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Лечение заболеваний центральной нервной системы (ЦНС), а также изучение
фундаментальных особенностей ее функционирования является важной задачей
современной биомедицины. В настоящем специальном выпуске собраны нейро-
биологические исследования, посвященные изучению функций и патологии ЦНС
как на традиционных, так и альтернативных модельных организмах. Задача данно-
го спецвыпуска заключалась в том, чтобы подчеркнуть важность эволюционно-
физиологического подхода к изучению ЦНС, в том числе эволюционно-консерва-
тивных свойств нервной системы, общих патофизиологических механизмов, а так-
же трансляции данных между разными видами с позиций межвидовой сравнитель-
ной нейробиологии. Основоположником данного подхода – то есть того, что сей-
час часто называют “трансляционной нейронаукой”, по праву является наш
знаменитый физиолог Леон Абгарович Орбели. В статьях, собранных в настоящем
спецвыпуске, в очередной раз продемонстрированы значимость и жизненность
идей Л.А. Орбели. При этом особое внимание в спецвыпуске уделено изучению
молекулярных основ ЦНС [1–4] и работам, использующим новые методы и мо-
дельные организмы [5–9]. 

Изучению многих из данных вопросов посвятил свою плодотворную научную
деятельность наш коллега и друг, крупный отечественный физиолог, главный на-
учный сотрудник лаборатории сравнительной термофизиологии Института эволю-
ционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН, д. б. н. Юрий Федото-
вич Пастухов (1936–2022). Научный вклад Ю.Ф. Пастухова и его лаборатории в
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сравнительную физиологию и патофизиологию полагаю необходимым в рамках
данного спецвыпуска [2, 3] подчеркнуть особо.

Существующие классификации заболеваний ЦНС традиционно основывались
на нозологических единицах – конкретных синдромах, часто перекрывающихся,
но обычно рассматривающихся как отдельные, цельные болезни. Такой подход
господствовал на протяжении десятилетий: например, эпилепсия рассматривалась
независимо от аутизма, болезнь Альцгеймера – вне круга аффективных рас-
стройств, а психические заболевания в целом–отдельно от болезней неврологиче-
ских. Однако за последние годы произошли важные “тектонические” изменения в
нашем понимании процессов патогенеза заболеваний ЦНС. Например, становится
очевидным перекрывание на уровне генетики и молекулярных механизмов многих
распространенных болезней мозга. Так, униполярную депрессию можно рассмат-
ривать в контексте перекрывающегося спектра вместе с биполярной депрессией и,
в конечном итоге, шизофренией. Понимание перекрывания основных нейробио-
логических доменов – эмоций, когниций, социального поведения, двигательной
активности и ряда других – позволило по-новому взглянуть на динамику мозговых
процессов: например, при переходе от тревоги к депрессии или от биполярной де-
прессии к шизофрении. Общность симптомов болезней ЦНС неизбежно поднима-
ет вопрос о перекрывании их молекулярных и генетических факторов.

Важным концептуальным подходом является предложенная Национальными
институтами здоровья США концепция критериев исследовательских доменов
(Research Domain Criteria, RDOCs), согласно которым магистральными направле-
ниями для изучения болезней мозга является кросс-доменная нейробиология, ко-
торая разрушает границы между отдельными заболеваниями и группами, но про-
кладывает широкие рельсы для будущих исследователей на основе общности патофи-
зиологических механизмов. К примеру, вместо отдельного рассмотрения
эпилепсии, задержки развития ЦНС и когнитивных нарушений такими маги-
стральными направлениями могут быть синаптопатии, таупатии, или болезни ли-
зосомального накопления, объединяющие эти и ряд других заболеваний мозга.

Вторым актуальным стратегическим направлением исследований мозга являет-
ся расширение спектра биологических видов для изучения физиологических и па-
тофизиологических процессов ЦНС. Собранные в настоящем выпуске журнала
статьи в полной мере раскрывают важность использования новых модельных орга-
низмов в современной физиологии. Учитывая, что большинство эксперименталь-
ных нейробиологических исследований в мире проводится с использованием мо-
делей на грызунах, большое значение имеет расширение биологического и видового
репертуара применяемых модельных организмов – например, более активное ис-
пользование в нейробиологии рыб зебраданио (zebrafish) и других позвоночных, а
также беспозвоночных. Среди подходов, освященных в данном выпуске, следует
отметить использование генетических моделей, анализ роли сна в процессах ЦНС,
применение методов фармакологической коррекции на грызунах и рыбах зебрада-
нио, а также исследования роли генетических детерминант у человека в спорте.
Повышение эволюционной диверсификации и увеличение разнообразия моделей
крайне важны для получения полноценной картины физиологии мозга в норме и
патологии. Это позволяет определить эволюционно-консервативные черты пато-
логии данных заболеваний, а также лучше понять природу межвидовой вариабель-
ности многих нейробиологических функций.
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Циркадные (циркадианные) ритмы представляют собой циклические колебания
интенсивности биологических процессов, связанные со сменой дня и ночи, к
которым в ходе эволюции приспособились многие живые организмы. Наруше-
ния циркадных ритмов провоцируются как факторами среды (смена часового
пояса или продолжительности дня и ночи), так и поломками во внутренней регу-
ляции циклов (мутации ключевых “часовых” генов). Эти изменения могут приво-
дить к патогенезу различных заболеваний, в том числе психопатологий. Поскольку
механизмы, лежащие в основе циркадной регуляции, достаточно консервативны,
для большего понимания этих процессов и их связи с психопатологиями активно
используют экспериментальные модели in vivo. В настоящем обзоре рассмотрены
вопросы регуляции циркадных ритмов, а также их межтаксонные сходства и раз-
личия у млекопитающих и костных рыб (на примере широко используемых в
биомедицине рыб зебраданио, Danio rerio). В работе обсуждаются современные
представления о молекулярно-генетических механизмах, лежащих в основе регу-
ляции циркадных ритмов, и их взаимосвязь с патогенезом психических рас-
стройств у человека и модельных организмов.

Ключевые слова: циркадные ритмы, аффективные расстройства, моделирование
психопатологии, экспериментальные модели, грызуны, зебраданио
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ВЕДЕНИЕ

Циркадные (циркадианные) ритмы представляют собой широкий спектр пове-
денческих, гормональных и биохимических процессов, возникающих под влияни-
ем изменения длительности светового дня [1]. В головном мозге позвоночных су-
ществует главный водитель ритма – парное супрахиазматическое ядро гипоталаму-
са (SCN), которое контролирует биоритмы всех систем органов, тканей и клеток
организма, определяя время основных физиологических событий (пищеварения,
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сна и бодрствования, моторной активности и др.) [2]. На молекулярном уровне ре-
гуляция циркадных ритмов представляет собой петлю отрицательной обратной
связи. Ключевыми ее участниками выступают транскрипционные факторы CLOCK
и BMAL1 – позитивные регуляторы экспрессии генов period (Per), cryptochrome (Cry)
и reverseerythoblastoma (Rev-Erba α/β), белковые продукты которых, в свою очередь,
являются репрессорами транскрипции Clock и Bmal1 (Arntl1) [1].

Люди с определенными полиморфизмами в генах циркадной регуляции имеют
предрасположенность к психическим расстройствам, которые также могут возни-
кать при нарушении циркадных ритмов вследствие частых перелетов или работы в
ночную смену [3, 4]. Высокая степень эволюционной консервативности процессов
циркадной регуляции у разных видов позвоночных позволила создать валидные экс-
периментальные модели психопатологий с генетическим или средовым нарушением
циркадных ритмов [1]. И хотя в качестве классического объекта для таких исследова-
ний используют грызунов, все чаще для изучения функций мозга начинают исполь-
зовать пресноводных костных рыб зебраданио (zebrafish, Danio rerio) [5, 6].

В настоящем обзоре рассмотрены современные данные о связи циркадных ритмов
и психопатологий, в качестве факторов патогенеза которых выступают полимор-
физмы циркадных генов и средовые нарушения суточных ритмов. Обсуждаются
также экспериментальные (животные) модели психопатологий, связанные с по-
ломками циркадных ритмов позвоночных. В работе показана общность молеку-
лярно-генетических механизмов, лежащих в основе регуляции циркадных ритмов
у эволюционно отстоящих друг от друга классов (млекопитающих и костных рыб),
что открывает возможности для развития направления трансляционной биологии
и использования полученных данных в практической медицине.

РОЛЬ СВЕТА В ЦИРКАДНОЙ АКТИВНОСТИ СИСТЕМ ОРГАНИЗМА

Главный внешний фактор, влияющий на циркадные ритмы – это изменение
окружающего освещения, которое оказывает влияние на SCN. У млекопитающих
это ядро получает световые сигналы от специальных клеток сетчатки – меланоп-
син-экспрессирующих фоточувствительных ганглиозных клеток (ipRGC), дающих
проекции в мозг, тем самым опосредуя широкий спектр зрительных функций [7].
Меланопсин, связанный с G-белком, возбуждается светом, в результате чего мем-
браны ipRGC деполяризуются, модулируя физиологические и поведенческие про-
цессы [8]. IpRGC характерны для многих позвоночных, в т.ч. зебраданио. И хотя
их устройство и принцип работы похожи у представителей разных таксонов, име-
ются некоторые различия в генах, кодирующих меланопсин. В частности у млеко-
питающих он кодируется всего одним геном из семейства Opn4m, тогда как у рыб
(зебраданио) – тремя генами из семейства opn4m и двумя генами из семейства
opn4x [9].

Важно отметить, что меланопсин млекопитающих имеет максимум абсорбции
при длине волны 467 нм (синий свет), после чего он преобразуется в продукт с мак-
симумом абсорбции при 476 нм (синий свет). Существует также особое состояние
меланопсина – экстрамеланопсин, который образуется при длинноволновом свете
более 575 нм (от желтого до красного света) и может возвращаться в обычное со-
стояние после воздействия синего света [10]. Это важно в установке циркадного
ритма млекопитающих, поскольку SCN в большей степени отслеживает измене-
ния спектрального состава света между синим и желтым, нежели интенсивность
освещения [11]. В целом широкая спектральная чувствительность ipRGC достигает
максимума при 460 нм, что аналогично распределению длин волн в сумерках [8].
В отличие от млекопитающих, все пять генов меланопсинов зебраданио кодируют
функциональный фотопигмент с пиковой спектральной чувствительностью в диа-
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пазоне от 470 до 484 нм, при этом гены opn4m-1 и opn4m-3 демонстрируют биста-
бильность, как у беспозвоночных, где хромофор сетчатки меняет цис- и меры, а
продукты активности opn4m-2, opn4x-1 и opn4x-2 являются моностабильными и
функционируют скорее как классические фотопигменты позвоночных [9]. Пери-
ферические клетки зебраданио также экспрессируют большое количество различ-
ных опсинов и реагируют на разные длины волн, способные запускать экспрессию
циркадных генов, включая ультрафиолетовое и инфракрасное излучение [12].

Характерной чертой млекопитающих является иерархическое устройство цир-
кадной системы, где SCN играет роль главного водителя ритма (рис. 1). Получен-
ные от ipRGC сигналы моносинаптически передаются по ретиногипоталамическо-
му тракту в SCN. Ядро представляет собой гетерогенную структуру, чьи нейроны
анатомически и функционально разделены на две области: венотромедиальную
сердцевину и дорзолатеральную оболочку, основными нейропептидами которых
являются вазоактивный интестинальный полипептид (VIP) и аргинин-вазопрес-
син (AVP) соответственно [13]. Нейроны SCN могут также содержать тормозный
нейромедиатор – гамма-аминомасляную кислоту (ГАМК) [14, 15]. VIP-содержа-
щие нейроны после получения информации от сетчатки дают проекции в AVP-со-
держащие клетки SCN. Посредством рецепторов VPAC2 они удерживают синхро-
низацию клеточной активности ядра в целом [13, 16]. AVP-содержащие нейроны
координируют другие структуры мозга и органы через нейроэндокринную гипота-
ламо-гипофизарно-надпочечниковую ось (HPA), согласовывая поведенческие и

Рис. 1. Иерархическое устройство циркадной системы млекопитающих и запуск циркадных колебаний
светом через ipRGC. Белые стрелки – воздействие света, серые – проекции нейронов, черные – биохи-
мические пути внутри SCN.
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физиологические ритмы [17, 18]. При этом ipRGC сетчатки могут давать проекции
не только в SCN, поскольку у мышей было показано, что сигналы от ipRGC могут
поступать в дорзальное перихабенулярное ядро, а оттуда в прилежащее ядро (NAc),
тем самым участвуя в регуляции поведения [19].

SCN имеет связи со множеством зон мозга, наиболее значимой из которых яв-
ляется шишковидная железа, вырабатывающая мелатонин. Нарушение этих свя-
зей в результате нейродегенеративных процессов приводит к нарушению циркад-
ных ритмов [15]. Помимо этого, ядро отсылает проекции в другие зоны гипотала-
муса, серотонинергические ядра шва и дугообразное ядро [20–22]. SCN также
получает дополнительные входы от ядер шва (через шовно-гипоталамический
тракт), от шишковидной железы и от многочисленных областей конечного, проме-
жуточного, среднего и продолговатого мозга, обеспечивая взаимосвязь циркадных
ритмов и поведения [23].

Важно отметить, что активность SCN регулируется не только нейронами, но и
астроцитами. Так, например, нейроны SCN проявляют активность в течение све-
тового дня, а астроциты работают ночью и могут подавлять активность нейронов
дорзальной части SCN через регуляцию комплекса пресинаптических глутаматер-
гических N-метил-D-аспартатных рецепторов NMDA2C [24]. Поскольку астроци-
ты, как и глия в целом, активно вовлечены в развитие психопатологий, такое взаи-
модействие с SCN порождает дополнительную связь между циркадными ритмами
и поведенческими нарушениями [25].

В отличие от млекопитающих, у костных рыб светочувствительные клетки рас-
положены по всему телу, а сама циркадная система децентрализована. Внутри моз-
га костных рыб обнаружены глубинно расположенные фоторецепторы, например,
в таламусе обнаружена экспрессия некоторых генов опсинов, в том числе va-opsin,
val-opsin, tmt-opsin и opn4 [26]. В других областях также обнаружены фоторецепторы
[27]. Фоточувствительные нейроны преоптической области личинок зебраданио
позволяют им улавливать свет даже в отсутствие глаз, они вовлечены в реакцию по-
иска света и участвуют в выборе стратегии поведения при этом поиске [28, 29]. Ак-
тивность глубинно расположенных фоторецепторов костных рыб может изменять-
ся в течение дня [30]. Тем не менее, функции этих рецепторов в циркадной регуля-
ции остаются малоизученными, что представляет собой интересную область для
кросс-таксонных нейробиологичесих исследований.

Основные зоны мозга, вовлеченные в циркадную регуляцию у рыб, не являются
необходимыми для функционирования ритмов периферических тканей [31]. У рыб
уже в первые 16 ч после оплодотворения световой режим влияет на ритм экспрес-
сии некоторых мРНК, тогда как шишковидная железа формируется на 3–4 дня
позже [32]. Эта особенность существенно отличает костных рыб от млекопитаю-
щих, у которых синхронизация ритмов происходит во время эмбрионального и
раннего неонатального развития за счет циркадной системы матери, которая коор-
динирует синхронизацию циркадных часов в SCN плода [33]. Несмотря на децен-
трализованность циркадной системы у костных рыб, у них есть области мозга, ана-
логичные SCN млекопитающих, которые также могут получать информацию как
от сетчатки, так и от других структур мозга, в частности шишковидной железы. Да-
лее информация передается в передний и средний мозг, а также в переднее прегло-
мерулярное ядро. При этом шишковидная железа рыб имеет свой собственный ос-
циллятор и может функционировать без SCN, совершая ритмическую выработку
мелатонина и определяя ритмические паттерны поведения. Поскольку большин-
ство мишеней шишковидной железы зебраданио, по-видимому, являются премо-
торными и прецеребеллярными центрами, то ее проекции участвуют в световой и
циркадной модуляции этих центров [27, 34, 35]. Таким образом, существует базо-
вое сходство в структурах мозга и их функциональных связях между зебраданио и
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млекопитающими, позволяя использовать их как экспериментальные модели для
исследования циркадных процессов.

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ЦИРКАДНЫХ ЧАСОВ
МЛЕКОПИТАЮЩИХ И КОСТНЫХ РЫБ

Биохимические компоненты циркадных часов различаются в зависимости от
таксона, но основаны на ритмичном изменении концентрации факторов по прин-
ципу отрицательной обратной связи (рис. 2.). Это колебание управляет суточными
паттернами экспрессии генов, которые регулируют метаболические ритмы клеток
организма [1, 36]. Циркадные часы большинства позвоночных имеют несколько
основных транскрипционных факторов, участвующих в суточных осцилляциях:
CLOCK и BMAL1 – активаторы транскрипции циркадных генов и семейства бел-
ков PER и CRY – репрессоры транскрипции [1].

У млекопитающих клеточные осцилляции запускаются светом через ретиноги-
поталамический тракт с помощью глутамата, который увеличивает внутриклеточ-
ную концентрацию Ca2+ в нейронах SCN, тем самым активируя MAPK-сигнальный
каскад. Предположительно, в этом процессе принимает участие пептид, активиру-
ющий аденилатциклазу гипофиза (PACAP) [37–39]. Это приводит к фосфорилиро-
ванию транскрипционного фактора CREB и его транслокации в ядро, где он свя-
зывается с элементом CRE на промоторе ряда генов, в том числе Per [37, 38]. В те-

Рис. 2. Молекулярные механизмы циркадных часов млекопитающих. Толстые сплошные и прерыви-
стые стрелки иллюстрируют основные молекулярные пути, тонкие – дополнительные. Прерывистые
стрелки – выход мРНК из ядра и трансляция. Крест – блокирование транскрипции. Отрезки с круглым
окончанием обозначают содействие процессу определенными белками. Прямоугольные участки на
ДНК – промоторы.
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чение дня в цитоплазме накапливаются белки PER, они образуют комплекс с CRY
и транслоцируются в ядро, где активируют транскрипцию Bmal1 и Clock [40, 41].
Важно отметить, что PER нуждается в CRY для своего ядерного транспорта, тогда
как CRY могут проходить в ядро самостоятельно [42]. Экспрессия Bmal1 регулиру-
ется не только за счет PER2, но и благодаря ROR-элементу (RRE) на промоторе
этого гена. Так, REV-ERBα играет ключевую роль в регуляции колебаний экспрес-
сии Bmal1, ингибируя его транскрипцию, а белок RORα активирует ее, связываясь
с RRE [43]. Аналогично регулируется экспрессия других часовых генов, Npas2 и
Clock [44].

PER2 способен напрямую взаимодействовать с ядерными рецепторами REV-ERBα
или PPARα на RRE промоторах Bmal1, действуя как корепрессор или коактиватор
соответственно [41]. Гетеродимер белков CLOCK (или его паралог NPAS2) и
BMAL1 способны связываться с E-бокс-регуляторным элементом на промоторах
различных генов, в том числе Rev-erbα, Ror, Per, Dec и Cry, активируя их транскрип-
цию. Накопление белков PER и CRY, их последующая димеризация, транспорт в
ядро и присоединение к комплексу CLOCK:BMAL1 нарушает связь последнего с
промоторами генов и останавливает транскрипцию [45, 46]. CRY способны связы-
ваться с CLOCK:BMAL1 в цитоплазме и блокировать активацию генов мишеней
CLOCK:BMAL1, не нарушая при этом связи комплекса с промоторами [46, 47].
Dес1 и Dес2 представляют собой гены, кодирующие факторы транскрипции bHLH
(Basic-helix-loop-helix), которые ингибируют Per и свою собственную транскрип-
цию за счет связывания с белком BMAL1 и/или конкуренции с CLOCK:BMAL1 за
последовательности E-бокса на своих собственных промоторах. Считается, что эти
молекулярные петли обеспечивают стабильность молекулярных часов и их точную
настройку [36]. Так, DEC1,2 совместно с белком CHRONO контролирует длину
циркадного периода в SCN новорожденных мышей. CHRONO участвует в объеди-
нении клеточных колебаний с разными периодами, а DEC1,2 удлиняет период
раннего неонатального периода за счет интеграции клеточных ритмов [48].

Циркадный осциллятор зебраданио во многом схож с таковым у млекопитаю-
щих. Главным различием в его молекулярных механизмах является то, что костные
рыбы в ходе эволюции претерпели дупликацию генома, что оказало влияние на
циркадную генетику. Так, например, зебраданио имеют по 2 копии генов arntl1
(arntl1a и arntl1b, или bmal1a/b) и clock (clock и clock-3), однако эти копии имеют
сходную циркадную фазу [49]. Тем не менее у костных рыб обнаружена диверси-
фицированная регуляция экспрессии среди многих копий канонических часовых
генов, что проявляется в тканеспецифических паттернах экспрессии в ответах на
внутренние и внешние стимулы. В итоге, эти различия, вероятно, отражают нерав-
номерность влияния суточных факторов на метаболизм и клеточные процессы в
центральных и периферических тканях рыб [50]. Если кратко представить молеку-
лярный осциллятор зебраданио, то процесс похож на таковой у млекопитающих,
еще раз подтверждая консервативность процессов циркадной регуляции. В частно-
сти, гетеродимер CLOCK:BMAL1 активирует транскрипцию генов per2 и cry1a, их
белковые продукты димеризуются, соединяются с комплексом CLOCK:BMAL1,
что подавляет активацию транскрипции этих генов [32]. Белок Per2 играет двой-
ную роль в регуляции циркадных часов зебраданио. Он репрессирует экспрессию
гена шишковидной железы арилалкиламин N-ацетилтрансферазы 2 (aanat2) че-
рез E-box и снижает/усиливает экспрессию arntl1b посредством связывания с
Rev-erb/Rorα соответственно.

Более того, Per2 рыб зебраданио, по-видимому, также выполняет тканеспеци-
фические регуляторные роли во многих периферических органах и имеет решаю-
щее значение для поддержания циркадной регуляции в сердце и печени [51]. Для
зебраданио также важна передача по сигнальному пути TGF-β для нормальной
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функции циркадных часов, поскольку TGF-β-сигналинг оказывает влияние на фа-
зу экспрессии per1b [52]. У млекопитающих данный путь участвует в сопряжении
периферических тканей, опосредуя паракринную настройку фазы молекулярных
часов и регулируя транскрипции основных часовых генов [53]. Сходство процессов
циркадной регуляции рыб и млекопитающих в очередной раз указывает на эволю-
ционную древность этих механизмов.

Следует отметить, что фазы экспрессии циркадных генов могут различаться у
дневных и ночных животных – как, например, происходит у мышей (Mus musculus,
ведущих преимущественно ночной образ жизни) и бабуинов (Papio anubis, предста-
вителей дневных животных), пики экспрессии основных часовых генов которых
различаются по фазе примерно на 12 ч. Гены Bmal1 и Per1 у приматов показывают
пики экспрессии вечером и утром соответственно, тогда как у мышей эти пики де-
монстрируют обратную картину в большинстве тканей организма. Интересно, что
Cry1 отличается от других генов: средняя фаза его экспрессии у бабуинов прихо-
дится на конец дня, а у мышей задерживается на 7 ч до пика после полуночи. Важно
отметить, что в SCN в отличие от других тканей фаза экспрессии компонентов
циркадных часов мышей не отличается от таковой у бабуинов. Так, фаза пика экс-
прессии Bmal1 одинаково приходится на ранний вечер и у бабуинов, и у мышей, а
фазы экспрессии Per1 и Cry2 проходят через 6 и 12 ч соответственно [54]. Это пока-
зывает, что в периферических тканях млекопитающих происходит сложная на-
стройка суточных ритмов, как упоминалось выше, и этот фактор следует учитывать
при планировании экспериментов.

