рис. 2, табл. 1).

Таким образом, существенное увеличение
плотности ГАМКА-рецепторов наблюдается у мы-
шей BALB/c как под влиянием ноопепта, так и се-
макса. При этом у обоих пептидов эффект более
выражен при внутрибрюшинном (+38 и +68% от-
носительно контроля соответственно), чем при ин-
траназальном пути введения (+18 и +37% соответ-
ственно).

В недавно опубликованных результатах о по-
ведении этих мышей в тесте ЗКЛ [9] было показано,
что у мышей BALB/c, исходно характеризующихся
меньшей эффективностью исследовательского по-
ведения и большей тревожностью, ноопепт и се-
макс вызывают как улучшение исследовательского
поведения, так и снижение тревожности. Причем,
показатели эффективности обследования лаби-
ринта (ноотропный эффект) были выше при ин-

Рис. 1. Влияние внутрибрюшинного (а) и интраназального (б) введения ноопепта на связывание специфического ли-
ганда с ГАМКА-рецепторами коры мозга мышей BALB/c и C57BL/6, кривые насыщения и график Скетчарда. Приме-
чание: * – статистически значимые отличия от контроля по t-тесту Стьюдента, p < 0.05.
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траназальном пути введения (+29 и +36% соот-
ветственно), чем при внутрибрюшинном (+2 и
+16%). Наоборот, анксиолитическая активность
(уменьшение латентного времени первого захода
в боковой отсек) была выражена ярче после внутри-
брюшинного введения: +57 и +53% относительно
контроля соответственно. У мышей линии сравне-
ния С57BL/6 плотность мест специфического свя-
зывания практически не изменялась, снижаясь
на 20% лишь при в/б введении ноопепта (табл. 1).

Таким образом, при сопоставлении результа-
тов поведенческих и радиорецепторных исследо-
ваний можно сделать предположение, что анк-
сиолитический (противотревожный) компонент
действия ноопепта и семакса сопровождается
возрастанием количества ГАМКА-рецепторов в пре-

фронтальной коре мозга мышей BALB/c. Причем

присутствует количественное соответствие анк-
сиолитического эффекта и увеличения ГАМКА-

рецепторов в зависимости от способа введения (в
бóльшей степени выражено при в/б введении).
Действительно, в ряде фармакологических, фар-
макогенетических и электрофизиологических
экспериментов показано, что ГАМК-рецептор-
ный комплекс вовлечен в процесс регуляции эмо-
ционального состояния [13, 20, 21].

Ранее было показано, что облегчение ГАМК-
ергической нейропередачи обеспечивает анксио-
литический эффект, а ее ослабление ведет к на-
растанию тревожности. В частности, с помощью
генетических и фармакологических подходов
установлено, что если положительная модуляция
альфа2-содержащих ГАМК-рецепторов у мышей
дикого типа дает бензодиазепин-индуцированный

Рис. 2. Влияние внутрибрюшинного (а) и интраназального (б) введения семакса на связывание специфического ли-
ганда с ГАМКА-рецепторами коры мозга мышей BALB/c и C57BL/6, кривые насыщения и график Скетчарда. Приме-
чание: * – статистически значимые отличия от контроля по t-тесту Стьюдента, p < 0.05.
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анксиолиз, то отрицательная модуляция, или но-
каут этого подтипа рецепторов, может привести к
противоположным поведенческим эффектам, на-
пример, повышенной тревожности [22]. В этом
смысле полученные нами результаты комбини-
рованного применения фармакологического и
радиорецепторного подходов на инбредных мышах
подтверждают функциональное участие ГАМКА-

рецепторов префронтальной коры мозга в меха-
низме анксиолитического компонента действия
пептидных препаратов ноопепт и семакс.

ВЫВОДЫ

1. Пептидные препараты ноопепт и семакс не
конкурируют за специфические места связыва-

ния агониста ГАМКА-рецепторов [3H]-Мусцимо-

ла в условиях in vitro.

2. После субхронического внутрибрюшинного
и интраназального введения пептидов инбред-
ным мышам BALB/c и С57BL/6 плотность мест

специфического связывания [3H]-Мусцимола
(Bmax) на мембранах префронтальной коры мозга

возрастает только у первых.

3. Увеличение величины Bmax в результате вну-

трибрюшинного введения обоих пептидов мы-
шам BALB/c вдвое превосходит таковое после
интраназального, что соответствует преоблада-
нию анксиолитического эффекта этих препара-
тов при внутрибрюшинном введении.

4. Полученные результаты могут говорить о
функциональном участии ГАМКА-рецепторов

префронтальной коры мозга в механизме анксио-
литического компонента действия пептидных
препаратов ноопепт и семакс.
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The Sub-Chronic Administration of Noopept and Semax Peptides Increases
the Density of Cortical GABAA-receptors in BALB/c Mice

E. V. Vasilevaa, A. A. Abdullinaa, and G. I. Kovaleva

aZakusov Institute of Pharmacology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

The effect of noopept (1 mg/kg/day) and semax (0.6 mg/kg/day) on the ex vivo [3H]-muscimol binding to
GABAA-receptors in the PFC of inbred BALB/c and C57BL/6 mice were examined after subchronic intra-
peritoneal (i.p.) and intranasal (i.n.) administration known to produce nootropic and anxiolytic activity in
BALB/c, but not in C57BL/6 mice. It was found that the number of binding sites (Bmax) at baseline and dis-
sociation constants (Kd) for GABAA receptor do not differ significantly between the two strains. In BALB/c
mice i.p. noopept and semax administration increased GABAA-receptor density by 38 and 68% compared to
control group, and after i.n. administration – by 18 and 37% respectively, which correspond to more pro-
nounced anxiolytic effect of the peptides after intraperitoneal administration compared to intranasal route.
But none of the drugs provides significant effect on GABAA-receptors in C57BL/6 mice brain, except for
noopept, which decreased the Bmax value by 20% after i.p. administration. The similarity of noopept and se-
max effects on GABAA-receptor density for both administration routes as well as the accordance of the degree
of Bmax alterations with intensity of anxiolytic effects depending on administration route may indicate an in-
volvement of GABAA-receptors in the mechanisms underlying the anxiolytic effects of these peptides.

Keywords: noopept, semax, mice, BALB/c, C57BL/6, prefrontal cortex, GABAA-receptor, [3H]-muscimol
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Ранее мы показали, что выработка условной реакции страха (модель формирования страха) сопро-
вождается подъемом уровня внеклеточного серотонина в медиальной префронтальной коре, усили-
вающим будущую генерализацию страха. Цель работы – исследовать возможный вклад в такую ре-
гуляцию NO-серотонинового взаимодействия. На крысах линии Спрег-Доули методом прижиз-
ненного внутримозгового микродиализа показано, что введение в медиальную префронтальную
кору методом диализной инфузии донора NO диэтиламин ноноата (1 мМ) увеличивает уровень вне-
клеточного серотонина в этой области в первые 30 мин введения с последующим постепенным сни-
жением этого показателя. Такое введение предотвращает подъем уровня внеклеточного серотонина
в медиальной префронтальной коре, вызываемый выработкой условной реакции страха (сочетание
условного звукового сигнала (CS+) с неизбегаемым болевым раздражением), и приводит через сут-
ки к уменьшению замирания животных на дифференцировочный звуковой сигнал (CS–), не ассо-
циируемый с болевым раздражением (показатель генерализованного страха), не влияя на замира-
ние тех же животных на условный сигнал (CS+), ранее сочетавшийся с болевым раздражением (по-
казатель условнорефлекторного страха). Полученные данные впервые свидетельствуют, что при
формировании условной реакции страха нитрергические сигналы в медиальной префронтальной
коре тормозят функциональную активацию серотониновой системы, уменьшая ее вклад в форми-
рование генерализованного страха.

Ключевые слова: медиальная префронтальная кора, внутримозговой микродиализ, выброс серотонина,
оксид азота, NO-серотониновое взаимодействие, условная реакция страха, генерализация страха
DOI: 10.31857/S1027813321030110

ВВЕДЕНИЕ
Медиальная префронтальная кора (мПК) рас-

сматривается в литературе в качестве центрально-
го звена адаптивного контроля страха [см. 1–3],
регулирующего его неоправданные проявления.
Нарушение такого контроля при инактивации
мПК или ее выходных путей в эксперименталь-
ных моделях страха на животных [4, 5], а также у
пациентов с посттравматическим стрессовым
расстройством [6] выражается, в частности, в уси-
лении проявлений страха на безопасные стимулы
(генерализация страха). Данные литературы сви-
детельствуют, что регуляция этой корковой обла-
стью генерализации страха связана с формирова-
нием и/или консолидацией дифференцировоч-
ной памяти и зависит от активации НМДА
рецепторов на пирамидных нейронах мПК [7, 8].

Активность этих нейронов находится под кон-
тролем нескольких нейромодуляторных систем.
Ранее мы показали, что две из них, серотонинер-
гическая и нитрергическая, задействованы в кон-
троле генерализации страха, причем оказывают
на нее противоположные по знаку влияния [9–
12]. В частности, по нашим данным, полученным
в микродиализных экспериментах, обе эти системы
мПК усиливают свою активность при выработке
условной реакции страха (УРС – сочетание
условных звуковых сигналов CS+ с неизбегаемым
болевым раздражением) [10, 12]. Причем степень
такой активации у конкретного животного влияет
на степень последующей генерализации страха:
чем сильнее активирована серотониновая систе-
ма мПК во время выработки УРС [9] или чем
меньше активирована ее нитрергическая система
[12], тем сильнее будут впоследствии проявления
генерализованного страха (замирание на без-
опасные дифференцировочные стимулы). Одна-

* Адресат для корреспонденции: 199034 Россия, Санкт-Пе-
тербург, наб. Макарова, д. 6; тел.: (812) 323-07-79 (доб. 116);
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ко не известно, насколько независимы такие из-
менения активностей названных систем мПК во
время выработки УРС, не исследовано, может ли
нитрергическая система мПК в ходе формирова-
ния страха влиять на активность серотониновой
системы мПК, изменяя тем самым ее вклад в ге-
нерализацию страха.

С использованием различных методических
подходов продемонстрировано, что NO регулирует
синтез, высвобождение и обратный захват серото-
нина в ряде отделов ЦНС [см. 13, 14]. Показано уча-
стие NO-серотонинового взаимодействия в кон-
троле тревожности [15], депрессивного поведе-
ния [14] и агрессивности [16]. Однако сведения о
роли NO-серотониновых влияний в генерализа-
ции страха ограничены. А именно, установлено,
что мыши с генным нокаутом нейронной NO
синтазы, с одной стороны, характеризуются по-
вышенной генерализацией страха [17], а с другой
стороны, демонстрируют сниженный метаболиз-
мом серотонина и увеличение его тканевого уровня
в ряде областей мозга, включая кору [16]. Сопостав-
ление этих данных, полученных в разных исследова-
ниях, позволяет предполагать, что чрезмерная гене-
рализация страха у животных с генным нокаутом
нейронной NO синтазы может быть опосредова-
на хотя бы частично дисфункцией серотонино-
вой системы ЦНС, вызываемой недостатком NO.
Вместе с тем, сведения о роли локальных NO-за-
висимых серотониновых механизмов мПК в регу-
ляции генерализации страха отсутствуют.

Цель настоящей работы заключалась в изуче-
нии возможного вклада NO-серотонинового вза-
имодействия в мПК в регуляцию этой корковой
областью генерализации страха. Для этого, мето-
дом прижизненного внутримозгового микродиа-
лиза, во-первых, исследованы эффекты введения
в мПК донора NO диэтиламин ноноата (1 мМ) на
изменения уровня внеклеточного серотонина в этой
области, вызываемые выработкой УРС, во-вторых,
изучено влияния такого введения, осуществляемого
во время выработки УРС, на формирование и гене-
рализацию этой условнорефлекторной реакции,
оцениваемых по замиранию животных (показатель
страха) при предъявлении условных сигналов
(CS+), ранее сочетавшихся с болевым раздраже-
нием, и дифференцировочных сигналов (CS–),
не ассоциируемых с болевым раздражением соот-
ветственно. Таких сведений в литературе нет.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Работа выполнена на крысах-самцах линии

Спрег-Доули массой 270–350 г из биоколлекции
“Коллекция лабораторных млекопитающих раз-
ной таксономической принадлежности” Инсти-
тута физиологии им. И.П. Павлова РАН. Экспе-
рименты проводили в соответствии с междуна-
родными нормами гуманного обращения с

экспериментальными животными (директива
Евросоюза № 86/609/EEC). Крысам под нарко-
зом (рометар, 1.4 мкг/100 г массы и золетил,
5 мг/100 г массы, внутримышечно) имплантировали
диализные канюли в мПК, как описано ранее [12].
Эксперименты с применением микродиализа
проводили на второй и третий день после им-
плантации канюль. Животных разделяли на 2
группы: группа “Без введения” (n = 10) и группа
“DEA NONO” (n = 9). Схема эксперимента при-
ведена на рис. 1. В первый экспериментальный день
(этап обучения) крыс обеих групп тестировали в
течение 10 мин в установке “Открытое поле” для
выяснения исходного уровня подвижности живот-
ных перед обучением. Регистрировали горизон-
тальную активность (пересечения границ секторов
установки) и количество стоек. Затем каждое жи-
вотное помещали в дневную домашнюю клетку
и начинали перфузию мПК искуственной спин-
номозговой жидкостью (ИСМЖ) со скоростью
1 мкл/мин, используя диализный насос SP-300
(Next Advanced, США). После периода стабили-
зации (1.5 ч) собирали 5 фоновых порций диали-
зата (по 15 мин каждая). Далее у крыс группы “Без
введения” вырабатывали УРС с дискриминацион-
ным компонентом, как ранее описано [9]. Коротко,
крысу сначала помещали в условнорефлекторную
камеру с решетчатым полом на 5 мин, где с интер-
валом в 1 мин ей предъявляли условный стимул
(CS+) – тон (1000 Гц, 10 с), сочетаемый на по-
следней секунде с электрокожным раздражением
лап (0.5 мА, 1 с) (выработка УРС). Далее живот-
ное возвращали в дневную домашнюю клетку и
через 70 мин проводили дифференцировочную
сессию 1 – крысу помещали в дифференцировоч-
ную камеру на 5 мин, где 1 раз в минуту предъяв-
ляли дифференцировочный сигнал (CS–) – пре-
рывистый тон (1000 Гц, 10 с), без электрокожного
раздражения. На этом этап обучения заканчива-
ли. Затем животное возвращали в дневную до-
машнюю клетку на 55 мин, после чего экспери-
мент завершали.

Животным группы “DEA NONO” после сбора
фоновых порций диализата в ИСМЖ для перфузии
мПК добавляли донор NO – диэтиламин ноноат
(DEA NONO, 1 мМ; Sigma, США) и собирали
3 порции диализата. Затем у крыс этой группы сна-
чала вырабатывали УРС, а спустя 70 мин прово-
дили дифференцировочную сессию 1, как описа-
но для группы “Без введения”. Через 55 мин после
ее окончания перфузионную жидкость, содержа-
щую DEA NONO, заменяли на ИСМЖ и в тече-
ние 30 мин производили дополнительную перфу-
зию мПК для устранения остатков препарата. На
этом эксперимент завершали.

На следующий день (экспериментальный день 2,
этап тестирования) животных обеих групп тести-
ровали в приподнятом крестообразном лабирин-
те, как ранее описано [10]. Регистрировали время
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пребывания (с) и амбулацию (пересечения секто-
ров) в открытых и закрытых рукавах, количество
стоек в закрытых рукавах и количество свешиваний
в открытых рукавах. После этого крысу пересажива-
ли в дневную домашнюю клетку и начинали диа-
лизную перфузию мПК. После стабилизацион-
ного периода собирали 5 фоновых порций диали-
зата. Затем с животными обеих групп сначала
проводили дифференцировочную сессию 2 (тест
на генерализацию УРС), как и в первый день экс-
перимента, а через 70 мин после нее – реализа-
цию УРС (тест на выработанность УРС). В ходе
реализации УРС крысу помещали в условноре-
флекторную камеру на 5 мин, где 1 раз в минуту
предъявляли CS+ (10 с) без электрокожного раз-
дражения. Далее животное возвращали в дневную
домашнюю клетку на 70 мин, после чего экспери-
мент завершали.

На протяжении всего периода экспериментов
диализат собирали каждые 15 мин и анализировали
на содержание серотонина. Поведенческие тесты
сопровождались видеорегистрацией поведения на
персональном компьютере (веб-камера “Logiteсh”,
Китай). Во время дифференцировочной сессии 2
и реализации УРС (этап тестирования) регистри-
ровали длительность замирания (с) на условный
(CS+) и дифференцировочный (CS–) сигналы –
параметры, характеризующие степень вырабо-
танности УРС и степень ее генерализации соот-
ветственно, а также длительность замирания в
межсигнальных интервалах (с). Для каждой крысы
вычисляли коэффициент генерализации УРС –
процентное отношение длительности замирания
на СS– к длительности замирания на CS+.

В отдельных экспериментах у крыс (n = 13) с
имплантированными в мПК диализными каню-
лями исследовали эффекты введения в мПК DEA
NONO (1 мМ) на чувствительность к электро-

кожному раздражению. Части животных (n = 7) в
мПК в течение 45 мин водили 1 мМ DEA NONO,
добавляя препарат в перфузионную жидкость.
Оставшимся животным (n = 6) состав перфузион-
ной жидкости не меняли. Затем каждую крысу
помещали в камеру с решетчатым покрытием по-
ла и определяли пороги чувствительности к току
(мкА), как ранее описано [10].

Уровень серотонина в диализате мПК опреде-
ляли методом высокоэффективной жидкостной
хроматографии с электрохимической детекцией
(Shimadzu, Германия), как ранее описано [10]. Ре-
гистрацию и обработку хроматограмм осуществля-
ли с помощью программы МультиХром 1.72 (Ам-
персенд, Россия). Содержание серотонина в каж-
дой диализной пробе выражали в нМ/л, а затем – в
процентах по отношению к собственному средне-
му фоновому уровню. После завершения экспери-
ментов производили забой животных (рометар,
1.4 мг/100 г массы, золетил, 5 мг/100 г массы, внут-
римышечно, уретан, 0.2 г/100 г массы, внутрибрю-
шинно). Мозг извлекали для проведения морфоло-
гического контроля попаданий. В обработку были
включены крысы с локализацией канюли в мПК.

Статистическую обработку проводили с ис-
пользованием статистического пакета SigmaStat
(3.0). Данные выражали как среднее ± ошибка
среднего (n), где n – количество животных. Срав-
нение изменений уровня внеклеточного серото-
нина относительно фона осуществляли методом
однофакторного дисперсионного анализа (фак-
тор – время; F-критерий). Затем проводили срав-
нение изменений в отдельных временных точках
относительно фона по t-критерию Бонферрони
(post hoc тест). Межгрупповое сравнение осу-
ществляли методом двухфакторного дисперсион-
ного анализа (первый фактор – группа, второй
фактор – время, F-критерий) с последующим срав-

Рис. 1. Схема эксперимента. CS+ – условный звуковой сигнал; CS– – дифференцировочный звуковой сигнал.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЙ ДЕНЬ 1
(обучение)

ОТКРЫТОЕ ПОЛЕ
210 мин ВЫРАБОТКА УРС

5 × [ТОК + (CS+)]
ДИФФЕРЕНЦИРОВКА

5 × (CS−)
70 мин 55 мин

DEA NONO 1 мМ

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЙ ДЕНЬ 2
(тестирование)

КРЕСТООБРАЗНЫЙ
ЛАБИРИНТ

165 мин ДИФФЕРЕНЦИРОВКА
5 × (CS−)

РЕАЛИЗАЦИЯ
5 × (CS+)

70 мин
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нением групп в конкретных временных точках по
t-критерию Бонферрони. Сравнение параметров
поведения проводили при помощи t-критерия
Стьюдента. Коэффициент корреляции вычисляли
по методу Пирсона (SigmaStat (3.0).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Животные экспериментальных групп не раз-

личались перед началом экспериментов по актив-
ности в тесте “Открытое поле”. Горизонтальная ак-
тивность: группа “DEA NONO” – 52 ± 13 (9) пере-
сечения; группа “Без введения” – 52 ± 12 (10)
пересечения; (t = 0.05; p = 0.97). Стойки: группа
“DEA NONO” – 10 ± 2 (9), группа “Без введения” –
6 ± 1 (9); (t = 1.6; p = 0.13).