ПОСТТРАНСКРИПЦИОННЫЕ И ПОСТТРАНСЛЯЦИОННЫЕ
МОДИФИКАЦИИ В РЕГУЛЯЦИИ СУТОЧНЫХ РИТМОВ

Большую роль в циркадной регуляции играют посттранскрипционные и пост-
трансляционные модификации. Например, менее 30% мРНК циркадных генов ре-
гулируются транскрипцией de novo, что предполагает существование механизмов
посттранскрипционной циркадной регуляции [55]. Доказательством этому служит
то, что некоторые мРНК-редактирующие ферменты имеют ритмическую экспрес-
сию [56]. Так, нарушение образования кэп-структуры на 5'-конце молекулы мРНК
у мышей приводит к пролонгированию циркадного периода часовых генов [57].
Стабильность циркадных мРНК может регулироваться посредством модуляции
длины поли(А)-хвоста. Ген Cnot1, кодирующий каркасный белок деаденилазного
комплекса CCR4-NOT, экспрессируется на высоком уровне в супрахиазматиче-
ском ядре. Дефицит белка CNOT1 у мышей приводит к удлинению циркадного пе-
риода и изменению паттернов экспрессии мРНК и белков различных часовых ге-
нов, в основном Per2. Кроме того, CNOT1 связывается с мРНК Per2 через РНК-
связывающий белок BRF1 (ZFP36L1), а нокдаун Brf1 приводит к повышению
уровня экспрессии PER2 [58].

Большую роль в процессах посттранскрипционной регуляции играет альтерна-
тивный сплайсинг. Например, пре-мРНК гена Per2 альтернативно сплайсируется в
соответствии с суточными ритмами, а вариант белка PER2S связан с нарушением
организации ядрышка, которое действует как стимул, запускающий циркадные
колебания [59]. Процессы посттранскрипционных модификаций хорошо изучены
на млекопитающих, но не на зебраданио, что указывает на важность изучения осо-
бенностей циркадной регуляции рыб.

Посттрансляционные модификации и их роль в регуляции циркадных часов
изучены более активно как у млекопитающих, так и у рыб (табл. 1). Одна из глав-
ных ролей в регуляции циркадных белков принадлежит казеинкиназам 1-го типа
(СК-1) – семейству эволюционно консервативных киназ, регулирующих большое
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разнообразие внутриклеточных процессов эукариот [60]. Изоформы δ и ε прини-
мают активное участие в фосфорилировании циркадных белков. CK-1δ играет
ключевую роль в регуляции длины циркадного периода, тогда как CK-1ε играют
второстепенную роль, что впоследствии было подтверждено на зебраданио с помо-
щью селективных ингибиторов этих белков [61, 62].

CK-1 прежде всего являются регуляторами активности PER, поскольку фосфо-
рилирование сайта Ser478 этого белка с помощью CK-1 необходимо для последую-
щего полиубиквитинирования и деградации PER2 [63]. С другой стороны, фосфо-
рилирование по сайту Ser662 необходимо для последующего множественного фос-
форилирования CK-1, что стабилизирует PER2 [64]. Переключение между
деградацией и стабилизацией зависит от температуры окружения, так как высокие
температуры обычно увеличивают скорость биохимических реакций, в том числе и
деградации PER2 [65]. При этом циркадные часы сохраняют примерно 24-часовой
период независимо от температуры окружающей среды (явление, известное как
температурная компенсация). Таким образом, циркадные часы компенсируют вы-
званное температурой увеличение скорости биохимических реакций. Например,
при более высоких температурах среды происходит стабилизация PER2, тем самым
компенсируя вызванное температурой ускорение его деградации [66].

Другая важная роль CK-1 – регулирование транспорта PER в ядро клеток. На-
пример, CK-1ε ингибирует этот транспорт за счет фосфорилирования аминокис-
лотных остатков, прилежащих к домену ядерной локализации белков PER [67].
В других работах CK-1, наоборот, способствуют транспорту через образование
комплекса PER2 c CRY и GAPVD1 – фактора цитоплазматического переноса [68,
69]. Активность по отношению к PER2 определяется статусом специфического
сайта Tyr347 на CK-1δ, который, вероятно, регулируется циклин-зависимыми ки-
назами, а его мутация содействует деградации PER2 [70]. CK-1δ совместно с CK-2
и PER2 способствует фосфорилированию некоторых сайтов CLOCK в комплексе
CLOCK:BMAL1, находящемся на промоторе активируемых генов. Гиперфосфори-
лированное состояние CLOCK определяет начало фазы репрессии транскрипции
циркадных генов, когда связывание комплекса CLOCK:BMAL1 с промоторами

Таблица 1. Посттрансляционная регуляция циркадных белков c помощью CK-1, GSK-3 и
SIRT1

Ре
гу

ля
то

р

PER CRY REV-ERB BMAL1 CLOCK

CK-1

(Ser487)
Деградация [63]
(Ser662)
Стабилизация [64]

Комплекс с
PER, GAPVD1
Транслокация
в ядро [69]

– –

Cовместно с CK-2 и 
PER2
Дестабилизация ком-
плекса CLOCK:BMAL1
 [42]CК-1ε Ингибирование 

транспорта в ядро [67]

GSK-3
(Ser657)
Транслокация в ядро
 [72]

(Ser557)
Деградация [74]

(Ser55/Ser59)
Стабилизация
 [73]

(Ser17/Tyr21)
Деградация [75]

(Ser-кластер)
Деградация [76]

SIRT1

Циркадная регуляция транскрипции генов

Деградация [77] – –

Деацетилирование
Снижение связывание 
с Е-боксом [79]
Подавление активно-
сти в переферических 
тканях, но усиление в 
SCN [82]

Образование комплекса
усиление ацетилазной 
активности CLOCK 
[79]
Подавление активно-
сти в переферических 
тканях, но усиление в 
SCN [82]
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ослабевает. Важно отметить, что проникновение CK-1δ напрямую требует PER и
косвенно – CRY, поскольку они необходимы для проникновения PER в ядро [42].

Еще один важный регулятор циркадных ритмов – гликогенсинтазкиназы-3
(GSK-3), GSK-3α и β изоформы которых обнаружены в SCN, а их активность сни-
жается в начале ночи и усиливается утром [71]. Фосфорилирование белков PER по
сайту Ser657 с помощью GSK-3 способствует их транслокации в ядро [72]. Также
GSK-3 способна стабилизировать REV-ERBα и способствует его транслокации в
ядро, тем самым подавляя транскрипцию гена Bmal1 [73]. При этом GSK-3β играет
большую роль в деградации белков. Так, фосфорилирование CRY2 по сайту Ser557,
если имеется сайт p-Ser553, приводит к его протеосомной деградации [74], а фос-
форилирование BMAL1 по сайтам Ser17/Tyr21 ведет к разрушению белка посред-
ством убиквитинирования [75]. Помимо этого, GSK-3 принимает участие в регуля-
ции особого серинового кластера белка CLOCK, названного фосфо-дегроном, что
в условиях высокой активности GSK-3 ведет к деградации CLOCK [76].

NAD+-зависимая деацетилаза гистонов SIRT1 также играет важную роль в цир-
кадной регуляции. Она необходима для обеспечения циркадной транскрипции
Bmal1, Rorγ, Per2 и Cry1. Ритмичное связывание SIRT1 с комплексом CLOCK:BMAL1
способствует деацетилированию и деградации белка PER2 [77]. SIRT1 и PER2 со-
ставляют негативную реципрокную петлю, необходимую для модуляции циркад-
ного ритма. Дефицит SIRT1 приводит к повышению экспрессии Per2, что еще
больше подавляет экспрессию Sirt1, через взаимодействие PER2 с сайтом связыва-
ния CLOCK:BMAL1 комплекса на промоторе Sirt1 [78]. SIRT1 способен физически
связываться с CLOCK, способствуя его ацетилазной активности, в том числе по от-
ношению к сайту Lys537 в белке BMAL1. В то же время SIRT1 сам по себе способен
деацетилировать BMAL1 в ответ на изменение концентрации NAD+, снижая его
способность связываться с E-боксом, что указывает на роль клеточного метаболиз-
ма в циркадной регуляции. Также показано, что активность SIRT1, а не его мРНК,
находится под контролем циркадных механизмов [79]. Ритмическая активность
SIRT1 обусловлена колебательными паттернами уровней NAD+, а те, в свою оче-
редь, вызваны активностью фермента никотинамидфосфорибозилтрансферазы
(NAMPT), который положительно регулируется с помощью CLOCK:BMAL1. Ак-
тивация SIRT1 через этот NAMPT-опосредованный путь подавляет активность
CLOCK:BMAL1, тем самым формируя петлю отрицательной обратной связи [80, 81].

Несмотря на то, что в периферических тканях SIRT1 является негативным регу-
лятором комплекса CLOCK:BMAL1, в SCN он способствует активации BMAL1 и
CLOCK через рецептор PGC-1α, который является коактиватором транскрипции,
связанным с метаболическими функциями клетки. Таким образом, регуляция су-
точных ритмов на уровне пострансляционных модификаций может происходить
по-разному в разных тканях [82]. С помощью SIRT1 из вентромедиального гипота-
ламуса центральным часам передается информация о времени приема пищи, тем
самым синхронизируя их с сигналами питания, что в очередной раз указывает на
связь между метаболизмом и циркадным ритмом [83].

Среди менее изученных механизмов регуляции циркадных белков можно отме-
тить роль протеинфосфатазы 4, которая напрямую взаимодействует с гетеродимером
CLOCK:BMAL1 и снижает его активационный потенциал, тем самым, вероятно,
участвуя в задержке активации генов-мишеней [84]. JUMONJIC и домен ARID,
содержащий гистон-лизин-деметилазу 1a (JARID1a), образует комплекс с
CLOCK:BMAL1, который рекрутируется на промотор Per2. Также JARID1a увели-
чивает ацетилирование гистонов путем ингибирования функции деацетилазы гисто-
нов 1 и усиливает транскрипцию с помощью CLOCK:BMAL1. Истощение JARID1a в
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клетках млекопитающих снижает ацетилирование гистонов промотора Per2, ослаб-
ляет экспрессию циркадных генов и укорачивает период циркадных ритмов [85].

Белки PER2 также подвержены сумоилированию – процессу, который может
изменять белок-белковые взаимодействия, субклеточную локализацию или актив-
ность белка и участвовать в регуляции транскрипции [86]. В сумоилировании
PER2 принимают участие белки SUMO1 и SUMO2, а сайт Lys736 на PER2 необхо-
дим для взаимодействия с ними. SUMO2 облегчает взаимодействие PER2 с β-TrCP,
что приводит к протеасомной деградации PER2. SUMO1, напротив, усиливает
опосредованное CK-1 фосфорилирование сайта Ser662, ингибирует деградацию
PER2 и повышает его функцию как супрессора транскрипции [87]. Таким образом,
посттранскрипционные и посттрансляционные регуляторные механизмы в тканях
в своем многообразии позволяют обеспечивать тонкую настройку циркадных рит-
мов организма.

СРЕДОВОЕ НАРУШЕНИЕ ЦИРКАДНЫХ РИТМОВ И ПОЛИМОРФИЗМЫ 
ЦИРКАДНЫХ ГЕНОВ КАК ФАКТОРЫ РАЗВИТИЯ ПСИХОПАТОЛОГИЙ

Как отмечалось ранее, свет крайне важен для настройки и синхронизации внут-
ренних ритмов организма (рис. 1). ipRGC сетчатки в основном передают свет напря-
мую в SCN, однако некоторые популяции могут давать проекции в зоны мозга, регу-
лирующие поведение. На мышах показано, что сигналы от ipRGC могут поступать в
дорзальное перихабенулярное ядро, а оттуда в прилежащее ядро (NAc). Этот путь бо-
лее активен в ночное время, что может опосредовать появление депрессивно-подоб-
ного фенотипа у мышей в условиях ночного освещения [19]. Нейроны из перихабе-
нулярного региона дают проекции в другие области мозга, отвечающие за настроение
(префронтальная кора, дорзомедиальный стриатум, NAc, латеральная хабенула), что
объясняет поведенческие изменения в условиях нарушения светового режима [88].
Субпопуляция ipRGC, характеризующаяся низкой экспрессией гена Brn3b, может
опосредовать вызванный ночным световым загрязнением когнитивный дефицит, не
влияя на функции SCN как водителя ритма, что, по-видимому, отражает важность
SCN для работы гиппокампа в процессе обучения, это подтверждалось более ранни-
ми исследованиями [88]. Все это доказывает, что свет, помимо настройки циркадных
ритмов, может влиять на поведение и в определенных условиях нарушать его.

До того, как было введено повсеместное электрическое освещение, люди в ноч-
ное время подвергались минимальному освещению. Полная луна ясной ночью
освещает окружение на 0.1–0.3 люкса (до 1.0 люкса в тропиках). Сегодня более 80%
населения мира и 99% жителей США и Европы испытывают значительное ночное
световое загрязнение (например, освещение типичного торгового центра состав-
ляет 10–20 люкс) [89]. И хотя экономические выгоды от внедрения электричества
во все сферы производства привели к появлению ночных рабочих смен, работники
ночной смены имеют повышенный риск развития различных заболеваний, в том
числе и психических нарушений, таких как депрессия и тревожность [3]. С другой
стороны, световую терапию используют для лечения несезонной депрессии и нор-
мализации сна у пациентов с синдромом запаздывания времени сна (delayed sleep
phase syndrome) [90–92].

Другой фактор – частые смены часовых поясов – может вызывать джетлаг-син-
дром, связанный с перестройкой организма под новые световые, социальные и пи-
щевые ритмы. Поскольку этот синдром часто сопровождается бессонницей или
гиперсомнией, он тоже может провоцировать усугубление психических рас-
стройств [93, 94]. Предполагается, что циркадные ритмы человека обычно доста-
точно гибки, чтобы подстраиваться под смену часовых поясов и различные режи-
мы освещения. Однако слабая чувствительность к свету приводит к снижению
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этой гибкости, а светотерапия может быть потенциальным подходом к решению
проблем, связанных со сменной работой и частыми путешествиями [92]. Также
предполагается, что слабая связь между системой AVP супрахиазматического ядра
и HPA ослабляет гибкость суточных ритмов [95]. В свою очередь несоответствие
между принудительной продолжительностью сна в рабочие и в выходные дни
определяют как социальный джетлаг, который также влияет на психические функ-
ции, вызывая агрессию, расстройства настроения, ухудшение когнитивных пока-
зателей и употребление психоактивных веществ [96]. С другой стороны, поскольку
не обнаружено прямой связи между социальным джетлагом и депрессивными
симптомами, его влияние на поведение и здоровье человека требует более деталь-
ного изучения [97]. Тем не менее роль внешних факторов среды в изменениях цир-
кадной регуляции и психическом здоровье людей представляется существенной.

Молекулярные компоненты циркадных ритмов также могут быть вовлечены в
различные патологии, включая психические расстройства человека. Пациенты с
биполярным аффективным расстройством (БАР) и бессонницей часто несут поли-
морфизм в гене Clock (rs1801260C), вариант которого также связан с повышенной
вероятностью попыток суицида у людей, подвергшихся стрессу, и с модификация-
ми белого вещества мозга [98]. Полиморфизм гена Bmal1 вовлечен в регуляцию по-
ведения и ассоциирован с БАР. Люди, несущие T/T генотип (rs7107287), имеют
симптомы депрессии с циклотимическим темпераментом [99, 100], а полиморфизм
rs2278749 этого гена коррелирует с увеличением массы тела, количеством прини-
маемой пищи и сезонным аффективным расстройством (САР) [101]. Два полимор-
физма гена Per3 также вовлечены в развитие психопатологий: вариант rs228697 ас-
социирован с повышенной тревожностью и, возможно, предрасположенностью к
депрессии, а rs57875989 часто встречается у пациентов с депрессией [102, 103].
В Китае в популяции пациентов с клинической депрессий часто встречается С ал-
лель гена Cry1 (rs2287161), полиморфизм которого связан с депрессивными эпизо-
дами при биполярном расстройстве [104, 105] и депрессивными симптомами при
болезни Паркинсона [106]. Полиморфизм в гене Cry2 (rs10838524) также ассоции-
рован с САР и дистимией [107–109].

Таким образом, выявляются два основных фактора, влияющих на развитие пси-
хопатологий: генетика циркадных компонентов и факторы внешней среды, обу-
славливающие циркадные процессы организма. Для создания экспериментальных
моделей in vivo, исходя из перечисленных факторов, может активно использовать-
ся генетическая модификация циркадных генов, моделирование влияния внешних
факторов и совмещение этих двух подходов для изучения взаимодействия генети-
ческих и средовых факторов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ МОДЕЛИ ПСИХИЧЕСКИХ РАССТРОЙСТВ,
СВЯЗАННЫЕ С НАРУШЕНИЕМ ЦИРКАДНОЙ РЕГУЛЯЦИИ

В настоящее время разработано множество экспериментальных моделей с нару-
шенным функционированием циркадных генов, показывающих признаки психи-
ческих расстройств (табл. 2). На различных животных, преимущественно грызу-
нах, изучаются потенциальные механизмы, вовлеченные в развитие патологиче-
ских состояний, и методы их лечения. Например, мыши с мутацией в гене Clock
(ClockΔ19) имеют фенотипические признаки, сходные с симптоматикой БАР, в
т.ч. снижение тревожности и сокращение времени сна, гиперактивность и повы-
шенный ответ на подкрепление [110]. У них наблюдается снижение опосредован-
ного AMPA-рецепторами возбуждения нейронов в NАc из-за гиперполяризации
постсинаптической мембраны в состоянии покоя, что связано со снижением коли-
чества белка GRIA1 на поверхности мембраны и нарушением ритма его синтеза.
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Помимо этого, ClockΔ19-мыши характеризуются повышенной активностью дофа-
миновых нейронов в вентральной области покрышки (VTA) и повышенным дофа-
миновым сигналингом в NAc [110]. Нарушения поведения в этой модели нормали-
зуются литием, способным ингибировать активность GSK-3, и блокаторами CK-1δ/ε
[111, 112]. Эта же мутация, но специфично вызванная в вентральной покрышечной
области (ClockΔ19-VTA), приводит к появлению смешанного состояния маниа-
кально-подобного и депрессивно-подобного поведения, изменению циркадного
ритма двигательной активности и повышенной активности нейронов в данной об-
ласти, а также изменению экспрессии генов ионных каналов и генов, связанных с
метаболизмом дофамина [113].

Нокаут Bmal1 (Bmal1-KO) у макак-крабоедов (Macaca fascicularis) снижает количе-
ство сна и повышает активность в ночное время, понижает и нарушает ритмичность
выработки гормонов, таких как мелатонин, тестостерон и дегидроэпиандростерон
[114]. Параллельно наблюдается усиленная экспрессия провоспалительных цитоки-
нов в крови и наличие системного воспаления, а также признаки тревожности и де-
прессивно-подобного поведения, связанного с повышенным уровнем кортизола в
крови, а также нарушения сенсорной обработки, что характерно для шизофрено-по-
добного поведения. Эти поведенческие признаки усугублялись в условиях постоян-
ного освещения [114]. SCN-специфический нокдаун Bmal1 (SCN-Bmal1-KD) приво-
дит к появлению депрессивно-подобного фенотипа у мышей, увеличению веса те-
ла, аномальному циркадному ритму кортикостерона и его слабому повышению в
ответ на стресс [115]. Мыши, нокаутные по Bmal1 (Bmal1-KO), характеризуются
ангедонией (сниженным предпочтением сахарозы), что является признаком де-
прессивно-подобного поведения, низким уровнем кортикостерона и нарушением
ответа надпочечников на адренокортикотропный гормон (АКТГ) в связи с подав-
лением транскрипции генов, участвующих в транспорте холестерина в клетках
надпочечников [116]. Все это приводит к отсутствию выраженного поведенческого
ответа на острый и субхронический стресс на фоне стабильного уровня кортико-
стерона в крови до и после воздействия стресса, тогда как повышение концентра-
ции АКТГ в ответ на стресс явно выражено [116].

Мыши с нокаутом Rev-erbα (Rev-erbα-KO) обладают дефицитом кратковремен-
ной, долговременной и контекстной памяти, а также демонстрируют нарушение
способности строить гнезда, что отражает нарушение функций гиппокампа и уси-
ление оборота дофамина в нем [117]. Одновременный нокдаун генов Per1/2 в при-
лежащем ядре мышей (NAc-Per1/2-KD) приводит к появлению у них тревожного
фенотипа в большей мере, чем нокдаун Per1 или Per2 по отдельности [118]. Нок-
даун Per2 в латеральной хабенуле крыс (Per2-KD-LHb) приводит к появлению де-
прессивно-подобного поведения, преимущественно в ночное время [119]. Транс-
генные мыши с мутацией гена Per3 (hPer3-P415A/H417R), обуславливающей разви-
тие у людей синдрома продвинутой фазы сна (advanced sleep phase syndrome),
показывают нарушение ритмов локомоторной активности и депрессивно-подоб-
ный фенотип, что связано с нарушением стабильности белка PER3 и ведет к ослаб-
лению стабильности белков PER1 и PER2 [120]. Кроме того, эти животные в усло-
виях короткого фотопериода (4:20 цикл света/темноты) показывают признаки де-
прессивно-подобного поведения [120]. При этом нокаут гена per1b у зебраданио
вызывает гиперактивность, импульсивность, дефицит обучения и памяти и пове-
дение, подобное дефициту внимания, снижение уровня дофамина в теле мальков и
мозге взрослых рыб, что соотносится с данными, полученными на мышах и с
симптоматикой людей с синдромом дефицита внимания и гиперреактивности [121].
У этих рыб обнаружена восьмичасовая задержка экспрессии rev-erbα, что влияет на
задержку экспрессии гена тирозингидроксилазы [121].
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Мыши с нокаутом генов Cry1/2 (Cry1/2-KO) характеризуются снижением спон-
танной двигательной активности и нарушением распознавания при сохранении
памяти о страхе. Двойные мутанты проявляют повышенную тревожность, а нокаут
по генам Cry1 и Cry2 в отдельности приводит к менее выраженному тревожному
фенотипу [122]. Мыши Cry1/2 также демонстрируют большую чувствительность к
препаратам-психостимуляторам, что связано со сниженным уровнем фосфорилиро-
вания белка ERK в средних шипиковых нейронах (medium spiny neurons, MSN) [122].