Фоновый уровень внеклеточного серотонина в
диализате мПК составлял у животных группы
“DEA NONO” 0.20 ± 0.02 (9) нМ в первый день и
0.18 ± 0.02 (9) нМ во второй день экспериментов,
а у крыс группы “Без введения” – 0.19 ± 0.01 (10)
нМ в первый день и 0.18 ± 0.01 (10) нМ во второй
день экспериментов. Не было выявлено влияния
группы (F(1,34) = 0.06, p = 0.8), дня эксперимента
(F(1,34) = 1.02, p = 0.3) и взаимодействия этих фак-
торов (F(1,34) = 0.10, p = 0.8) на данный показатель.

Выработка УРС с дискриминационным ком-
понентом (этап обучения) у животных группы

“Без введения” сопровождалась подъемом уров-
ня внеклеточного серотонина в мПК относитель-
но фонового уровня перед тестированием (рис. 2;
F(13,117) = 8.2, p < 0.001) в ходе обоих тестов – выра-
ботки УРС (максимум 129 ± 5%, длительность
30 мин) и дифференцировочной сессии 1 (макси-
мум 112 ± 5%, длительность 15 мин), что соответ-
ствует ранее полученным нами данным [10].

Введение в мПК перед выработкой УРС 1 мМ
DEA NONO вызывало временный (30 мин) подъем
уровня внеклеточного серотонина в мПК (макси-
мум 136 ± 10%) относительно фона перед ведением
(рис. 2; F(7,56) = 10.7, p < 0.001). Затем уровень внекле-
точного серотонина мПК постепенно снижался
(рис. 2; F(11,88) = 9.2, p < 0.001) и в конце первого дня
экспериментов становился ниже фоновых значений
(80 ± 6%; t = 3.9; p < 0.01). Корреляционный анализ,
охватывающий весь период введения препарата,
подтвердил отрицательную корреляционную за-
висимость между уровнем внеклеточного серото-
нина в мПК и временем от начала введения DEA
NONO в эту область (r = –0.58; p < 0.001).

Выработка УРС у животных группы “DEA
NONO”, осуществляемая на фоне введения в
мПК 1мМ DEA NONO, не вызывала изменений
уровня внеклеточного серотонина в мПК относи-
тельно этого показателя непосредственно перед
тестом (рис. 2; t = 0.19; p = 1.00, t-критерий Бон-
феррони), а также по сравнению с фоновым уровнем
серотонина перед введением препарата (t = 2.1;
p = 1.00). Дифференцировочная сессия 1 у животных
с введениями 1 мМ DEA NONO тоже не приводила
к достоверным изменениям уровня серотонина в
мПК относительно этого показателя перед тестом
(рис. 2; t = 2.0; p = 1.00) и перед введением DEA
NONO (рис. 1; t = 1.7; p = 1.00).

По данным двухфакторного дисперсионного
анализа, изменения уровня внеклеточного серо-
тонина во время выработки УРС у животных
группы “DEA NONO” были ниже, чем этот пока-
затель крыс группы “Без введения” (рис. 2; F(13,238) =
= 5.8, p < 0.001).

В целом, эти данные показывают, что введение
1 мМ DEA NONO в мПК в ходе обучения предот-
вращает подъем уровня внеклеточного серотонина
в этой области, вызываемый выработкой УРС.

Тестирование животных обеих групп в кресто-
образном лабиринте, проводимое на следующий
день после выработки УРС показало, что крысы
группы “DEA NONO”, подвергавшиеся накануне
введению в мПК 1 мМ DEA NONO, не отличают-
ся от крыс группы “Без введения” по времени
пребывания в закрытых и открытых рукавах ла-
биринта (рис. 3а), а также по амбулации (рис. 3б)
и вертикальной активности (рис. 3в) в закрытых
рукавах. Однако крысы группы “DEA NONO” де-
монстрировали большую горизонтальную и вер-

Рис. 2. Изменения уровня внеклеточного серотонина
в мПК в ходе выработки УРС и дифференцировочной
сессии 1 (этап обучения) у животных с введением в
мПК 1 мМ DEA NONO (“DEA NONO + Выработка
УРС”) и у крыс без введения этого препарата (“Выра-
ботка УРС”). Разброс на графиках – ошибка среднего;
белая стрелка – начало введения DEA NONO; черные
стрелки – начало тестов; горизонтальная линия – пе-
риод введения DEA NONO. * – p < 0.05; ** – p < 0.05;
*** – p <0.001 – при сравнении с фоном; + – p < 0.05;
+++ – p < 0.001 – при межгрупповом сравнении.
# ‒ p < 0.05; ## – p < 0.001 – при сравнении с уровнем
серотонина непосредственно перед тестом “Выработ-
ка УРС” у животных группы “DEA NONO”.
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тикальную исследовательскую активность в от-
крытых рукавах лабиринта (рис. 3б, в).

Предъявление животным группы “Без введе-
ния” на этапе тестирования (второй день экспери-
ментов) безопасных дифференцировочных сигна-
лов (CS–) в ходе дифференцировочной сессии 2 и
потенциально опасных условных сигналов (CS+)
во время реализации УРС сопровождалось подъ-
емом уровня внеклеточного серотонина в мПК в
ходе обоих тестов (рис. 4, F(14,112) = 5.7, p < 0.001), что
соответствует ранее полученным нами данным [18].

Животные группы “DEA NONO”, подвергну-
тые во время выработки УРС (первый день экспе-
риментов) введению в мПК 1 мМ DEA NONO,
демонстрировали на следующий день (этап те-
стирования) рост уровня внеклеточного серото-
нина в мПК в ходе дифференцировочной сессии 2
и реализации УРС (рис. 4, F(14,126) = 9.0, p < 0.001).
Причем выраженность таких изменений у живот-
ных группы “DEA NONO” не отличалась, по дан-
ным двухфакторного дисперсионного анализа, от
изменений этого показателя крыс группы “Без
введения” в ходе соответствующих тестов (рис. 4,
F(14,126) = 0.96, p = 0.49).

Анализ поведения животных на этапе тестиро-
вания показал, что крысы группы “DEA NONO”
характеризуются меньшей длительностью замира-
ния на безопасный дифференцировочный сигнал
(CS–) (рис. 5а; t = 2.6; p = 0.02), меньшим временем
неподвижности в межсигнальных интервалах
(рис. 5б; t = 2.2; p = 0.04) в ходе дифференциро-
вочной сессии 2, а также меньшим коэффициен-
том генерализации УРС (рис. 5в; t = 3.4; p = 0.003)
по сравнению с крысами группы “Без введения”.
Однако животные групп “DEA NONO” и “Без

введения” не различались по уровню замирания на
потенциально опасный условный сигнал (CS+)
(рис. 5а; t = 0.008; p = 0.99) и по уровню непо-
движности в межсигнальных интервалах (рис. 5б;
t = 0.078; p = 0.94) в ходе реализации УРС.

Порог чувствительности к электрокожному
раздражению крыс с введением в мПК в течение
45 мин 1 мМ DEA NONO составил 186 ± 9 мкА
(7), что не отличалось значимо от величины этого
показателя у животных без введения препарата
(170 ± 10 мкА (6); t = 1.1; p = 0.28).

Рис. 3. а – время пребывания (с), б – амбулация (пересечения), в – вертикальная активность (свешивания/стойки) в
открытых и закрытых рукавах крестообразного лабиринта животных, подвергавшихся (“После DEA NONO”) и не
подвергавшихся (“Без введения”) во время выработки УРС введению в мПК 1 мМ DEA NONO. * – p < 0.05 – при срав-
нении с этим показателем у животных группы “Без введения”.
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Рис. 4. Изменения уровня внеклеточного серотонина
в мПК в ходе дифференцировочной сессии и реали-
зации УРС (этап тестирования) у животных, подвер-
гавшихся (“После DEA NONO”) и не подвергавших-
ся (“Без введения”) во время выработки УРС введе-
нию в мПК 1 мМ DEA NONO. Остальные
обозначения, как на рис. 2.
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САУЛЬСКАЯ и др.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Данные литературы свидетельствуют, что си-
стемные введения ингибиторов NO синтазы увели-
чивают тканевый уровень и уменьшают метаболизм
серотонина в ряде отделов ЦНС, включая фрон-
тальную кору [19] (но см. [20]). К таким же эффек-
там приводит генный нокаут нейронной NO синта-
зы [16], о чем упоминалось во введении. Более того,
по данным микродиализных экспериментов, вве-
дения в дорсальное ядро шва донора NO S-нитро-
зо-N-пеницилламина (SNAP, 5 мМ) и ингибитора
нейронной NO синтазы 7-нитроиндазола (1 мМ)
оказывают соответственно активационные и тор-
мозные влияния на высвобождение серотонина во
фронтальной коре [21]. Все это говорит об участии
нитрергической системы ЦНС в контроле активно-
сти коркового звена серотониновой системы. Вме-
сте с тем не известно, происходит ли такое NO-се-
ротониновое взаимодействие в самой коре или же
его эффекты на корковом уровне опосредованы
другими структурами мозга, например, ядрами
шва, о чем свидетельствуют данные, процитиро-
ванные выше [21]. Не исследовано, воздействуют
ли локальные нитрергические сигналы на высво-
бождение серотонина в мПК, хотя морфологиче-
ские предпосылки такого взаимодействия суще-
ствуют. В частности, показано, что в серотонино-
вых волокнах, иннервирующих мПК, нейронная
NO-синтаза колокализована с белками транспорте-
ров серотонина [22], активность которых является
важным регулятором пула внеклеточного серото-
нина и доступности серотонина для его рецепторов.

Значимым результатом работы явилось то, что
в ней показаны влияния активации нитрергиче-
ской системы мПК на активность ее серотониновой
системы. А именно, продемонстрировано, что вве-
дения в мПК донора NO DEA NONO (1 мМ) увели-
чивает фоновый уровень внеклеточного серото-
нина в мПК в первые 30 мин введения с последую-
щим угасанием такого активационного эффекта и
перерастанием его в тормозной (снижение уровня
внеклеточного серотонина в мПК в конце введе-
ния препарата). Следует подчеркнуть, что в лите-
ратуре продемонстрированы как тормозные, так
и активационные эффекты NO на высвобожде-
ние серотонина в зависимости от области мозга
или концентрации NO, создаваемой NO донора-
ми, что связывают с множественностью мишеней
NO. В частности, в экспериментах, использую-
щих push-pull канюльную соперфузию мозга,
установлены активационные влияния введения в
гипоталамус в течение 10 мин 0.4 мМ DEA NONO
и других NO доноров на уровень внеклеточного
серотонина в этой структуре, но тормозные эф-
фекты таких введений при концентрации NO до-
норов 0.1 мМ [23]. Похожие закономерности по-
казаны методом микродиализа для ядер шва при
введении в эту область SNAP (5–0.5 мМ, 30 мин)
[21]. Полученные в настоящей работе данные
позволяют предполагать, что еще одним факто-
ром, влияющим на знак эффекта экзогенного NO
на активность серотониновой системы, по край-
ней мере в мПК, может быть длительность нит-
рергической стимуляции этой области, в ходе
которой активационные эффекты NO на уро-

Рис. 5. а – время замирания на дифференцировочный (CS–) и условный (CS+) сигналы, б – время неподвижности (с)
в межсигнальных интервалах во время дифференцировочной сессии (CS– тест) и реализации УРС (CS+ тест), в – ко-
эффициент генерализации УРС (%) у животных, подвергавшихся (“После DEA NONO”) и не подвергавшихся (“Без
введения”) во время выработки УРС введению в мПК 1 мМ DEA NONO. * – p < 0.05; ** – p < 0.01 – при сравнении с
этим показателем крыс группы “Без введения”.
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вень внеклеточного серотонина трансформиру-
ются в тормозные.

Важным проявлением тормозного действия
NO на серотониновую нейротрансмиссию в мПК
является показанное в работе NO-зависимое тормо-
жение функциональной активности серотониновой
системы мПК, поскольку ведение в эту область
1 мМ DEA NONO в течение 45 мин предотвращает
подъем уровня внеклеточного серотонина в мПК,
вызываемый выработкой УРС. Ранее мы устано-
вили, что величина такого подъема влияет на сте-
пень последующей генерализации УРС [9–11].
Об этом, в частности, свидетельствует тот факт,
что введение в мПК ингибитора обратного захва-
та серотонина флуоксетина, существенно увели-
чивающее вызываемый выработкой УРС подъем
уровня внеклеточного серотонина в мПК, усили-
вает впоследствии замирание животных на диф-
ференцировочный сигнал, не ассоциируемый с
болевым раздражением (CS–), не влияя при этом
на замирание животных на условный сигнал
(CS+), ранее сочетавшийся с болевым раздражени-
ем [10]. Основным результатом настоящей работы
являются данные, согласно которым снижение под
действием DEA NONO активации серотониновой
системы мПК, вызываемой выработкой УРС,
ослабляет будущую генерализацию УРС, что про-
является в уменьшении замирания животных на
этапе тестирования на безопасный CS–, при не-
изменности замирания на потенциально опас-
ный CS+. Эти ранее неизвестные данные впер-
вые свидетельствуют, что в ходе формирования
УРС нитрергические сигналы в мПК могут тор-
мозить функциональную активацию ее серотони-
новой системы, уменьшая ее вклад в формирова-
ние генерализованного страха.

Ранее мы показали, что выработка УРС сопро-
вождается значительным и длительным увеличени-
ем продукции NO в мПК, о чем свидетельствует
NO-синтаза-зависимый подъем в этой области
уровня внеклеточного цитруллина (сопродукта
синтеза NO) [12]. Причем такая эндогенная нит-
рергическая активация мПК, видимо, ограничи-
вает будущую генерализацию страха, поскольку
она выше у животных с низкой генерализацией
УРС и ниже у крыс с высокой генерализацией
УРС [12]. Результаты настоящей работы, во-пер-
вых, подтверждают это предположение, демон-
стрируя, что в мПК во время выработки УРС не
только эндогенные, но и экзогенные нитрергиче-
ские сигналы уменьшают генерализацию УРС.
Во-вторых, они демонстрируют, что одним из ме-
ханизмов NO-зависимого сдерживания генера-
лизации страха могут быть тормозные влияния
NO на серотониновую систему мПК в ходе фор-
мирования страха.

Следует подчеркнуть, что показанные в работе
отсроченные эффекты DEA NONO на замирание

животных при предъявлении безопасного CS– не
являются следствием влияния этого препарата на
чувствительность к болевому раздражению во
время обучения (рис. 5в) и на способность зами-
рать на этапе тестирования, поскольку они не на-
блюдались у тех же крыс при предъявлении (рис. 5а)
и ожидании (рис. 5б) потенциально опасного CS+.
Маловероятно, что они вызваны неспецифиче-
скими изменениями подвижности животных, по-
скольку мы не обнаружили влияние этого препарата
на двигательную активность в закрытых (безопас-
ных) рукавах приподнятого крестообразного лаби-
ринта (рис. 3б, в). При этом введение DEA NONO в
мПК во время выработки УРС увеличивало через
сутки горизонтальную и вертикальную активность
(но не длительность пребывания) в открытых рука-
вах крестообразного лабиринта (рис. 3), т.е. уси-
ливало исследовательское поведение, дающее
потенциальные конкурентные преимущества,
без увеличения степени риска (время в тревож-
ном окружении). Такие результаты, совместно с
данными о селективном торможении генерали-
зации УРС у крыс, ранее подвергавшихся введе-
нию DEA NONO, позволяют говорить об опти-
мизирующем действии длительной нитрергиче-
ской стимуляции мПК в ходе формирования
страха на эти формы поведения.

Важно отметить, что в наших экспериментах
введения DEA NONO проводили за сутки до те-
стирования на проявления тревожности (кресто-
образный лабиринт) и страха (CS+/CS– тесты).
Вместе с тем, по данным литературы и нашим
прежним результатам, полученным при введении
фармакологических препаратов во время тести-
рования, нитрегические сигналы мПК оказывают
анксиогенное действие, усиливая проявления
тревожности [24] и страха обстановки [25, 26]. То
есть поведенческие эффекты стимуляции или
блокады нитрергической системы мПК, видимо,
зависят от того, когда произведено фармакологи-
ческое воздействие – в ходе стресса, порождаю-
щего страх, или позже, когда память о пережитом
стрессе уже сформирована и консолидирована.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В работе показаны ранее неизвестные данные,

что при формировании условной реакции страха
нитрергическая система мПК может тормозить
функциональную активацию ее серотониновой си-
стемы. Причем такое NO-зависимое торможение
сопровождается селективным снижением генера-
лизации формирующегося страха, проявляющим-
ся в уменьшении замирания животных (показатель
страха) на безопасные дифференцировочные сиг-
налы, но не на опасные условные сигналы. Дан-
ные впервые свидетельствуют, что NO-серотони-
новое взаимодействие в мПК может служить меха-
низмом, обеспечивающим координированное
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участие в контроле генерализации страха нитре-
ргической и серотонинергической систем мПК,
разнонаправленно регулирующих этот процесс.
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Nitric Oxide Inhibits the Functional Activation of the Medial Prefrontal Cortex 
Serotonin System during Fear Formation and Decreases Fear Generalization

N. B. Saulskayaa, M. A. Burmakinaa, and N. A. Trofimovaa

aPavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia

We have previously shown that an acquisition of a conditioned fear response (a model of fear formation) is accom-
panied by an extracellular serotonin level rise in the medial prefrontal cortex, which enhances the future fear gen-
eralization. The aim of this work is to investigate the possible contribution of NO-serotonin interaction to such
regulation. In Sprague-Dawley rats by means of in vivo microdialysis it was shown that the infusion of diethyl-
amine nonoate (1 mM) into the medial prefrontal cortex via dialysis membrane increased the extracellular sero-
tonin level in this area during the first 30 minutes of infusion, followed by its gradual decrease. Such treatment pre-
vented the extracellular serotonin level rise in the medial prefrontal cortex, caused by the acquisition of the condi-
tioned fear response (a paired presentation of a conditioned auditory cue (CS+) and inescapable footshock), and
led in a day to a decrease in animals’ freezing to a differential auditory cue (CS–), not associated with footshock
(a measure of generalized fear), without affecting the freezing of the same animals to the conditioned cue (CS+),
previously paired with footshock (a measure of conditioned fear). The data obtained indicate for the first time that
during the conditioned fear response acquisition, nitrergic signals in the medial prefrontal cortex inhibit the func-
tional activation of the serotonin system, reducing its contribution to the generalized fear formation.

Keywords: medial prefrontal cortex, in vivo microdialysis, serotonin release, nitric oxide, NO-serotonin interac-
tion, conditioned fear response, fear generalization
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ОВЕРЭКСПРЕССИЯ ФАКТОРА РОСТА НЕРВОВ 
В ГИППОКАМПЕ ВЫЗЫВАЕТ ПОВЕДЕНЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ

У КРЫС С ХОЛИНЕРГИЧЕСКИМ ДЕФИЦИТОМ, ИНДУЦИРОВАННЫМ 
192IgG-САПОРИНОМ
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Дегенерация септальных холинергических нейронов, вызванная иммунотоксином 192IgG-сапори-
ном (SAP), является одной из моделей патологий, возникающих при болезни Альцгеймера. Целью
этой работы было исследовать влияние оверэкспрессии фактора роста нервов (NGF) в гиппокампе
на поведение крыс с вызванным холинергическим дефицитом. Лентивирусную суспензию, несущую
кассету с CMV-NGF-IRES-GFP или CMV-IRES-GFP (контроль, pCSC), вводили в оба гиппокампа.
Контрольные крысы вместо SAP получали эквивалентные объемы растворителя и контрольный вирус.
Мы обнаружили, что оверэкспрессия NGF в гиппокампе не предотвращает гибель холинергиче-
ских нейронов в медиальной септальной области, которая вызвана инъекцией иммунотоксина. В
тесте “Открытое поле” как SAP-NGF, так и SAP-pCSC-инъецированные животные были гиперак-
тивны; напротив, в Y-образном лабиринте у подопытных животных с оверэкспрессией NGF гипе-
рактивность, вызванная введением иммунотоксина, была снижена. В тесте “Сужающаяся дорожка”
подопытные животные, экспрессирующие NGF, показывали значительно меньшее количество
ошибок. Анализ активности ацетилхолинэстеразы в гиппокампе, которую мы использовали в каче-
стве маркера холинергической функции, показал, что уровень фермента был повышен в группе
SAP-NGF по сравнению с SAP-pCSC. Из полученных нами данных можно сделать вывод, что
оверхэкспрессия NGF в гиппокампе крыс лишь частично компенсирует некоторые нарушения,
опосредованные развитием холинергического дефицита.

Ключевые слова: фактор роста нервов, 192IgG-сапорин, ацетилхолинэстераза, поведение
DOI: 10.31857/S102781332103002X

ВВЕДЕНИЕ

Медиальная септальная область является основ-
ным источником холинергической иннервации
гиппокампа, и гибель клеток в ней, возникающая
при некоторых нейродегенеративных заболеваниях,
приводит к нарушению функционирования всех
ацетилхолин-зависимых систем. Многие иссле-
дования показали, что фактор роста нервов (nerve
growth factor, NGF) является одним из нейротро-
финов, которые поддерживают холинергическую
функцию и предотвращают гибель нейронов в ба-
зальном переднем мозге [1–3]. В гиппокампе
NGF вырабатывается интернейронами [4, 5], по-
глощается аксонами холинергических нейронов

базального переднего мозга и транспортируется в
их тела [6, 7]. Таким образом, существующая кон-
цепция передачи сигналов NGF указывает на
важную роль механизма ретроградного транспор-
та от проекционных областей холинергических
нейронов к телам для их выживания и функцио-
нирования во взрослом мозге.

Положительные эффекты, вызываемые ней-
ротрофином NGF, были описаны на различных
экспериментальных моделях болезни Альцгейме-
ра. Ранее мы показали, что оверэкспрессия NGF
в гиппокампе может предотвращать нарушение
LTP в зубчатой извилине гиппокампа, которое
было индуцировано введением бета-амилоида [8,
9]. Установлено также, что жизнеспособность хо-
линергических нейронов после разрушения свода
мозга (fimbria/fornix) можно поддержать с помо-
щью внутрижелудочкового введения NGF [2] или
его оверэкспрессии в медиальной септальной об-

* Адресат для корреспонденции: 117485 Россия, Москва,
ул. Бутлерова, д. 5а, тел./факс: +7(495) 334-70-00, e-mail:
ocrachek@yahoo.com.
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ласти [10]. Кроме того, известно, что инъекции
NGF могут улучшать некоторые аспекты поведе-
ния животных с холинергическим дефицитом [11,
12]. Повышение уровня NGF в этих исследованиях
приводит к лучшему выживанию нейронов меди-
альной септальной области либо за счет оверэкс-
прессии NGF в ней [10], либо во всем мозге за
счет долговременного внутрижелудочкового вве-
дения нейротрофина [2, 11, 12]. В обоих случаях
NGF может действовать непосредственно на тела
холинергических нейронов медиальной септаль-
ной области, обеспечивая их выживание. Один из
недостатков этих подходов связан с тем, что инъ-
екция NGF непосредственно в желудочки мозга
вызывает боль у человека [13] и грызунов [14], то-
гда как внутрипаренхимная инъекция не оказы-
вает такого эффекта [14, 15].

Модель разрушения свода мозга, используе-
мая в описанных выше исследованиях, не позво-
ляет правильно оценить степень восстановления
гиппокампальных функций при введении NGF
вследствие полной потери септо-гиппокампаль-
ных связей. В другой серии экспериментов [11,
12], где септо-гиппокампальные связи были со-
хранены, NGF вводили в желудочки, что не дает
сделать однозначный вывод о том, развивался ли
защитный эффект нейротрофина за счет внутри-
гиппокампального действия, поскольку NGF вы-
зывал изменения даже в ряде удаленных областей
мозга, таких, например, как ствол мозга [11]. Оста-
ется неясным, может ли оверэкспрессия NGF в
гиппокампе, не вызывающая болевых ощущений,
наряду с внутрижелудочковыми инъекциями, ока-
зывать защитное действие, и действительно ли этот
эффект зависит от выживания нейронов базаль-
ного переднего мозга.

Основываясь на идее о центральной роли ре-
троградного транспорта в выполнении защит-
ной функции NGF в холинергических нейронах
переднего мозга, здесь мы использовали хорошо
известную модель дегенерации септальных хо-
линергических нейронов, вызванную иммуно-
токсином 192IgG-сапорином [16], чтобы опреде-
лить, может ли оверэкспрессия NGF в гиппокампе
защитить нейроны медиальной септальной обла-
сти от дегенерации и уменьшить последствия хо-
линергического дефицита.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Эксперименты проводились на половозрелых

самцах крыс линии Wistar (250–350 г), получен-
ных из питомника “Пущино” Филиала Инсти-
тута биоорганической химии им. академиков
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН. Жи-
вотных содержали в условиях вивария при темпе-
ратуре 21 ± 1°С с 12-часовым циклом свет/темнота,
пищу и воду предоставляли ad libitum. Все экспе-
рименты проводились в соответствии с этическими

принципами, изложенными в директиве 2010/63/
ЕС Европейского Парламента и Совета от 22 сен-
тября 2010 г., и были одобрены этическим коми-
тетом Института высшей нервной деятельности и
нейрофизиологии Российской Академии наук.
Перед операцией животные были случайным об-
разом разделены на группы. Поведенческие экс-
перименты проводили с 10.00 до 14.00.

Синтез плазмид и получение вирусов. Мы исполь-
зовали ранее описанные плазмиды для упаковки
лентивирусов [8]. Лентивирусы были упакованы и
сконцентрированы, как описано в наших предыду-
щих исследованиях [8]. Клетки HEK293T были
трансфицированы с использованием кальций-фос-
фатного метода. Для сборки конструктов были ис-
пользованы следующие плазмиды: 12 мкг pLenti,
7.8 мкг pMDL, 4.2 мкг pVSV-G и 3 мкг pRev. Плаз-
мида pCSC-CMV-hNGF-IRES-GFP, несущая ген
NGF, и плазмида pCSC-CMV-IRES-GFP, которая
была использована как контроль. Супернатанты,
собранные через 24 и 48 ч после трансфекции кон-
центрировали при 50000 g в ультрацентрифуге
CP80WX (Hitachi, Япония). Осадок ресуспендиро-
вали в среде OPTI-MEM, аликвотировали и храни-
ли при температуре –80°C. Титр вируса проверя-
ли в серийных разведениях на клетках HEK293T.
Согласно нашим предыдущим данным [8], метод
оверэкспрессии приводит примерно к двукратному
увеличению уровня белка NGF в гиппокампе и
заражению около 2.5 мм3 ткани мозга [17].

Операция и введение иммунотоксина и вирусных
конструкций. Иммунотоксин 192IgG-сапорин или
эквивалентный объем растворителя (фосфатно-
солевой буфер PBS) вводили билатерально внутрь
желудочков с использованием доз и координат,
описанных ранее [18]. Одновременно с инъекци-
ями иммунотоксина проводили билатеральные
инъекции лентивируса (AP – 2.9 мм, L – 1.7 мм от
брегмы). Препарат вводили с помощью микроин-
фузионного насоса (Stoelting Co., США) со скоро-
стью 0.2 мкл/мин. После каждой инъекции иглу
оставляли на месте на 10 мин. Были сформированы
три экспериментальные группы: 11 подопытных
животных получили PBS и контрольную кон-
струкцию (группа PBS-pCSC), 14 крыс получили
комбинированную инъекцию 192IgG-сапорина
и контрольной вирусной конструкции (группа
SAP-pCSC), 14 крысам вводили 192IgG-сапорин
и вирусную суспензию, экспрессирующую NGF
(группа SAP-NGF). Крысам давали восстано-
виться в течение 21 дня после операции. Пять
животных были удалены из анализа в группе
SAP-pCSC, а одно животное было удалено из
группы SAP-NGF после верификации места инъ-
екции и анализа гибели клеток.

Исследование поведения. Поведенческие тесты
проводили с 21 по 40 день после введения токсина.
Животных тестировали в следующих тестах: водный
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лабиринт Морриса (21–31 день), “открытое поле”
(32 день), “сужающаяся дорожка” (33–37 дни),
Y-образный лабиринт (38 день) и пассивное из-
бегание (39–40 дни).

Водный лабиринт Морриса (день 21–31). Оцен-
ку пространственной памяти проводили в водном
лабиринте Морриса. Круглый бассейн черного
цвета диаметром 1.5 м и высотой стенок 60 см
(Noldus, Ltd., Нидерланды) наполняли водой до
уровня 30 см. Воду в бассейне не забеливали. На
стенах комнаты, где расположен бассейн, при-
крепляли внешние ориентиры в виде квадрата, кре-
ста и треугольника. Бассейн условно разделяли на 4
квадранта. Точки пересечения прямых со стенка-
ми бассейна служили местами погружения под-
опытных животных в воду (условно – север, юг,
запад, восток). В центре одного из квадрантов
располагалась прозрачная круглая платформа
диаметром 10 см, погруженная на 1.5–2 см под во-
ду. Для каждой попытки крысу помещали в ис-
ходную точку бассейна мордой к стене. Обучение
подопытных животных, которое проводили с 21-го
по 30-й день, включало в себя две ежедневные по-
пытки продолжительностью не более 60 с в соот-
ветствии с ранее использованным протоколом
[18]. Интервал между испытаниями составлял
около 30 мин для каждой крысы. Регистрировали
следующие параметры: латентный период нахож-
дения платформы, суммарная проплываемая ди-
станция, скорость передвижения. На 31-й день
(10-й день тестирования) платформу извлекали из
бассейна и в течение 60 с регистрировали время и
дистанцию, проплываемую в каждом квадранте.
Поведение записывали на видео и автоматически
оценивали с помощью программного обеспече-
ния Ethovision (Noldus, Wageningen, NL).

Тест “открытое поле” (32-й день). В тесте “от-
крытое поле” изучали двигательную и исследова-
тельскую активность. Установка представляла
собой круглую арену диаметром 1 м, окруженную
стенкой высотой 50 см. Арена была расчерчена на
три равные концентрические зоны (централь-
ную, среднюю и периферийную). Каждую крысу
помещали в центр арены и автоматически запи-
сывали ее поведение в течение 5 мин при красном
свете на видео и оценивали с помощью програм-
много обеспечения Ethovision (Noldus, Wageningen,
NL). Количественно оценивали следующие пове-
денческие параметры: суммарная пройденная ди-
станция (см), скорость (см/мин), вертикальная
активность (число стоек), число и длительность
реакций умывания и число входов в центр арены.

Тест “Сужающаяся дорожка” (33–37-й дни).
Сенсомоторную координацию оценивали в тесте
“сужающаяся дорожка”, согласно ранее исполь-
зованному протоколу [19, 20]. Пластиковая план-
ка длиной 200 см была приподнята на 80 см над
полом и разделена на четыре сегмента по 50 см и

оканчивалась пластиковой камерой. Планка по
ширине варьировала от 1.5 см около камеры до
6 см на конце. Первые 4 дня подопытное животное
обучали доходить до целевой камеры, высыживая
на разное расстояние от нее. Проверку выработки
навыка осуществляли на 5-й день тестирования.
Для оценки применяли балльную систему под-
счета. Итоговая оценка включала в себя сумму
трех испытаний, причем баллы присваивались
отдельно за каждый из четырех 50-см сегментов
дорожки (максимальная оценка 12 баллов за 3 ис-
пытания). 0 баллов присваивали, если животное
соскользнуло лапой с поверхности балки, оценку
1 балл давали, если крыса прошла сегмент без
ошибок.

Тест спонтанного чередования рукавов в Y-об-
разном лабиринте (38-й день). Кратковременную па-
мять оценивали, исследуя поведение чередования в
Y-лабиринте, согласно протоколу [21]. Установка
состояла из трех равных рукавов размером 42.5 ×
× 14.5 × 22.5 см, расходящихся из центра под углом
120°. Подопытное животное помещали в центр
лабиринта и в течение 8 мин позволяли свободно
перемещаться по лабиринту. Регистрировали по-
следовательность входов в рукава. Чередование
определяли как последовательные входы в рукава
лабиринта без возврата в ранее посещенный ру-
кав или рукав, из которого животное вышло в дан-
ный момент времени. Долю чередований оценивали
как (число чередований/число входов – 2) × 100.

Выработка и воспроизведение условной реакции
пассивного избегания (39–40-й день). Камера для
выработки условной реакции пассивного избега-
ния (УРПИ) представляла собой пластиковую
коробку (OpenScience, Россия), разделенную на
два равных отсека (30 см × 30 см × 30 см): один от-
сек с белыми стенками был ярко освещен, другой
имел крышку и темные непрозрачные стенки.
Двери между отсеками не было. Во время предва-
рительного тестирования подопытное животное
помещали в светлый отсек камеры на 5 мин для
ознакомления. Через час после ознакомительно-
го тестирования крысу снова помещали в светлый
отсек камеры. Когда животное входило в темный
отсек, оно получало электроболевую стимуляцию
в течение 5 с (100 В, 100 Гц). После стимуляции
животное возвращали в домашнюю клетку. Про-
верку сохранности УРПИ проводили через 24 ч
после процедуры обучения. Во время тестирова-
ния оценивали следующие показатели: латент-
ный период входа животного в темный отсек и
общее время, проведенное животным в светлом
отсеке камеры. Показателем сохранности навыка
служила величина латентного периода входа в
темный отсек во время теста. Критерием обученно-
сти животных считали значения ЛП больше 100 с.

Подготовка биологического материала. Через
1 сут после окончания поведенческих экспери-
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ментов (примерно 1.5 мес. после инъекций) под-
опытных животных анестезировали и транскар-
диально перфузировали ледяным 0.9% NaCl. Пе-
реднюю часть мозга, с медиальной септальной
областью, помещали в 4% раствор параформаль-
дегида (Sigma-Aldrich, США) в фосфатно-соле-
вом буфере (PBS, Biolot, Россия) минимум на 2 дня.
Оставшуюся часть мозга разрезали по средней
линии, из левой половины выделяли гиппокамп
и далее использовали его для оценки активности
ацетилхолинэстеразы (АХЭ), правую половину
дофиксировали в 4% параформальдегиде для им-
муногистохимической оценки эффективности
трансдукции.

Иммуногистохимия. После 48 ч фиксации из
образцов мозга с помощью вибротома (Leica
VT1200 S, Leica Biosystems, ФРГ) получали фрон-
тальные срезы медиальной септальной области тол-
щиной 50 мкм. Собранные срезы хранили в крио-
протекторе при –18°С. По четыре среза от каждого
животного иммуногистохимически окрашивали на
холинацетилтрансферазу (ХАТ) и анализировали
гибель холинергических нейронов в медиальной
септальной области. Для этого свободно плавающие
срезы инкубировали в 0.3% Triton X-100 (SERVA,
Германия) в 0.01 М PBS (PBS-T), а затем, в течение
1 ч, в блокирующем растворе (5% неиммунная
сыворотка козы (Sigma-Aldrich, США) в PBS-T).
После этого срезы помещали в блокирующий рас-
твор с первичными антителами (поликлональные
антитела кролика к ХАТ 1 : 500, Santa Cruz Bio-
technology, США) при температуре 4°C на ночь.
На следующий день срезы отмывали в PBS-T и
инкубировали с вторичными антителами (1 : 800,
антитела козы к IgG кролика, конъюгированные
с биотином (Sigma-Aldrich, США)) в блокирующем
растворе при комнатной температуре в течение 1 ч.
После промывки в PBS, срезы инкубировали с
комплексом авидин–биотин–HRP (АВС Elite kit,
Vector Labs, США) в течение 1 ч и 3,3-диамино-
бензидином (Sigma-Fast Kit, Sigma-Aldrich, США),
который был использован в качестве хромогена.

Из правого полушария мозга получали фрон-
тальные срезы гиппокампа толщиной 50 мкм. Че-
тыре среза гиппокампа, которые включали место
инъекции, были окрашены антителами к зелено-
му флюоресцентному белку (GFP). Срезы после-
довательно инкубировали в 0.3% Triton X-100
(SERVA, Германия) в 0.01 М PBS, затем в течение
1 ч в блокирующем растворе и в блокирующем
растворе с первичными антителами (анти-GFP 1 :
: 500, Invitrogen, США) при температуре 4°C в тече-
ние ночи. На следующий день срезы промывали в
PBS-T и инкубировали с вторичными антителами
(антитела козы к IgG кролика-Alexa 488, 1 : 500).

Дополнительно по 4 среза гиппокампа от каждо-
го животного были окрашены с использованием
антител к нейрональному белку NeuN, как описано

выше, за исключением того, что в качестве пер-
вичных антител использовали антитела кролика к
NeuN (1 : 500, Millipore, США).

Все изображения исследуемых областей полу-
чали с помощью микроскопа Leica DM6000B
(Leica Microsystems, Германия). Параметры визу-
ализации были установлены таким образом, что-
бы избежать насыщения сигнала.

Измерение активности ацетилхолинэстеразы. Ак-
тивность ацетилхолинэстеразы (АХЭ) оценивали
методом, основанным на образовании аниона 5,5'-
дитиобис-2-нитробензойной кислоты (ДТНБ);
оценку проводили спектрофотометрически по
поглощению при 412 нм [22]. Образцы гиппокам-
па гомогенизировали в ледяном буфере, в состав
которого входили: 100 мм Tris-HCl, рН 7.0, 1 M
NaCl, 4 мM EDTA, 2% Triton X-100, 0.1% азида на-
трия и ингибитор протеаз (Roche, Швейцария).
Гомогенаты центрифугировали (14000 g, 30 мин)
при температуре 4°C. Скорость гидролиза аце-
тилхолина измеряли в инкубационной среде, со-
держащей 0.4 мM ацетилхолин иодид, буфер для
гомогенизации (рН 7.0) и 0.1 мM DTNB. В реак-
ционную смесь добавляли 40 мкл супернатанта,
инкубировали в течение 2 мин при температуре
30°С, далее в течение 3 мин отслеживали уровень
гидролиза по образованию тиолатдианиона DTNB
при 412 нм (интервалы 20 с) при 30°С. Все реак-
ции проводили в дубликатах. Результаты выража-
ли в ед./г массы ткани.

Статистическая обработка данных. Для оценки
статистической значимости эффектов, вызванных
введением иммунотоксина, использовали парамет-
рические (t-тест Стьюдента) и непараметрические
(U-тест Манна–Уитни, и тест Вилкоксона) крите-
рии, а также двухфакторный дисперсионный анализ
(ANOVA) с двумя межгрупповым (“введение им-
мунотоксина”, “введение конструкции, несущей
NGF”) и одним внутригрупповым (повторные
измерения в ходе тестирования) факторами.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Мы оценили, может ли оверэкспрессия NGF в

гиппокампе предотвратить нарушения поведения,
вызванные инъекциями иммунотоксина 192IgG-
сапорина. Оценка пространственной памяти в
водном лабиринте Морриса существенных раз-
личий между группами не выявила. Суммарная
проплываемая дистанция и скорость передвиже-
ния существенно не отличались между группами.
На 10-й день во время проверки сохранности про-
странственной памяти групповых эффектов вы-
явлено не было (рис. 1).

Далее мы проанализировали параметры двига-
тельной и исследовательской активности крыс в те-
сте “Открытое поле”. Крысы обеих групп, которым
вводили 192IgG-сапорин (контрольный вирус,
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SAP-pCSC; NGF-несущий вирус, SAP-NGF), про-
ходили большую дистанцию и демонстрировали
повышенный уровень вертикальной активности
во время тестирования. ANOVA выявил значимый
групповой эффект для пройденной дистанции
(F(2,30) = 6.22, Р < 0.01), скорости передвижения
подопытных животных (F(2,30) = 6.24, Р < 0.01) и
длительности стоек (F(2,30) = 4.25, Р < 0.05); все
эти показатели были существенно выше в груп-
пах SAP-pCSC и SAP-NGF по сравнению с кон-
трольной группой (рис. 2а–в).

Сенсомоторную координацию оценивали в тесте
“Сужающаяся дорожка”. Введение 192IgG-сапо-
рина приводило к нарушению координации и
снижению соответствующего показателя в баллах
(рис. 3а) в группе SAP-pCSC по сравнению с кон-
трольной группой. Оверэкспрессия NGF в гип-
покампе приводила к улучшению прохождения
дорожки во время теста и увеличению суммарного
количества баллов, полученного подопытными жи-
вотными во время тестирования, до контрольного
уровня. Более того, количество баллов, которое на-
брали животные, в группе SAP-NGF, было значимо
выше по сравнению с группой SAP-pCSC. ANOVA
также подтвердил наблюдавшийся эффект в тесте
“Сужающаяся дорожка” (фактор “группа”
(F(2,30) = 7.5, Р < 0.01) (рис. 3а).