Влияние внешних факторов на циркадные ритмы и поведение также широко ис-
следуется с использованием моделей in vivo. Крысы, подвергшиеся непрерывному
дневному освещению в течение 8 недель, проявляют признаки тревожного и депрес-
сивно-подобного поведения, у этих животных наблюдается изменение ритмов дви-
гательной активности, выработки мелатонина и кортикостерона, снижение нейро-
нальной активности в SCN [123]. Тусклый свет в течение трех ночей приводит к по-
явлению депрессивно-подобного фенотипа у мышей, нейровоспалению, снижению
плотности дендритных шипиков и изменению экспрессии циркадных генов в гип-
покампе [124]. Пре- и постнатальное трехнедельное воздействие тусклым светом в
ночное время на крыс может приводить к появлению тревожности во взрослом воз-
расте [125]. У сибирских хомячков (Phodopus sungorus) постоянное освещение в тече-
ние недели приводило к нарушению суточных колебаний концентрации кортизола и
изменению паттернов экспрессии белков часовых генов в SCN и гиппокампе [126].

Другой подход к моделированию циркадных и поведенческих нарушений – из-
менение длины цикла света/темноты. Содержание мышей в 20-часовом цикле
приводит к снижению длины дендритных отростков в префронтальной коре, изме-
нению циркадной регуляции температуры тела, увеличению массы тела, повыше-
нию концентрации гормонов инсулина и лептина в крови, снижению когнитивной
гибкости и изменениям эмоциональности [127]. Лишение сна при сохранении
нормального цикла света/темноты приводит к появлению симптомов мании у мы-
шей, нарушению функционирования HPA, вызывает окислительный стресс, по-
вышение концентрации цитокинов в мозге и сыворотке крови (однако эти послед-
ствия могут быть нормализованы литием) [128].

Стресс хронического социального поражения (СХСП) широко используется
как модель для создания тревожного и депрессивно-подобного поведения у гры-
зунов [129]. СХСП оказывает влияние на архитектуру сна и динамику уровней
мРНК Per2 в зонах мозга, связанных с эмоциями и мотивацией [129, 130] (экс-
прессия Per1 и Per2 снижена в NAc у мышей после десятидневного СХСП, но воз-
вращается к нормальному состоянию после лечения антидепрессантами) [118].
При этом СХСП не изменяет циркадные ритмы в SCN, что, вероятно, связано с
малым количеством рецепторов к глюкокортикоидам в клетках данного ядра [131].
У новорожденных крысят присутствует достаточное количество этих рецепторов
в SCN, из-за чего стресс раннего периода жизни (до 6- дневного возраста) оказы-
вает влияние на фазу генной экспрессии SCN [132].

В настоящее время имеется немного исследований, посвященных взаимодей-
ствию генетических и средовых факторов циркадной регуляции, его роли в разви-
тии психопатологий. Количество работ, исследующих патологическое поведение
зебраданио в контексте нарушения циркадной регуляции и психопатологии, также
незначительно. В то же время зебраданио обладают рядом важных характеристик,
позволяющих использовать их как перспективную модель психопатологий, а также
для изучения механизмов регуляции циркадных ритмов. Одним из таких преиму-
ществ является то, что состояния бодрствования и покоя у рыб легко определяются
поведенческими критериями. Поэтому фенотипы повышенной или пониженной
суточной активности и изменение длительности периодов бодрствования и покоя
можно использовать в качестве маркеров поведенческих нарушений. Зебраданио
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также удобны и для фармакологического скрининга препаратов, используемых для
улучшения качества сна и лечения психопатологий [133], например, мелатонина
[133, 134]. Кроме того, консервативность циркадных процессов и указанные ранее
сходства в регуляции молекулярных компонентов циркадных ритмов делают зеб-
раданио удобным объектом для трансляционной циркадной биологии в целом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Циркадные ритмы – важный и неотъемлемый фактор жизни, от которого во
многом зависит психическое здоровье человека. Их нарушения как со стороны ге-
нетических, так и факторов внешней среды, могут приводить к развитию серьез-
ных психопатологий и расстройств поведения. Регуляция биоритмов в организме
осуществляется на различных уровнях, в том числе на уровне посттранскрипцион-
ной и посттрансляционной обработки продуктов циркадных генов, поэтому пони-
мание этих механизмов в экспериментальных моделях может помочь в разработке
терапевтических агентов, нацеленных на разные стадии этого процесса. Это также
необходимо и для выработки профилактических мер, способствующих предотвра-
щению поведенческих нарушений, вызванных аномалиями циркадной регуляции. 

Создание новых экспериментальных моделей психопатологий с упором на цир-
кадные функции также является важным направлением научно-исследователь-
ской деятельности, в том числе с использованием новых перспективных модель-
ных систем (например, зебраданио). Так, например, потенциал для скрининга фи-
зиологически активных веществ на зебраданио в десятки или сотни раз превышает
возможности подобных скринов на грызунах, что позволяет не только выявлять
принципиально новые регуляторы циркадных ритмов в ходе высокопроизводи-
тельного тестирования на рыбах, но и проводить перепрофилирование лекарствен-
ных препаратов (drug repurposing) на предмет возможной модуляции циркадных
ритмов препаратами, уже одобренными для клинического применения в других
целях. В целом, несмотря на большой объем данных, посвященных центральной
регуляции циркадных ритмов, остается множество открытых вопросов (табл. 3),
которые могут служить фундаментом для будущих научных работ по данной теме.

Таблица 3. Перечень малоизученных вопросов по проблемам центральной регуляции цир-
кадных ритмов

1. Функции глубинных фоторецепторов рыб в циркадной регуляции и регуляции поведе-
ния;

2. Роль генетических различий (гомология геномов ~70%) между человеком и зебраданио 
в регуляции циркадных ритмов;

3. Роль эпигенетических механизмов ЦНС в регуляции циркадных ритмов человека и зеб-
раданио;

4. Установка ритмов экспрессии циркадных генов в периферических тканях;

5. Пострансляционная и постранскрипционная обработка продуктов циркадных генов у 
рыб;

6. Влияния социального джетлага на поведение;

7. Взаимодействия мутаций в циркадных генах и внешних факторов, и роль этого взаимо-
действия в развитии психопатологий;

8. Поведение зебраданио в контексте нарушения циркадной регуляции и психопатологии.
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Circadian rhythms are cyclic fluctuations in the intensity of biological processes associated
with the change of day and night, to which many organisms have adapted during the evolu-
tion. Disturbances in circadian rhythms are triggered by both environmental factors
(e.g., altering the time zone or the length of day/night) and disrupted internal regulation of
cycles (e.g., mutations of key clock genes). These changes can lead to the pathogenesis of
various diseases, including psychopathologies. Since the mechanisms underlying circadian
regulation are rather evolutionarily conservative, experimental animal models are actively
used to probe these processes and their relationship with psychopathologies. Here, we dis-
cuss the regulation of circadian rhythms, as well as their cross-taxon similarities and differ-
ences between mammals and teleost fish (zebrafish, Danio rerio). We also discuss recent
findings on molecular genetic mechanisms underlying the regulation of circadian rhythms
and their link to pathogenesis of mental disorders in humans and model organisms.

Keywords: circadian rhythms, affective disorders, psychopathology modeling, experi-
mental models, rodents, zebrafish



РОССИЙСКИЙ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ им. И.М. СЕЧЕНОВА 2023, том 109, 
№ 11, с. 1547–1566

МОДЕЛИРОВАНИЕ ТАУПАТИЙ НА DANIO RERIO

© 2023 г.   М. М. Котова1, Т. О. Колесникова1, А. В. Калуев1, 2, 3, 4, 5, *
1Научный центр генетики и наук о жизни, Научно-технологический университет “Сириус”, 

Федеральная территория Сириус, Россия
2Институт трансляционной биомедицины, Санкт-Петербургский государственный университет, 

Санкт-Петербург, Россия
3Уральский федеральный университет, Екатеринбург, Россия

4Национальный медицинский исследовательский центр им. В.А. Алмазова МЗ РФ,
Санкт-Петербург, Россия

5Российский научный центр радиологии и хирургических технологий им. акад. А.М. Гранова 
МЗ РФ, Санкт-Петербург, Россия

*E-mail: avkalueff@gmail.com

Поступила в редакцию 21.03.2023 г.
После доработки 23.06.2023 г.

Принята к публикации 25.06.2023 г.

Таупатии – гетерогенная группа прогрессирующих нейродегенеративных забо-
леваний, вызванных накоплением в мозге агрегатов тау-белка. Тау-белок стаби-
лизирует состояние микротубочек и регулирует аксональный транспорт, однако
при гиперфосфорилировании начинает откладываться в мозге в виде агрегатов,
являясь основным патогенетическим механизмом возникновения таупатий. По
степени вовлеченности тау-белка в патогенез заболевания выделяют первичные
и вторичные таупатии. Наиболее распространенной вторичной таупатией явля-
ется болезнь Альцгеймера. Экспериментальные модели на животных являются
важным методом исследования физиологии тау-белка и патогенеза таупатий.
В работе обсуждаются современные представления о молекулярных механизмах
таупатий, а также существующие экспериментальные модели таупатий на новых
альтернативных модельных объектах – рыбах зебраданио (zebrafish, Danio rerio),
и новые направления исследований в данной области.

Ключевые слова: зебраданио, таупатии, животные модели, нейродегенерация, тау-
белок
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ВВЕДЕНИЕ

Таупатии представляют собой гетерогенную группу серьезных нейродегенера-
тивных заболеваний, которые характеризуются прогрессирующими неврологиче-
скими и когнитивными симптомами и вызываются нарушением функционирова-
ния и аккумуляцией тау-белка в мозге (табл. 1). Типичными клиническими прояв-
лениями таупатий являются различные неврологические моторные дисфункции
(глазодвигательные нарушения, постуральная неустойчивость, акинезия), когни-
тивные нарушения – расстройства памяти (деменция), речи и поведения, а также
нарушение сложных видов чувствительности [1]. На молекулярном уровне при та-
упатиях в мозге происходит накопление аномально свернутого тау-белка, который
может быть организован в различные макромолекулярные агрегаты, включая спи-
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ральные филаменты и нейрофибриллярные клубки [2]. Тау является белком, ассо-
циированным с микротрубочками нейрона (MAP), и вместе другими МАР-белка-
ми стабилизирует состояние микротрубочек, тем самым регулируя рост аксонов и
аксональный транспорт, а также полярность нейритов [3–5]. Тау-белок также
участвует в инсулиновом сигналинге центральной нервной системы (ЦНС), по-
скольку его дисфункции приводят к резистентности к инсулину и могут способ-
ствовать метаболическим нарушениям мозга [6].

При таупатиях патологический тау-белок внутри нейронов начинает активно
взаимодействовать с нитями актина, способствуя их уплотнению и образованию
пучков [1]. Это, в свою очередь, приводит к сверхжесткости клеточного цитоскелета,
нарушая функции митохондрий и инициируя окислительный стресс [1]. Уплотне-
ние цитоскелета также нарушает ядерную оболочку клеток, приводя к расслабле-
нию нитей хроматина, в свою очередь запуская транскрипцию молчащих в норме
генов и активируя апоптоз [1]. Имеются также данные о подавлении тау-белком
синтеза белков (за счет снижения уровня трансляции и ингибирования биогенеза
рибосом) в экспериментальных моделях, что также может играть роль в негатив-
ной регуляции долговременной памяти при таупатиях [7, 8].

Тау-белок кодируется геном МАРТ (microtubule-associated protein tau), и у чело-
века представлен шестью изоформами, которые различается по содержанию экзо-
нов (рис. 1). Активность тау-белка и связывание с микротрубочками регулируется
фосфорилированием, а его гиперфосфорилирование приводит к агрегации белка и
таупатиям [9]. У человека ген MAPT находится в 17-й хромосоме и кодирует три
различных транскрипта. Первый содержит 2 тыс. пар нуклеотидов и кодирует
ядерный тау-белок, который не связан со стабилизацией микротрубочек, а участ-
вует в защите ДНК [14]. Второй транскрипт содержит 6 тыс. пар нуклеотидов и яв-
ляется основной формой тау-белка, локализующейся в ЦНС. Третий транскрипт
содержит 8 тыс. пар нуклеотидов и обнаруживается в периферической нервной си-
стеме [15]. Ген тау-белка содержит 16 экзонов, 8 из которых подвергаются альтерна-
тивному сплайсингу [16]. Экзоны между собой отличаются вставками в N-концевом
домене (изоформы N1 и N2), а также 3 или 4 повторами в домене, отвечающем за вза-
имодействие с микротрубочками (изоформы 3R и 4R) [15] (см. рис. 1).

Распределение сайтов фосфорилирования тау-белка асимметрично, и большин-
ство из них располагаются на C-конце его молекулы [15]. Протеинкиназы, фосфо-
рилирующие тау-белок, включают пролин-направленные протеинкиназы (PDPK),
являющиеся серин-треониновыми киназами, а также не-PDPK протеинкиназы и

Таблица 1. Классификация и распространенность основных таупатий человека

Патология Встречаемость (на 100000 населения)

Первичные
3R-таупатии
Болезнь Пика 15–22 случаев [10]
4R-таупатии
Прогрессирующий надъядерный паралич (ПНП) 7 случаев [11]
Кортикобазальная дегенерация (КБД) 2–3 случая [11]
Деменция с аргирофильной зернистостью 40 случаев [2]
Глобулярная глиальная тауопатия (ГГТ) 1–2 случая [12]
Вторичные
Болезнь Альцгеймера (БА) 470 случаев [13]
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тирозиновые протеинкиназы (TPK) [17]. Основной PDPK является киназа-3 гли-
когенсинтазы (GSK-3), которая фосфорилирует тау-белок по 42 сайтам [18], и уро-
вень которой повышается при нейродегенерациях [19]. Циклинзависимая киназа 5
(cdk5) также относится к группе PDPK, а для ее активации требуется субъединица
p25, которая накапливается при болезни Альцгеймера (БА) и может быть вовлече-
на в ее патогенез [20]. Работа комплекса cdk5/p25 снижает способность тау-белка
взаимодействовать с микротрубочками, что в итоге может привести к разрушению
цитоскелета и апоптозу [20]. Среди не-PDPK киназ следует упомянуть казеинки-
назу 1, представленную у людей шестью изоформами, дельта-изоформа которой
локализуется с нейрофибриллярными агрегатами при различных таупатиях, на-
пример БА и ПНП [21].

Аномальное накопление тау-белка в мозге может быть обусловлено и тем, что
агрегированный белок может распространяться от нейрона к нейрону и индуциро-
вать образование макромолекулярных агрегатов в соседней клетке [22]. Патоген-
ная форма тау-белка может передаваться как прямой транслокацией через мембра-
ну, так и при помощи секреции мембранных органелл (т.е., с участием экзосом,
аутофагии и эндосом/лизосом), а также посредством эктосом [23, 24]. Метаболизм
и удаление тау-белка осуществляется деградацией протеасомой [25], а также в ре-
зультате аутофагии [26].

ТАУПАТИИ

По степени вовлеченности агрегаций тау-белка в патогенез мозга выделяют пер-
вичные и вторичные таупатии. В случае, когда отложение тау является преоблада-
ющим признаком, заболевание относят к первичным таупатиям. Например, тако-

Рис. 1. Структура гена MAPT и изоформ кодируемого им тау-белка человека, по [16]. Экзоны 1, 4, 5, 7, 9,
11, 12 и 13 входят в состав всех изоформ тау-белка, присутствующих в центральной (ЦНС) и перифери-
ческой нервной системе. Экзон 4а не экспрессируется в ЦНС (но встречается в периферической нерв-
ной системе), а экзон 14 не транслируется. Экзоны 2, 3 и 10 подвергаются альтернативному сплайсингу
и являются ключевыми участками, по которым различаются изоформы тау-белка [16]. По числу повто-
ров аминокислотных последовательностей (3 или 4 повтора) в домене его молекулы, отвечающем за
взаимодействие с микротрубочками, различают 3R- и 4R-таупатии (см. детали в тексте).
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выми являются болезнь Пика, прогрессирующий надъядерный паралич (ПНП),
кортикобазальная дегенерация (КБД), деменция с аргирофильной зернистостью и
глобулярная глиальная тауопатия (ГГТ), (табл. 1). Если помимо неправильного
формирования тау-белка есть другие движущие силы патогенеза, то заболевание
рассматривают как вторичную таупатию. Наиболее распространенной и клиниче-
ски известной вторичной таупатией является БА [2]. Также используется класси-
фикация таупатий по количеству повторов аминокислотных последовательностей
в домене молекулы тау-белка, отвечающем за взаимодействие с микротрубочками
(рис. 1). В частности, к 3R-таупатиям с тройным повтором в этом домене относят
болезнь Пика, к 4R таупатиям с четырьмя повторами – ПНП, КБД и ГГТ [2]. Вы-
деляют также смешанные 4R/3R-формы таупатий, в том числе, например, БА и
возраст-ассоциированная таупатия [2].

Помимо неврологических показателей, таупатии также диагносцируются по мо-
лекулярным и гистологическим признакам. Например, болезнь Пика является ва-
риантом деменции и характеризуется нарушением когнитивных функций, а также
проявлением асоциальных наклонностей. При болезни Пика происходит дегене-
рация лобных и височных долей мозга, которая сопровождается появлением цито-
плазматических телец Пика – скоплений агрегированного тау-белка. Такие вклю-
чения преобладают в клетках зубчатой извилины гиппокампа, а также в астроцитах
и олигодендроцитах [27].

При ПНП нейрофибриллярные клубки обнаруживаются в субталамическом яд-
ре, базальных ганглиях и стволе мозга [28]. При этом наблюдается патоанатомиче-
ская гетерогенность, поскольку иногда преимущественно поражается ствол го-
ловного мозга, а иногда наблюдается патология в коре мозга. Еще одним отличи-
тельным признаком заболевания является астроглиальная таупатия (которая
характеризуется отложением белка в астроцитах) и присутствие субкортикальных
тау-клубочков [29].

Для КБД характерным патологическим признаком является накопление тау в
кортикальных нейронах и глие, а также в нейронах стриатума, сопровождающееся
нейродегенерацией коры и черной субстанции. При этом агрегаты тау-белка имеют
форму нейрофибриллярных трубочек и сферических включений – кортикобазаль-
ных телец [30]. Деменция с агрофильной зернистостью характеризуется мелкими
диффузными включениями белка тау, которые локализуются в аксонах и дендри-
тах. Данное состояние часто сопутствует другим таупатиям, таким как ПНП, КБД
и БА [2] (табл. 1).

Основными неврологическими признаками таупатий, которые могут относится
к разным заболеваниям, являются постуральные, глазодвигательные, когнитивные
и поведенческие нарушения, а также дисфункции различных видов чувствительно-
сти и речи (включая афазию и апраксию). Наиболее серьезное клиническое прояв-
ление таупатий – деменция – встречается у 3–26% пациентов. Лобно-височную
деменцию (ЛВД) можно разделить на несколько синдромов с разными фенотипи-
ческими проявлениями, наиболее распространенной формой которой является
поведенческий вариант ЛВД [31]. Частыми клиническими признаками ЛВД явля-
ются расстройства суждений, самоконтроля, а также социализации.

Кортикобазальный синдром (КБС) является вариантом первичной прогресси-
рующей афазии, которая характеризуется нарушениями речи и понимания предло-
жений. В основе КБС может лежать как КБД, так и другие протеинопатии. При
КБС и ПНП нарушается преимущественно двигательная функция: КБС характе-
ризуется односторонней ригидностью, апраксией и феноменом чужой руки, а при
ПНП наблюдается осевая ригидность, брадикинезия и дисфагия [31].

В целом, таупатии представляют собой сложные, полифакторные расстройства
ЦНС, в основе которых лежат патологии тау-белка, вызванные различными при-
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чинами. Например, агрегация тау-белка может быть вызвана генетическими де-
фектами ферментов, участвующих как в его секреции, так и в пострансляционных
модификациях [2]. И хотя генетические факторы играют ведущую роль в патогене-
зе таупатий, однако для некоторых из них, например, БА, показаны и другие фак-
торы риска, включая кишечный дисбактериоз [32], воздействие токсинов окружа-
ющей среды [33] и нездоровый образ жизни [34]. Более того, на сегодняшний день
не существует эффективных терапевтических подходов, позволяющих ограничить
агрегацию и накопление тау-белка в мозге, поэтому лечение данных заболеваний
остается преимущественно симптоматическим. Например, для коррекции двига-
тельных нарушений применяется L-dopa [35], аффективных и поведенческих
симптомов – селективные ингибиторы обратного захвата серотонина и норадрена-
лина [36], а когнитивных нарушений – ноотропные препараты (например, меман-
тин) [37]. С учетом сложной полифакторной патофизиологии таупатий, а также их
малой изученности и высокой клинической значимости, терапия данных заболева-
ний мозга является важной биомедицинской проблемой. Помимо клинических дан-
ных, большую роль в изучении патогенеза заболеваний ЦНС играют животные (экс-
периментальные) модели. Поэтому моделирование таупатий на животных моделях
является важной стратегией трансляционных исследований в данной области.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ МОДЕЛИ ТАУПАТИЙ

Широко используемым модельным объектом для изучения таупатий являются
мыши, трансгенные модели которых различаются по экспрессируемой изоформе
тау-белка, наличию или отсутствию патогенных мутаций, характеру распределения
белка, а также степени сверхэкспрессии и паттерну фосфорилирования. Напри-
мер, модель P301L, которая содержит одноименную мутацию в гене тау в нейронах
мозга мыши, воспроизводит образование агрегатов тау-белка в мозге человека
P301L [38]. Так как таупатии являются одним из проявлений БА, существует ряд
моделей, в которых комбинируются мутации гена тау с другими мутациями, ассо-
циированными с данной болезнью. Так, например, у трансгенной линии мышей
3xTg-AD с мутациями в генах, ассоциированных с БА (APP, PSEN) и тау-белка, по-
мимо агрегации фосфорилированного тау, также наблюдается формирование бля-
шек из бета-амилоида (еще один характерный патоморфологический признак БА),
а также когнитивные нарушения и нейровоспаление [39].

Помимо генетических моделей таупатий, также имеются их фармакологические
модели, чаще всего с использованием крыс. Например, введение крысам хлорида
алюминия или стрептозотоцина усиливает гиперфосфорилирование тау-белка.
Однако, как правило, данные модели не являются достаточно специфичными, и
часто являются также моделями БА (с наличием других характерных для нее при-
знаков), из-за чего нельзя изолированно изучить роль гиперфосфорилирования и
агрегации тау-белка в ЦНС [40–42]. Внутри-гиппокампальное введение олигоме-
ров тау-белка грызунам позволяет изучить влияние острого увеличения уровня тау,
но в меньше мере позволяет отразить временную динамику патологических изме-
нений в результате постепенного накопления тау-белка, которое происходит в
клинике у пациентов с таупатиями [43, 44].

В качестве альтернативных модельных объектов при изучении различных пато-
генетических аспектов таупатий также широко используются фруктовые мушки
Drosophila melanogaster и нематоды Caenorhabditis elegans. Например, у мушек имеет-
ся 1 ген, кодирующий тау-белок, который содержит 5 доменов, взаимодействую-
щих с микротрубочками (в отличие от 3 и 4 повторов у человека). В настоящий мо-
мент существует около сотни моделей таупатий на мушках, которые воспроизводят
гиперфосфорилирование, но не агрегацию тау-белка, и отличаются экспрессией
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разных изоформ тау-белка, включая мутантные изоформы, в том числе с различ-
ными промоторами, например, глазоспецифичными [45]. C. elegans экспрессируют
две изоформы пептида, гомологичные тау-белку человека [46]. На сегодняшний
день известно около 20 моделей таупатий на нематодах, которые также отличаются
изоформами и промоторами, а также хорошо воспроизводях прогрессирующий
(возраст-зависимый) характер патогенеза [46].

Наряду с грызунами и беспозвоночными созданы экспериментальные модели
таупатий на новых модельных объектах – рыбах зебраданио (zebrafish, Danio rerio).
Настоящий обзор обсуждает существующие экспериментальные модели таупатий
на зебраданио и новые направления исследований в данной области.

МОДЕЛИРОВАНИЕ ТАУПАТИЙ НА ЗЕБРАДАНИО

Нейробиология зебраданио
Зебраданио – пресноводная костистая рыба, которая обитает в Южной Азии и

обладает рядом характеристик, делающих ее популярным модельным объектом для
изучения физиологии и патофизиологии ЦНС [47–50]. У зебраданио представле-
ны все основные нейромедиаторы, характерные для позвоночных, в том числе глу-
тамат, гамма-аминомасляная кислота (ГАМК), моноамины, ацетилхолин, гиста-
мин, глицин, эндоканабиноиды и пурины. Кроме того, наблюдается высокое сход-
ство с человеком в процессах синтеза и метаболизма нейромедиаторов, которые
подробно изучены к настоящему моменту [51, 52]. На зебраданио также можно
оценить широкий спектр поведенческих реакций. В частности, они демонстрируют
социальное, тревожное и ориентировочно-исследовательское поведение, и, не-
смотря на отсутствие коры и гиппокампа, демонстрируют выраженные когнитив-
ные функции, память и обучение [53].

Головной мозг зебраданио по своему строению достаточно консервативен и
представлен передним, средним и задним мозгом [54]. Передний мозг, в свою оче-
редь, состоит из конечного мозга (паллий, субпаллий и обонятельные луковицы),
промежуточного мозга и гипоталамуса. Из-за того, что мозг зебраданио развивается
путем инвагинации, некоторые области, включая гиппокамп и миндалину, у зеб-
раданио не представлены, а их функции выполняют другие структуры (например,
одна из зон паллия эквивалентна зубчатой извилине гиппокампа). В целом, основ-
ные функции конечного мозга рыб – это регуляция памяти, эмоций и социального
поведения. Промежуточный мозг, состоящий из таламуса, шишковидного тела и
уздечки, регулирует внимание и циркадные ритмы рыб [54]. Средний мозг зебрада-
нио участвует в осуществлении зрительной и слуховой функций. Задний мозг
представлен продолговатым мозгом, мостом и мозжечком. Мозжечок участвует в
реализации двигательных рефлексов и в двигательном обучении, а ствол контроли-
рует жизненно важные функции (например, дыхание) [54].

Практическими преимуществами зебраданио как модельного объекта в биоме-
дицине являются высокая скорость размножения и возможность визуализации эм-
брионального развития благодаря прозрачности икринок, что позволяет наблюдать
за развитием как целого организма, так и отдельных его клеток. Данная модель в ос-
новном используется для оценки действия фармакологических и токсикологиче-
ских агентов, которые оказывают эффект на развивающийся организм [55]. Кроме
того, зебраданио используются для анализа поведенческих паттернов, оценка ко-
торых требует меньших временных затрат по сравнению с грызунами. Во многом
это происходит благодаря небольшому размеру животных и поведенческих устано-
вок, а также возможности тестировать много животных параллельно. Экономия
временных ресурсов, высокая генетическая и физиологическая гомология с чело-
веком, а также развитые нейромедиаторные системы [56–58] вместе обуславлива-



1553МОДЕЛИРОВАНИЕ ТАУПАТИЙ НА DANIO RERIO

ют применимость зебраданио в качестве модели для высокоэффективного скри-
нинга нейрофармакологических препаратов и анализа нейробиологических про-
цессов, в том числе для моделирования таупатий.

Генетические модели таупатии на зебраданио
Важная стратегия моделирования таупатий на зебраданио – это создание гене-

тически модифицированных организмов. Например, если у человека ген тау-белка
(МАРТ) представлен в одной копии, то у зебраданио (в результате дополнительной
дупликации генома у костистых рыб) имеется два паралога – MAPTa и MAPTb. При
создании моделей таупатии на зебраданио в их геном обычно вводится человече-
ский MAPT, несущий мутации, характерные для генетически-обусловленных кли-
нических форм таупатий. Как правило, в моделях на зебраданио используются
нейрональные промоторы, такие как GATA-2 [59] или Huc [60], а также систему
экспрессии Gal4/UAS, часто реализуемую и для трансгенных фруктовых мушек.
Обычно создаются две конструкции (driver и responder), которые соответственно
содержат активатор транскрипции Gal4 и последовательность, кодирующую му-
тантный тау-белок и также флуоресцентный белок (например, DsRed) для визуа-
лизации клеток, где произошло встраивание конструкции в геном [60, 61].

В модели нейрональной экспрессии MAPT с мутацией 2N4R у рыб наблюдается
накопление гиперфосфорилированного тау-белка и разрушение компонентов ци-
тоскелета [59]. Одной из наиболее признанных моделей таупатий на зебраданио
является нейрональная экспрессия мутантной формы тау P301L, в которой помимо
гиперфосфорилирования тау-белка и образования нейрофибриллярных клубков
также наблюдается нейродегенерация в спинном мозге, дефектные мотонейроны и
нарушение локомоции [60].

Еще одной моделью таупатий у зебраданио является экспрессия мутантной фор-
мы тау A152T, при которой наблюдаются патологическое фосфорилирование тау-
белка и образование нейрофибриллярных клубков, нейродегенерация, дефектные
мотонейроны и нарушение протеасомной активности, что приводит к замедлению
клиренса тау [62]. Также имеются другие генетические моделей зебраданио, кото-
рые приводят к увеличению уровня фосфорилированнного тау-белка, но не вос-
производят некоторые важные фенотипические проявления патологии [63–65] в
отличие от вышеперечисленных моделей. Например, если для клинических таупа-
тий характерны аксонопатии в виде дистрофии аксонов и демиелинизации, у зеб-
раданио аксонопатия выражена в развитии дефектных мотонейронов [66], тем са-
мым отличаясь от клинической картины.

Фармакологические модели таупатии на зебраданио
Созданные в настоящее время фармакологические модели на зебраданио значи-

тельно хуже, чем генетические (например, нокаутные или трансгенные) подходят
для воспроизведения патологии таупатий. Как правило, они не моделируют биохи-
мические признаки, характерные для болезней, а воспроизводят основной невро-
логический симптом – нарушение когнитивных функций. Тем не менее, таупатии
можно моделировать у рыб введением окадаевой кислоты – ингибитора протеин-
фосфатаз. Протеинфосфатаза PP2A является основным ферментом, который де-
фосфорилирует тау-белок. Таким образом, введение окадаевой кислоты приводит
к патологическому увеличению фосфорилированного тау-белка, а также вызывает
когнитивные нарушения зебраданио. Однако поскольку у таких рыб происходит
агрегация бета-амилоида, данная модель недостаточно специфична, и может рас-
сматриваться скорее в контексте БА [67]. Также логично использовать введение
рыбам олигомеров тау-белка или амилоидного белка (как и в случае с грызунами).
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Например, зебраданио проводят внутримозговое введение олигомеров бета-ами-
лоида с целью вызвать нейродегенерацию по типу БА. И хотя в отличие от грызу-
нов введение взрослым особям зебраданио амилоидного пептида напрямую не вы-
зывает фосфорилирование и агрегацию тау-белка [68, 69], таупатию (наряду с дру-
гими симптомами БА) можно вызвать при введении бета-амилоида эмбрионам
рыб [70].

Поведенческие тесты на зебраданио
Поскольку основными клиническими признаками таупатий являются невроло-

гические и когнитивные нарушения, возникает необходимость моделирования и
оценки поведенческих фенотипов на зебраданио. Поведенческие тесты также яв-
ляются основой создания высокопроизводительных скрининговых платформ на
зебраданио, в том числе с перспективой тестирования новых препаратов для кор-
рекции таупатий. Существуют достаточно хорошо валидированные акватические
поведенческие тесты на рыбах. Например, в условиях новизны (в тесте открытого
поля) у рыб, как и у грызунов, можно оценивать общую локомоцию и ориентиро-
вочно-исследовательское поведение [71]. У зебраданио в таких условиях защитная
реакция проявляется в уходе в придонную область и замирании, а затем происхо-
дит плавное увеличение исследовательского поведения по мере развития привыка-
ния (габитуации) [72, 73]. При этом подавление общего уровня локомоторной ак-
тивности (снижение пройденного расстояния и скорости) будет свидетельствовать
о неврологических дисфункциях рыб, повышение замирания и придонное плава-
ние – о повышенной тревожности, а нарушение естественной габитуации – о на-
рушении кратковременной пространственной памяти [72, 73].

Для оценки когнитивных функций на зебраданио применяются акватические Х-,
T- и У-образные лабиринты, а также тест условно-рефлекторного пассивного избе-
гания (УРПИ) [74, 75]. Например, в У-образном лабиринте можно оценивать
спонтанную альтернацию по количеству и последовательности поворотов как по-
казателей кратковременной памяти [76]. Рабочую пространственную память мож-
но также оценивать по габитуации (привыканию) исследовательской активности в
аквариуме. Лабиринты, как и в случае с грызунами, также могут быть использова-
ны для оценки долговременной памяти рыб. Аналогично, УРПИ основано на за-
поминании контекста, в котором зебраданио предъявляли негативный стимул, в
результате чего вырабатывается реакция избегания. Негативным стимулом для вы-
работки УРПИ могут явиться резко брошенный перед рыбой небольшой камень
[77–79], перемешивание воды [80] или электрический ток [81]. В моделях таупатий
на зебраданио ожидается нарушение когнитивных фенотипов, а также неврологи-
ческие нарушения, в том числе гиполокомоция и атаксия.

ПЕРСПЕКТИВЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Как уже указывалось, весомым преимуществом моделирования заболеваний
ЦНС на зебраданио по сравнению с грызунами является возможность быстро про-
водить исследования поведенческих паттернов и обширные возможности генети-
ческих манипуляций. Кроме того, есть другие, более частные практические пре-
имущества применения рыб при моделировании таупатий. В частности, у зебрада-
нио можно визуализировать мотонейроны на стадии развития с использованием
специфичных трансгенных линий [82] или специфических к моторным аксонам
антител Znp1 (мышиный моноклональный антисинаптотагмин) [82], отслеживая
развитие мотонейронов в динамике таупатии. Также модель таупатии на зебрада-
нио позволяет визуализировать in vivo пути деградации тау-белка, а именно работу
убиквитин-протеасомной системы и аутофагия-лизосомального пути. Для этого в
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первом случае в эмбрион вводят меченый субстрат, который расщепляется протеа-
сомой [83], во втором случае используют трансгенных животных, экспрессирую-
щих флуоресцентную метку GFP-Lc3 (Lc3 является белком, который конъюгирует
с мембраной фагосомы и используется как маркер аутофагии, а GFP (green fluores-
cent protein) является традиционно используемым маркерным флуоресцентным
белком), позволяя тем самым оценить активность аутофагии по уровню флуорес-
ценции в мозге [84].

Соотнести гистологические характеристики таупатий, наблюдаемые у грызунов,
с конкретными патологическими состояниями человека достаточно сложно. С од-
ной стороны, трудность вызывает диагностика разных форм таупатий в клинике в
силу их частой коморбидности. Так, например, деменция с агрофильной зернисто-
стью является частым сопутствующим заболеваниям при других таупатиях [2].
С другой стороны, не наблюдается абсолютного сходства между зонами распреде-
ления белковых агрегатов при нейродегенеративных состояниях у человека и гры-
зунов. В частности, признаки патоморфологии при БА у человека в основном на-
блюдаются в префронтальной коре, тогда как у грызунов – преимущественно в
гиппокампе [85]. Интересно, что обе данные области мозга отсутствуют у зебрада-
нио. Тем не менее, можно попытаться провести некоторую аналогию с точки зрения
трансляции патофизиологических признаков таупатий. Так, у мышей линии P301L
таупатия проявляется в виде нейрофибриллярных отложений тау-белка преимуще-
ственно в коре больших полушарий, аналогично патологии КБД [38]. Работы на
зебраданио также демонстрируют отложения тау-белка в виде нейрофибрилляр-
ных агрегатов, хотя распределение в головном мозге в данном случае отличается,
накапливаясь у рыб в таламусе [63]. Также ряд моделей, включая зебраданио с му-
тантной формой тау-белка FTDP-17 и P301L, демонстрирует агрегаты в виде ней-
рофибриллярных клубков, характерных для ПНП [59, 60]. Таким образом, несмот-
ря на то, что распределение агрегатов тау-белка у конкретных модельных объектов
может отличаться, структура патологических образований в животных моделях со-
ответствует некоторым формам, наблюдаемым у человека.

В целом, существующие модели таупатий на зебраданио к настоящему моменту
уже показали свою высокую практическую значимость. Например, модель транс-
генных зебраданио, экспрессирующих мутантную форму человеческого тау P301L,
также обладают флуоресцентно помеченными митохондриями, что позволяет од-
новременно исследовать жизненный цикл митохондрий и моделировать таупатию
[86]. В данной модели наблюдается нарушение митохондриального транспорта,
тем самым указывая на вовлечение митохондриальной патологии при вызванной у
рыб таупатии [86]. На зебраданио также подтверждена важная роль мозгового ней-
ротрофического фактора (BDNF) в патогенезе таупатий. Например, экспрессия
BDNF снижается у эмбрионов через 48 ч после оплодотворения в модели таупатии,
вызванной экспрессией мутантной формы человеческого тау P301L, что приводит
к нарушению аксонального развития, однако не вызывает нейродегенерацию [87].
Кроме того, в модели зебраданио с экспрессией P301L выявлена роль гена белка
FKBP52 (FK506-связывающий белок, иммунофилин) – индуктора агрегации тау,
чей нокдаун, в свою очередь, нормализует рост и развитие мотонейронов [88]. Та-
ким образом, исследования на зебраданио указывают на возможность использова-
ния данного белка и других новых возможных мишеней при терапии таупатий.

Отдельной проблемой является моделирование глиальной таупатии, так как
данная патология является распространенной как при КБД, так и ПНП. Поскольку
большинство моделей на грызунах и рыбах направлено на нейрональную экспрес-
сию тау-белка, его роль в глиальной патологии остается недостаточно изученной
(табл. 2). Тем не менее, зебраданио могут быть полезны и для решения данной пробле-
мы. Например, при сочетании сверхэкспрессии тау P301L с моделью трансгенных рыб
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с флуоресцентными маркерами микроглии ApoE (аполипопротеин E)-eGFP происхо-
дит изменение морфологического состояния глиальных клеток и фагоцитоз.
В этой же модели показана нейропротекторная роль микроглии при эксперимен-
тальной таупатии, так как абляция глиальных клеток усиливает фосфорилирова-
ние тау-белка [89]. Таким образом, модели таупатий на зебраданио позволяют оценить
особенности состояния микроглии при патогенезе, также указывая на необходи-

Таблица 2. Открытые вопросы в области экспериментального моделирования таупатий

Открытые вопросы

• Как могут быть созданы новые эффективные фармакологические и фармакогенетиче-
ские модели таупатий на зебраданио?

• Насколько функциональные изменения при вторичных таупатиях отражают изменения 
при первичных? Например, насколько возможно использовать модели болезни Альц-
геймера (БА) у рыб как прокси для изучения первичных таупатий?

• Какие существуют дополнительные ранние (досипмтомные) поведенческие и патофи-
зиологические биомаркеры таупатий у зебраданио?

• Оказывает ли влияние хронический стресс на развитие таупатий? Если да, то каковы ме-
ханизмы такого влияния, и особенности у рыб (по сравнению с грызунами)?

• Как факторы окружающей среды (например, ее загрязнение) влияют на развитие таупа-
тий? Каким образом можно воспроизводить влияние данных средовых факторов в жи-
вотных моделях, в том числе акватических?

• Наличие сопутствующих заболеваний может осложнить диагностику таупатий, напри-
мер, БА [104]. Каким образом возможно решить эту проблему?

• Нарушение аутофагии способствует патогенезу тау-ассоциированной нейродегенера-
ции [105]. Будет ли терапевтическая стратегия, основанная на активации аутофагии, 
успешна для лечения разных форм таупатий? Будет ли такая стратегия работать для вторич-
ных таупатий?

• Ингибирование системы mTOR опосредует деградацию фосфорилированного тау-белка. 
Какой вклад в патогенез таупатий вносят mTORопатии? И, наоборот, возможно ли 
уменьшить таупатию посредством воздействия на mTOR-сигналинг?

• Какую роль играют эпигенетические факторы в патогенезе таупатий?
• Какова роль нейроглиальных взаимодействий при развитии таупатий? Какова специ-

фика вовлечения нейронов и глии в моделях таупатии зебраданио?

• Показано, что некоторые препараты при таупатии имеют пол-зависимые терапевтиче-
ские эффекты [106]. Есть ли разница в патогенезе таупатий в зависимости от пола, и по-
чему?

• Снижение содержания тау-белка уменьшает проявление симптомов аутизма у мышей 
[107]. Каковы возможные механизмы взаимосвязи таупатий и расстройств аутистиче-
ского спектра? Можно ли подобрать терапию, одновременно корректирующую рас-
стройства аутистического спектра и таупатии?

• Известно, что диабет является фактором риска развития таупатий. Насколько могут 
противодиабетические средства служить потенциальными терапевтическими агентами 
при таупатиях?

• Возможно ли использовать терапию стволовыми клетками для коррекции таупатий?
• Какова роль нейровоспаления в патогенезе таупатий? Могут ли антивоспалительные 

средства служить потенциальными терапевтическими агентами при таупатиях?

• Каков геномный и протеомный профиль таупатий? Существуют ли общие, а также спе-
цифические (для каждого заболевания) омиксные “подписи” таупатий?

• Насколько транскриптомные профили таупатий человека перекрываются с таковыми в 
экспериментальных моделях данного патогенеза у животных? Насколько последние об-
щие (перекрываются) у грызунов и зебраданио?
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мость дальнейшего изучения роли астроцитов и олигодендроцитов в патогенезе та-
упатий.

Модели таупатий на зебраданио также могут быть использованы при тестирова-
нии потенциальных терапевтических агентов. Например, на трансгенных зебрада-
нио, экспресирующих человеческий тау P301L, оказывается эффективной малая мо-
лекула AR-534 – ингибитор киназы GSK3β, снижающий фосфорилирование тау [90].
На зебраданио также протестированы несколько клинических препаратов, вклю-
чая сурфен и оксалилсурфен, восстанавливающие дефекты мотонейронов при тау-
патии, вызванной у рыб экспрессией мутантной формы тау P301L [91]. Эмбрио-
нальная модель таупатии вызывается у зебраданио экспрессией tau-GFP, что поз-
воляет in vivo отслеживать гибель нейронов. При высокоэффективном скрининге
400 соединений из экстрактов растений показано, что 45 соединений снижают вы-
званную таупатией нейродегенерацию [92].

Дополнительным потенциальным преимуществом генетических моделей таупа-
тий на зебраданио является уже упомянутая дупликация части генома костистых
рыб [58]. Например, при нокауте какого-то витального гена у рыб по-прежнему
можно получить жизнеспособное животное, если у него останется один из пароло-
гичных генов, а функциональное проявление экспрессии гена будет выражено в
меньшей степени, чем у дикого типа. Кроме того, у зебраданио, как у многих рыб,
хорошо развита нейрорегенерация, и ее изучение может открыть новые терапевти-
ческие мишени при коррекции нейродегенеративных заболеваний, в том числе та-
упатий, основанной на механизмах нейрогенеза и нарушений нейроглиальных вза-
имодействий.

Изучение процессов возникновения и протекания таупатий на зебраданио от-
крывает и другие перспективные направления исследований, в том числе оценку
ранних маркеров, включая как специфические поведенческие паттерны, так и био-
химические маркеры в крови или цереброспинальной жидкости. Подобная ранняя
диагностика заболеваний позволит подобрать терапию до начала нейродегенера-
ции и сохранить когнитивные способности человека. Для БА примером досимп-
томного поведенческого маркера может быть депрессия, которая втрое увеличивает
риск БА [93], а ее коррекция антидепрессантами снижает нейродегенерацию [94].
Обнаружение подобных досимптомных физиологических маркеров таупатий поз-
волит создать терапию на ранних стадиях болезни, тем самым существенно повы-
шая шансы на успех терапии таупатий.

Также могут быть патогенетически связаны таупатии и диабет. Например, оба
типа сахарного диабета являются фактором риска тау-опосредованной нейродеге-
нерации [95], а у мышей с генетической моделью БА нарушается инсулиновый
сигналинг [96], позволяя предположить нарушения инсулин-зависимых процессов
в качестве раннего биохимического маркера таупатий. Перспективно и изучение
роли системы mTOR (мишени рапамицина у млекопитающих) при таупатиях, ко-
гнитивных дисфункциях и БА [97]. Например, ингибирование mTOR способствует
клиренсу тау-белка [98], и поэтому модуляция mTOR-сигналинга может являться
перспективной терапевтической стратегией при таупатиях различной природы.
Интересным вопросом является также роль микробиоты в развитии таупатий.
К примеру, показана связь между микробиотой кишечника и развитием БА, опо-
средованным нейровоспалением [99], а также связь между микробиотой и тау-опо-
средованной нейродегенерацией, поскольку таупатия уменьшалась при наруше-
нии микробиоты с помощью антибиотиков [100]. Подробное изучение механизмов
такой взаимосвязи может быть изучено в модели зебраданио, которая используется
для изучения функционирования оси “микробиота–мозг” [101].

Несмотря на ряд преимуществ зебраданио как экспериментальной модели, в
моделировании таупатий у рыб имеются также и ограничения, основным из кото-
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рых является гораздо меньшее количество разработанных моделей по сравнению с
грызунами. В частности, отсутствуют на зебраданио фармакологические модели
первичных таупатий, разработка которых представляется перспективной, посколь-
ку существующие генетические модели в настоящее время не позволяют изучать
наиболее сложную (с точки терапии и диагностики) спорадическую форму данного
заболевания. С другой стороны, развитие именно генетических моделей позволяет
изучать и подбирать новую перспективную форму коррекции заболевания – ген-
ную терапию. Так, например, с помощью генной терапии возможно ингибирова-
ние трансмембранных фагоцитарных рецепторов CD33, которые участвуют в им-
мунном ответе, экспрессируются микроглией и являются генами риска БА [102].

Другим весомым ограничением как модели является упомянутая ранее более ак-
тивная (чем у млекопитающих) нейрорегенерация зебраданио, которая в принципе
способна помешать оценке действия терапевтического агента при нейродегенера-
ции. Например, у зебраданио гораздо легче происходит компенсация нарушений
ЦНС при нейротравмах и имеется гораздо больше ниш взрослого нейрогенеза, чем
у человека или грызунов [103]. Поэтому на зебраданио может быть сложно смоде-
лировать динамику протекания таупатии человека, а также оценить силу терапев-
тического эффекта, поскольку высокий уровень нейрорегенерации может скомпенси-
ровать таупатию либо замаскировать потенциальный терапевтический эффект препа-
рата. Существует также многие другие открытые вопросы моделирования таупатий
на зебраданио (табл. 2), ответы на которые позволят более масштабно понять дан-
ный тип патогенеза ЦНС.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время существует широкий спектр моделей таупатий на грызунах и
зебраданио, важными преимуществами моделирования на которых являются ско-
рость анализа поведения, возможность эффективного скрининга терапевтических
агентов и генетических мутаций, а также оценка нейрорегенерации при нейродеге-
неративном состоянии и визуализация динамики патогенеза. Существующие мо-
дели таупатий на рыбах уже доказали свою практическую значимость, поскольку
на них показан ряд новых особенностей патогенеза, в том числе митохондриаль-
ной дисфункции и роли микроглии, а также показан терапевтический эффект не-
которых соединений.