Поведение спонтанного чередования рукавов
в Y-образном лабиринте позволило оценить состо-
яние рабочей памяти. Оказалось, что животные,
получавшие SAP-pCSC, демонстрировали выра-

женное нарушение чередования по сравнению с
группой PBS-pCSC (рис. 3в; Р < 0.05). Оверэкспрес-
сия NGF в группе SAP-NGF существенно не влия-
ла на поведение подопытных животных в Y-образ-
ном лабиринте (рис. 3в). Интересно, что крысы,

Рис. 1. Изменения латентного периода нахождения
платформы в тесте водный лабиринт Морриса в тече-
ние 9 дней обучения. Животным вводили PBS и кон-
трольную конструкцию (PBS-pcsс, n = 11), 192IgG-
saporin и контрольную конструкцию (SAP-pcsc, n = 9)
и 192IgG-сапорин и NGF-несущий вирус (SAP-NGF,
n = 13). 192IgG-сапорин и комбинированные инъек-
ции иммунотоксина и лентивируса не вызывали ка-
ких-либо изменений в тесте по сравнению с контро-
лем. Значимых изменений выявлено не было.
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Рис. 2. Пройденная дистанция (а), скорость (б) и вер-
тикальная активность (в) в тесте “Открытое поле”.
Животным вводили PBS и контрольную конструк-
цию (PBS-pcsc, n = 11), 192IgG-сапорин и контроль-
ную конструкцию (SAP-pcsc, n = 9), а также 192IgG-
сапорин и NGF-несущий вирус (SAP-NGF, n = 13).
Каждая точка представляет собой среднее значение ±
± ошибка среднего. Значимые отличия (p < 0.05) от-
мечены *, значимые межгрупповые различия (р <
< 0.05) отмечены #.
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инъецированые 192IgG-сапорином, демонстри-
ровали большее число входов в рукава лабиринта,
что подтверждалось результатами ANOVA (фактор
“группа” F(2,29) = 3.65, р < 0.05). У крыс группы
SAP-NGF наблюдалась тенденция к нормализации
двигательной активности, однако показатель не до-
стигал уровня достоверности (р = 0.06; рис. 3г).

Анализ влияния оверэкспрессии NGF у крыс с
холинергическим дефицитом, вызванным 192IgG-
сапорином, на выработку УРПИ существенных
межгрупповых различий не выявил (данные не
приведены). Однако и в этом случае двигательная
активность (суммарное число переходов между
отсеками) крыс группы SAP-pCSC в ходе тесто-
вой сессии была выше по сравнению с группой
SAP-NGF (F(2,30) = 3.6, Р < 0.05; рис. 3б).

Иммуногистохимический анализ срезов мозга,
проведенный после завершения всех поведенче-
ских экспериментов, показал, что инъекции
192IgG-сапорина индуцировали гибель большин-
ства ХАТ-содержащих нейронов в медиальной
септальной области. Гибель ХАТ-содержащих

клеток в этой области варьировала в пределах от
40 до 90% (рис. 4а–в). ANOVA выявил значимый
эффект фактора “группа” (рис. 4з; F (2,29) = 17.1,
Р < 0.01). Кроме того, активность ацетилхолинэсте-
разы (АХЭ) в гиппокампе крыс, которым вводили
192IgG-сапорин, была снижена по сравнению с
контролем (рис. 4и), вероятно, отражая компен-
саторную реакцию гиппокампа на холинергиче-
ский дефицит, индуцированный иммунотоксином.

Уровень экспрессии вируса, несущего кон-
трольную конструкцию или NGF, определяли с
помощью иммунофлюоресцентной детекции GFP
в срезах гиппокампа (рис. 4ж). Само по себе введе-
ние подопытным животным вирусной конструкции
не вызывало существенными структурными изме-
нениями в гиппокампе, что подтверждалось дан-
ными иммуногистохимического окрашивания на
NeuN (рис. 4г–е). Несмотря на то, что оверэкс-
прессия NGF в гиппокампе не предотвращала ги-
бель холинергических нейронов в медиальной
септальной области, она восстанавливала актив-
ность АХЭ в гиппокампе.

Рис. 3. На панели (а) показаны результаты, полученные в тесте “Сужающаяся дорожка” у крыс, которым вводили PBS
и контрольную конструкцию вирус (PBS-pcsc, n = 11), 192IgG-сапорин и контрольную конструкцию (SAP-pcsc, n = 9)
и 192IgG-сапорин и NGF-несущий вирус (SAP-NGF, n = 13). На панели (б) приведены результаты по количеству пе-
реходов между отсеками в ходе тестирования о время проверки выработки навыка в тесте УРПИ. Панели (в, г) пред-
ставляют процент правильных чередований в тесте Y-образный лабиринт. Каждая точка представляет собой среднее
значение ± ошибка среднего. Значимые отличия от контрольного уровня (p < 0.05) отмечены *, значимые межгруппо-
вые различия (р < 0.05) отмечены #.
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Суммируя полученные данные, мы можем за-
ключить, что в некоторых тестах 192IgG-сапорин
вызывал нарушения поведения, которые в ряде
случаев восстанавливались в результате оверэкс-
прессии NGF в гиппокампе. В отличие от почти
полного отсутствия защитного эффекта в меди-
альной септальной области, где расположены те-
ла холинергических нейронов, в гиппокампе
оверэкспрессия NGF восстанавливала уровень
активности АХЭ до контрольного уровня.

ОБСУЖДЕНИЕ

Гипотеза, положенная в основу этой работы,
предполагала, что нейродегенеративные изме-
нения в медиальной септальной области, вы-
званные внутрижелудочковым введением имму-
нотоксина 192IgG-сапорина, будут предотвра-
щены повышенной секрецией NGF вследствии
оверэкспрессии гена, кодирующего этот нейротро-
фин, в гиппокампе. Гиппокамп является структурой
мозга, куда проецируются холинергические ней-

Рис. 4. На панелях (а–в, з) представлено иммунное окрашивание на холинацетилтрансферазу (ХАТ) в медиальной
септальной области у крыс с внутрисептальной инъекцией PBS (а), 192IgG-сапорина (б) или 192IgG-сапорина и NGF-
несущего конструкта (SAP-NGF) (в) и число ХАТ-позитивных нейронов в медиальной септальной области (з). На па-
нелях (г–е) показано влияние 192IgG-сапорина на выживаемость нейронов в области CA3 гиппокампа. Представлены
срезы мозга крыс после внутрисептальных инъекций PBS (г), 192IgG-сапорина (д) или 192IgG-сапорина и NGF-не-
сущего конструкта (SAP-NGF) (е) были окрашены на NeuN. На панели (ж) представлено иммуногистохимическое
окрашивание среза гиппокампа на GFP у крыс с оверэкспрессией NGF. На панели (и) представлены данные по актив-
ности ацетилхолинэстеразы (АХЭ) в гиппокампе крыс, которым вводили PBS и контрольный вирус (PBS-pcsc, n = 11),
192IgG-сапорин и контрольный конструкт (SAP-pcsc, n = 9) и 192IgG-сапорин и NGF-несущий вирус (SAP-NGF, n =
= 11) через 1.5 мес. после инъекции. Каждая точка представляет собой среднее значение ± ошибка среднего. *, досто-
верные различия по сравнению с группой PBS-pcsc, р < 0.05; #, достоверные межгрупповые различия, р < 0.05. Шкала:
a–в и г–е – 500 мкм; ж – 100 мкм.
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роны медиальной септальной области. Хорошо
известно, что потеря холинергических нейронов
базального переднего мозга является одним из ран-
них маркеров патогенеза ряда нейродегенератив-
ных заболеваний, таких как болезнь Альцгеймера
и болезнь Паркинсона с деменцией. Одним из
предлагаемых терапевтических подходов для
предотвращения этой потери является обеспече-
ние дополнительной трофической поддержки
этих нейронов [23].

Как предполагалось, внутрижелудочковая
инъекция 192IgG-сапорина вызвала ярко выражен-
ное снижение числа ХАТ-позитивных нейронов в
медиальной септальной области и диагональной
полоске Брока, однако оверэкспрессия NGF в гип-
покампе не предотвратила гибель этих нейронов.
Ранее Lee et al. показали, что введение NGF в
желудочки мозга защищало холинергические
нейроны медиальной перегородки и базального
ядра от дегенерации, индуцированной инъекци-
ями 192IgG-сапорина [12]. Авторы использовали
очень низкую дозу токсина (20 нг против дозы
8 мкг, использованной в нашем исследовании),
вызывающую лишь 30% потерю иммунореак-
тивности. 192IgG-сапорин – вещество, токсиче-
ское действие которого основано на инактивации
рибосом [24]. Низкая доза токсина, вероятно, вы-
зывала подавление синтеза белка, а не гибель ней-
ронов. В нашей работе была использована доста-
точно высокая доза токсина, что привело к 40–
70% гибели ХАТ-позитивных клеток в медиаль-
ной септальной области. Это может быть одной
из причин, объясняющей очевидное противоре-
чие между настоящим исследованием и данными,
полученными Lee et al. [12].

Вирусная вектор-опосредованная доставка гена
NGF позволила произвести трансдукцию нейронов
и, вероятно, клеток глии в относительно неболь-
шом объеме гиппокампа. По нашим предыдущим
данным [8, 9], этот метод доставки NGF приводит
к тому, что концентрация суммарного NGF в
гиппокампе достигает примерно 1.6 пг/мг белка.
Мы предполагаем, что даже в условиях непрерыв-
ной секреции NGF этот уровень недостаточен,
для предотвращения развития холинергической
дегенерации. Уровень NGF, полученный в наших
экспериментах, был на несколько порядков ни-
же, чем тот уровень белка, которого достигли Lee
et al. [12] при хроническом введении нейротрофина.
По-видимому, не последнюю роль играет и распо-
ложение места инъекции и/или экспрессии. NGF,
синтезируемый в гиппокампе, должен достичь
тел холинергических нейронов, чтобы поддер-
жать их выживание. Для этого необходима це-
лостность аксонов, что было продемонстрировано
ранее с помощью ретроградного мечения флуо-
ресцентными микросферами [25]. По всей види-
мости, доставка NGF к телам холинергических
нейронов является более важным фактором для

выживания клеток, чем наличие избытка NGF в
клетках-мишенях. Этот вывод подтверждается
данными о том, что введение в базальное ядро
аденоассоциированного вируса, несущего NGF,
на фоне дегенерации, вызванной разрушением
свода мозга, защищает нейроны от дегенерации
[26]. Следует также отметить, что в нашей работе
введение вирусных конструкций в гиппокамп
проводили одновременно с инъекцией иммуно-
токсина в боковые желудочки. По данным лите-
ратуры, экспрессия целевых белков обычно начи-
нается через 2–3 дня после инъекции, тогда как
нейродегенеративные изменения, вызванные
192IgG-сапорином, начинаются только через 4 дня
после инъекции и длятся, по крайней мере, 7 дней
[27]. Последнее означает, что, хотя повышение
уровня NGF началось еще до начала развития
нейродегенеративных процессов, оно не смогло
предотвратить дегенерацию ХАТ-позитивных ней-
ронов в медиальной септальной области. В сово-
купности эти данные свидетельствуют о том, что
экспрессии NGF в гиппокампе недостаточно для
поддержания жизнеспособности холинергиче-
ских нейронов в медиальной септальной области.

Отсутствие NGF-опосредованной защиты ней-
ронов медиальной септальной области не означает,
что NGF не оказывал положительного влияния на
функциональную активность гиппокампа и/или
других отделов мозга. Оверэкспрессия нейротро-
фина привела к восстановлению активности АХЭ
до контрольного уровня, что указывает на то, что
NGF вовлечен в функционирование холинерги-
ческой системы гиппокампа. Поскольку актив-
ность АХЭ определяется уровнем секреции аце-
тилхолина, можно предположить, что оверэкс-
прессия NGF повышала холинергический тонус
в гиппокампе, несмотря на дегенерацию значи-
тельной части холинергических нейронов меди-
альной септальной области. Этот эффект может
быть результатом разрастания оставшихся холи-
нергических волокон в гиппокампе [28–30] или
усиления прорастания симпатических волокон
[31] и трансдифференцировки норадренергических
нейронов верхних шейных ганглиев симпатическо-
го ствола в холинергический фенотип [32].

Проведенные поведенческие эксперименты
показали, что оверэкспрессия NGF на фоне холи-
нергического дефицита не вызывала существен-
ных изменений при обучении в водном лабиринте
Морриса. Хорошо известно, что для выявления де-
фицита обучения и памяти в этом тесте необходи-
мо, чтобы уровень гибели холинергических нейро-
нов был максимальным [19, 33]. В настоящей ра-
боте уровень холинергической дегенерации был
ниже (40–70% от контрольного уровня) по сравне-
нию с нашими предыдущими результатами. Этот
факт может объяснить отсутствие поведенческих
нарушений в группах SAP-PCSC и SAP-NGF.
Только крысы с максимальной гибелью клеток в
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медиальной септальной области (80–90%) де-
монстрируют поведенческие нарушения [33].

Крысы, получавшие 192IgG-сапорин, демон-
стрировали гиперактивность в тесте “открытое
поле”. Эти данные согласуются с предыдущими
результатами [19]. Однако механизм, лежащий в
основе гиперактивности, которая сохранялась у
крыс, получавших SAP-NGF, может отличаться
от того, что обусловлен собственно холинергиче-
ским дефицитом. Оверэкспрессия NGF способ-
ствует восстановлению активности АХЭ в гиппо-
кампе даже в условиях гибели значительной части
холинергических нейронов, предполагая, что
оверэкспрессия NGF каким-то образом компен-
сирует функциональные последствия потери хо-
линергических септальных нейронов. Однако,
восстановление холинергической передачи в гип-
покампе не предотвращает тех изменений, кото-
рые были выявлены в тесте “открытое поле”. От-
сутствие положительного эффекта NGF может
быть вызвано, по крайней мере, двумя причинами:
(1) NGF сам по себе может повышать двигатель-
ную активность у крыс [34] и (2) дегенерация сеп-
тальных холинергических нейронов, вызванная
введением 192IgG-сапорина внутрь желудочков
мозга, может иметь дополнительные эффекты, не
связанные с гибелью септальных нейронов, та-
кие, например, как воспаление в гиппокампе [18,
35] и изменение состояния микроглии в неокор-
тексе [36].

Интересным представляется то, что 192IgG-са-
порин приводил к нарушению моторной координа-
ции по сравнению с контролем в тесте “cужающаяся
дорожка”, а оверэкспрессия NGF в гиппокампе
компенсировала это нарушение. Полученный ре-
зультат частично соответствует предыдущим дан-
ным о том, что холинергический дефицит в гип-
покампе приводит к нарушению активности в
этом тесте [19, 20]. Эти изменения связывают либо с
холинергической денервацией лобно-теменной
коры [37], либо с нарушением функционирова-
ния клеток Пуркинье в мозжечке [38, 39]. Однако в
нашем случае комбинированная инъекция 192IgG-
сапорина с NGF-кодирующим лентивирусом зна-
чительно улучшает показатели, характеризующие
поведение подопытных животных в тесте “сужа-
ющаяся дорожка”. Можно предположить, что на-
блюдаемые поведенческие изменения, вызванные
холинергической дегенерацией, вероятно, связа-
ны с нарушением функции гиппокампа, поскольку
избыточная экспрессия NGF приводила к ча-
стичной коррекции этих дефицитов. Возможно,
улучшению поведения в этом тесте способствует
восстановление холинергического тона в гиппо-
кампе, о котором упоминалось выше, и, как след-
ствие, функций холинергической системы, важ-
ных для выполнения исследуемого поведения.

Таким образом, экспрессия NGF в клетках
гиппокампа не влияла на уровень гибели нейронов в
медиальной септальной области, хотя частично
смягчала негативные функциональные проявле-
ния холинергического дефицита. Тот факт, что
оверэкспрессия NGF не вызывала полного вос-
становления поведения подопытных животных,
несмотря на компенсацию холинергического де-
фицита в гиппокампе, может быть важен для раз-
работки терапии нейродегенеративных заболева-
ний, поскольку гипофункция холинергических
нейронов является одним из маркеров болезни
Альцгеймера. В совокупности наши данные сви-
детельствуют о том, что оверэкспрессия NGF в
гиппокампе может лишь частично защитить от
последствий дегенерации, вызванных холинерги-
ческим дефицитом, и полная компенсация может
потребовать более сложных решений.
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Overexpression of Nerve Growth Factor in the Hippocampus Induces Behavioral 
Changes in Rats with 192IgG-Saporin-Induced Cholinergic Deficit

Yu. V. Dobryakovaa, M. I. Zaichenkoa, Yu. S. Spivaka,
M. Yu. Stepanicheva, V. A. Markevicha, and A. P. Bolshakova

aInstitute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

Degeneration of septal cholinergic neurons caused by immunotoxin 192IgG-saporin (SAP) is one of models
of pathologies that occur in Alzheimer’s disease. We studied whether overexpression of neurotrophic factor
(NGF) in the hippocampus, where septal neurons send their projections, may reduce the consequences of
this damage. Lentiviral suspension carrying cassette with CMV-NGF-IRES-GFP or CMV-IRES-GFP
(control, pCSC) was injected into both hippocampi. Control rats received equivalent amount of PBS instead
of SAP and control virus construction PBS-pCSC. Analysis of choline acetyltransferase (ChAT) immunos-
taining showed that NGF overexpression in the hippocampus did not prevent strong loss of ChAT-positive
neurons in the septal area caused by the immunotoxin. In Open Field test, both SAP-NGF and SAP-pCSC-
injected rats exhibited hyperactivity; in contrast, in the Y-maze SAP-induced hyperactivity was prevented by
NGF overexpression. In the beam walking test, NGF-expressing group of rats showed significant improve-
ment of motor performance. Analysis of the acetylcholine esterase activity in the hippocampi, which we used
as a marker of cholinergic function, revealed that level of AChE was increased in SAP-NGF group as com-
pared to SAP-pCSC. In conclusion, our data suggest that NGF overexpression in the hippocampus of rats
may partly compensate some 192IgG-saporin-induced impairments related to cholinergic deficit.

Keywords: nerve growth factor, 192IgG-saporin, acetylcholinesterase, behavior
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ВЛИЯНИЕ УМЕРЕННОЙ ГИПОТЕРМИИ НА КАТАЛИТИЧЕСКИЕ 
ХАРАКТЕРИСТИКИ СИНАПТИЧЕСКОЙ АЦЕТИЛХОЛИНЭСТЕРАЗЫ

ПРИ СУБТОТАЛЬНОЙ ИШЕМИИ ГОЛОВНОГО МОЗГА У КРЫС
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Острая ишемия мозга инициирует каскад реакций, результатом которых может стать развитие окис-
лительного стресса и нарушение сбалансированной работы ряда нейромедиаторных систем мозга.
Протекторные эффекты терапевтической гипотермии при ишемии достаточно известны и изучены,
однако механизмы ее воздействия на холинэргическую систему мозга, тесно связанную с функцио-
нированием ацетилхолинэстеразы (АХЭ), остаются невыясненными. В данной работе исследованы
активность и кинетические параметры АХЭ, а также взаимосвязь между каталитическими свойства-
ми фермента и интенсивностью свободно-радикальных процессов в синаптических окончаниях
нейронов мозга крыс при окклюзии сонных артерий в условиях нормотермии и умеренной (33°С)
гипотермии. Обнаружено, что церебральная ишемия приводит к снижению активности АХЭ, в то
время как гипотермия в период окклюзии сонных артерий препятствует этому. При ишемии мозга
значение Vmax и эффективность катализа АХЭ снижаются, а Ki увеличивается, что на фоне неизмен-
ных значений Km способствует повышению диапазона эффективных концентраций ацетилтиохо-
лина и значений [S]опт. Мягкая гипотермия на фоне ишемии мозга препятствует существенным из-
менениям кинетических параметров фермента. Ишемия стимулирует процессы окислительной де-
струкции мембранных белков и липидов. Гипотермия во время ишемии предотвращает повышение
уровней продуктов окислительной модификации липидов и белков, а также активности супероксиддис-
мутазы в синаптосомах. Обнаружена отрицательная корреляция между значениями кинетических пара-
метров АХЭ и уровнями продуктов окислительной модификации липидов и белков синаптосом, что
указывает на важную роль активных форм кислорода в модуляции активности ключевого фермента хо-
линергической системы. Полученные результаты позволяют сделать заключение, что гипотермия
во время ишемии предотвращает активацию свободнорадикальных процессов в синаптических
окончаниях нейронов, что, в свою очередь, препятствует снижению активности и эффективности
катализа АХЭ.

Ключевые слова: субтотальная ишемия, гипотермия, мозг, синаптические мембраны, АХЭ, кинетиче-
ские параметры, малоновый диальдегид, карбонильные группы, супероксиддисмутаза, каталаза
DOI: 10.31857/S1027813321030080

ВВЕДЕНИЕ
Церебральная ишемия возникает из-за дефи-

цита кровоснабжения мозга, что, в свою очередь,
инициирует каскад событий, приводящих к ряду
важных клеточных изменений, которые развива-
ются во времени и в пространстве. Они включают
в себя быстрое снижение уровня АТФ, нарушение
ионного гомеостаза, избыточное накопление воз-
буждающих аминокислот, обладающих нейроток-
сическим действием, дисфункции митохондрий и
эндоплазматического ретикулума, активация гид-
ролитических ферментов и возрастание активных

форм кислорода (АФК) и азота (АФА), индуциру-
ющих развитие окислительного стресса [1, 2]. Го-
ловной мозг особенно уязвим к окислительному
повреждению из-за низкого запаса источников
энергии, высокого аэробного метаболизма, отно-
сительно низкой активности антиоксидантных
ферментов, а также высокого содержания суб-
стратов окисления и металлов с переменной ва-
лентностью [3, 4]. Исследования последних лет
выявили связь между избыточным образованием
АФК и развитием гибели нейронов при острой
церебральной ишемии [5]. Чрезмерная генерация
АФК и АФА может вызывать функциональное и
структурное повреждение нейрональных клеток

* Адресат для корреспонденции: 367000 Россия, Республика
Дагестан, Махачкала, ул. М. Гаджиева, 43а, e-mail: albi-
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и играть важную роль в патофизиологии цере-
бральной ишемии [6].