Тем не менее остается ряд открытых вопросов (табл. 2) и вызовов для будущих
исследований в данной области, к которым можно отнести создание фармакологи-
ческих и фармакогенетических моделей таупатий на зебраданио, в первую очередь –
первичных таупатий. Еще одним вызовом является поиск ранних, досимптомных
патофизиологических маркеров, позволяющих диагностировать болезнь на ранних
стадиях. Решение этих проблем в результате будущих системных исследований на
грызунах и зебраданио позволит продвинуться в понимании патогенеза таупатий и
поиске терапевтических агентов.
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Taupathies are a group of neurodegenerative diseases characterized by the accumulation
of tau-protein in the brain, causing clinical dementia. Tau protein stabilizes microtu-
bules and regulates axonal transport, however, when hyper-phosphorylated, aggregates
in the brain. Taupaties can be divided into primary and secondary (e.g., Alzheimer’s dis-
ease). Experimental animal models models are an important tool to study taupathies.
Here, we discuss molecular mechanisms of taupathies and their existing experimental
models in both rodents and novel alternative organisms, zebrafish (Danio rerio), as well
as future novel directions of research in this field.

Кeywords: zebrafish, taupathies, animal model, neurodegeneration, tau protein
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Болезни лизосомального накопления (БЛН) представляют собой группу орфан-
ных заболеваний, вызванных недостаточностью ферментов лизосом, в результате
чего происходит накопление непереваренного материала в клетках и поврежда-
ются ткани. Различаясь по типу накопленного материала (белки, липиды или уг-
леводы), БЛН также чрезвычайно разнообразны по своей клинической картине.
При этом наиболее частым проявлением БЛН является повреждение мозга, при-
водящее к различным неврологическим дисфункциям. К настоящему моменту
известно более 70 БЛН, для которых практически не существует эффективной
терапии. Настоящий обзор посвящен обсуждению существующих БЛН, их по-
следствий для мозга, а также значению экспериментальных (животных) моделей
для выяснения механизмов их патогенеза и поиска новых средств терапии.

Ключевые слова: болезни лизосомального накопления, лизосомы, ферментопа-
тии, нарушения ЦНС, животные модели
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ВВЕДЕНИЕ

Болезни лизосомального накопления (БЛН) представляют собой группу редких
генетических заболеваний (табл. 1), вызванных дисфункцией лизосомальных фер-
ментов клетки [1]. В результате этих дисфункций нарушается аутофагия и проис-
ходит накопление непереваренного клеточного материала (белков, углеводов или
липидов), вызывая повреждение различных тканей, в том числе центральной
нервной системы (ЦНС) [2]. БЛН представляют собой обширный кластер заболе-
ваний, объединенных общей этиологией (нарушением работы клеточных лизо-
сом), которые классифицируются в зависимости от природы накапливаемого ве-

ОБЗОРНЫЕ 
И ПРОБЛЕМНЫЕ СТАТЬИ
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щества на мукополисахаридозы, сфинголипидозы, ганглиозидозы, гликогенозы, ли-
пофусцинозы и гликопротеинозы [1]. К настоящему моменту известно более 70 БЛН,
для которых практически не существует эффективной терапии. При этом возраст
манифестации заболевания, тяжесть его течения и типичная клиническая картина
могут меняться в зависимости от типа болезни. Практически для всех БЛН харак-
терны органомегалия (особенно селезенки и печени), акромегалия, проблемы с
опорно-двигательной системой, а также нарушения функционирования почек, ор-
ганов пищеварения, сердца и проблемы со зрением [3, 4]. В целом, для БЛН харак-
терна крайне высокая степень инвалидизации пациентов, а также высокая смерт-
ность (часто в раннем возрасте) и прогрессирующее течение заболевания [1].

Несмотря на то, что БЛН различаются по природе накапливающихся продуктов
обмена и имеют различные клинические проявления, у них также есть множество
общих симптомов. Например, при БЛН часто наблюдаются нарушения ЦНС раз-
ной степени тяжести, а также проблемы в психоэмоциональной сфере, деменция и
моторные дефициты [3, 4]. Частыми признаками пациентов с БЛН являются также
задержка психомоторного развития, умственная отсталость, а также различные
неврологические симптомы, в том числе судороги, гипотония, атаксии и гиперре-
флексия [4]. В совокупности, эти данные указывают на то, что ЦНС является важ-
ной мишенью при патогенезе БЛН, и что на нее также может быть направлена те-
рапия данных заболеваний.

КЛИНИКА И МЕХАНИЗМЫ ПАТОГЕНЕЗА БЛН

Болезнь Гоше является наиболее распространенной БЛН, и вызвана мутацией
гена GBA, кодирующего β-глюкоцереброзидазу, что приводит к бесконтрольному
накоплению глюкоцереброзида и вызывает органомегалию, поражение почек и
легких, а также прогрессирующее поражение ЦНС [2]. Болезнь Гоше является на-
следственным заболеванием, передающимся по аутосомно-рецессивному типу.
Тип 1 болезни – самый распространенный и тяжелый, характеризуется полным де-
фицитом данного фермента и вызывает увеличение печени и селезенки, костные
деформации, нарушение нервной системы и задержку развития [5]. Тип 2 болезни
Гоше характеризуется преждевременным летальным исходом и связан с дефици-
том фермента. Его симптомы развиваются в раннем возрасте и прогрессируют
быстро, обычно приводя к смерти в возрасте до двух лет [6]. Тип 3 болезни также

Таблица 1. Отдельные болезни лизосомального накопления (БЛН) и их встречаемость в об-
щей популяции

Заболевания Частота встречаемости

Болезнь Гоше 1 : 40000–1 : 60000

Болезнь Фабри 1 : 40000–1 : 120000

Метахроматическая лейкодистрофия 1 : 40000–1 : 160 000

Болезнь Помпе 1 : 60000–1 : 140000

Нейрональные цероидные липофусцинозы 1 : 100000

Болезнь Краббе 1 : 100000

Синдром Германски–Пудлака 1 : 500000

Аспартилглюкозаминурия Менее 1 : 500000
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имеет раннее начало, характеризуется частичным дефицитом глюкоцереброзидазы
и вызывает задержку развития, костные деформации, нарушение двигательных
функций, атаксии и слабоумие [5].

При болезни Краббе происходит поражение миелиновой оболочки нервных
клеток, приводя к прогрессирующей демиелинизации, что, в свою очередь, вызы-
вает когнитивные и психомоторные нарушения, проблемы со зрением, гипервозбу-
димость и снижение интеллекта [7]. Болезнь Краббе вызвана мутацией гена GALC,
кодирующего цереброзид-β-галактозидазу, фермент синтеза цереброзидов [2].
В результате в клетке накапливается галактозилцерамид, моногалактозилдиглице-
рид и галактозилсфингозин, что приводит к демиелинизации, нейротоксичности,
гибели олигодендроцитов и появлению глобоидных клеток в нейроглии. Также из-
за отсутствия фермента и неконтролируемого накопления в лизосомах клеток бе-
лого вещества неразрушенных молекул, возрастает количество лизосом, что при-
водит к разрушению и смерти клеток ЦНС [7]. Симптомы болезни Краббе могут
варьировать в зависимости от формы заболевания и возраста его появления. Ос-
новные признаки данной БЛН включают задержку психомоторного развития, про-
блемы с двигательными функциями, мышечную слабость, спастичность мышц,
нарушения зрения и слуха, а также прогрессирующую потерю когнитивных спо-
собностей [2, 7]. У некоторых пациентов симптомы могут начаться уже в раннем
детстве и быстро прогрессируют, приводя к смерти в течение первых нескольких
лет жизни (ранняя инфантильная форма). У других симптомы болезни могут на-
чаться позже и прогрессировать медленнее, что позволяет им жить дольше (позд-
няя инфантильная или ювенильная форма) [2, 7]. На данный момент отсутствуют
эффективные методы лечения болезни Краббе.

Болезнь Фабри представляет собой гликосфинголипидоз, наследуемый сцеп-
ленно с Х-хромосомой, и вызванный дефицитом кодируемой геном GLA α-галак-
тозидазы А. Это приводит к прогрессирующему накоплению глоботриаозилцерами-
да внутри лизосом, неспецифически повреждая различные системы органов [2, 8].
Симптомы болезни Фабри варьируют в зависимости от формы заболевания и воз-
раста ее манифестации и обычно включают хроническую боль, нарушения функ-
ции почек и сердечно-сосудистой системы, изменения в нервной системе, а также
прогрессирующую потерю когнитивных способностей. На данный момент для бо-
лезни Фабри нет терапии, хотя определенную пользу приносит заместительная те-
рапия α-галактозидазой А [9].

Болезнь Помпе (гликогеноз типа II) является редким наследственным заболева-
нием, вызванным мутацией GAA и дефицитом α-глюкозидазы, необходимой для
разрушения гликогена, в результате чего он накапливается в лизосомах клеток раз-
личных тканей и органов [2]. Симптомы болезни Помпе могут быть различными.
У новорожденных детей с ранней формой болезни Помпе наблюдаются серьезные
проблемы с дыханием, мышечная гипотония, нарушения пищеварения и сердеч-
ной деятельности. У пациентов с поздней формой болезни симптомы могут на-
чаться позже в жизни и прогрессировать медленнее [10]. При данной болезни при-
меняется заместительная терапия α-глюкозидазой, помогающая частично метабо-
лизировать патологически отложенный гликоген [11].

Нейрональные цероидные липофусцинозы (НЦЛ) представляют собой группу
редких генетических заболеваний, которые характеризуются накоплением токсич-
ного пигмента липофусцина в клетках различных органов, включая нервную си-
стему [12]. НЦЛ вызваны мутациями в генах, кодирующих различные (как гидро-
литические, так и структурные) лизосомальные белки. Общим для всех расстройств
данной группы является атрофия тканей и неврологические нарушения [12]. У паци-
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ентов с НЦЛ также отмечают судорожные припадки эпилептического типа, сниже-
ние зрения, атаксию, микроцефалию, галлюцинации и психомоторную дегенера-
цию [2]. НЦЛ обычно проявляются в детском или подростковом возрасте и про-
грессируют со временем. Как и для других БЛН, в настоящее время отсутствуют
эффективные методы лечения данных заболеваний.

Мукополисахаридозы являются редкими генетическими заболеваниями, вы-
званные мутациями генов ферментов метаболизма мукополисахаридов [4]. При
этом происходит накопление мукополисахаридов в различных тканях и органах,
особенно в ЦНС [2]. Все формы мукополисахаридозов являются хроническими и
прогрессирующими заболеваниями, которые могут оказывать серьезное воздей-
ствие на качество жизни пациентов. Лечение данных расстройств включает под-
держивающую терапию и управление симптомами. Некоторые формы мукополи-
сахаридозов также могут корректироваться специфической ферментной замести-
тельной терапией или трансплантацией костного мозга [13, 14].

Метахроматическая лейкодистрофия представляет собой наследственное забо-
левание, вызванное дефицитом арилсульфатазы А, который приводит к накопле-
нию цереброзид-3-сульфата в миелиновых оболочках нервных волокон. Это спо-
собствует разрушению миелина и ухудшению функционирования нервной систе-
мы [15]. Симптомы болезни могут начаться в детском или взрослом возрасте и
включают в себя изменения поведения, задержку психомоторного развития, поте-
рю моторных навыков и проблемы со зрением и слухом [16]. Лечение метахромати-
ческой лейкодистрофии включает в себя трансплантацию костного мозга и генети-
ческую терапию [15].

Болезнь Данона затрагивает различные системы органов в результате мутации
гена LAMP2, необходимого для нормальной работы клеток [17]. Болезнь Данона
проявляется у мужчин в раннем детстве и может привести к задержке психомотор-
ного развития, мышечной слабости, сердечной недостаточности, повышенному
содержанию ферментов печени и другим проблемам. У женщин с мутацией гена
LAMP2 болезнь может проявляться в более легкой или асимптоматичной форме [17].
Лечение болезни Данона преимущественно направлено на устранение симптомов.
При болезни Санфилиппо, в силу нехватки специфических лизосомальных фермен-
тов, в организме повышается концентрация продуктов распада гепарансульфата,
оказывающих токсическое воздействие на ЦНС. Метаболиты накапливаются в ней-
ронах мозга, приводя к увеличению размеров лизосом, дистрофии отростков и ис-
тончению миелиновой оболочки нейронов [27]. При болезни Ниманна–Пика
(тип С) пациенты (а также мыши с нокаутом гена NPC1, ассоциированного с данной
БЛН) формируют лизосомальные запасы холестерина и других липидов, а также
мембраны с измененным липидным составом. Динамика содержания липидов в
мембранах при болезни Ниманна–Пика может способствовать изменению функ-
ционирования рецепторов глутамата, поскольку холестерин играет важную роль в
организации и функционировании липидных рафтов [32, 33].

Некоторые БЛН, особенно мукополисахаридозы и гликогенозы, имеют относи-
тельно высокую встречаемость (табл. 1). В целом, на каждые 5000–8000 новорож-
денных в мире приходится примерно один случай БЛН. Однако частота возникно-
вения каждой отдельной БЛН сильно варьирует [1, 8]. Распространенность БЛН
(например, болезни Фабри) может также различаться по полу – 1 : 40000 у мужчин и
1 : 20000 у женщин [8, 9, 18]. Болезнь Гоше встречается у 1 : 40000–1 : 60000 ново-
рожденных, а у евреев-ашкенази ее частота встречаемости – 1 : 800 [5]. В США
частота болезни Краббе составляет 1 случай на 100000 [19], в скандинавских стра-
нах – на 50000 [20], а среди палестинских арабов – на 6000 новорожденных [7, 21].
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Метахроматическая лейкодистрофия встречается с частотой 1 : 40000–160000, од-
нако среди евреев-хаббанитов – на порядки чаще [15]. Частота встречаемости бо-
лезни Помпе – 1 : 60000 с поздним началом, и 1 : 140000 у пациентов с классиче-
ской инфантильной формой [22]. Распространенность различных НЦЛ также варьи-
рует в зависимости от популяции и этноса, глобально оцениваясь как 1 : 100000 [1],
1.6–2.4 в США и 2–7 в Скандинавии [12], см. также [23, 24] и табл. 1. Обычно БЛН
наследуются по аутосомно-рецессивному механизму [2], за исключением сцеплен-
ных с Х-хромосомой БЛН (болезни Данона [17], Фабри [25] и синдром Хантера [26]).
Одной из главных особенностей всех БЛН является выраженная мультисистем-
ность наносимого ими повреждения, почти всегда затрагивающая ЦНС [3].

НАРУШЕНИЯ ЦНС ПРИ БЛН

Следствием мультисистемности влияния БЛН на организм пациента является
поражение ЦНС (в результате накопления токсичных веществ в нейронах или ней-
роглии), нарушение нейротрансмиссии, либо опосредованное воздействие на
ЦНС. Например, при болезни Санфилиппо прогрессирующее накопление продук-
тов распада гепарансульфата провоцирует не только гибель нейронов, но и другие
патологические процессы в ЦНС, в том числе нейровоспаление, нейродегенера-
цию и окислительный стресс [27]. При этом также наблюдаются нарушения и в ра-
боте нейромедиаторных систем: например, в модели данной БЛН у мышей наблю-
дается аксональная дистрофия дофамин- и холинергических, а также содержащих
гамма-аминомасляную кислоту (ГАМК) нейронов [28]. Наконец, дефицит или не-
достаточная активность определенного лизосомального фермента при БЛН также
может вызвать вторичные повреждения и дисфункцию ЦНС [2]. Наиболее часто
поражаются базальные ядра головного мозга, гипофиз, а также нервы глаз и спин-
ного мозга, вызывая задержку психомоторного развития, судороги, мотосенсор-
ные нарушения, проблемы с координацией и множественные другие неврологиче-
ские дисфункции [7].

Поскольку лизосомный аппарат нейронов прямым образом вовлечен в оборот
нейромедиаторов при проведении нервного импульса, БЛН влияют и на этот ас-
пект ЦНС. В частности, дисфункция лизосом приводит к повреждению нейронов
за счет дисбаланса нейромедиаторов в сторону эксайтотоксичности [29]. Лизосомы
также играют роль в транспорте нейромедиаторов внутри нейрона, доставляя их к
дендритам шипиков в нейронах, а также в деградации рецепторов, например
ГАМК [29, 30]. Нарушение работы лизосомного аппарата нервной клетки может
нарушить глутаматергическую нейротрансмиссию, оказывая влияние и на астро-
циты, которые также являются важными звеном в нейротрансмиссии. Это приво-
дит к нарушению гомеостаза глутамата в астроцитах, и негативно сказывается на
астроцитарных переносчиках глутамата [31], например, при болезни Ниманна–
Пика [32, 33].

Наконец, влияние БЛН на ЦНС также характеризуется косвенным воздействием
патологических процессов в обход метаболических путей самих нейронов, вместо
которых страдают клетки и ткани, обеспечивающие их деятельность (например,
эпителиальные клетки сосудов мозга при болезни Фабри, при которой нарушается
мозговое кровообращение и возникают инсульты и ишемия мозга) [25]. Наруше-
ния ЦНС при этом во многом связаны с сильными болями, которые часто приво-
дят к развитию депрессии и тревоги у пациентов. Эффективность утилизации глю-
козы нейронами мозга также снижена у пациентов с болезнью Фабри, позволяя
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предположить, что нарушение энергетического обмена способствует неврологиче-
ским нарушениям при данной БЛН [34].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ МОДЕЛИ БЛН

Модели на животных широко используются для изучения БЛН. Так, число ис-
следований БЛН с использованием грызунов с каждым годом стремительно растет
благодаря возможности создания нокаутов по известным таргетным генам-ортоло-
гам. Например, существуют многочисленные модели болезни Гоше на основе ге-
нетически модифицированных мышей. В частности, мутанты по гену GBA при
рождении демонстрируют недостаточную массу тела, цианоз, аномальное дыха-
ние, проблемы с питанием и сниженную двигательную активность, умирая в тече-
ние 24 ч после рождения [35]. У животных с генетически сниженной активностью
глюкоцереброзидазы в мозге (до 25%) в разных органах и тканях появляются клет-
ки Гоше (макрофаги, насыщенные липидами) и отмечается прогрессирующее на-
копление глюкозилцерамида [36, 37].

Подобные подходы применяются и для моделирования болезни Краббе, одной
из лучших моделей которой являются мыши линии “Twitcher”, демонстрирующие
практически идентичные неврологические проявления, наблюдаемые у людей с
данным заболеванием. В тканях мозга и печени этих мышей наблюдается недоста-
ток активности галактозилцерамидазы и лактозилцерамидазы I, как и при болезни
Краббе человека [38]. И хотя они фенотипически нормальны при рождении, уже к
3 неделям эти мыши развивают генерализованный тремор и ослабление мышечно-
го тонуса, приводящее к истощению и смерти (к 3 месяцам) в связи с прогрессиру-
ющей демиелинизацией нейронов [39], представляя собой биохимически и клини-
чески валидный аналог болезни Краббе человека [38].

Как и при метахроматической лейкодистрофии человека, линия мышей с дефи-
цитом цереброзидсульфатазы накапливает сфинголипиды в различных тканях ор-
ганизма, включая нервную [16]. Хотя у больных людей наблюдаются сходные ха-
рактеристики накопления, грубые дефекты белого вещества не выявлялись до до-
стижения двухлетнего возраста. При этом годовалые мыши демонстрируют
астроглиоз, уменьшение поперечного сечения аксонов, а также изменение морфо-
логии дендритов клеток Пуркинье на фоне нарушений нейромоторной координа-
ции [16].

Для создания экспериментальной модели болезни Помпе у мышей нокаутиро-
ван ген кислой α-глюкозидазы в эмбриональных стволовых клетках [40]. Гомози-
готные мыши с нокаутом по этому гену демонстрируют лизосомы, содержащие
гликоген, вскоре после рождения в клетках сердечной ткани, печени и скелетных
мышц. К возрасту 13 нед. у них формируются крупные очаговые отложения глико-
гена, а вакуолярные пространства окрашиваются положительно на кислую фосфа-
тазу, что является характерным признаком лизосомальной патологии [40]. При но-
кауте к возрасту трех с половиной недель наблюдается значительное снижение по-
движности и мышечной силы, развивающиеся позже в атрофию [41]. Для
моделирования модели Данона создана линия мышей-нокаутов по гену, кодирую-
щему LAMP2, из-за дефицита которого и обусловлена данная БЛН у человека [42].
Отсутствие LAMP2 в мышином мозге вызывает реакции нейровоспаления, психо-
моторные нарушения и снижение обучения, что указывает на нарушение функци-
онирования гиппокампа, вызванное неправильной работой лизосом и патологич-
ным накоплением липидных молекул в его клетках [42].
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НЦЛ также успешно смоделированы на грызунах. Например, в качестве моде-
ли НЦЛ первого типа используют мышей с нокаутом гена пальмитоил-протеин
тиоэстеразы 1 – фермента, отсутствие которого обуславливает данный подтип
НЦЛ у человека. Полученные нокаутные мыши повторяют многие патологиче-
ские признаки, наблюдаемые у пациентов – накопление аутофлуоресцентных
отложений в нейронах, тяжелые и прогрессирующие нейродегенеративные про-
цессы в мозге, психомоторные нарушения, судороги и короткая продолжитель-
ность жизни [43]. Для создания моделей НЦЛ типов 2 и 3 используются линии
мышей, нокаутные по генам CLN2 и CLN3, ответственные за синтез ферментов,
недостаток которых ассоциирован с данными подтипами БЛН человека. Напри-
мер, мыши, нокаутные по гену CLN3, проявляют патологические признаки, ко-
торые имеют сходство с клиническими проявлениями НЦЛ: нарушение поведе-
ния, накопление лизосомных аутофлуоресцентных запасающих телец, поврежде-
ния сетчатки и сокращение продолжительности жизни [44]. У мышей-нокаутов по
гену CLN3, также наблюдаются характерные аутофлуоресцентные отложения в
тканях, отклонения неврологического характера, прогрессирующие со временем,
снижение двигательной активности и судороги [45].

Использование грызунов в исследованиях БЛН, несомненно, имеет свои огра-
ничения, которые могут повлиять на общую интерпретацию результатов. Напри-
мер, не все БЛН могут быть полностью смоделированы у грызунов, поскольку неко-
торые аспекты патологии и симптомы, характерные для конкретной формы БЛН,
могут быть недоступными для воссоздания у крыс и мышей или проявляться недо-
статочно четко. Функциональные и метаболические характеристики лизосом гры-
зунов также могут отличаться от человеческих лизосом, влияя на метаболические
пути и обработку молекул внутри клеток. Несмотря на это, грызуны являются цен-
ными модельными организмами для исследования БЛН, способствуя развитию
как фундаментальных знаний о механизмах этих заболеваний, так и разработке бо-
лее эффективных методов диагностики и терапии.