Роль окислительного стресса становится более
значимой после возобновления кровообращения
после периода ишемии, называемого реперфузией,
поскольку восстановление кровотока в ишемиче-
ском мозге способствует возрастанию парциального
давления кислорода в тканях головного мозга. Об-
разующиеся при этом  и NO• принимают не-
посредственное участие в отсроченной гибели
нейронов периинфарктной области [3, 7, 8].

Известно, что устойчивость мозга к дефициту
кровоснабжения может повышаться при сниже-
нии температуры тела [9]. Основной причиной
защитного эффекта гипотермии при ишемиче-
ских состояниях головного мозга является сни-
жение потребления кислорода и сохранение запасов
глюкозы. Гипотермия переводит организм на низ-
кую метаболическую активность, при которой боль-
шинство физиологических и патофизиологических
процессов находятся на низком уровне. Особенно
эффективным является мягкая гипотермия (33–
35°С). Нейропротекторные механизмы гипотермии
обычно связывают со снижением скорости обме-
на веществ и последующего истощения энергии,
уменьшением секреции эксайтотоксических ней-
ромедиаторов, предотвращением разрушения ге-
матоэнцефалического барьера и последующего
формирования мозгового отека, уменьшением
образования свободных кислородных радикалов,
подавлением специфических путей гибели кле-
ток [10, 11].

Холинергические нейроны и их проекции ши-
роко распространены по всей центральной нерв-
ной системе. Их высокая плотность в таламусе,
стриатуме, лимбической системе и неокортексе
позволяет предположить, что холинергическая
передача особенно важна для регулирования таких
функций, как обучение, память, корковая органи-
зация движения и контроль мозгового кровотока
[12, 13]. Ацетилхолинэстераза (АХЭ; КФ 3.1.1.7) яв-
ляется одним из ключевых ферментов этой систе-
мы и часто используется в качестве маркера его
функционирования. АХЭ представляет собой
фермент из группы сериновых эстераз, который
осуществляет гидролиз нейромедиатора ацетил-
холина (АХ) в холинергических синапсах, обеспе-
чивая прерывистость нервного импульса, ответ-
ственного за нейронную связь. Этот фермент ши-
роко экспрессируется в мозге и тканях, имеющих
холинергическую иннервацию [14, 15]. АХЭ лока-
лизована на внешней поверхности синаптиче-
ских мембран и гидролизует АХ, поступающий в
синаптическую щель в ответ на приходящий в
терминаль нервный импульс [16]. Следует отме-
тить, что АХЭ вносит существенный вклад в си-
наптическую передачу не только в холинергиче-
ских нейронах, но также в дофаминергических и

•–
2О

глутаматергических синапсах [17]. АХЭ присут-
ствует в нейронах в мембраносвязанной и раство-
римой формах [18].

Установлено, что повреждение нейронов, свя-
занное с ишемией, сопровождается изменением в
холинергической системе мозга [19, 20]. Напри-
мер, после окклюзии средней мозговой артерии
обнаружено нарушение функции холинергиче-
ского пути между лобной корой головного мозга
и базальным ядром Мейнерта [21]. Показано, что
уровень АХ в ткани мозга изменяется как во время
ишемии, так и в постишемическом периоде [22].
По данным различных авторов, активность АХЭ в
головном мозге в модели экспериментальной це-
ребральной ишемии снижалась [23–26]. По дан-
ным Ванга и сотр. [27], через сутки после 45 мин
окклюзии среднемозговой артерии активность
АХЭ в коре головного мозга крыс достоверно
снижалась. Существенное снижение активности
АХЭ мозга было обнаружено через 7 сут после
15 мин окклюзии сонных артерий у крыс [28]. В
то же время иммуногистохимические данные
свидетельствуют о повышении уровня АХЭ в моз-
ге уже через 0.5 ч после реперфузии, пик увеличе-
ния которого достигался через 12 ч реперфузии
после окклюзии среднемозговой артерии [29].
Ясно, что на молекулярные события, лежащие в
основе вызванных ишемией изменений активно-
сти АХЭ, может повлиять использованная модель
ишемии, ее характер – является ли окклюзия об-
ратимой или постоянной, а также тяжесть ише-
мии ткани за период исследования. Несмотря на
неоднозначность данных, все эти исследования
позволяют предположить, что активность АХЭ
может изменяться во время и после ишемическо-
го повреждения мозга. Однако в этих работах ак-
тивность АХЭ исследовалась в гомогенатах мозга,
а не на уровне синаптических мембран, где, в ос-
новном, и локализуется фермент, мало уделено
внимания изменениям ее кинетических характе-
ристик, а также не изучено влияние гипотермии
на эти параметры фермента при ишемии.

Целью данной работы является выяснение ха-
рактера изменения кинетических параметров
АХЭ синаптических мембран мозга при ишемии
и гипотермии, а также установление связи между
активностью фермента и интенсивностью сво-
боднорадикальных процессов в синаптических
окончаниях нейронов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Опыты выполнены на белых крысах-самцах

Вистар, массой 220–230 г, полученных из питом-
ника “Столбовая” ГУ НЦ (г. Чехово). Животных
содержали в стандартных условиях вивария Даге-
станского государственного университета со сво-
бодным доступом к воде и пище при окружающей
температуре 22 ± 1°С и режимом освещения свет-
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темнота 12 : 12 ч. Эксперименты выполнены с со-
блюдением правил надлежащей лабораторной
практики (приказ МЗ РФ от 01.04.2016 г. № 199н).
Животные были случайным образом разделены
на 3 группы по 10 крыс в каждой: 1) контроль
(ложно-оперированные животные); 2) ишемия
мозга в течение 60 мин; 3) ишемия 60 мин на фоне
гипотермии 33°С.

Моделирование неполной ишемии мозга у крыс.
Ишемия головного мозга осуществлялась полной
перевязкой обеих сонных артерий в течение 60 мин.
У животных контрольной группы воспроизводи-
лась наркотизация, кожный разрез и выделение
артерий без последующей перевязки сосудов. Все
хирургические процедуры проводили под наркозом
(внутрибрюшное введение тиопентала натрия в
дозе 40–50 мг/кг). В период ишемии температуру
тела животного поддерживали на нормальном
уровне (37°С), используя тепло настольной лампы.

Условия моделирования гипотермии. Непосред-
ственно перед окклюзией сонных артерий темпе-
ратуру тела животного снижали до 33°С, обкла-
дывая тело животного целлофановым пакетом с
мелко колотым льдом. Температуру тела измеря-
ли ректальным цифровым термометром MS6501
(Mastech, Гонконг), датчик которого вводили в
прямую кишку на глубину 3–4 см.

Выделение синаптических мембран. После де-
капитации животного быстро извлекали головной
мозг, промывали в ледяном 0.9%-ном растворе
NaCl, очищали от мозговых оболочек и выделяли
кору больших полушарий мозга. Фракцию си-
наптосом выделяли методом дифференциального
центрифугирования в ступенчатом градиенте
плотности сахарозы (AppliСhem, Германия) [30].
Мозг гомогенизировали с помощью стеклянного
гомогенизатора Поттера в 10-кратном объеме
охлажденного (0–4°С) изотонического раствора,
содержащего 0.32 М сахарозу, 0.2 мМ ЭДТА (Ap-
pliСhem, Германия) и 10 мМ трис-HCl (рН 7.4).
Полученный гомогенат центрифугировали при
1000 g в течение 10 мин. Осадок ресуспендировали
в среде гомогенизации и вновь центрифугирова-
ли в тех же условиях. Объединенный супернатант
центрифугировали при 11500 g в течение 20 мин
на центрифуге MR 23i (Thermo Fisher Scientific,
США). Полученный осадок (грубая митохондри-
альная фракция) суспендировали в 3 мл 0.32 М
сахарозы, наслаивали на градиент сахарозы (0.8 и
1.2 М) и центрифугировали при 100000 g в течение
1 ч на ультрацентрифуге Optima L-90K (Beckman
Coulter, США). Фракцию синаптосом собирали
на границе 0.8 и 1.2 М сахарозы. Мембраны си-
наптосом получали после гипоосмотического
шока, для чего к осадку синаптосом добавляли
3.0 мл холодной бидистиллированной воды и вы-
держивали их на холоде в течение 1 ч при перио-
дическом перемешивании. Мембраны осаждали

при 32000 g в течение 10 мин. Надосадочную жид-
кость – содержимое синаптосом (названную нами в
этой работе синаптоплазмой) отбирали и исполь-
зовали для определения активности антиокси-
дантных ферментов супероксиддисмутазы (СОД)
и каталазы. Мембраны синаптосом дважды промы-
вали в 40 мМ Tris-HCl, pH 7.4, при 32000 g в течение
10 мин. Получившийся осадок синаптических мем-
бран ресуспендировали в 5 мМ Трис НCI-буфере
(рН 7.4) и хранили до использования при –70°С.
Все процедуры были выполнены при температуре
4°С.

Определение содержания белка. Белок во фрак-
ции синаптических мембран определяли по мето-
ду Лоури [31].

Определение кинетических характеристик АХЭ.
Активность АХЭ определяли методом Эллмана с
сотр. [32] с ацетилтиохолином (АТХ) (Koch Light,
Великобритания) в качестве субстрата. В термо-
статируемую при 37°С кювету спектрофотометра
ПЭ 3000УФ (Шанхай, Китай) вносили 1.45 мл
0.1 М фосфатного буфера, рН 8.0, 0.05 мл суспензии
мембран синаптосом (40–50 мкг белка) и 0.05 мл
0.01 М раствора 5,5'-дитиобис-(2-нитробензой-
ной кислоты) (Koch Light, Великобритания). Ре-
акцию запускали добавлением 0.02 мл раствора
АТХ. Изменение оптической плотности раствора
в ходе гидролиза АТХ, катализируемой АХЭ, ре-
гистрировали при 412 нм в течение 5 мин с интерва-
лом 20 с. Параллельно регистрировали изменение
оптической плотности контрольного раствора, в
который вместо суспензии мембран вносили со-
ответствующий объем 0.1 М фосфатного буфера.
Активность фермента рассчитывали, используя
коэффициент молярного поглощения желтого
аниона 5-тио-2-нитро-бензоата, который равен
1.36 × 104 M−1 см−1 и выражали в мкмоль/мин мг
белка.

Для определения кинетических характеристик
АХЭ измеряли зависимость скорости гидролиза от
концентрации АТХ в диапазоне 1.56 × 10–5–6.4 ×
× 10–2 М. В этих исследованиях использовали
0.036 М фосфатный буфер, рН 8.0. При измене-
нии концентрации АТХ ионную силу реакцион-
ной среды поддерживали на уровне 0.1 М путем
добавления в пробу соответствующего количества
NaCl. При концентрациях АТХ, превышающих
1.0 мМ, ферментативная активность была скор-
ректирована с учетом спонтанного нефермента-
тивного гидролиза субстрата.

Особенностью катализа АХЭ является наличие
субстратного ингибирования, для объяснения и
описания которого были предложены различные
кинетические модели [33–35]. В модели, предло-
женной Стояном с сотр. [33], механизм ингиби-
рования АХЭ зависит от концентрации субстрата:
умеренно высокие ([S] < 100 мМ) или высокие
([S] > 100 мМ). В настоящем исследовании были
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использованы умеренно высокие концентрации
субстрата (<64 мМ). Для описания этой модели
наиболее приемлемым является уравнение Хол-
дейна–Радича [36]. Однако из-за высокой скорости
катализа фермента не всегда удается эксперимен-
тально вычислить константы скорости образования
и распада всех интермедиатов реакции, особенно
когда исследуется не очищенный фермент, а фер-
мент в составе нативных мембран. В этом случае
при расчете кинетических характеристик АХЭ
целесообразным считают использование упро-
щенного уравнения Холдейна [34]:

(1)

где v – скорость реакции, Vmax – максимальная
скорость, Km – константа Михаэлиса, Ki – кон-
станта субстратного ингибирования.

Данное уравнение нами было использовано
для расчета кинетических характеристик фермен-
та с помощью многомерного нелинейного ре-
грессионного анализа.

Определение веществ, реагирующих с тиобарби-
туровой кислотой (ТБК) в синаптосомах. Перекис-
ное окисление липидов (ПОЛ) анализировали
путем измерения реактивных веществ, реагирую-
щих с ТБК (ТБКРВ), в результате которого изме-
ряется, в основном, образование малонового диаль-
дегида (МДА) [37]. При этом определяли исходный
уровень ТБКРВ и их накопление in vitro в присут-
ствии инициаторов ПОЛ – Fe2+-аскорбата. Для
определения исходного уровня ТБКРВ, к 1.8 мл
буферно-солевой среды (БСС), содержащей
132 ммоль/л NaCl, 5 ммоль/л KCl, 1.3 ммоль/л
MgCl2, 1.2 ммоль/л NaH2PO4, 1.0 ммоль/л CaCl2 и
10 ммоль/л трис-НСl буфер, рН 7.4, последова-
тельно добавляли 0.2 мл суспензии синаптосом
(1–2 мг/мл белка), 1 мл 10%-ной ТХУ (Acros Оr-
ganics, Бельгия) и 1 мл 0.67%-ной ТБК (Sigma,
США). Пробы нагревали до 100°С в течение 15 мин,
а затем центрифугировали при 600 g в течение
10 мин. В супернатанте на спектрофотометре
ПЭ 3000УФ (Шанхай, Китай) определяли опти-
ческую плотность при 532 и 560 нм против кон-
трольной пробы, не содержащей суспензию си-
наптосом. При определении ПОЛ, индуцирован-
ного системой Fe2+-аскорбат, к 1.4 мл БСС,
добавляли 0.2 мл суспензии синаптосом (1–2 мг/мл
белка), 0.2 мл 0.5 мМ аскорбата и 0.2 мл 12 мкМ соли
Мора (Fe(NH4)2(SO4)2·6H2O). Пробы инкубирова-
ли при 37°С в течение 10 мин. Дальнейшие изме-
рения проводили как при определении исходного
уровня ТБКРВ. Разность оптических плотностей
(Е532–Е560) использовали для определения концен-
трации ТБКРВ, используя коэффициент моляр-
ной экстинкции МДА, равный 1.56 × 105 л/М см.

max
2

m i

[S] ,
[S] [S]
V

K K
=

+ +
v

Определение карбонильных групп в белках мем-
бран синаптосом. Содержание карбонильных
групп в белках мембран синаптосом измеряли в
соответствии с методом, описанным Venditti et al.
[38] с некоторыми изменениями. При этом опре-
деляли исходный уровень карбонильных групп, а
также их накопление под действием генерируе-
мых в среде инкубации оксидантов. Для опреде-
ления исходного уровня карбонильных групп,
0.2 мл суспензии мембран (2.5 мг/мл белка) сме-
шивали с 0.2 мл 20%-ной ТХУ. Для запуска про-
цессов окислительной модификации белков in vitro
с образование карбонильных групп, суспензию
мембран синаптосом (~2.5 мг/мл белка) инкубиро-
вали с 10–3 М Fe2+, 10–3 М ЭДТА и 3 × 10–4 М Н2О2
в течение 15 мин при 37°С, после чего смешивали
с 0.2 мл 20%-ной ТХУ. Во всех пробах белки оса-
ждали центрифугированием при 1500 g в течение
10 минут. К осадку белков (~0.5 мг белка), после
растворения в 100 мкл 0.1 М NaOH, добавляли
1 мл 10 мМ 2,4-динитрофенилгидразина (ДНФГ)
(Sigma, США) в 2 М HCl, смесь инкубировали
при комнатной температуре в течение 1 часа, вре-
мя от времени встряхивая. В контрольный обра-
зец добавляли только 2 М HCl. Затем во все пробы
добавляли 20%-ную TХУ и инкубировали в течение
10 мин на ледяной бане. Затем пробы центрифу-
гировали при 1500 g в течение 15 мин для осажде-
ния белков. Для удаления непрореагировавших
ДНФГ и остатка липидов осажденные белки три-
жды промывали смесью этанол : этилацетат (1 : 1,
об./об.). Конечный осадок белков растворяли в
6 М растворе гуанидин гидрохлорида. Оптиче-
скую плотность полученного белкового раствора
регистрировали при 370 нм. Определяли разницу
в оптической плотности пробы по отношению к
контролю и рассчитывали количество карбониль-
ных групп в нмоль на мг белка, используя молярный
коэффициент экстинкции 22000 М–1 см–1.

Определение активности СОД. Суммарную ак-
тивность СОД в синаптоплазме определяли адре-
нохромовым методом, основанным на спонтан-
ном автоокислении адреналина с образованием
диформазана, имеющего максимум поглощения
при 560 нм [39]. Скорость реакции образования
диформазана оценивали по изменению оптиче-
ской плотности в единицу времени. В опытную
пробу вносили 3.67 мл 0.2 М бикарбонатного бу-
фера, рН 9.7, 0.1 мл 2.4 мМ нитросинего тетразо-
лия (НСТ) (Sigma, США), 0.03 мл синаптоплазмы
и 0.2 мл 0.1%-ного раствора адреналина. В кон-
трольную пробу добавляли 3.87 мл 0.2 М бикарбо-
натного буфера (рН 9.7), 0.1 мл 2.4 мМ НСТ и 0.03 мл
синаптоплазмы. Количество фермента, которое
вызывало 50%-ное ингибирование автоокисле-
ния адреналина, принимали за 1 условную едини-
цу (у. е.). Активность СОД была выражена в у. е. на
мг белка.
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Определение активности каталазы (КАТ). Ак-
тивность КАТ определяли в синаптоплазме при
37°C с помощью спектрофотометра ПЭ-3000УФ
(Шанхай, Китай) по методу Аеби [40]. Синапто-
плазма (0.03 мг белка) добавляли к 1 мл реакцион-
ной смеси, содержащей 100 мМ натрий-фосфат-
ного буфер, pH 7.4, и 8.8 мМ H2O2. Уменьшение
поглощения при 240 нм контролировали в тече-
ние 3 мин при 37°С. Активность КАТ выражали в
мкМ/мин мг белка.

Статистическая обработка. Обработка данных
произведена с помощью однофакторного диспер-
сионного анализа (ANOVA) с использованием па-
кета прикладных программ Statistica 8.0 (StatSoft,
Inc., США). Нормальность распределения оцени-
вали критерием Шапиро–Уилка. Достоверность
различий между нормально распределенными
данными определяли с помощью критерия Фи-
шера на уровне значимости p ≤ 0.05. Для оценки
взаимосвязи между нормально распределенными
переменными был использован корреляционный
анализ Пирсона. Данные в таблицах приведены в
виде: среднее ± ошибка среднего. Каждая кривая на
графиках концентрационной зависимости скоро-
сти гидролиза АТХ – среднее 10-ти независимых
экспериментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Как видно на рис. 1, график концентрацион-
ной зависимости активности АХЭ у контрольных
животных имеет характерную колоколообразную
форму, т.е. скорость гидролиза растет до опреде-
ленного оптимального значения концентрации
субстрата ([S]опт), затем по мере дальнейшего уве-
личения концентрации АТХ падает. Таким обра-
зом, кинетика ацетилхолинэстеразной реакции
характеризуется наличием субстратного ингиби-
рования, что согласуется с литературными дан-
ными [35]. Характер концентрационной зависи-
мости активности АХЭ не изменяется при ише-
мии, а также на фоне гипотермии (рис. 1).

При всех исследованных состояниях наибо-
лее высокая активность АХЭ соответствует кон-
центрации АТХ, приблизительно равной 1 мМ
(рис. 1). Абсолютное значение оптимальной

концентрации субстрата ([S]опт), вычисленное из
уравнения (2):

(2)

существенно не отличаются от значений, найден-
ных по графику (табл. 1).

Церебральная ишемия приводит к снижению
активности АХЭ при всех исследованных кон-
центрациях субстрата (рис. 1, табл. 1). Так, напри-
мер, при концентрации субстрата, равной 1 мМ,
уменьшение активности АХЭ составляет 18.8%
относительно контроля (в контроле 126.16 ±
± 8.79 мкмоль/мин мг, при ишемии – 102.55 ±
± 2.54 мкмоль/мин мг; р < 0.05). При этом наблюда-
ется незначительное смещение [S]опт, но ее величина
достоверно не отличается от значения в контроле
(табл. 1).