МОДЕЛИРОВАНИЕ БЛН НА РЫБАХ ЗЕБРАДАНИО

Важным лабораторным животным для эффективного моделирования болезней
ЦНС является зебраданио (Danio rerio) – вид пресноводных рыб, который широко
используется в биомедицинских исследованиях [46]. Имея лизосомную систему,
сходную с системой лизосом человека, зебраданио также подвержены различным
заболеваниям, связанными с дисфункцией лизосом, что делает их потенциально
ценным модельным организмом для изучения БЛН [47]. Например, на зебраданио
можно изучать как генетические факторы, так и факторы окружающей среды, вли-
яющие на функционирование лизосом, а также обнаруживать новые гены и био-
маркеры БЛН. В частности, моделируя модель Гоше на зебраданио, нокаутируют
ген GBA, частичная или полная утрата функций которого нарушает дифференци-
ровку остеобластов и минерализацию костей [48], но при этом не наблюдаются
неврологические нарушения.

Для создания модели болезни Краббе на рыбах созданы линии, нокаутные по ге-
нам, аналогичным человеческому гену GALC. У данных рыб отмечен повышенный
апоптоз в нервной ткани, но не замечено накопления галактозилцерамида, что от-
личается от данных, полученных на человеке и грызунах, и позволяет изучать пато-
генез болезни Краббе в обход неконтролируемого накопления галактозилцерамида
и вытекающей из этого нейротоксичности [49]. Модель болезни Помпе на зебрада-
нио использует мутацию гена кислой α-глюкозидазы, что приводит к избыточному
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накоплению гликогена в клетках печени, мозга и мышц, в целом напоминая кли-
нический фенотип болезни [45, 50].

При моделировании болезни Данона у рыб с нокаутом по гену LAMP2 описан
кардиологический фенотип, в том числе нарастание плотности вакуолей в клетках
сердечной мышцы (характерный признак аутофагии), сердечная недостаточность
(снижение переносимости физической нагрузки, увеличение размеров предсердий
и притупление β-адренергической сократительной реакции), а также ряд невроло-
гических нарушений (нервно-мышечные дефекты, выражающиеся в учащенном
поворачивании и кружении) [51]. Модель НЦЛ второго типа базируется на нехват-
ке пальмитоил-протеинтиоэстеразы 1 в организме зебраданио. Рыбы-мутанты по
гену данного фермента демонстрируют выраженную нейродегенерацию, микроце-
фалию, апоптоз в сетчатке и мозжечке, сокращением продолжительности жизни и
аномальным увеличением лизосом [52]. Аналогично, для создания модели НЦЛ
типа 3 на зебраданио использован нокаут гена CLN3, воспроизводящий патологи-
ческие признаки этого заболевания человека – снижение продолжительности жиз-
ни, аксонопатию, моторные нарушения вплоть до полной потери подвижности,
смерть нервных клеток, ретинопатию, и судороги [53].

В целом, зебраданио являются привлекательным модельным объектом для
изучения БЛН. Дополнительным их преимуществом являются прозрачные эм-
брионы, которые позволяют легко визуализировать процессы развития организ-
ма и повреждение отдельных органов и тканей. Также к настоящему моменту су-
ществует широкий спектр поведенческих и токсикологических тестов как на
взрослых особях зебраданио, так и на личинках. Существуют также валидирован-
ные цитотоксические тесты на эмбрионах, которые позволяют оценить целост-
ность лизосомальных мембран [54]. Все это является основой, позволяющей про-
водить высокоэффективный скрининг различных препаратов на модели зебрада-
нио, в частности при поиске терапевтических средств. Так, к настоящему
моменту уже существует ряд молекул, изученных на зебраданио и дошедших до
стадии клинических испытаний. К таким веществам относятся модификация мо-
лекулы PROTO-1 (которая может использоваться для профилактики ототоксич-
ности), клемизол (потенциальный терапевтический препаратом при генетиче-
ской эпилепсии) и вемурафениб (который может использоваться при артериове-
нозной малформации) [55]. Данные примеры иллюстрируют успешное применение
модели зебраданио при поиске потенциальных терапевтических препаратов, что
особенно актуально для БЛН.

В модели сфинголипидоза на зебраданио показано, что потеря миелина сопро-
вождается нейровоспалением и усилением передачи через NFκB и Jak-Stat путь.
Таким образом, ингибиторы NFκB/Jak-Stat могут рассматриваться в качестве по-
тенциальных терапевтических агентов при данных патологиях [56]. Релевантность
моделей БЛН на зебраданио в целом подтверждается воспроизведением симптома-
тики болезней, наблюдаемой у человека. Так, например, гепатомегалию и наруше-
ние работы почек можно проследить в модели синдрома Чедиака–Хигаси, в кото-
рой нокаутируется ген регулятора переноса лизосом. Также гепатомегалия и нару-
шение опорно-двигательной системы наблюдаются в модели мукополисахаридоза,
а нарушения в работе зрительной системы в модели муколипидоза типа IV. При
этом, как и в клинике, большинство экспериментальных моделей БЛН демонстри-
руют нарушение развития нервной системы и поведения зебраданио [57].

Модель зебраданио также подходит для изучения метаболизма липидов, по-
скольку у рыб наблюдается экспрессия консервативных генов метаболизма липи-
дов, например, кодирующих микросомальный белок-переносчик триглицери-
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дов, липопротеина, холестерина и аполипопротеина С2 [58–60]. Кроме того, су-
ществуют модели нарушений обмена липидов у зебраданио, в частности раннего
атеросклероза [61]. Тот факт, что зебраданио является хорошей моделью для изу-
чения метаболизма липидов увеличивает применимость данного модельного
объекта и при изучении БЛН, так как значительная часть этих болезней связана с
нарушением липидного обмена, в частности при сфинголипидозах, муколипидо-
зах и НЦЛ [57].

Зебраданио также успешно применяются для изучения роли микроглии в пато-
генезе ЛБН, например, муколипидоза IV типа, который при окрашивании мозга
пациентов проявляется гистологически как аномальная морфология микроглии.
Интересно, что другие модельные объекты не всегда подходят для исследования
данного феномена. В частности, у мутантных мышей с моделью муколипидоза, ко-
торым трансплантировали клетки костного мозга дикого типа, отмечается умень-
шение выраженности симптомов (двигательной недостаточности), но эффектив-
ность восстановления микроглии оказалась низкой [62]. Подобные работы прово-
дились и на плодовых мушках, однако отсутствие у них микроглии осложняет
интерпретацию полученных фенотипов [63]. Наоборот, у зебраданио модель муко-
липидоза обнаруживает не только фенотипы патологии, но и ухудшение взаимо-
действия между микроглией и нейронами [64].

Интересным вопросом при моделировании БЛН является функционирование
митохондриально-лизосомальной оси. Известно, что лизосомы участвуют в ауто-
фагии, необходимой для избавления от дисфункциональных митохондрий, при
нарушении которой в клетке происходит накопление дефектных митохондрий
[65]. При БЛН наблюдается изменение не только числа, но и морфологии мито-
хондрий, в частности, их фрагментация или удлинение, а также нарушение функци-
онирования мембраны и дыхательной цепи, что, в свою очередь, приводит к нару-
шению синтеза АТФ [66]. Подобные изменения показаны в модели нокаута сульфа-
тазо-модифицирующего фактора 1 [67] и в модели ганглиозидоза на мышах [68].
При болезни Гоше у человека также наблюдается нарушение работы электрон-
транспортной цепи митохондрий и снижение синтеза АТФ [69]. Соответственно
восстановление митохондриальной функции уменьшает дефекты β-глюкоцере-
брозидазы при болезни Гоше [69]. Зебраданио могут успешно использоваться в
качестве модельного объекта при изучении функционирования митохондриаль-
но-лизосомной оси. Например, существует модель трансгенных зебраданио с
флуоресцентно помеченными митохондриями (MitoFish), что позволяет визуа-
лизировать митохондриальную динамику [70].

Тем не менее, изучение БЛН на зебраданио имеет свои ограничения. Например,
при коморбидности заболеваний мозга, поскольку часто мутации в генах, ассоции-
рованных с БЛН, параллельно могут быть связаны и с нейродегенеративными
расстройствами. В частности, болезнь Гоше часто ассоциирована с болезнью
Паркинсона, которая проявляется не только у людей, страдающих БЛН, но и у
бессимптомных носителей [71]. С одной стороны, подобное неспецифическое пе-
рекрывание патогенеза и признаков различных БЛН также может осложнить моде-
лирование отдельных заболеваний на зебраданио. С другой стороны, не исключена
возможность изучения клинически важных и потенциально синергичных процес-
сов при коморбидности БЛН и нейродегенеративных расстройств ЦНС. 

Еще одной биологической особенностью зебраданио является высокий уровень
нейрогенеза и нейрорегенерации, и преобладание радиальной глии [72], что может
создать определенные проблемы при моделировании БЛН у рыб и интерпретации
полученных результатов. Тем не менее, ряд коморбидных заболеваний модель зеб-
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раданио успешно воспроизводит, например, при нокауте генов ортологов, ассоци-
ированных с болезнями Гоше, Тея–Сакса и метахроматической лейкодистрофии,
получается фенотип, который имеет повышенную чувствительность к Mycobacterium
marinum, возбудителю туберкулезо-подобной инфекции у рыб. Такая чувствитель-
ность объясняется снижением миграции макрофагов и микроглии вследствие дис-
функции лизосом и накопления в них непереваренного материала. Возможно, этот
механизм связан и с патогенезом других заболеваний при БЛН, включая нейроде-
генерацию и злокачественные образования [73].

Данный пример поднимает еще одну проблему – важность создания валиди-
рованных фармакологических моделей БЛН в дополнение к генетическим. На-
пример, повышение вакуализированности макрофагов и их аномальной мигра-
ции может быть достигнуто инъекцией непереваренных лизосомами гранул [73].
Создание фармакологических моделей возможно и для болезни Гоше. Так, воз-
действие ксилозида циклофеллитола на эмбрионы зебраданио вызывает накопле-
ние глюкозилсфингозина, что является признаком данной БЛН [74]. Тем не менее
необходимость создания таких моделей остается дискуссионной. С одной сторо-
ны, фармакологические модели сильно экономят время, затрачиваемое на созда-
ние генетической модели [57]. С другой стороны, генетические модели лучше
подходят как для изучения механизмов, так и для подбора терапии БЛН, по-
скольку причины их возникновения у человека носят генетический характер и
присутствуют с самого рождения.

Дополнительно необходимо отметить дупликацию генома, специфичную для
костистых рыб, благодаря которой 6 из 23 генов, ассоциированных с БЛН у зеб-
раданио, представлены несколькими ортологами [57]. Например, для экспери-
ментального муколипидоза, тяжелая патология на зебраданио наблюдается только
в случае двойной мутации [75]. Таким образом, с одной стороны, процесс создания
моделей таких БЛН усложняется, поскольку необходимо понимать биологическую
роль ко-ортологов гена, ассоциированного с БЛН в организме зебраданио, чтобы
определить какой мутант, одиночный или двойной, будет наиболее точно воспро-
изводить патологию. С другой стороны, это может стать и уникальным преимуще-
ством моделей БЛН на зебраданио, позволяющим подробнее изучить патологию в
широком диапазоне проявлений, в том числе в более мягких ее формах – напри-
мер, если у двойных мутантов наблюдается летальность или высокая токсичность.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Cуществующие экспериментальные модели БЛН на животных, прежде всего ос-
нованные на создании нокаутов у мышей, успешно воспроизводят патологию ряда
БЛН, в том числе вызываемые ими нарушения ЦНС. Новые альтернативные мо-
дельные организмы, например, рыбы зебраданио, являются перспективным объ-
ектом для высокоэффетивного фармакологического скрининга и уже используются
для поиска потенциальных лекарственных агентов. Их дальнейшее более широкое
применение позволит улучшить трансляционную значимость изучения патологии и
подбора терапии БЛН, а также новые эффективные генетические (нокаутные или
трансгенные) модели данных заболеваний. Наконец, многие из существующих от-
крытых вопросов в области изучения центральных механизмов патогенеза БЛН
(табл. 2) могут быть успешно решены при помощи широкого использования экспе-
риментальных моделей данных патологий.
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Таблица 2. Отдельные открытые вопросы, связанные с изучением патогенеза и моделирова-
нием патогенеза болезней лизосомального накопления (БЛН)

Вопросы

• Почему при БЛН так сильно варьирует возраст начала заболевания [1]?
• Так как фенотип болезней варьирует у близнецов, предполагается участие не только 

генетических факторов [76]. Какой вклад вносят эпигенетические факторы в патоге-
нез БЛН?

• Какой вклад вносят экологические факторы в патогенез БЛН?
• Высокий уровень нейрорегенерации у зебраданио является плюсом, который помога-

ет изучать патологии нервной системы, или мешающим фактором при изучении со-
стояний, ассоциированных с нейродегенерацией?

• Создание генетических моделей зебраданио занимает около 6 месяцев, что сопостави-
мо с созданием генетический моделей грызунов [57]. Каким образом можно увеличить 
скорость создания генетических моделей БЛН на зебраданио?

• Как можно выявить генетические детерминанты именно траектории протекания БЛН?
• Можно ли создать дополнительные фармакологические модели БЛН на грызунах и 

зебраданио?
• При изменении уровня экспрессии NMDA-рецептора изменяется продолжитель-

ность жизни грызунов в модели болезни Гоше [77]. Какова роль глутаматергической 
системы в патогенезе болезни Гоше?

• Каким образом можно преодолеть ограничения, связанные с коморбидностью заболе-
ваний в модели БЛН на зебраданио?

• Какую роль при развитии БЛН играют нейровоспаление и нейроапоптоз?
• Уменьшаются ли симптомы патологии при БЛН в случае снижения нейровоспаления 

в результате терапевтического воздействия?
• Можно ли скорректировать БЛН путем воздействия на микроглию, учитывая ее акти-

вацию при патологиях ЦНС?
• Показано, что астроглиоз может играть важную роль при развитии ганглиозидозов 

[78]. Может ли воздействие на астроциты рассматриваться в качестве перспективной 
терапевтической стратегии этой и других БЛН?

• Можно ли на модели зебраданио изучить генную терапию в качестве терапевтического 
подхода при БЛН?

• Какой из терапевтических подходов при БЛН имеет наибольшую перспективу: фер-
ментозаместительная или генная терапия?

• Быстрое обнаружение заболевания играет важную роль, особенно в случае болезней 
ассоциированных с нейродегенерациями [79]. Какие новые маркеры можно исполь-
зовать для наиболее раннего обнаружения заболевания?

• На грызунах показано, что изменение аутофагии при БЛН может быть тканеспеци-
фичным, в одних тканях нарушаясь, а в других усиливаясь [80]. Присутствует ли аналогич-
ное тканеспецифичное изменение аутофагии в организме грызунов и зебраданио?

• Каким образом можно подобрать терапию ЛБН при нарушении аутофагии в одних 
тканях и усилении в других?

• Можно ли на модели зебраданио изучить трансплантации гемопоэтических стволовых 
клеток в качестве терапевтического подхода при БЛН?

• Могут ли ингибиторы путей NFκB/Jak-Stat использоваться в качестве терапевтиче-
ских агентов при сфинголипидозах?

• Каким образом разработать новые антитела, специфичные к белкам аутофагии у зеб-
раданио [81]? 

• Можно ли уменьшить симптомы БЛН путем воздействия на мишень рапамицина 
млекопитающих (mTOR) и mTOR-сигналинг?

• Какие методы можно использовать, чтобы исследовать состояние лизосом отдельного 
человека?
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Lysosomal storage diseases are characterized by enzyme deficiency in the lysosomal
apparatus of the cell, triggering a pathological accumulation of undigested cellular mate-
rial (proteins, lipids or carbohydrates) and tissue damage. Clinically and etiologically
diverse, this group includes over 70 presently recognized hereditary conditions with no
known effective therapy. Thus, the search for therapeutic strategies directed at these dis-
orders represents an urgent unmet biomedical task, also necessitating the use of appro-
priate and valid experimental (animal) models. Here, we discuss the existing models of
lysosomal storage diseases and the applicability of rodent and zebrafish as model organ-
isms for probing these diseases.

Keywords: lysosomal storage diseases, lysosomes, enzymopathies, CNS disorders, animal
models



РОССИЙСКИЙ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ им. И.М. СЕЧЕНОВА 2023, том 109, 
№ 11, с. 1584–1600

РОЛЬ ВАРИАБЕЛЬНОСТИ ГЕНОВ МОНОАМИНОВЫХ ТРАНСПОРТЕРОВ 
ЧЕЛОВЕКА В СПОРТИВНОЙ ФИЗИОЛОГИИ

© 2023 г.   А. В. Черепанова1, Я. Р. Бравый1, А. В. Карабельский1, М. М. Котова1,
Т. О. Колесникова1, А. В. Калуев1, 2, 3, 4, 5, *

1Научно-технологический университет “Сириус”,
Федеральная территория Сириус, Россия

2Институт трансляционной биомедицины, Санкт-Петербургский государственный университет, 
Санкт-Петербург, Россия

3Институт экспериментальной медицины, Национальный медицинский научный центр
им. В.А. Алмазова МЗ РФ, Санкт-Петербург, Россия

4Уральский федеральный университет, Екатеринбург, Россия
5Российский научный центр радиологии и хирургических технологий

им. акад. А.М. Гранова МЗ РФ, Санкт-Петербург, Россия
*E-mail: avkalueff@gmail.com

Поступила в редакцию 12.07.2023 г.
После доработки 10.10.2023 г.

Принята к публикации 10.10.2023 г.

Моноаминовые транспортеры (МАТ) отвечают за обратный захват дофамина,
серотонина и норадреналина, модулируя концентрацию этих важнейших мозго-
вых нейромедиаторов и регулируя поведение, настроение и когнитивные функ-
ции. Изучение роли различных генов в сложных физиологических процессах яв-
ляется перспективным направлением нейробиологии и физиологии спорта.
В работе анализируются данные о взаимосвязи между генетическими особенно-
стями генов МАТ и спортивной эффективностью. Отмечается связь аллели 10-го
гена дофаминового транспортера (DAT), аллели L гена серотонинового транспорте-
ра (SERT) и однонуклеотидного полиморфизма rs1805065 (Thr99Ile) гена норад-
реналинового транспортера (NET) с большей эффективностью у спортсменов,
обусловленной устойчивостью к стрессам, поддержанию мотивации и когнитив-
ных поведенческих компетенций – качеств, необходимых для достижения успе-
хов в соревнованиях. Таким образом, физиологическая эффективность в различ-
ных видах спорта может быть частично генетически детерминирована и контро-
лироваться вариабельностью в генах МАТ.

Ключевые слова: мозговые моноамины, моноаминовые транспортеры, полимор-
физмы, физиология спорта
DOI: 10.31857/S086981392311002X, EDN: HHOZWA

ВВЕДЕНИЕ: ВАРИАБЕЛЬНОСТЬ ГЕНОВ
МОНОАМИНОВЫХ ТРАНСПОРТЕРОВ

Биологическая роль моноаминовых транспортеров
Моноаминовые транспортеры (МАТ) играют важную роль в нейротрансмиссии,

регулируя обратный захват серотонина, дофамина и норадреналина [1–3]. МАТ
обладают достаточной селективностью к собственным специфическим нейромедиа-
торам, но также могут частично захватывать другие моноамины [3, 4]. Гены МАТ
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включают гены транспортеров серотонина (SERT, SLC6A4), дофамина (DAT, SLC6A3)
и норадреналина (NET, SLC6A2) [4] (рис. 1). Белковая структура, общая для всех
МАТ, состоит из трансмембранного домена из 12 α-трансмембранных сегментов и
N- и C-концов. МАТ представляют собой мультидоменные структуры с отдельными
функциональными компартментами, механизм работы которых реализуется последо-
вательными конформационными изменениями белка [5]. Между III и IV сегментами
располагается дополнительная петля, несущая сайты N-гликозилирования. Длины
аминокислотных последовательностей SERT, NET и DAT составляют 630, 617 и
620 аминокислот соответственно [2]. Экспрессия МАТ происходит в окончаниях
соответствующих моноаминергических нейронов [3, 6]. Механизм обратного за-
хвата молекул медиатора определяет продолжительность и интенсивность переда-
ваемого сигнала, являясь таким образом основным механизмом регуляции синап-
тической передачи [3].

Биологическая роль МАТ включает регуляцию уровня и поддержание гомеоста-
за моноаминов в нервной системе [3], что необходимо для реализации основных
физиологических нейроэндокринных и поведенческих функций [4, 7, 8]. Измене-

Рис. 1. Общая структура и расположение наиболее известных однонуклеотидных полиморфизмов (SNPs)
и переменного числа тандемных повторов в генах дофаминового (hDAT), серотонинового (hSERT) и но-
радреналинового (hNET) транспортеров.
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ния в структуре, эффективности транспорта моноаминов или уровне экспрессии
МАТ в нейронах, причинами которых могут быть мутации или наличие полиморф-
ных аллелей, имеют значительное влияние на работу ЦНС, в том числе регулируя
настроение, эмоции, поведение и когнитивные процессы [1]. В свою очередь, на-
рушения в работе системы моноаминовой нейротрансмиссии ответственны за
проявление ряда распространенных заболеваний нервной системы, таких как де-
прессия, синдром дефицита внимания и гиперактивности (СДВГ), синдром Турет-
та, а также различных когнитивных и поведенческих нарушений [8]. Поэтому МАТ
являются ценными терапевтическими мишенями для действия нейроактивных ле-
карственных препаратов [4]. Например, селективные ингибиторы обратного захвата
серотонина (СИОЗС) обладают антидепрессантными свойствами и являются наи-
более применяемыми в мире лекарствами [9, 10].

Помимо клинических данных, связь патофизиологических состояний и дис-
функциональных МАТ продемонстрирована на мышах с использованием генети-
ческого нокаута. В частности, нокаут DAT, SERT и NET приводит к увеличению
внеклеточной концентрации соответствующих моноаминов и нарушениям гомео-
стаза, а также уменьшению количества внутриклеточного нейротрансмиттера [8].
Эффекты функциональных нарушений МАТ на ЦНС также показаны на живот-
ных моделях. Например, мыши с нокаутом по гену DAT демонстрируют гиперак-
тивность, снижение когнитивной и сенсомоторной функции [11], а также наруше-
ние реакций в тестах на новизну [12], напоминая клинические проявления гипер-
дофаминергического состояния и СДВГ [3]. Нокаутирование гена SERT у мышей и
крыс приводит к повышенной тревожности, снижению реакции на окружающую
среду, исследовательского и социального поведения, а также к меньшей стрессо-
устойчивости [13–15]. В частности, мыши-нокауты по гену SERT меньше времени
проводят в зонах открытого лабиринта, а также демонстрируют меньше интереса к
исследованию ярко освещенных зон [13]. Другие фенотипические отклонения у
этих мышей включают увеличение продолжительности фазы быстрого сна, склон-
ность к ожирению в половозрелом возрасте, нарушения моторики желудочно-кишеч-
ного тракта. Гетерозиготы-нокауты по гену SERT проявляют зависимое от уровня
экспрессии гена изменение гомеостаза серотонина [13], снижение двигательной
активности, тревогу и нарушения социального поведения [15]. При этом повышен-
ная экспрессия SERT демонстрирует снижение внеклеточного серотонина и тре-
вожного поведения [3]. Нокаут NET у мышей сопровождается снижением двига-
тельной активности в ответ на новизну среды, повышенной чувствительностью к
психостимуляторам, а также изменением работы сердечно-сосудистой системы
(приводя к гипертонии и тахикардии) [3]. Кроме того, мыши с дефицитом NET ха-
рактеризуются повышенным болевым порогом, меньшими размерами и более низ-
кой температурой тела [16].