Снижение температуры тела до 33°С в период ок-
клюзии сонных артерий мозга крыс способствует
сохранению активности АХЭ на уровне контроля, а
в диапазоне концентраций 1.25 × 10–4–0.8 × 10–2 M
АТХ-активность фермента становится незначи-
тельно выше по сравнению с контролем (рис. 1).

опт m i[S] K K=

Рис. 1. Концентрационная зависимость активности
АХЭ синаптических мембран коры головного мозга
крыс: 1 – контроль; 2 – ишемия 60 мин; 3 – ишемия
60 мин на фоне гипотермии 33°С (n = 10).
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Таблица 1. Кинетические характеристики АХЭ мембран синаптосом коры головного мозга крыс при ише-
мии/реперфузии и гипотермии (М ± m, n = 10)

Примечание: достоверные различия * – относительно контроля; # – относительно ишемии.

Состояние
животного

Vmax,
мкмоль/мин

мг белка

Km,
мМ

Vmax/Km
Ki,

мМ
[S]опт,

мМ

Контроль 144.5 ± 8.6 0.063 ± 0.002 2293.6 ± 102.4 12.76 ± 1.02 0.890 ± 0.039
Ишемия 60 мин 118.7 ± 3.8* 0.069 ± 0.005 1721.1 ± 94.5* 15.20 ± 0.34* 1.024 ± 0.063
Ишемия 60 мин + гипотермия 158.9 ± 10.7# 0.071 ± 0.003 2225.3 ± 154.2# 13.62 ± 0.68 0.983 ± 0.029



272

НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 3  2021

КЛИЧХАНОВ, ДЖАФАРОВА

Анализ кинетических характеристик АХЭ си-
наптических мембран мозга показал, что значение
Vmax при ишемии снижается на 18.1% относительно
контроля (табл. 1), а изменения константы Миха-
элиса несущественны. Мы рассчитали отношение
Vmax/Km, которое отражает относительную эф-
фективность катализа при физиологических кон-
центрациях субстрата. Оказалось, что при ишемии
эффективность катализа становится на 25% ниже
уровня контроля (табл. 1).

Из табл. 1 видно, что константа ингибирования
(Ki), которая является мерой сродства субстрата к
периферическому месту связывания, при ишемии
увеличивается на 19%, что на фоне неизменных зна-
чений Km способствует повышению диапазона
эффективных концентраций АТХ и теоретических
значений [S]опт АХЭ, вычисленных по формуле (2).

Корреляционный анализ показал слабую связь
между значениями Km и Ki при исследованных со-
стояниях животных (r = 0.59; p > 0.05). С биофи-
зической точки зрения это вполне возможно, так
как периферическое место связывания, ответствен-
ное за субстратное ингибирование, находится на
периферии и никак не связано с активным центром
и конформационной динамикой молекулы АХЭ.
Достоверное повышение Ki при ишемии свиде-
тельствует об ослаблении прочности тройного
комплекса SES в схеме субстратного ингибирова-
ния фермента [35].

Мягкая гипотермия на фоне субтотальной
ишемии мозга препятствует снижению Vmax фер-
мента (табл. 1). При этом значения Km достоверно
не отличается от контроля, что способствует нор-
мализации уровня эффективности катализа. Кроме
того, наблюдается нормализация и таких пара-
метров, как Ki и [S]opt.

АХЭ заякорена в липидной матрице мембраны.
Обнаруженные изменения активности и кинети-
ческих параметров АХЭ могут быть индуцированы
окислительными модификациями молекул как са-
мого фермента, так и белков и липидов в его мик-
роокружении. Для того, чтобы оценить уровень
окислительной модификации липидов и белков

мембран синаптосом, обусловленный АФК, мы
определили количество ТБКРВ и карбонильных
групп. Анализ интенсивности ПОЛ в синаптосомах
после острой ишемии не выявил изменения ис-
ходного уровня ТБКРВ, но установил достовер-
ный рост их накопления в инкубируемых in vitro в
среде Fe2+-аскорбат пробах (рис. 2).

Снижение температуры тела во время ишемии
предотвращает активацию процессов пероксидации
липидов мембран синаптосом. При этом как ис-
ходный, так и индуцированный уровень ТБКРВ в
синаптосомах снижается не только относительно
значений у ишемированных животных, но и зна-
чений контроля. Обнаружена корреляция между
кинетическими параметрами АХЭ и содержани-
ем продуктов ПОЛ в синаптосомах. Так, между
значениями Vmax, и уровнями ТБКРВ обнаруже-
ны отрицательные корреляции (r = –0.95 для ис-
ходных и r = –1 для индуцированных процессов,
р < 0.05). Отрицательные корреляции обнаруже-
ны также между значениями показателя эффек-
тивности катализа АХЭ и ТБКРВ (r = –0.70 для
исходных и r = –0.87 для индуцированных про-
цессов, р < 0.05).

АФК и продукты ПОЛ, образующиеся в мозге
при ишемии, могут способствовать окислительной
модификации отдельных аминокислотных остат-
ков в мембранных белках, что будет сопровож-
даться глубокими изменениями их структурной
организации [41]. Результаты нашего исследова-
ния показали, что в белках мембран синаптосом
при ишемии уровень карбонильных групп на
128% выше по сравнению с контролем (рис. 3).
При ишемии, вызванной на фоне гипотермии,
уровень карбонильных групп также существенно
выше контроля (на 79.6%), но достоверно ниже
по сравнению с их уровнем при ишемии. Вместе с
тем при ишемии и ишемии на фоне гипотермии в
инкубируемых in vitro в присутствии оксидантов
пробах количество карбонильных групп накапли-
вается значительно меньше по сравнению с кон-
тролем. Между кинетическими характеристика-
ми АХЭ и уровнями карбонильных групп обнару-
жены существенные корреляционные связи. Так,

Рис. 2. Содержание ТБКРВ (а) и скорость их накопления в присутствии прооксидантов (б) в синаптосомах из коры
головного мозга крыс при ишемии и гипотермии (n = 10): 1 – контроль, 2 – ишемия, 3 – ишемия + гипотермия. До-
стоверные различия: * – относительно контроля, # – относительно ишемии.
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между концентрацией исходных карбонильных
групп и значениями Vmax/Km, Ki имеет место отри-
цательная корреляция (r = –0.85, р < 0.05), а значе-
ниями Ki – положительная корреляция (r = +0.95,
р < 0.05).

Интенсификация свободнорадикальных про-
цессов при ишемии может быть связана не только
с избыточной генерацией АФК и АФА, реакция-
ми окислительной модификации липидов, но и с
изменениями в активности компонентов антиок-
сидантной системы с последующим смещением
окислительно-восстановительного баланса клет-
ки в сторону прооксидантов. Анализ СОД выявил
трехкратное повышение ее активности в синап-
тосомах при ишемии (табл. 2). При этом актив-
ность КАТ снижается на 58% относительно кон-
троля, что привело к значительному повышению
отношения СОД/КАТ. При ишемии на фоне ги-
потермии активность СОД остается на уровне
контроля, а активность каталазы снижается как
при ишемии. В результате отношение СОД/КАТ
возрастет в меньшей степени, чем при ишемии.
При этом между активностью СОД и уровнями
МДА обнаружена положительная корреляция
(r = +0.82, р < 0.05 для исходного уровня и r =
= +0.95, р < 0.05 для индуцированного). Положи-
тельная корреляция обнаружена также между ак-
тивностью СОД, отношением СОД/КАТ и уров-
нями карбонильных групп (r = +0.74 и r = +0.86).

Между кинетическими параметрами АХЭ и
активностью антиоксидантных ферментов си-
наптосом также имеют место высокие уровни
корреляции. Так, коэффициенты корреляции

между Vmax, Vmax/Km, Ki и отношением СОД/КАТ
составляют –0.9 (р < 0.05), –1 (р < 0.05) и +1 (р <
< 0.05) соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ ПОЛУЧЕННЫХ 
РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные нами данные свидетельствуют о
том, что церебральная ишемия существенно вли-
яет на активность и кинетические характеристи-
ки АХЭ мембран синаптических окончаний ней-
ронов. Снижение температуры тела в период ок-
клюзии сонных артерий мозга крыс
предотвращает изменение активности и кинети-
ческих характеристик фермента.

Обнаруженные разнонаправленные измене-
ния активности АХЭ при ишемии и ишемии–
гипотермии обусловлены модуляциями механиз-
мов функционирования фермента, чувствитель-
ными индикаторами которых являются кинетиче-
ские характеристики. Исследование показало,
что снижение эффективности катализа АХЭ при
ишемии происходит исключительно за счет Vmax,
поскольку значения Km при этом не изменяются.
Известно, что изменение Vmax может происходить
за счет изменения концентрации фермента или
же его каталитической константы, в соответствии
с уравнением:

 

где kcat – каталитическая константа (константа
скорости образования продукта реакции), [E] –
концентрация фермента.

[ ],max catV k E=

Рис. 3. Содержание карбонильных групп и их прирост за 15 мин в присутствии Fe2+-H2O2 в белках мембран при ише-
мии и гипотермии: 1 – контроль, 2 – ишемия, 3 – ишемия + гипотермия (n = 10). Достоверные различия: * – относи-
тельно контроля, # – относительно ишемии.
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Таблица 2. Активность СОД и КАТ в синаптосомах из коры головного мозга крыс при ишемии и гипотермии
(М ± m, n = 10)

Примечание: достоверные различия * – относительно контроля; # – относительно ишемии.

Состояние животного СОД, 
усл. ед./мг белка

КАТ,
мкмоль/мин мг белка СОД/КАТ

Ложная операция 2.79 ± 0.16 0.99 ± 0.01 2.81 ± 0.17
Ишемия 60 мин 8.36 ± 0.54* 0.42 ± 0.02* 19.9 ± 1.39*
Ишемия 60 мин + гипотермия 2.24 ± 0.24# 0.43 ± 0.03* 5.21 ± 0.39*#
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Концентрация фермента в клетке определяется
балансом между его биосинтезом и деградацией.

Известно, что АХЭ кодируется одним геном,
но может существовать в нескольких молекуляр-
ных формах [42]. Соотношения молекулярных
форм определяются их тканевым, клеточным и
субклеточным распределением и изменяются со-
ответственно развитию или патогенетическому
состоянию данных тканей. У позвоночных 3'-ко-
нец пре-мРНК AChE альтернативно сплайсиро-
ван для генерации трех разных изоформ, которые
несут идентичный каталитический домен, но раз-
личный C-терминальный конец. В мозге экс-
прессируются две изформы: тетрамерная AChET,
которая закрепляется на богатый пролином якорь
мембраны PRiMA [42], и растворимая мономер-
ная форма AChER, синтез которой активируется
при остром физиологическом стрессе в мозге
[43].

В работе [24] было установлено, что содержа-
ние АХЭ в мозге при ишемии существенно сни-
жается. Поскольку ишемия сопровождается раз-
витием стрессорной реакции, гипотетически она
может снизить концентрацию АХЭ в синаптиче-
ской мембране за счет модуляции альтернативно-
го сплайсинга, в частности, переключения синте-
за AChET на AChER.

Установлено, что при глобальной ишемии су-
щественно подавляется синтез белков в мозге
[44], поэтому высказано предположение [24], что
снижение содержания АХЭ в мозге при ишемии
связано с подавлением экспрессии фермента.

Действительно, при ишемии снижение содер-
жание АХЭ в синаптических мембранах может
зависеть и от скорости синтеза фермента. Из-
вестно, что АХЭ сначала синтезируется в виде ка-
талитически неактивной молекулы, которая за-
тем быстро созревает в каталитически активную
форму. Однако большая часть неактивного фер-
мента остается в этой незрелой форме. Эти моле-
кулы имеют очень короткую продолжительность
жизни и разрушаются за счет деградации, связанной
с эндоплазматическим ретикулумом с периодом по-
лураспада около 45 минут. Молекулы, созревшие до
каталитически активных форм, являются промежу-
точными между вновь синтезированным катали-
тически неактивным ферментом и полностью
зрелыми и стабильными олигомерными формами.
Эти формы способны стабилизироваться прямым
взаимодействием с некаталитическими субъеди-
ницами PRiMA [45]. Следовательно, экспрессия
PRiMA тоже является ключевым фактором в ор-
ганизации G4 АХЭ и нацеливании ее на клеточ-
ную мембрану [46]. Однако в нашем случае моде-
лирование ишемии производилось за достаточно
короткий промежуток времени (1 ч), что может

оказаться недостаточным для того, чтобы суще-
ственно изменить концентрацию АХЭ в синаптиче-
ской мембране, поскольку период полужизни АХЭ
в мозге взрослой крысы составляет 2.84 ± 0.13 дней
[47].

Снижение концентрации АХЭ при церебральной
ишемии могло происходить, вследствие деградации
мембраносвязанного фермента в результате его
протеолиза. Известно, что мембранные белки де-
градируют либо посредством эндолизосомного
механизма, либо аутофагии [48, 49]. Гу и сотр. [50] с
помощью трансмиссионного электронного мик-
роскопа через 4 часа после ишемического повре-
ждения головного мозга обнаружили в нейронах
заметное накопление аутофагических тел и лизо-
фом аутофагии.

Полученные нами данные свидетельствуют о
том, что при ишемии активность и каталитиче-
ские характеристики АХЭ коррелируют с уров-
нем продуктов окислительной модификации бел-
ков и липидов мембран синаптосом. Это указы-
вает на то, что окислительный стресс может
способствовать снижению активности АХЭ при
ишемии. Считается, что АФК играет важную роль
в развитии окислительного стресса, вызывающе-
го повреждение клеток мозга во время ишемии.
АФК в синаптических окончаниях нейронов могут
образоваться преимущественно при нарушении
дыхательной цепи митохондрий [51], при функцио-
нировании моноаминоксидазы [52], а также посту-
пать из активированной микроглии [53].  посту-
пающийся из этих источников, конвертируется
(преобразовывается) с помощью СОД в H2O2,
которая затем превращается в безвредные H2O и O2
под действием КАТ. СОД и КАТ является ключе-
выми антиоксидантными ферментами, играю-
щими жизненно важную роль в устранении АФК.
Некоторые исследования показали, что активность
СОД при церебральной ишемии увеличилась не-
пропорционально изменению активности КАТ
[54, 55]. В нашем исследовании также обнаружен
существенный дисбаланс в работе этих фермен-
тов в синаптосомах при ишемии. Различия в моду-
ляции активности СОД и КАТ при ишемии могут
происходить по различным причинам. Актив-
ность СОД увеличивается, вероятно, как реакция
на окислительный стресс, вызванный ишемией.
Активация СОД во время ишемии может быть
компенсаторной реакцией на перепроизводство

 [56]. Кроме того, повышение уровня интер-
лейкина-1 (ИЛ-1) [55], фактора некроза опухолей
(TNF) и липополисахаридов [57] во время ише-
мии также может активировать СОД [58]. В отли-
чие от СОД, избыток  или H2O2 может вызы-
вать повреждения активного центра КАТ, что

•–
2O ,

•–
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•–
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приводит к инактивации фермента [59]. Дисбаланс
между СОД и КАТ может привести к накоплению
чрезмерного количества H2O2 в синаптических
окончаниях нейронов. По данным микродиализно-
го исследования Лей и др. [60], базальный уровень
H2O2 в гиппокампе песчанок составлял примерно
1 мкМ. В стриатуме реперфузируемого мозга
крыс после ишемического инсульта концентра-
ция H2O2 достигала 100 мкМ [61].

Данилович [62] на сарколемме миометрия
свиньи показал, что H2O2 в физиологических
концентрациях (от 1.6 до 6.4 мкМ) способен ин-
гибировать АХЭ. В присутствии дитиотреитола
ингибиторный эффект Н2О2 частично снижался,
что, по мнению автора, свидетельствует о вовлечен-
ности тиоловых групп в ингибирование фермента.
Накопление H2O2 в миллимолярном диапазоне
концентраций может снижать экспрессию эпи-
дермальной АХЭ и ингибировать активность ре-
комбинантной АХЭ человека [63, 64], а также
растворимой и мембраносвязанной АХЭ эритро-
цитов человека [65].

H2O2 является мягким окислителем, способ-
ным окислять тиоловые группы белков, однако в
присутствии металлов переменной валентности
пероксид водорода может образовать •OH в реак-
ции Фентона. Было подтверждено, что •ОН ин-
гибирует АХЭ мозга крысы и активность реком-
бинантной АХЭ человека [66]. Кинетический
анализ с использованием очищенной рекомбинант-
ной АХЭ человека и молекулярное моделирование
трехмерной структуры человеческого АХЭ подтвер-
дили, что АФК-опосредованное окисление Trp432,
Trp435 и Met436 вызывает перемещение и дезори-
ентацию His440 в активном центре АХЭ и, как ре-
зультат, дезактивацию белка [63, 64].

Известно, что ПОЛ может изменить физиоло-
гические функции клеточных мембран, модифици-
руя такие свойства мембранного бислоя, как мем-
бранный потенциал, текучесть, проницаемость для
различных веществ и/или посттрансляционные
химические модификации [67, 68]. При окисли-
тельном стрессе изменения в липидной матрице
мембраны могут быть решающим фактором в мо-
дификации конформационного состояния некото-
рых молекул, в том числе АХЭ [69]. Хотя уровень
ТБКРВ в синаптосомах при ишемии не изменяется,
достоверно увеличивается их накопление при гене-
рации радикалов в условиях in vitro. Это говорит о
повышении доступности жирнокислотных остат-
ков фосфолипидов для оксидантов в условиях
ишемии из-за нарушений структуры липидного
бислоя.

То, что АФК ответственны за ингибирование
АХЭ, свидетельствуют данные, полученные при
гипотермии. Результаты наших исследований по-

казали, что гипотермия, вызванная во время ише-
мии, не только предотвращает снижение актив-
ности и изменение кинетических характеристик
АХЭ, но одновременно снижает уровень продук-
тов окислительной модификации белков и липи-
дов и дисбаланс антиоксидантных ферментов си-
наптосом. Ранее Лей и коллеги [70] обнаружили,
что гипотермия (30–32°С) снижает ПОЛ в мозге
после глобальной ишемии. В последующем было
установлено, что умеренная гипотермия, модели-
рованная во время ишемии, снижает уровни NO
и •OH после глобальной и фокальной церебраль-
ной ишемии [71, 72]. Снижение температуры тела
крыс до 33°С при ишемии мозга, вызванной ок-
клюзией среднемозговой артерии, способствовало
значительному уменьшению образования суперок-
сид-аниона как в преинфарктной зоне, так и кон-
тралатеральной области [73]. Эти данные позволя-
ют с уверенностью предположить, что умеренная
гипотермия, снижая генерацию АФК и АФА,
предотвращает изменение активности и кинети-
ческих характеристик АХЭ мембран синаптосом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные в работе новые данные, во-первых,

свидетельствуют, что острая церебральная субто-
тальная ишемия снижает активность и эффектив-
ность катализа АХЭ синаптических мембран мозга
крыс, главным образом посредством снижения
Vmax. Во-вторых, впервые продемонстрировано,
что мягкая гипотермия на фоне ишемии предот-
вращает изменения кинетических констант (Vmax
и Ki), в результате чего эффективность катализа
АХЭ сохраняется на уровне контроля. Установле-
но, что при церебральной ишемии существенно
увеличивается уровень маркеров окислительной
модификации белков и липидов мембран синапто-
сом, происходит дисбаланс ключевых антиокси-
дантных ферментов. Гипотермия на фоне ишемии
препятствует развитию окислительного стресса в
синаптосомах. Полученные результаты вносят
вклад в понимание участия АФК в модуляции ак-
тивности синаптической АХЭ при ишемии мозга
и путей защиты фермента при умеренной гипо-
термии.
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Effect of Mild Hypothermia on the Catalytic Characteristics of Synaptic 
Acetylcholinesterase during Incomplete Global Cerebral Ischemia in Rats

N. K. Klichkhanova and A. M. Dzhafarovaa

aDaghestan State University, Makhachkala, Russia

Acute cerebral ischemia initiates a cascade of reactions that can result in the development of oxidative stress
and disruption of the balanced functioning of a number of neurotransmitter systems in the brain. The protec-
tive effects of therapeutic hypothermia in ischemia are well known and studied, however, the mechanisms of
its effect on the cholinergic system of the brain, closely related to the functioning of acetylcholinesterase
(AChE), remain unclear. In this work, the activity and kinetic parameters of AChE, as well as the relationship
between the catalytic properties of the enzyme and the intensity of free radical processes in the synaptic ter-
minals of neurons in the rat brain with occlusion of the carotid arteries in conditions of normothermia and
moderate (33°C) hypothermia were investigated. It was found that cerebral ischemia leads to a decrease in
AChE activity, while hypothermia during the period of carotid artery occlusion prevents this. In cerebral isch-
emia, the Vmax value and the efficiency of AChE catalysis decrease, and Ki increases. This against the back-
ground of unchanged Km values contributes to an increase in the range of effective acetylthiocholine concen-
trations and [S]opt values. Mild hypothermia against the background of cerebral ischemia prevents significant
changes in the kinetic parameters of the enzyme. Ischemia stimulates the processes of oxidative destruction
of membrane proteins and lipids, significantly increases the superoxide dismutase (SOD) activity and the
SOD/catalase ratio in synaptosomes. Hypothermia during ischemia prevents an increase in level of lipid and
protein oxidative modification products, as well as superoxide dismutase activity in synaptosomes. A negative
correlation was found between the kinetic parameters of AChE and the levels of products of oxidative modi-
fication of lipids and proteins of synaptosomes. This indicates an important role of reactive oxygen species in
modulating the activity of a key enzyme of the cholinergic system. The results obtained allow us to conclude
that hypothermia during ischemia prevents the activation of free radical processes in the synaptic endings of
neurons, which, in turn, prevents a decrease in the activity and efficiency of AChE catalysis.

Keywords: subtotal ischemia, hypothermia, brain, synaptic membranes, AChE, kinetic parameters, malondialde-
hyde, carbonyl groups, superoxide dismutase, catalase
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НЕОДНОЗНАЧНЫЕ ЭФФЕКТЫ ДЛИТЕЛЬНОГО
ПРИЕМА TC-2153 – ИНГИБИТОРА СТРИАТУМСПЕЦИФИЧНОЙ 

ПРОТЕИНТИРОЗИНФОСФАТАЗЫ STEP – НА МОДЕЛИ 
СПОРАДИЧЕСКОЙ ФОРМЫ БОЛЕЗНИ АЛЬЦГЕЙМЕРА
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Болезнь Альцгеймера (БА) – неизлечимое заболевание, которое становится основной причиной се-
нильной деменции. Попытки создания лекарств, нацеленных на подавление накопления амилоида-β,
оказались неэффективными, в связи с чем активно ведется поиск новых терапевтических подходов, на-
правленных на другие звенья патогенеза БА. Однин из них – подавление активности стриатумспе-
цифичной протеинтирозинфосфатазы (STEP), которая повышена в коре головного мозга пациентов с
БА. Целью настоящего исследования явилась оценка влияния длительного приема ингибитора
STEP TC-2153 на прогрессию признаков БА у крыс OXYS – модели спорадической формы заболе-
вания. TC-2153 неоднозначно повлиял на поведение животных: значительно снизил и исходно по-
ниженную моторно-исследовательскую активность и усилил тревожное поведение у крыс OXYS, но
улучшил их долговременную память в водном лабиринте Морриса. При этом TC-2153 не повлиял на
усиленное у крыс OXYS накопление амилоида-β, а также на уровень белка STEP61, который в коре
и гиппокампе крыс OXYS был таким же, как у контрольных крыс Вистар. Такие результаты предпо-
лагают, что эффекты длительного приема TC-2153 могут быть опосредованы механизмами, не свя-
занными со STEP. В частности, TC-2153 может действовать как потенциальный донор сероводорода
и таким образом существенно влиять на окислительно-восстановительный гомеостаз.

Ключевые слова: болезнь Альцгеймера, стриатумспецифичная протеинтирозинфосфатаза STEP, инги-
битор STEP, TC-2153, крысы OXYS
DOI: 10.31857/S1027813321030109

ВВЕДЕНИЕ
Болезнь Альцгеймера (БА) – неизлечимое

прогрессирующее нейродегенеративное заболева-
ние людей старшего возраста, которое становится
основной причиной сенильной деменции [1, 2].
Клинически БА проявляется дефицитом памяти,
изменениями личности и депрессией, нарушени-

ем когнитивных функций, утратой способности
ориентироваться в обстановке и ухаживать за со-
бой. Патогенез БА характеризуется усиленным
образованием амилоидных бляшек, гиперфос-
форилированием тау-белка, митохондриальной
дисфункцией, окислительным стрессом и дефи-
цитом ацетилхолина [3]. Несмотря на то, что в
доклинических исследованиях регулярно выяв-
ляются перспективные лекарственные препараты
для лечения БА, клинические испытания, как
правило, не подтверждают их эффективность [4].
В значительной степени это обусловлено тем, что в
течение последних трех десятилетий центральное
место в поисках эффективных методов лечения за-
нимали подходы, нацеленные на пути, связанные
с накоплением β-амилоида (Aβ). Однако ни один
из нацеленных на Aβ препаратов при клиниче-
ских испытаниях не проявил ощутимую терапев-
тическую эффективность. Учитывая сложность

Принятые сокращения: Aβ – β-амилоид; БА – болезнь
Альцгеймера; ВМД – возрастная макулярная дегенерация;
AMPAR – рецептор α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изок-
сазолепропионовой кислоты; APP – белок предшественник
β-амилоида; BDNF – нейротрофический фактор мозга;
LTD – долговременная депрессия; LTP – долговременная
потенциация; NMDAR – рецептор N-метил-D-аспартата;
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патогенеза этого комплексного многофакторного
заболевания, в настоящее время ведется активный
поиск альтернативных походов к лечению БА. По-
сле обнаружения в префронтальной коре головного
мозга пациентов с БА и на мышиных моделях забо-
левания повышенной активности стриатумспе-
цифичной протеинтирозинфосфатазы (STEP),
модуляция уровней STEP или подавление ее ак-
тивности рассматривается как один из перспек-
тивных подходов к разработке новых способов
лечения БА [5, 6].

Семейство протеинтирозинфосфатаз STEP
представлено как цитозольными (STEP46), так и
ассоциированными с мембранами (STEP61) бел-
ками, которые кодируются одним геном PTPN5 и
образуются путем альтернативного сплайсинга [7].
PTPN5 экспрессируется преимущественно в нейро-
нах базальных ганглиев, гиппокампа, коры голов-
ного мозга и родственных структурах [8]. STEP61
модулирует функции синапсов и пластичность,
регулируя трафик рецепторов глутамата – N-ме-
тил-D-аспартата (NMDAR) и α-амино-3-гидрок-
си-5-метил-4-изоксазолепропионовой кислоты
(AMPAR), а также активность ERK1/2, p38, Fyn и
Pyk2.

Активность STEP61 регулируют несколько пу-
тей, в том числе – сигнальные каскады глутамата,
дофамина и нейротрофического фактора мозга
(BDNF), изменения которых регистрируются при
развитии БА. Недавние исследования показали,
что Aβ влияет на STEP – его накопление приво-
дит к повышению ее уровня и активности, что, в
свою очередь, нарушает доставку глутаматных ре-
цепторов к нейрональной мембране и от нее [6, 9].
Считается, что STEP противодействует развитию
долговременной потенциации (LTP) и ограничива-
ет долговременную память [10]. Aβ усиливает дол-
говременную депрессию (LTD) в области зубча-
той извилины гиппокампа, активируя при этом
STEP [11]. Таким образом, как высокие, так и низ-
кие уровни STEP нарушают функции синапсов и
способствуют нарушениям поведения и обучения.
С повышением уровня и активности STEP связыва-
ют снижение когнитивных функций при старении:
такие изменения были выявлены в гиппокампе ста-
рых мышей и крыс с дефицитом памяти, у старых
макак-резусов и людей с умеренными когнитив-
ными расстройствами, вызванными амнезией
[12]. Высокие уровни STEP, помимо людей с БА,
выявляются в посмертных образцах пациентов с
болезнью Паркинсона и шизофренией, а также в
моделях на животных с синдромом ломкой Х-
хромосомы [13–15]. При этом при ряде других па-
тологических состояний, включая ишемию, хо-
рею Хантингтона, злоупотребление алкоголем и
стрессовые расстройства выявляется понижен-
ный уровень активности STEP [6].

Показано, что генетическое снижение уровня
STEP [16] или фармакологическое ингибирова-
ние ее активности [5] способны улучшить память
у грызунов – моделей БА [12]. Было установлено,
что специфическим ингибитором STEP является
гидрохлорид 8-(трифторметил)-1,2,3,4,5-бензо-
пентатиепин-6-амина (известный как TC-2153),
который образует обратимую ковалентную связь
с цистеином в каталитическом центре STEP [5].
Впервые это соединение было синтезировано в
Новосибирском институте органической химии
[17] и представлено Куликовым и его коллегами в
качестве антидепрессанта [18]. Позднее было
показано [5], что кратковременное воздействие
TC-2153 восстанавливает когнитивные наруше-
ния и дефицит памяти у трансгенных мышей –
модели ранней формы БА (мыши 3xTg-AD), но
при этом не влияет на уровень Aβ и тау протеина
в мозге этих животных. Такие результаты под-
твердили то, что STEP является потенциальной
терапевтической мишенью при БА. Профилакти-
ка и лечение БА предполагают продолжительное
воздействие препаратов, однако эффекты дли-
тельного подавления STEP с помощью TC-2153
ранее не изучались. Это определяет актуальность
исследования долгосрочных эффектов ингибиро-
вания STEP на состояние когнитивных функций
на различных биологических моделях БА, прежде
всего, – на моделях наиболее распространенной
(>95% случаев) спорадической формы этого забо-
левания.

В настоящем исследовании мы оценили эф-
фекты длительного приема TC-2153 на крысах
линии OXYS – уникальной генетической модели
преждевременного старения, одним из проявле-
ний которого становится развитие признаков БА
[19–22]. При отсутствии в геноме мутаций, спе-
цифичных для ранней (семейной) формы БА, у
крыс OXYS спонтанно развиваются все основные
признаки и воспроизводятся стадии заболевания
[19]. Поведенческие изменения, дефицит памяти и
снижение способности к обучению у крыс OXYS
регистрируются в возрасте 3–5 мес. одновремен-
но с первыми признаками нейродегенерации:
нарушением синапсов, гибелью нейронов, дис-
функцией митохондрий и гиперфосфорилирова-
нием тау-белка в гиппокампе и коре головного моз-
га. С возрастом у крыс OXYS нейродегенеративные
изменения усиливаются и сопровождаются избы-
точной продукцией белка-предшественника ами-
лоида (APP), накоплением к 12 мес. пептида Aβ и
связанными с ним ярко выраженными патологи-
ческими изменениями к возрасту 18 мес. [19, 23].
Недавно мы показали, что развитие признаков
БА у крыс OXYS происходит на фоне активации
сигнального пути p38 MAPK [24]. Поскольку
STEP регулирует этот путь, действуя как фосфа-
таза p38, можно ожидать изменений ее активно-
сти в мозге крыс OXYS. Целью настоящей работы
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РУДНИЦКАЯ и др.

было исследование воздействия TC-2153 на раз-
витие у крыс OXYS признаков БА в период их ак-
тивной прогрессии – в возрастной период от 9 до
13 мес. Оценивали поведенческие проявления БА
и накопление Aβ в коре и гиппокампе животных,
а также уровни в них белка STEP61.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Животные и воздействие на них. Самцы преж-

девременно стареющих крыс OXYS в возрасте 9 мес.
(~350 г) и одновозрастные крысы Вистар (контроль)
были получены в ЦКП Генофонды лабораторных
животных Института цитологии и генетики СО
РАН (Новосибирск, Россия, [RFMEFI61914X0005 и
RFMEFI61914X0010]; линия крыс OXYS была по-
лучена из линии крыс Вистар в Институте цито-
логии и генетики СО РАН, как было описано ранее
[19, 25]. Крыс содержали в стандартных условиях
вивария (4–5 самцов в одной пластиковой клетке,
наполнитель – опилки) в фиксированном режиме
освещенности (цикл 12 ч свет/12 ч темнота, свет
включался в 8 ч утра). Животные имели свободный
доступ к стандартному гранулированному корму
(ПК-120-1; ООО “Лабораторснаб”, Москва, Рос-
сия) и воде. Ни одно животное не умерло в течение
эксперимента. Дизайн эксперимента представ-
лен на рис. 1.

Для оценки влияния перорального введения
ТС-2153 (в возрасте от 9 до 13 мес.) на прогрессию
признаков БА у крыс OXYS мы случайным обра-
зом методом простой рандомизации распредели-
ли 9-месячных самцов крыс OXYS в одну из двух
групп (по 22 животных в группе). Набор экспери-
ментальной группы осуществлялся не экспери-
ментатором, а сотрудниками ЦКП Генофонды
лабораторных животных. Размер групп (по 22 жи-
вотных в экспериментальной (OXYS + TC-2153),
интактной (OXYS) и контрольной (Вистар) груп-
пах) является оптимальным для проведения адек-
ватных поведенческих исследований.

Ранее было показано, что ТС-2153 эффективен
как для перорального, так и для внутрибрюшин-
ного введения [5, 17, 18]. ТС-2153 разводили в 2%

Tween 20 до получения концентрации 200 мг/мл
непосредственно перед его введением. Далее со-
ответствующее количество полученного раствора
давали с сухариком для достижения дозировки 10 мг
на кг массы тела. После этого каждая крыса по-
лучала по одному сухарику (1 см3) с добавлением
ТС-2153 индивидуально. Крысы контрольной
группы получали стандартный рацион + один су-
харик без ТС-2153.

Исследование поведения животных. Влияние
приема препарата TC-2153 на поведение живот-
ных оценивали с помощью тестов в следующем
порядке: уровень тревожности в тесте “Припод-
нятый крестообразный лабиринт”, двигательная
и исследовательская активность в тесте “Откры-
тое поле”, обучение и память в тесте “Водный ла-
биринт Морриса”; каждое животное наблюдалось в
каждом тесте только один раз. Каждый параметр в
тестах оценивался наблюдателем вручную. Все те-
сты проводились в период времени с 10 до 14 ч во
избежание флуктуаций поведения, вносимых су-
точными ритмами.

Тест “Приподнятый крестообразный лабиринт”.
Уровень тревожности интактных крыс OXYS и
Вистар, а также крыс OXYS, получавших TC-2153,
оценивали в тесте “Приподнятый крестообразный
лабиринт” (n = 22 в группе). Установка сделана из
непрозрачного оргстекла и представляет собой 4
рукава – два противоположных “открытых рукава”
без стенок (50 × 10 см) и два “закрытых рукава”
того же размера, но со стенками высотой 40 см.
Каждый рукав был разлинован на пять равных
квадратов (10 × 10 см). Четыре рукава соединялись
центральным квадратом (100 см2). Установка была
приподнята на 50 см над уровнем пола. Животное
помещали в центральный квадрат крестообраз-
ного лабиринта и в течение 5 мин регистрировали
его поведение. Оценивали количество входов в
рукава лабиринта, пройденную дистанцию и вре-
мя, проведенное в них. Меньшее количество вре-
мени, проведенного в открытых рукавах, указы-
вало на повышенный уровень тревожности.

Рис. 1. Схема эксперимента.

Исследование поведения животных
(12 месяцев)

Забор образцов
(13 месяцев)

·  Приподнятый крестообразный лабиринт (n = 22)

·  Открытое поле (n = 22)

·  Водный лабиринт Морриса (n = 8)

·  Вестерн-блот анализ (n = 6–8)

·  Иммуноферментный анализ (n = 6–8)

Крысы OXYS
(n = 44)

9 месяцев

Крысы Вистар
(n = 44)

9 месяцев

Крысы Вистар
(n = 44)

9−12 месяцев

Крысы OXYS + плацебо
(n = 44)

9−12 месяцев

Крысы OXYS + TC-2153
(n = 44)

9−12 месяцев
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Тест “Открытое поле”. Тест “Открытое поле”
проводили через 48 часов после завершения теста
“Приподнятый крестообразный лабиринт” для
оценки двигательной и исследовательской актив-
ности интактных крыс OXYS и Вистар, а также
крыс OXYS, получавших TC-2153 (n = 22 в группе).
Установка представляла собой закрытую квадрат-
ную арену из непрозрачного оргстекла (100 × 100 см),
окруженную стенками высотой 40 см. Арена была
расчерчена линиями на 100 равных квадратов.
Центральная область была определена как квад-
рат 40 × 40 см. Центральный источник света на
потолке мощностью 100 Вт обеспечивал постоян-
ное освещение в темной комнате. Каждую крысу
помещали в один и тот же угол арены, обращен-
ный в одну и ту же сторону, и позволяли свободно
исследовать арену в течение 5 минут. Двигатель-
ную и исследовательскую активность оценивали
путем подсчета пройденной дистанции и количе-
ства совершенных животными вертикальных
стоек. Кроме того, уровень тревожности оцени-
вали, фиксируя время до первого выхода в цен-
тральную область; животное находилось в цен-
тральной области, если все четыре лапы находи-
лись в ней.

Тест “Водный лабиринт Морриса”. Тест “Водный
лабиринт Морриса” [26] был использован для
оценки гиппокамп-зависимой пространственной
памяти крыс (n = 8 в группе). Животным было не-
обходимо найти платформу в бассейне с водой,
используя внешние визуальные стимулы. Пове-
денческое тестирование проводилось в возрасте с
12.5 до 13 мес., как было описано ранее [23]. Жи-
вотных тестировали в круглом бассейне, плат-
форма была погружена на 2 см ниже поверхности
воды, в воде было растворено сухое молоко для
того, чтобы скрыть платформу. Температура воды
составляла 22 ± 2°С. Были обозначены две глав-
ные оси лабиринта, разделяющие арену на четыре
равных сектора. Платформа располагалась в сере-
дине первого сектора в течение всего 5-дневного
периода обучения. Тестирование проводилось в
течение пяти последовательных дней с четырьмя
попытками в день, по одной попытке каждый
день с каждой из четырех возможных стартовых
позиций. Каждая попытка длилась либо 70 с, либо
заканчивалась, когда животное находило скрытую
платформу. Долговременная память количественно
оценивалась на 6 день тестирования, когда плат-
форма была убрана из бассейна. Животным
предоставлялось 70 с для исследования бассейна.
Фиксировалось время, проведенное животным в
секторе, где раннее располагалась платформа.
Каждая попытка записывалась на камеру и обра-
батывалась наблюдателем вручную.

Забор и хранение образцов. После окончания
поведенческих тестов животных анестезировали
CO2 и декапитировали. Для иммуноферментного
анализа (ИФА) и вестерн-блот анализа гиппо-

камп и префронтальную кору быстро выделяли,
помещали в микроцентрифужные пробирки для
выделения белка и замораживали в жидком азоте.
Образцы хранили при температуре –70°С до про-
ведения анализа.

Замороженные образцы гиппокампа и пре-
фронтальной коры интактных крыс OXYS и Ви-
стар, а также крыс OXYS, получавших TC-2153,
(n = 6–8 в группе) гомогенизировали в лизирую-
щем буфере с RIPA (50 мМ Tris-HCl pH 7.4, 150 мМ
NaCl, 1% Triton X-100, 1% дезоксихолат натрия,
0.1% SDS, 1 мМ EDTA) с добавлением смеси ин-
гибиторов протеаз (№ P8340, Sigma-Aldrich,
США). После инкубации в течение 20 мин на льду
образцы центрифугировали при 12000 g в течение
30 мин при 40°С, супернатанты переносили в новые
пробирки. Концентрацию общего белка опреде-
ляли количественно с помощью набора Bio-Rad
Bradford Kit (Bio-Rad Laboratories, США).

Иммуноферментный анализ. Содержание амило-
ида-β1-42 (Аβ1-42) оценивали ИФА в соответствии
с инструкциями производителя (Human/Rat ELISA
Kit; Япония). Количественное определение про-
водили на основе измерения оптической плотности
на спектрофотометре, концентрацию белка Аβ1-42
рассчитывали в пикограммах на миллиграмм обще-
го белка гиппокампа или коры головного мозга.

Вестерн-блот анализ. Белки (по 30 мкг на до-
рожку) разделяли с помощью электрофореза на
10%-ном ПААГ SDS в Tris-глициновом буфере с
pH 8.3 при комнатной температуре, затем перено-
сили на нитроцеллюлозные мембраны. После
блокирования в течение 2 ч раствором 5% БСА
(№ SLBJ8588V; Sigma-Aldrich, США) в PBS, со-
держащем 0.1% Tween 20, каждую мембрану инку-
бировали ночь с поликлональными мышиными
антителами к STEP (разведение 1 : 1000; № sc-2031;
Santa Cruz Biotechnology, США) при температуре
4°C. Далее проводили инкубирование с соответ-
ствующими вторичными антителами (разведение
1 : 5000; № ab6808; Abcam, США) в течение 2 ч
при комнатной температуре, мембрану обрабаты-
вали SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate (Thermo Fisher Scientific Inc., США) в
соответствии с инструкциями производителя.
Интенсивность свечения бендов измерялась ко-
личественно в программе ImageJ (NIH, США).
Для оценки содержания референсного белка ис-
пользовали антитела к β-актину (разведение 1 : 5000;
№ ab1801; Abcam, США).