Генетические особенности МАТ

Гены DAT, SERT и NET человека (hDAT, hSERT, hNET) являются однокопий-
ными, расположены на 5-й [17], 17-й [18] и 16-й [19] хромосомах соответственно и
имеют сходную интрон-экзонную структуру с высокой консервативностью нук-
леотидных последовательностей (рис. 1). Большинство отдельных экзонов кодиру-
ют аминокислотные последовательности индивидуальных белковых доменов [20].
Предположительно, различные типы МАТ возникли в ходе дупликации генов в
процессе естественной эволюции [21]. При этом наибольшее сходство наблюдает-
ся в последовательностях DAT и NET, однако для каждого из МАТ характерны раз-
личная субстратная селективность и чувствительность к разнообразным ингибито-
рам [22].
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hDAT, локализованный на коротком плече 5-й хромосомы (5r15.3) [17, 23], пред-
ставляет собой последовательность размером более 64 кб и включает в себя 15 эк-
зонов и 14 интронных областей между ними [20]. Экзоны 1, 2 и 15 содержат неко-
дирующие последовательности, а экзоны 2–15 представляют собой последователь-
ность, по которой идет синтез белка-транспортера (рис. 1). 3'-некодирующий
регион характеризуется варьирующим количеством тандемных повторов, кон-
сенсусная последовательность каждого из которых насчитывает 40 пар нуклеоти-
дов [24]. Альтернативного сплайсинга для данного гена не описано [21]. 

hSERT располагается на 17-й хромосоме (17q11.2), имеет протяженность 37.8 кб
и состоит из 14 экзонов [25]. Последовательность и экзон-интронная организация
этого гена у человека и мыши очень похожи, что подтверждает высокий уровень
консервативности данного гена и общее эволюционное происхождение [18]. Для ге-
на hSERT было описано несколько сайтов альтернативного сплайсинга в 5'-некоди-
рующей области первого экзона, варианты которого отличаются вставкой или де-
лецией экзона 1B [9, 21, 26]. Продуктами альтернативного сплайсинга являются
2 вида мРНК: SERT-1A и SERT-1AB [9, 27]. Данные о функциональных отличиях
между альтернативными вариантами неизвестны [27]. Кроме того, SERT может
подвергаться другим посттрансляционным модификациям (фосфорилированию,
гликозилированию, серотонилированию и образованию дисульфидных мостиков),
которые могут влиять на эффективность транспортера [9, 28]. Пострансляционные
изменения обеспечивают правильную укладку аминокислотной последовательно-
сти, трансмембранный перенос и сборку на плазматической мембране [28]. 

hNET локализован на длинном плече 16-й хромосомы (16q12.2) [19], состоит из
15 экзонов и имеет длину порядка 48 кб. Для его последовательности известны
5 вариантов транскриптов, которые являются продуктами альтернативного сплай-
синга [29]. Предполагается, что полиморфизмы, которые определяют тип сплай-
синга, влияют на экспрессию hNET. Для этого гена описаны два потенциальных
ТАТА-бокса выше начала транскрипции и наличие последовательности в промо-
торной области, обогащенной GC нуклеотидами [30].

Полиморфизмы, представленные однонуклеотидными заменами (SNPs), при-
водят к несинонимичным заменам аминокислот и могут оказывать качественное и
количественное влияние на экспрессию гена. Например, замена одной аминокис-
лоты на другую может отразиться на стабильности конформации белка-транспорте-
ра, или на изменении кинетики взаимодействия и характера связывания с нейроме-
диатором, в результате чего транспортер обладает повышенной, либо пониженной
активностью [21]. Помимо однонуклеотидных замен, некоторые регионы гена под-
вержены к изменению числу тандемных повторов (VNTR). Такие замены обычно
встречаются чаще, чем несинонимичные полиморфизмы, однако их влияние на
функцию транспортера менее однозначно [21].

Интерес к изучению полиморфизмов МАТ в первую очередь обусловлен их хо-
рошо изученной связью с различными психическими и поведенческими расстрой-
ствами. Среди полиморфизмов hDAT наиболее исследован rs28363170 – 3'-конце-
вой полиморфизм VNTR, число повторов которого может достигать 3–13 [31].
Наиболее распространенные аллельные варианты по данному полиморфизму со-
держат 9 или 10 тандемных повторов [32], каждый из которых в длину составляет
40 пар нуклеотидов. Считается, что полиморфизм по числу тандемных повторов
последовательности является наиболее важным полиморфизмом в гене DAT и вли-
яет на риск нейропсихических расстройств [24], контролируя экспрессию и время
жизни транскрибируемой мРНК [31].

Вариабельность, представленная полиморфизмами гена hSERT, описана для по-
второв последовательности в 5'-нетранслируемой области, которая располагается
несколько выше места начала транскрипции, занимая участок между –1396 и
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‒1440 нуклеотидами, и называется SERT/5HTT-сцепленной промоторной поли-
морфной областью (5HTTLPR) [25], а также наличием однонуклеотидной замены
rs25531, расположенной рядом с 5HTTLPR [33] (рис. 1). Полиморфизм 5HTTLPR
относится к VNTR [34] и представляет собой вариант наличия инсерции длиной
44 п.н. (“длинная” аллель L) или делеции по данному локусу (“короткая” аллель S), с
сочетанием аллелей в гомозиготном (L/L, S/S) и гетерозиготном (L/S) генотипах.
Базальная транскрипционная активность у промотора L-аллели примерно в 3 раза
выше чем у S-аллели [34]. Показана связь S-аллели с проявлением депрессии, тре-
вожности и склонности к суициду [35, 36]. Оценка связи полиморфизма 5HTTLPR
и результатов теста FFM (пятифакторный тест, оценивающий открытость к опыту,
экстраверсию, невротизм, добросовестность и уступчивость) населения Швеции,
не выявила значимых ассоциаций между наличием определенных аллелей гена SERT
и отклонениями по оцениваемым характеристикам личности [37]. Полиморфизм
rs25531 приводит к снижению уровня транскрипции S-аллели 5HTTLPR. Могут
быть и другие однонуклеотидные замены, которые влияют на транскрипционную
активность SERT, но они являются редкими и требуют дополнительных исследова-
ний на больших выборках [33].

Полиморфизмы гена NET (рис. 1) являются причиной функциональных нару-
шений в работе норадренергической системы. Например, NET влияет на особен-
ности проявления когнитивно-психологических характеристик (темперамента,
импульсивности, восприятия и способности переносить боль), а также на вегета-
тивные функции организма, в том числе на артериальное давление и частоту сер-
дечных сокращений [38, 39]. Полиморфные варианты NET рассматривают как
фактор развития не только разнообразных нейрологических расстройств, но также
и заболеваний сердечно-сосудистой системы [39]. Для NET известен ряд однонук-
леотидных полиморфизмов, которые, предположительно, могут влиять на эффек-
тивность транскрипции [40]. Одним из наиболее изучаемых полиморфизмов NET
является однонуклеотидная замена 182C/T (rs2242446), полиморфный вариант С
которого ассоциирован с устойчивостью к клинической депрессии [41]. Данный
полиморфизм локализован в промоторной области и может отвечать за регуля-
цию транскрипционной активности белка изменением аффинности факторов
транскрипции к ДНК [42]. Другой однонуклеотидный полиморфизм этого гена
(1287G/A), расположенный в 9-ом экзоне, также связан с эффективностью NET и,
возможно, риском развития СДВГ [43]. Тем не менее противоречивость имеющихся
данных может означать либо отсутствие значимой связи между исследуемыми поли-
морфизмами и фенотипическими проявлениями, либо более сложную взаимосвязь
между различными адаптивными и дезадаптивными характеристиками ЦНС, а
также отмечается возможность неравновесного сцепления между однонуклеотидны-
ми полиморфизмами гена NET и их влияния на фенотип [42].

СПОРТИВНАЯ ФИЗИОЛОГИЯ КАК ОБЛАСТЬ
ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ ВЛИЯНИЯ ГЕНЕТИЧЕСКИХ ФАКТОРОВ

Профессиональная спортивная деятельность – комплексное биосоциальное яв-
ление, эффективность в котором зависит от множества факторов различной при-
роды [38]. Физиологические особенности индивида, такие как сила, выносли-
вость, скорость [44, 45], накладываются на особенности работы его ЦНС и психо-
физиологических характеристик: быстроты принятия решения, устойчивости к
психологическому стрессу, воли к победе, агрессивности, состязательности, общей
лабильности, темперамента и многих других [38]. Важными параметрами являются
также психологические черты личности – адаптация к среде, сосредоточенность и
уверенность [46]. Особую роль в физиологии спорта играют также конкретные его
разновидности. Например, для командных видов спорта важны быстрота приня-
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тия решения и высокая социабельность членов команды [45], а для боевых видов
спорта (борьба, бокс) – агрессивность и темпераментность спортсмена [45, 47, 48].
Каждая из данных психотипических характеристик, безусловно, по-разному кон-
тролируется мозговыми медиаторами, и соответственно роль последних в различ-
ных видах спорта также может быть неодинаковой.

В последнее время возрос интерес к пониманию того, насколько значителен
вклад в успех спортивной карьеры, привнесенный наследственностью и врожден-
ными особенностями [49]. Например, наследственность может обуславливать от 20
до 90% различий антропометрических и физиологических характеристик, имеющих
отношение к спортивной деятельности [38], в то время как наследственность фено-
типической изменчивости черт личности оценивается в 30–60% [50]. Также описана
корреляция высокой результативности в спорте (например, у спортсменов-олим-
пийцев и чемпионов мира) и взаимодействия эндогенных генетических детерми-
нант с экзогенными факторами окружающей среды, таких как диета, регулярные
тренировки и состояние здоровья [51–53]. В то же время проводить прямые ассо-
циации конкретных аллельных вариантов с фенотипическими проявлениями в
спорте сложно в силу его многофакторной природы, полигенного наследования
сложных признаков [38, 53] и небольшого числа уже установленных генетических
детерминант [54]. При этом наличие одиночных полиморфизмов может не иметь
влияния на спортивную эффективность, но в сочетании с полиморфизмами других
генов приводит к синергичным эффектам [53]. Поэтому крайне важно изучение не
только отдельных полиморфизмов, но и полногеномного профиля спортсмена.

С другой стороны, в спорте различия в эффективности того или иного индивида
могут быть опосредованы не только отличиями в программах индивидуальной
спортивной подготовки и степенью натренированности, но и различиями в после-
довательностях генов, ответственных за синтез ключевых белков и ферментов, а
также эпигенетических процессов [55]. Это подводит к необходимости поиска ге-
нетических вариаций, которые могут быть положительно ассоциированы с пре-
имуществами в спортивной карьере: например, выносливостью [56], скоростью на
короткие дистанции [57], силой [58], быстрым восстановлением после тренировок
или травм [59, 60], психологической устойчивостью к постоянным стрессам, “са-
модисциплиной” и мотивацией продолжать занятия спортом [53].

На данный момент известно порядка 200 генов и их маркеров, которые связаны
с физическими характеристиками спортсменов [44, 47, 52]. Однако генов, потен-
циально связанных с физиологией нервной системы, особенностями восприятия и
психики в контексте спортивной физиологии, известно значительно меньше. При
этом, как уже указывалось, когнитивные характеристики, такие как память, вни-
мание, стрессоустойчивость, скорость реакции и время принятия решения – явля-
ются факторами, определяющими развитие спортивного таланта. Самыми распро-
страненными подходами к исследованиям являются “случай–контроль”, направ-
ленный на выявление вариантов аллелей, которые больше распространены среди
группы профессиональных спортсменов в сравнении с контрольной группой, не
занимающейся спортом, а также ассоциативные исследования между генотипом и
фенотипом [45]. Однако данные методы не могут выявить значимые полиморфиз-
мы, расположенные вне кодирующей последовательности, к примеру, регулятор-
ной [55]. Генотипирование спортсменов, в том числе их полногеномное секвени-
рование [55], становится не только необходимым инструментом молекулярной ди-
агностики для выявления задатков и физиологической предрасположенности к
спортивной карьере, но и важным этапом анализа, по результатам которого будут со-
ставляться персонализированные программы тренировок – необходимые меры ин-
дивидуального подхода к достижению максимальной эффективности спортсменов.



1590 ЧЕРЕПАНОВА и др.

Анализ физических и физиологических характеристик спортсменов выявил, что
результативность в одних спортивных дисциплинах может отрицательно коррели-
ровать с успехами в других [53]. Так, если спортсмен показывает высокие результа-
ты в видах спорта, где требуется выносливость, то в дисциплинах, рассчитанных на
силовые показатели, он будет менее конкурентен. Это указывает на возможность
изначальной предрасположенности к результатам профессионального высококва-
лифицированного спорта [61]. В то же время может быть и “базовый” уровень обще-
физических способностей, имеющих общие генетические детерминанты, позволяю-
щий добиваться результатов сразу в нескольких спортивных дисциплинах причем
как в близких, так и в достаточно различающихся [52]. При этом анализ когнитив-
ных и личностных качеств спортсменов показал соответствие между наличием
определенных психологических черт и предрасположенностью к тем или иным ти-
пам спорта. Так, для видов спорта, рассчитанных на выносливость, характерны
интроверсия, пластичность мышления, стратегическое и тактическое мышление,
низкие показатели эмоциональности и тревожности [45]. Для сравнения, спортс-
мены командных видов спорта должны обладать высоким эмоциональным интел-
лектом, коммуникабельностью и эмоциональным контролем [45]. При этом для
спортсменов боевых искусств важны аналитическое и оперативное мышление, по-
вышенное внимание и так называемая “склонность к самовыражению”, тогда как
силовые виды спорта предполагают наличие напористости, самоконтроля, сдер-
жанности, экстраверсии и склонности к рискам [45].

Выявление “успешных” для спортивной карьеры генов является сложной зада-
чей, так как каждый ген по отдельности привносит лишь небольшой вклад в итого-
вый фенотип. В первую очередь поиск корреляций генотип–фенотип проводился
среди генов, потенциально связанных с особенностями выносливости, мышечной
производительности, качества состояния сухожилий, связок а также психологиче-
ского состояния спортсменов. В частности, большинство (порядка 165 генов) [61]
относятся к аутосомным генам количественных признаков (QTLs), среди которых
отдельно выделяют генетические локусы, связанные с метаболизмом (mQTLs),
изучение которых важно для понимания взаимосвязи метаболома и спортивных
характеристик, к примеру, выносливости и физической производительности [54].
Кроме них идентифицированы 5 генов на X хромосоме и 17 митохондриальных ге-
нов, непосредственно влияющих на фенотип более успешного физического разви-
тия и результативности [61]. Проводя классификацию обнаруженных генов, мож-
но отметить следующие их функциональные кластеры: гемодинамика и особенно-
сти сердечно-сосудистой системы (частота сердечных сокращений, артериальное
давление), метаболизм (в частности, глюкозы и инсулина), а также антропометри-
ческие характеристики, особенности строения мышечных волокон и эффективно-
сти скелетной мускулатуры [61].

Помимо характеристик, непосредственно определяемых генами и влияющих на
параметры силы и выносливости, успех в соревнованиях связан с психологиче-
ским благополучием и особенностями эмоционального восприятия, в частности с
устойчивостью к продолжительным стрессам, депрессии и тревожным расстрой-
ствам, способностью быстро запоминать и использовать уже приобретенный опыт,
мотивацией придерживаться нормированных графиков и ограничений, наклады-
ваемых особенностями программы тренировок, настойчивостью и мотивирован-
ностью [38]. Однако взаимосвязи между генетикой, спортивной психологией, фи-
зиологией и нейробиологией остаются все еще недостаточно хорошо изученными.
Изучение генетической составляющей, связанной с умственными способностями,
мотивацией и способностью переносить боль, показало возможный разброс дис-
персии на уровне 35–83% [61]. Несмотря на явный характер наследуемости, только
недавно стало проводится изучение генов, имеющих связь с наличием мотивации
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и дисциплинированности или с поддержанием стабильного психологического фона.
К таким генам-кандидатам, помимо SERT, DAT и NET, также относят гены BDNF
(нейротрофического фактора мозга), UCP2 (митохондриального разобщающего
белка 2) [47, 51, 61], COMT (катехол-О-метилтрансферазы) [48, 62], МАО-А (моно-
аминоксидазы-А) [48], ACE (ангиотензин-превращающего фермента) [52, 63, 64],
NK1R (рецептора нейрокинина 1) [63], CRF-BP (белка, связывающего фактор вы-
свобождения кортикотропина) [63], DRD4 (дофаминового рецептора D4) [47] и ге-
нов серотониновых 5-HT1 [63] и 5-HT2 [45] рецепторов. При этом данные гены мо-
гут находиться в сложных взаимодействиях друг с другом. Например, плейотропные
отношения показаны для SERT и BDNF [65], COMT и DAT [66], а также NET и MAO-A
[67]. Поэтому вариабельность одного из взаимодействующих генов может также
влиять на вклад другого гена в физиологический фенотип.

ФИЗИОЛОГИЧЕСКАЯ РОЛЬ МОНОАМИНОВЫХ ТРАНСПОРТЕРОВ
В СПОРТИВНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ

Наиболее известные полиморфизмы генов МАТ, среди которых ведется поиск
ассоциаций со спортивными достижениями, суммированы в табл. 1 и рис. 1.

Дофаминовую систему традиционно ассоциируют с мозговой системой возна-
граждения, стимуляцией когнитивных способностей через лимбические структуры
мозга, локомоцией и общим контролем поведения, мотивации и эмоциональности
[68]. Большинство исследований перспективных генов-кандидатов, регулирующих
гомеостаз моноаминов и ассоциированных с поведением, которое способствует за-
нятиям физическими нагрузками, и спортивной эффективностью, сосредоточено
на изучении дофаминовой системы [66, 68]. Однако, хотя описаны ассоциации
различных полиморфных вариантов DAT среди исследуемых групп спортсменов, в
разных популяциях результаты оказались противоположными. Например, дефи-
цит дофамина положительно коррелирует с предрасположенностью к экстремаль-
ным видам спорта [23]. На группе спортсменов, занимающихся смешанными бое-
выми искусствами, показана корреляция частоты встречаемости генотипа 9/9 DAT
с повышенной “контролируемой агрессией” и экстремальным поведением, что,
вероятно, помогает достигать больших успехов в экстремальных и травмоопасных
видах спорта, например, в смешанных единоборствах [23]. Физиологически это
может объясняться пониженным уровнем свободного дофамина, который возни-
кает из-за повышенной активности DAT [23]. В исследовании профессиональных
спортсменов также подтверждается высокая ассоциация генотипа 9/9 с професси-
ональным успехом [51], однако в популяции египетских спортсменов генотип 9/9
DAT встречался чаще в контрольной группе, а не у спортсменов (у которых самым
распространенным генотипом был вариант 10/10) [68]. При этом опросник
Freiburgh Personality Inventory-Revised для оценки черт личности выявил, что для

Таблица 1. Наиболее известные полиморфизмы генов моноаминовых транспортеров, среди
которых ведется поиск ассоциаций со спортивными достижениями

Ген Полиморфизмы Локализация

DAT (SLC6A3) 40-нуклеотидный полимор-
физм числа тандемных по-
второв

3'-конец последовательности

SERT (SLC6A4) 44-нуклеотидная инсер-
ция/делеция

5HTT-сцепленная полиморфная 
промоторная область (5HTTLPR) между –
1396 и –1440 п.н.

NET (SLC6A2) SNP Thr99Ile +296 н.
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генотипа 9/9 наиболее характерными чертами являются подверженность депрес-
сии и эмоциональности, а для генотипа 10/10 – агрессивность, возбудимость и са-
моконтроль [68].

Многие гены ЦНС изменяют уровень экспрессии на протяжении жизни, в част-
ности посредством эпигенетических механизмов, одним из которых является ме-
тилирование ДНК, преимущественно по цитозину CpG-островков. Промоторная
последовательность DAT может метилироваться по 33 позициям, что влияет на ре-
гуляцию транскрипции DAT [69] и в итоге на эффективность дофаминергической
системы. Исследования спортсменов по боевым искусствам (ММА, дзюдо, бокс, ка-
рате, кикбоксинг, борьба) показали корреляцию между гипо- или гиперметилирова-
нием CpG-островков и результатами пятифакторного личностного опросника, оце-
нивающего невротизм, экстраверсию, открытость опыту, сотрудничество и добросо-
вестность. Например, имеются ассоциации между метилированием 3 CpG-островка
и низкой открытостью, метилированием 13 CpG-островка и высоким невротиз-
мом, а также гипометилированием 22 CpG-островка и низкой открытостью [69].

Спортивные мероприятия, в особенности международного и мирового уровня,
отличаются особым набором стрессорных факторов [70], таких как тренировки,
получение травм, низкая результативность на соревнованиях, взаимодействие с
тренерами и другими спортсменами [71]. При этом выявление тревожных рас-
стройств у спортсменов может быть затруднено из-за субсиндромальных проявле-
ний депрессии и тревоги [71] на фоне уникальности спортивной среды и стигмати-
зации проблем с психическим здоровьем [72]. Предрасположенность и восприим-
чивость к тревоге – сложный признак, определяемый условиями среды, наличием
генетических детерминантов, а также их сочетанием. Учитывая тесную связь серо-
тонинергической системы с тревожностью, депрессией или компульсивным пове-
дением, SERT является важным кандидатом для оценки предрасположенности
стрессу на спортивных мероприятиях и успешности спортивной карьеры. В част-
ности, структура L и S аллелей SERT оказывает влияние на восприимчивость к
стрессовым событиям, к которым в полной мере относятся спортивные мероприя-
тия. В этом случае S аллель, ассоциированная с большей подверженностью к тре-
вожно-депрессивному поведению из-за недостаточной экспрессии SERT, у про-
фессиональных спортсменов должна встречаться реже, а L аллель, особенно ее LL
генотип, – ассоциироваться с успехами в спорте [70]. Независимыми исследовани-
ями профессиональных спортсменов разных национальностей, занимающихся
различными видами спорта, данная гипотеза подтверждается [70, 71, 73, 74]. Так,
на выборке спортсменов-мужчин из Италии обнаружена связь наличия хотя бы од-
ной короткой аллели S и повышенной тревожности в тесте для оценки психоэмо-
ционального состояния и (на фоне сниженного эмоционального контроля) по
психологическому опроснику спортивных результатов. При этом носители двух
копий S-аллели SERT имеют высокий невротизм по сравнению с носителями ге-
нотипа L/S [71]. И хотя неизвестно точное влияние полиморфизма 5-HTTLPR на
метаболизм и физиологию [74], оно может быть связано с отличиями в функцио-
нировании миндалины у носителей L и S аллелей SERT [75].