Статистический анализ. Результаты оценивались
с помощью однофакторного и двухфакторного дис-
персионного анализа (программное обеспечение
Statistica 8.0; StatSoft, США). Нормальность рас-
пределения проверяли по критерию Шапиро–
Уилка. Тест Ньюмана–Кейлса post hoc был при-
менен к основным значимым эффектам и взаи-
модействиям для оценки межлинейных различий
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между интактными крысами OXYS и Wistar, а также
между интактными и опытными крысами OXYS.
Для зависимых парных сравнений был приме-
нен t-критерий для зависимых выборок. Данные
представлены в виде среднего значения ± SEM
(mean ± SEM). Различия считались статистиче-
ски значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Оценка поведения животных в тесте “Припод-

нятый крестообразный лабиринт”. Мы не выявили
значимых различий в уровне тревожности крыс
OXYS и Вистар в тесте “Приподнятый крестооб-
разный лабиринт” (рис. 2а–г): действительно,
количество выходов в открытые рукава лабиринта,
проведенное в них время и пройденное расстоя-
ние достоверно не различались между линиями
(p > 0.05). В то же время, препарат TC-2153 умень-
шил время нахождения крыс OXYS в открытых ру-
кавах лабиринта (p < 0.02; тест Ньюмана–Кейлса),
что свидетельствует об увеличении уровня тре-
вожности. Однако этот параметр значимо не разли-
чался между крысами OXYS, получавшими TC-2153,
и контрольными крысами Вистар.

У крыс OXYS была значительно снижена дви-
гательная активность: расстояние, пройденное в
закрытых рукавах лабиринта, и количество вер-
тикальных стоек было ниже, чем у крыс Вистар
(p < 0.008 и p < 0.006 соответственно; тест Ньюма-
на–Кейлса). Прием препарата TC-2153 не повлиял
на эти параметры у крыс OXYS. Исследовательская
активность (выглядывания из закрытых рукавов,
свешивания с открытых рукавов) не различалась
между крысами OXYS и Вистар, и препарат TC-2153
не влиял на эти параметры.

Таким образом, мы не обнаружили достовер-
ных различий в уровне тревожности между кры-
сами OXYS и Вистар (рис. 1д–е), однако прием
TC-2153 повышал уровень тревожности у крыс
OXYS.

Поведение животных в тесте “Открытое поле”.
Результаты теста “Открытое поле” представлены
на рис. 3. Как и ожидалось, дисперсионный ана-
лиз показал, что крысы OXYS были значительно
более пассивными, чем крысы Вистар того же воз-
раста: количество пересеченных квадратов и коли-
чество вертикальных стоек были значительно ниже
у крыс OXYS (F1,45 = 13.4, p < 0.001 и F1,45 = 10.0,
p < 0.003 соответственно).

Время первого выхода в центральную область
открытого поля ассоциировано с уровнем тревож-
ности животных. Согласно результатам ANOVA-
анализа, время выхода в центральную область бы-
ло больше у крыс OXYS по сравнению с крысами
Вистар (F1,45 = 5.7, p < 0.02), что может отражать
повышенную тревожность крыс OXYS. Более

низкая частота груминга может быть связана со
сниженным уровнем тревожности и/или сниже-
нием активности. ANOVA-анализ показал, что
частота груминга у крыс OXYS была немного ниже
(F1,45 = 3.9, p = 0.05) по сравнению с крысами Вистар.

Прием TC-2153 значительно снизил двига-
тельную и исследовательскую активность крыс
OXYS в тесте “Открытое поле”: уменьшил коли-
чество пересеченных квадратов и вертикальных
стоек (F1,36 = 4.1, p < 0.05 и F1,37 = 5.1, p < 0.03 соот-
ветственно) – и не влиял на задержку выхода в
центральную область открытого поля и на частоту
груминга.

Исследование способности к обучению и памяти
крыс в тесте “Водный лабиринт Морриса”. Резуль-
таты ANOVA-анализа показали лишь незначи-
тельное влияние генотипа (F1,109 = 3.5, р = 0.064)
на латентный период нахождения платформы, а
post hoc анализ не выявил достоверных различий
в способности к обучению между крысами OXYS
и Вистар (рис. 4а): животные обеих линий науча-
лись находить скрытую под водой платформу в 1
(целевом) секторе уже на 2-й день обучения (р <
< 0.05; t-тест для зависимых выборок). Крысы
OXYS, получавшие ТС-2153, также научались на-
ходить скрытую платформу на 2-й день обучения
(р < 0.006; t-тест для зависимых выборок). Законо-
мерно, что латентный период нахождения платфор-
мы постепенно снижался к 5-му дню обучения у
крыс обеих линий (F4,109 = 26.0, р < 0.0001).

Долговременную память оценивали на 6-й
день, когда платформа была удалена, с помощью
t-критерия для зависимых выборок. ANOVA-ана-
лиз не выявил межлинейных различий во време-
ни, проведенном животными в целевом секторе
на 6-й день тестирования (F1, 22 = 0.1, р = 0.74); од-
нако крысы Вистар в пределах своей линии де-
монстрировали предпочтение целевого сектора
остальным секторам (р < 0.04), что свидетельствует
о запоминании животными месторасположения
платформы (рис. 4б). Крысы OXYS, напротив,
проводили примерно равное количество времени во
всех четырех секторах (р = 0.58). Введение TC-2153
оказало благоприятное влияние на долговремен-
ную память животных: крысы OXYS, получавшие
препарат, проводили значительно больше време-
ни в целевом секторе по сравнению с другими
секторами (р < 0.02).

Важно отметить, что время нахождения плат-
формы достоверно не отличались между крысами
OXYS и Вистар во все дни обучения и прием TC-
2153 на это не оказывал влияния.

Влияние TC-2153 на уровень Аβ1-42 в гиппокам-
пе и фронтальной коре. В этом исследовании мы
провели оценку влияния приема TC-2153 с 9-ме-
сячного возраста на содержание Aβ1-42 в гиппо-
кампе и фронтальной коре крыс OXYS. Результа-
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ты ANOVA-анализа показали, что содержание
Aβ1-42 в гиппокампе и фронтальной коре у крыс
OXYS было значительно выше, чем у крыс Вистар
(F1,18 = 146, p < 0.0001 и F1,18 = 86, p < 0.0001 соот-
ветственно), и прием TC-2153 на содержание

Aβ1-42 не влиял (F1,18 = 0.38, p = 0.54 для гиппо-
кампа и F1,18 = 0.88, p = 0.36 для фронтальной ко-
ры): уровень Aβ1-42 в коре головного мозга и гип-
покампе крыс OXYS оставался почти вдвое выше,
чем у крыс Вистар (рис. 5а).

Рис. 2. Влияние приема препарата TC-2153 на уровень тревожности крыс OXYS в тесте “Приподнятый крестообраз-
ный лабиринт”. Крысы OXYS совершали меньше входов в закрытые рукава (г) по сравнению с крысами Вистар. Пе-
роральное введение ТС-2153 уменьшало время, проведенное крысами OXYS в открытых (а) и закрытых (г) рукавах, а
также количество выходов в открытые (в) и закрытые (г) рукава. Крысы OXYS продемонстрировали значительно более
низкое количество вертикальных стоек (е) по сравнению с крысами Вистар. TC-2153 значительно уменьшал количе-
ство пересеченных квадратов (д) и количество вертикальных стоек (е) у крыс OXYS. Данные представлены как mean ±
± SEM; *р < 0.05 для межлинейных различий; # р < 0.05 для эффектов приема ТС-2153. n = 22 животных в группе.
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Влияние TC-2153 на уровень белка STEP61 в ко-
ре головного мозга и гиппокампе крыс OXYS. Далее
мы исследовали уровни изоформы STEP61 в коре
головного мозга и гиппокампе методом вестерн-
блот анализа (рис. 5б). ANOVA-анализ не выявил
влияние фактора “генотип” на содержание изо-
формы STEP61 в коре (F1,8 = 0.12, р = 0.73) и гип-
покампе животных (F1,10 = 0.31, р = 0.59). Прием
TC-2153 не оказывал влияния на уровень белка
STEP61 ни в одной из структур мозга крыс OXYS
(F1,8 = 0.39, p = 0.55 для коры и F1,10 = 0.057, p =
= 0.55 для гиппокампа).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Изменения в поведении у крыс OXYS начина-

ются в возрасте ~3 мес. и рассматриваются нами
как наиболее раннее проявление ускоренного
старения их мозга. С возрастом изменения нарас-
тают на фоне постепенного накопления Aβ, и,
как подтвердило настоящее исследование, в воз-
расте 13 мес. поведение крыс OXYS существенно
отличается от такового у контрольных крыс Вистар.
Длительный прием ингибитора STEP TC-2153 уве-
личил эти различия – вдвое снизил двигательную
и исследовательскую активность крыс OXYS в тесте

Рис. 3. Влияние приема препарата TC-2153 на поведение крыс OXYS в тесте “Открытое поле”. Крысы OXYS демон-
стрировали значительно меньшее количество пересеченных квадратов (а) и вертикальных стоек (б) по сравнению с
крысами Вистар. TC-2153 значительно уменьшал количество пересеченных квадратов (а) и вертикальных стоек (б) у
крыс OXYS. Данные представлены как mean ± SEM; * p < 0.05 для межлинейных различий; # p < 0.05 для эффектов TC-2153.
n = 22 животных в группе.
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Рис. 4. Влияние приема препарата TC-2153 на пространственную память крыс OXYS в тесте “Водный лабиринт Мор-
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ных. Данные представлены как mean ± SEM. Условные обозначения: различия ̂ p < 0.05 – для различий с предыдущим
днем обучения; @p < 0.05 – для различий между временем, проведенном в целевом секторе, и другими секторами. Чер-
ная линия – средний процент времени в каждом из четырех секторов. n = 8 животных в группе.
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“открытое поле” и значительно повысил их тре-
вожность в тесте “приподнятый крестообразный
лабиринт”. Таким образом, TС-2153 отрицатель-
но повлиял на поведенческие проявления БА-по-
добной патологии у крыс OXYS. В то же время мы
не выявили отрицательного влияния TC-2153 на
обучение крыс OXYS в водном лабиринте Морри-
са, и при этом он положительно повлиял на дол-
говременную память животных: крысы OXYS,
получавшие препарат, проводили значительно
больше времени в целевом секторе 1. Следует от-

метить, что пространственное обучение крыс
OXYS в возрасте 13 мес. существенно не отличает-
ся от такового у крыс Вистар. Значительное сни-
жение когнитивных функций в тесте “Водный ла-
биринт Морриса” регистрируется у крыс OXYS,
начиная с возраста 14–16 мес. [27, 28]. В то же
время в 8-рукавном радиальном лабиринте дефи-
цит обучения и долговременной памяти проявля-
ется у крыс OXYS уже в возрасте 3 мес. [29].

Как сообщалось ранее, кратковременное ин-
гибирование STEP с помощью TS-2153 способно

Рис. 5. Уровни белков Aβ1-42 и изоформы STEP61 в коре головного мозга и гиппокампе интактных крыс OXYS и Ви-
стар и крыс OXYS, получавших ТС-2153. Уровни Аβ1-42 (а) были выше в коре головного мозга и гиппокампе крыс
OXYS. Уровни STEP61 (б) не различались между крысами OXYS и Вистар в коре головного мозга и гиппокампе. Прием
ТC-2153 не оказал влияния на содержание обоих исследуемых белков. Данные представлены как mean ± SEM; * р < 0.05
для межлинейных различий. n = 6 животных в группе.
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положительно влиять на память, зависящую от
гиппокампа: снижало дефицит памяти у старых
крыс Sprague-Dawley (в возрасте 20–22 мес.) при
ее тестировании в Т-образном лабиринте [12], а
также устраняло когнитивные нарушения у 12-
месячных мышей 3xTg-AD [5]. Выполнение задач в
водном лабиринте Морриса связано с долгосроч-
ной потенциацией и функцией рецептора NMDA,
и этот тест является ключевым методом исследо-
вания функций гиппокампа [30, 31]. В настоящем
исследовании мы не выявили различий в способ-
ности к обучению крыс OXYS и Вистар в водном
лабиринте Морриса и TC-2153 не повлиял на нее.
Тем не менее, долговременная память у крыс OXYS
была снижена, а прием TC-2153 позитивно по-
влиял на нее. Следовательно, в этом отношении на-
ши данные совпадают с результатами исследования
эффектов краткосрочного введения TC-2153 на ко-
гнитивные функции [5]. Важно, что при этом
эффекты кратковременного подавления STEP у
6-месячных мышей 3xTg-AD не были связаны с
изменением уровней Aβ или фосфотау [5]. Дли-
тельное введение TC-2153 в нашем исследовании
также не повлияло на уровень Aβ в гиппокампе и
префронтальной коре головного мозга крыс OXYS.
Следует отметить, что в последней публикации
группы Lombroso [32] сообщается, что способ-
ность TC-2153 улучшать когнитивные функции у
мышей 3xTg-AD может быть связана с усилением
синаптогенеза. Однако в процессе синаптогенеза
могут образовываться не только функциональ-
ные, но и молчащие синапсы [33, 34]. Ранее мы
выявили усиление синаптогенеза у 5-месячных
крыс OXYS, но при этом большинство новообра-
зованных синапсов были неактивны [20]. Не ис-
ключено, что снижение локомоторной активно-
сти и повышение тревожности у крыс OXYS на
фоне приема TC-2153 связано с образованием в
гиппокампе абберантных синапсов.

Мы не выявили различий в уровне белка
STEP61: он был одинаковым как в коре мозга, так
и в гиппокампе крыс OXYS и Вистар, и на него не
повлиял длительный прием TC-2153. По данным
Jian Xu и соавторов [5], TC-2153 может подавлять
активность STEP, образуя ковалентную связь с
Cys472 активного сайта, которая необходима для
ферментативной активности, не изменяя при
этом общее количество STEP и ее фосфорилиро-
ванной формы. Мы не исследовали активность и
фосфорилирование STEP61 в коре мозга и гиппо-
кампе, но изучили их в сетчатке крыс OXYS при
оценке эффектов длительного приема TC-2153 по
той же схеме [35]. Признаки БА у крыс OXYS раз-
вивается одновременно с другими проявлениями
преждевременного старения, одним из которых
является ретинопатия, аналогичная возрастной
макулярной дегенерации (ВМД) у людей [21]. Это
заболевание имеет ряд общих клинических и ги-
стопатологических особенностей с БА, и некото-

рые исследователи рассматривают ВМД как БА
глаз [36]. Мы показали [35], что повышение уров-
ня белка STEP61 и снижение, по сравнению с
контрольными крысами Вистар, активности об-
щей и STEP фосфатаз в сетчатке предшествуют
проявлению клинических признаков ВМД у крыс
OXYS. В то же время мы не выявили каких-либо
различий в этих параметрах сетчатки у 13-месяч-
ных крыс Вистар и крыс OXYS с выраженными
признаки ВМД. Более того, ингибирование STEP
с помощью TC-2153 с возраста 9 до 13 мес., как и
в настоящем исследовании, негативно повлияло
на нейроретину, но при этом не изменило уровни
мРНК гена Ptpn5, белков STEP46 и STEP61, а так-
же их фосфатазную активность в сетчатке крыс
OXYS [35]. Эти результаты, как и данные, полу-
ченные в настоящем исследовании, предполага-
ют, что эффекты длительного приема TC-2153
могут быть опосредованы механизмами, не свя-
занными со STEP. Ранее было показано [9], что
его эффекты могут быть опосредованы влиянием
как на серотонинергическую систему мозга, так и
на BDNF, изменения которого при старении спо-
собствуют развитию нейродегенеративных про-
цессов. Ранее нами было выявлено двукратное, по
сравнению с крысами Вистар, снижение уровня
BDNF в гиппокампе крыс OXYS в возрасте 12 мес.
[29].

Известно, что STEPs являются редокс-зависи-
мыми ферментами: с одной стороны, окислитель-
ный стресс, вызванный перекисью водорода, при-
водит к значительному увеличению образования
димеров и олигомеров более высокого порядка
STEP61, тем самым вызывая значительное сни-
жение его ферментативной активности [37], с
другой – ингибирование STEP посредством TC-
2153 может быть отменено инкубацией с тиолами,
такими как глутатион или дитиотреитол [5]. В то же
время появились данные о том, что сам TC-2153
способен модулировать редокс-статус клеток. В
недавнем обзоре [38] TC-2153, как и другие кате-
нированные двухвалентные органические соеди-
нения серы, рассматривается как перспективное
пролекарство – потенциальный донор H2S. H2S –
эндогенный газотрансмиттер, способный моду-
лировать окислительно-восстановительный го-
меостаз клетки, действуя как антиоксидант и
проявляя широкий спектр цитопротекторных и
физиологических функций при возрастных забо-
леваниях [39]. Примечательно, что у пациентов с
БА наблюдается значительное снижение уровня
H2S, что позволяет рассматривать использова-
ние доноров H2S как многообещающую страте-
гию лечения нейродегенеративных заболеваний
[40]. Действительно, положительные эффекты
кратковременного воздействия TC-2153 уже по-
лучены на моделях фамильной формы БА, де-
прессивных расстройств [9] и аутизма [41]. Однако
следует отметить, что не только окислительный,
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но и восстановительный стресс, в том числе – на
фоне избытка H2S, может развиваться в клетке и
приводить к побочным эффектам [42].

Таким образом, результаты нашего исследова-
ния длительного приема TC-2153 в отношении
развития как БА-, так и ВМД-подобной патологии
у крыс OXYS противоречивы: улучшив долговре-
менную память, TC-2153 значительно уменьшил и
без того сниженную двигательную и исследователь-
скую активность и увеличил тревожность живот-
ных – изменения, которые мы рассматриваем как
проявления ускоренного старения их мозга. Еще
более тревожным представляется негативное
влияние TC-2153 на нейроны сетчатки, о котором
мы сообщали ранее [35]. Можно предположить,
что длительный прием TC-2153 повлиял на окис-
лительно-восстановительный баланс. При этом
избыточный восстановительный потенциал мог,
вызывая изменения в образовании дисульфидных
связей в белках, повлиять на клеточные сигнальные
пути, изменить транскрипционную активность, по-
давить функцию митохондрий и снизить клеточный
метаболизм [43]. Неслучайно избыточное потреб-
ление пищевых добавок с антиоксидантами, таких
как витамины и/или флавоноиды, способно при-
водить к прооксидантным эффектам, которые могут
изменять окислительно-восстановительное равно-
весие клеток и способствовать снижению стресса,
но при этом даже сокращать продолжительность
жизни.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на неоднозначность эффектов дли-

тельного приема TC-2153, мы согласны с Gü Go-
jon и G.A. Morales [38] в том, что TC-2153, а также
его аналоги в перспективе могут стать эффективны-
ми фармакологическими терапевтическими аген-
тами. Тем не менее, необходимы дополнительные
исследования на различных моделях животных для
изучения механизмов действия TC-2153, поиска
оптимальных доз и продолжительности терапии.
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Ambiguous Effects of Prolonged Dietary Supplementation
with a Striatal-Enriched Protein Tyrosine Phosphatase Inhibitor, TC-2153,

on a Rat Model of Sporadic Alzheimer’s Disease
E. A. Rudnitskayaa, A. O. Burnyashevaa, T. A. Kozlovaa, N. A. Muralevaa, D. V. Teleginaa,
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Alzheimer’s disease (AD) is the most common type of dementia and is currently incurable. After unsuccessful
attempts to create drugs targeting the amyloid-β pathway, a search for alternative approaches and treatments
targeting nonamyloid AD pathologies is currently underway. One of them is inhibition of striatal-enriched
protein tyrosine phosphatase (STEP) activity, which is increased in the prefrontal cortex of AD patients. Here
we examined effects of prolonged treatment of OXYS rats which mimic key signs of sporadic AD with a STEP
inhibitor, TC-2153, on the progression of signs of AD. TC-2153 had an ambiguous effect on the behavior of
the animals: it significantly reduced the already low locomotor and exploratory activities and enhanced anx-
iety-related behavior in OXYS rats but improved their long-term memory in the Morris water maze. More-
over, TC-2153 had no effect on the accumulation of the amyloid-β protein and on the STEP61 protein level;
the latter in the cortex and hippocampus did not differ between OXYS rats and control Wistar rats. These re-
sults suggest that the effects of prolonged treatment with TC-2153 may be mediated by mechanisms not re-
lated to STEP. In particular, TC-2153 can act as a potential hydrogen sulfide donor and thus substantially af-
fect redox homeostasis.

Keywords: alzheimer’s disease, striatal-enriched protein tyrosine phosphatase STEP, STEP inhibitor, synthetic
compound TC-2153, OXYS rats