NET играет важную роль в проявлениях особенностей физиологии нервной си-
стемы, таких как импульсивность, обучаемость, восприимчивость к болевым ощу-
щениям [38], а также когнитивные и нейроэндокринные функции [76]. Подвержен-
ность тревожности и неспособность поддерживать высокий уровень концентрации
негативно влияют на результативность спортсменов. Кроме ЦНС, норадреналин
влияет на функциональность вегетативной нервной системы, в частности на регу-
ляцию артериального давления [77]. Наличие аллельных вариантов, ассоцииро-
ванных с определенными психологическими и физическими характеристиками,
дает основания для поиска генетически детерминированной предрасположенно-
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сти к успехам в спортивной деятельности [38]. Одним из известных и изучаемых
однонуклеотидных полиморфизмов NET является rs1805065 (Thr99Ile) – точечная
замена C на T в 296-ом положении, которая встречается у ≈1% у популяций Евро-
пы и Америки, и потенциально снижает транспорт норадреналина [78]. Исследо-
вания, посвященные поискам ассоциаций между полиморфными вариантами NET
и спортивными успехами, на данный момент дают неоднозначную картину. Так,
минорный аллельный вариант T обнаружил отрицательную ассоциацию с дости-
жениями в силовых видах спорта выборки атлетов из Бразилии, для которых важна
выносливость и преобладал генотип T/C [78]. При этом выборка спортсменов-ат-
летов из Польши не подтвердила обнаруженную ассоциацию, а минорный аллель-
ный вариант T коррелировал с успехами в спортивных единоборствах у высококва-
лифицированных спортсменов [38]. При этом как среди спортсменов, так и в кон-
троле, не был обнаружен гомозиготный генотип T/T. Таким образом, необходимы
дальнейшие исследования связи генетики и психофизиологии данного аллельного
варианта NET и эффективности в спорте.

ПЕРСПЕКТИВЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Несмотря на то, что спорт является важнейшей частью социальной деятельно-
сти человека, спортивная генетика и анализ ее физиологических аспектов как са-
мостоятельное направление представляет собой достаточно новую область, в связи
с чем возникает необходимость в поиске и изучении наследственных факторов,
важных для успешной спортивной работы. В cпортивной генетике накапливаются
новые данные, указывающие на ассоциации определенных генов со спортивными
достижениями, например, спортивной выносливостью [79]. Как правило, такие
данные описывают ассоциации по отношению к различным физиологическим ас-
пектам, но мало ориентируются на особенности ЦНС. На данный момент имеются
весьма фрагментарные сведения о наличии ассоциаций определенных полиморф-
ных вариантов среди генов МАТ. Поскольку эффективность в спорте представляет
собой результат сложного полигенного взаимодействия, изучение влияния поли-
морфизмов генов МАТ обычно проводится на выборке определенного гена транс-
портера, не рассматривая возможное взаимодействие между полиморфными вари-
антами генов разных транспортеров одновременно. Подтверждение наличия или
отсутствия синергических или плейотропных эффектов между генами МАТ, а так-
же генами других нейромедиаторных систем, может помочь в более точном геноти-
пическом профилировании спортсменов.

Кроме того, возможные различия в распределении полиморфизмов среди
спортсменов разного происхождения могут быть результатом неодинаковой пред-
ставленности аллельных вариантов среди народностей, в результате чего исследо-
ваниия ассоциаций определенных полиморфизмов, проведенные на одной попу-
ляции, могут не воспроизводиться на популяции другого происхождения. В осо-
бенности это важно учитывать по отношению к высокогетерогенным популяциям, в
историческом формировании которых происходили множественные миграции [80].
Изучение генотипического распределения, обусловленного принадлежностью к
определенному этносу, может объяснить различия в данных, полученных на
спортсменах разных национальностей. Возможно, существует корреляция между
частотой встречаемости определенных аллелей и предрасположенностью к опреде-
ленным видам спорта у спортсменов различного происхождения. Поскольку для
разных видов спорта важны разные характеристики (силовые показатели, вынос-
ливость, внимание, время реакции и т.д.), эффект, обусловленный генными поли-
морфизмами, на них может быть различен. Неизвестно, могут ли носители “пло-
хих” аллелей, не преуспевая в одних видах спорта, оказаться более подходящими
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кандидатами для других типов спортивной деятельности, и есть ли прочные ассоци-
ации между различными генными полиморфизмами, обеспечивающими успех в
том или ином виде спорта. Необходимо также исследовать не только каждый от-
дельно взятый признак, но и их результирующий вклад в общий фенотип, в част-
ности изучая, как могут наследоваться и проявляться совместно признаки, связан-
ные с когнитивными характеристиками, памятью и стрессоустойчивостью относи-
тельно физических параметров спортсмена.

На сегодня недостаточно исследован вопрос распределения полиморфизмов, обу-
словленных половыми различиями и различиями в фенотипических проявлениях
между мужчинами и женщинами, занимающимися теми или иными видами спор-
та. Недостаточно данных о влиянии исследуемых полиморфизмов на метаболизм
организма, который подвергается постоянным систематическим тренировкам, и
на совместимость с лекарственными препаратами, в частности антидепрессанта-
ми. Данный вопрос важен для разработки индивидуальных программ тренировок
элитных спортсменов, а также для изучения эффектов полиморфизмов у людей, не
занимающихся профессиональными видами спорта, но поддерживающими здоро-
вый образ жизни. 

Кроме того, для многих фенотипов ЦНС описан феномен взаимодействия генов
со средой (Gene × Environment interaction, GE) [81]. Например, депрессия синер-
гично усиливается при сочетании S аллели гена SERT и наличием критического
количества (>3) сильных жизненных стрессоров [35]. Поэтому спортивная генети-
ка должна учитывать не только конкретные генетические маркеры (например, по-
лиморфизмы генов МАТ, рассмотренные выше), но и в рамках изучения GE оце-
нивать наличие сильных стрессоров у спортсменов (эквивалентами таковых, к
примеру, могут быть поражения на важных чемпионатах).

Более того, важной современной концепцией в генетике сложных признаков яв-
ляется анализ корреляции генов со средой (Gene × Environment correlation, rGE) [82].
Ведущим фактором развития фенотипа то тому или иному пути при rGE признается
поведение окружения, в свою очередь вызванное генетически детерминированными
особенностями поведения самого испытуемого. Например, в случае генетически
обусловленной высокой агрессии еще в раннем детстве формируется осторожно-суб-
ординантное поведение социального окружения спортсмена, которое, в свою оче-
редь, непрямым образом (в силу rGE) способствует закреплению его высокой агрес-
сивности, и в итоге способствуя высокой результативности в боевых видах спорта.
При этом попадание такого же пробанда в слаженный коллектив или к требователь-
ному жесткому тренеру вызвало бы подавление его волевых качеств, тем самым сни-
жая будущую эффективность как спортсмена, даже несмотря на изначальное нали-
чие всех генетических детерминант спортивного успеха. С этой точки зрения более
сложной практически, но крайне интересной задачей было бы проведение генетиче-
ских исследований в области нейробиологии и физиологии спорта не только на са-
мом спортсмене, но также и в парах “тренер–спортсмен”. Наконец, важной задачей
является разработка системы исследований на модельных животных объектах. На
данный момент тест-системы на животных широко применяются в исследованиях
ассоциаций полиморфизмов, в том числе генов МАТ, и психических заболеваний, а
также при изучении эффективности лекарственных препаратов. Однако для иссле-
дований спортивной физиологии такие подходы в настоящее время отсутствуют.

В целом, несмотря на то, что изучение спортивной физиологии с применением
методов генетических исследований остается достаточно новой и мало исследо-
ванной областью, оно является перспективным направлением трансляционных
работ по выявлению значимых для спортивной деятельности полиморфизмов, ге-
нетических маркеров, а также оценки их плейотропии, GE и rGE. Поскольку при-
веденные данные указывают на существование аллельных вариантов генов МАТ,
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способствующих успехам в тех или иных видах спорта, их идентификация является
важной задачей для развития спорта. Исследования физиологии спорта и сложной,
нелинейной роли наследственности и среды в ней поможет улучшить результатив-
ность в профессиональных соревнованиях мирового уровня.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Физиологические показатели, характерные для успешного спортсмена, являют-
ся результатом воздействия множества внешних средовых и внутренних (в первую
очередь наследственных) факторов, основой которых является сложный полиген-
ный характер взаимодействия. Однако вклад генетической составляющей на уров-
не МАТ в физиологию спорта на данный момент исследован недостаточно. Не-
смотря на то, что решающим фактором в эффективности спортсменов остается
внешняя среда, изучение генетически детерминированных признаков для спор-
тивной карьеры является чрезвычайно важным по ряду причин. Во-первых, это
необходимо для проведения генотипический оценки подходящих спортсменов в
профессиональную сферу элитного спорта, а также для определения возможной
физиологической предрасположенности к определенным видам спорта у конкрет-
ного человека. Во-вторых, это поможет разработке более эффективных программ
тренировок, в том числе с учетом индивидуальных физиологических различий
между спортсменами. Поскольку моноаминергическая система ЦНС является
ключевой в регуляции когнитивных функций и поведения, изучение ее роли и вкла-
да генетической вариабильности в спортивную физиологию является логичным и
перспективным направлением, требующим как трансляционных подходов в иссле-
дованиях на человеке, так и более широкого использования экспериментальных
животных моделей.
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Monoamine transporters (MATs) are responsible for the reuptake of dopamine, sero-
tonin, and noradrenaline, modulating the concentration of these essential brain neu-
rotransmitters and thus regulating behavior, mood, and cognitive functions. The study of
the role of various genes in complex physiological processes is a promising area of neuro-
biology and sport physiology. Here, we summarize mounting evidence linking specific
genetic variants of MAT genes to various aspects of sport performance. For example, the
allele 10 of the dopamine transporter gene (DAT), the allele L of the serotonin transport-
er gene (SERT) and single-nucleotide polymorphism rs1805065 (Thr99Ile) of the nor-
adrenaline transporter gene (NET) appear to correlate with higher performance in ath-
letes due to resistance to stress, maintenance of motivation and cognitive behavioral
competencies – qualities necessary for achieving success in sport. Thus, physiological
performance in various sports may be partially genetically determined and controlled by
the MAT genes.

Keywords: brain monoamines, monoamine transporter genes, genetic variance, sport
physiology
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Синаптопатии – разнородная группа неврологических заболеваний человека,
вызванных нарушением структуры и функций синапсов. К распространенным
синаптопатиям относятся эпилепсия, расстройства аутистического спектра, ряд
аутоимунных заболеваний и слуховые синаптопатии. Патогенез синаптопатий
обусловлен различными факторами, включая генетические и средовые. Тем не
менее недостаток знаний об их системных механизмах и неэффективность тера-
пии подчеркивают актуальность дальнейших клинических и экспериментальных
исследований синаптопатий. В работе обсуждаются существующие эксперимен-
тальные модели синаптопатий на животных, с акцентом на использование аль-
тернативных модельных объектов – рыб зебраданио (Danio rerio, zebrafish), а также
рассматриваются возможные новые направления для исследований. В целом,
зебраданио служит перспективным организмом для моделирования широкого
спектра синаптопатий, дополняя и расширяя существующие модели на основе
грызунов.

Ключевые слова: синаптическая передача, синаптопатии, патогенез, грызуны, рыбы,
экспериментальные модели
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ВВЕДЕНИЕ

Синаптопатии представляют собой обширную и клинически разнородную груп-
пу неврологических заболеваний, общим механизмом патогенеза которых является
нарушение синаптической передачи [1]. Синаптопатии могут быть вызваны гене-

ОБЗОРНЫЕ 
И ПРОБЛЕМНЫЕ СТАТЬИ
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тическими мутациями, аутоиммунными процессами, воспалением, воздействием
токсинов и рядом других факторов [2–4]. Клинически распространенными видами
синаптопатий являются расстройства аутистического спектра [5–7], эпилепсия [8],
шизофрения [9], прионные болезни [10], а также аутоимунные [2] и слуховые
(кохлеарные) синаптопатии [11]. Эти заболевания проявляются в виде дисфункций
нервной системы, в том числе – задержки развития, проблем с координацией дви-
жений, мышечной слабости, судорог, а также нарушений речи и памяти [1, 5].
Главным триггером синаптопатий является нарушение высвобождения, переноса
или связывания нейромедиаторов, в первую очередь ацетилхолина, гамма-амино-
маслянной кислоты (ГАМК), глутамата и дофамина [1, 6, 7].

Например, к токсическим синаптопатиям относится отравление ботулотокси-
ном и тетаноспазмином, которые нарушают холин- и ГАМК-ергическую передачу,
соответственно, и приводят к параличу мышц и судорогам [12–15]. Часто встреча-
ющиеся слуховые синаптопатии представляют собой расстройства слуха, вызван-
ные нарушенной синаптической передачей между волосковыми клетками и клет-
ками слухового нерва – например, при старении и действии громких звуков или ото-
токсичных препаратов [16]. К генетическим синаптопатиям относят широкий
спектр заболеваний, вызванных мутациями конкретных генов или утратой частей
хромосом. Характерным их примером служит синдром кошачьего крика (синдром
Лежена) – редкое генетическое заболевание, вызванное потерей части 5-й хромо-
сомы, что вызывает неврологические нарушения, в том числе задержку развития,
нарушения коммуникативных навыков и координации движений [17]. Также рас-
пространен синдром ломкой Х-хромосомы (синдром Мартина–Белл) – генетиче-
ское заболевание, обусловленное мутацией в гене белка FMR1 (fragile Х messenger
ribonucleoprotein 1), вызывающей синаптические дефекты, умственную отсталость,
дискоординацию движений, а также нарушение речи, социального и иных форм
поведения [5]. Синдром Ретта – генетическая синаптопатия, вызванная мутацией
гена метил-СрG-связывающего белка (MECP2), в результате чего на фоне синап-
тических нарушений происходят, замедленное мышление, потеря рукописных на-
выков, а также нарушения речи и социального поведения [18].

Аутоиммунные синаптопатии характеризуются атакой иммунной системы на соб-
ственные синаптические структуры [2], и включают в себя миастению гравис (МГ),
синдром Ламберта–Итона, дерматомиозит и приобретенную нейромиотонию. МГ –
хроническое аутоиммунное заболевание, приводящее к слабости и утомляемости
мышц [19]. При ней иммунная система организма атакует ацетилхолиновые рецеп-
торы мышц, приводя к их разрушению или ингибированию [2, 19], что вызывает
нарушения речи, мышечные спазмы [20] и (в тяжелых случаях) миастенический
криз, требующий немедленной медицинской помощи [21]. При синдроме Ламбер-
та–Итона аутоиммунная атака направлена на потенциал-зависимые кальциевые
каналы нервных окончаний, приводя к нарушению передачи нервно-мышечных
сигналов и слабости мышц [2, 22, 23]. Его клинические симптомы включают атак-
сию, нарушение координации движений, измененную чувствительность и сухость во
рту и глазах [22]. Дерматомиозит характеризуется воспалением мышц и кожи [24].
При этом атака иммунной системы может быть направлена на синапсы в мышцах,
нарушая нервно-мышечную передачу [25] и вызывая слабость и утомляемость
мышц [24]. Приобретенная нейромиотония характеризуется повышенной возбу-
димостью нервно-мышечных соединений [2], вызывая судороги, дрожание, нерв-
ное возбуждение и боли в мышцах. Аутоиммунная ее форма связана с наработкой
антител к собственным калиевым каналам в нервно-мышечных соединениях, что
повышает возбудимость этих соединений и чрезмерно активирует мышцы [26].
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ТРАДИЦИОННЫЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
МОДЕЛИ СИНАПТОПАТИЙ НА ГРЫЗУНАХ

Животные экспериментальные модели широко используются для изучения ме-
ханизмов патогенеза синаптопатий. Например, на крысах линии Wistar разработана
модель нейропатической боли, вызванной поражением тройничного нерва, которая
позволяет изучать патологические изменения в синапсах, связанные с хрониче-
ской болью, и тестировать новые лекарства-анальгетики [27, 28]. При моделирова-
нии генетических синаптопатий широко используются трансгенные грызуны с мута-
циями, нарушающими синаптическую функцию. Например, мутации гена PSD-95,
кодирующего белок постсинаптического уплотнения (PostSynaptic Density) [29], у
мышей проявляются в виде нарушений поведения – гиперактивности в открытом
поле, нарушении памяти в водном лабиринте Морриса, а также снижении соци-
ального взаимодействия в трехкамерном тесте на социальное поведение [30]. Но-
каут гена SHANK3, кодирующего белки SH3 и множественных доменов анкириновых
повторов (ANK – компоненты постсинаптической плотности, обеспечивающие
связь между рецепторами нейротрансмиттеров, ионными каналами и другими
мембранными белками с актиновым цитоскелетом и сигнальными путями G-бел-
ков), у мышей вызывает повышенный груминг и дефицит социальных взаимодей-
ствий [31]. Еще одна модель генетических синаптопатий использует мутацию мы-
шиного гена rTg4510, кодирующего форму тау-белка (функцией которого является
связывание с микротрубочками, способствуя инициации и стабилизации микро-
трубочек (это важно для аксонального транспорта и синаптической передачи), что
приводит к расстройству пространственной памяти, нейродегенерации и наруше-
нию синаптической пластичности [32].

Другой подход к экспериментальному моделированию синаптопатий основан
на аксональных повреждениях у грызунов путем нанесения черепно-мозговых
травм, что приводит к патологическим кальций-индуцированным модификациям
цитоскелета аксона, разрушению синапсов и в итоге гибели нейронов [33]. Ис-
пользование данной модели позволяет исследовать механизмы регенерации си-
напcов и разрабатывать новые методы стимуляции роста нервных волокон и вос-
становления синаптической функции [33]. Для вызова слуховых синаптопатий
грызуны подвергаются различным экспериментальным воздействиям [16, 34], на-
пример, избыточно громким звуком [11]. Эти модели широко применяются для те-
стирования эффектов различных фармакологических препаратов (например,
дексаметазона, преднизолона, миноциклина и других) [35], а также для изучения
терапевтических подходов, например, устранения или смягчения слуховой синап-
топатии при помощи фотобиомодуляции [34]. На данных моделях также изучают-
ся возрастные изменения слуха, вызванные ухудшением работы синаптического
аппарата волосковых клеток [36].

На грызунах исследуется влияние различных факторов эмбрионального разви-
тия, способных привести к синаптопатиям [37, 38]. Например, асфиксия беремен-
ных крыс вызывает кислородное голодание у плода [39], приводя к нарушению
функций синаптического аппарата нейронов мозга посредством нарушения фол-
динга и патологической агрегации синаптических белков в нейронах полосатого
тела [37]. При этом терапевтическая гипотермия, а также препараты никотинамид,
эстрадиол и пальмитоилэтаноламид обладают нейропротекторными свойствами,
снижая вред синаптическому аппарату нервных клеток, наносимого перинаталь-
ной гипоксией [38]. Существуют хорошо валидированные модели на грызунах для
многих других распространенных синаптопатий [9, 10], в том числе эпилепсии [8]
и расстройств аутистического спектра [6]. Они позволяют исследовать патологиче-
ские изменения в синапсах, разрабатывать новые лекарственные препараты и те-
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рапевтические подходы, а также выявлять механизмы регенерации синапсов и вос-
становления их функции. В то же время понимание общих, эволюционно консер-
вативных патологий мозга невозможно без использования эволюционно-
физиологического подхода с применением межтаксонного анализа и расширения
спектра задействованных модельных организмов.

МОДЕЛИ СИНАПТОПАТИЙ НА ЗЕБРАДАНИО

Рыбы зебраданио (Danio rerio, zebrafish) широко используются как модельный
организм в нейробиологических исследованиях [40, 41], и имеют множество пре-
имуществ для исследования неврологических заболеваний, таких как синаптопа-
тии. Например, высокая репродуктивность зебраданио [42] существенно облегчает,
удешевляет и повышает репрезентативность результатов тестирования. Прозрач-
ность эмбриона и личинок зебраданио дает возможность наблюдать и изучать про-
цессы, происходящие внутри них с высоким разрешением, что особенно важно для
изучения развития нервной системы и формирования синапсов, которые происхо-
дят на ранних стадиях эмбрионального развития. С помощью различных методик,
в том числе микроскопии в реальном времени и использования генетически моди-
фицированных зебраданио, возможно визуализировать и анализировать формиро-
вание и функциональность синапсов на молекулярном уровне и с высоким разре-
шением [43]. Наконец, зебраданио характеризуются достаточно хорошо изученной
генетикой, поэтому на этих объектах применяется широкий набор генетических
методов [44]. В частности, имеется множество генетически измененных линий
зебраданио, которые позволяют исследовать различные аспекты синаптопатий.
Например, генетически модифицированные зебраданио для моделирования си-
наптопатий могут быть созданы с помощью системы CRISPR/Cas9, для введения
или изменения конкретных генетических мутаций, связанных с синаптическими
расстройствами (см. далее). Такие модели обеспечивают возможность более точного
изучения патологических изменений в нейронах, а также тестирования новых под-
ходов к лечению с учетом генетической основы расстройств ЦНС.

При моделировании синаптопатий на зебраданио особое внимание стоит обра-
тить на их способность к регенерации нервных клеток и синапсов. Например, зеб-
раданио могут быть использованы для изучения процессов регенерации и восста-
новления синапсов после повреждений или заболеваний [45]. У рыб имеется боль-
шое число нейрогенных ниш и происходит активный нейрогенез в зрелом возрасте
[46], что дает возможность проведения широкого спектра трансляционных иссле-
дований в сфере нейрогенеза. Так, на зебраданио изучена инициация нейрогенеза
на модели вызванной гиперлокомоции, при которой активация холинергической
передачи от спинальных локомоторных нейронов стимулирует спинальные нерв-
ные стволовые клетки, приводя к нейрогенезу у взрослых рыб [47]. Любопытно,
что у человека наблюдаются подобные процессы активации нейрогенеза в ответ на
физические упражнения [48], подтверждая важность зебраданио для создания
трансляционных моделей как синаптопатий, так и нейрореабилитации. Также, в
сравнении с грызунами и человеком, зебраданио обладают более высокой способ-
ностью к регенерации нервной и других тканей, что позволяет восполнять поте-
рянные или поврежденные нервные клетки и синапсы [49]. Например, при пере-
резке спинного мозга у рыб (в отличие от грызунов и человека) за несколько недель
восстанавливаются связи между нейронами, что позволяет нормализовать невро-
логические функции, утраченные после повреждения [50]. Таким образом, зебра-
данио является ценной и уникальной моделью для изучения процессов регенера-
ции и восстановления нервных клеток и синапсов.
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Генетические модели на основе зебраданио также широко используются для
изучения синаптопатий [51]. Для этого обычно используют генетически модифи-
цированные зебраданио, у которых методом CRISPR/Cas9 введены или изменены
гены, отвечающие за функционирование синапсов [52]. К примеру, созданы модели
на зебраданио посредством внесения мутаций в гены, кодирующие белки глицинер-
гической синаптической передачи [53]. Первая модель имеет мутацию, приводя-
щую к потере функции β-субъединицы рецептора глицина (GlyR), что проявляется
в нарушении координации движений у зебраданио из-за дефекта в формировании
кластеров глициновых рецепторов в синапсах, в результате чего нарушается глици-
нергическая синаптическая передача в мотонейронах спинного мозга [53]. Вторая
модель имеет мутацию в гене глицинового транспортера 1 (GlyT1), необходимого для
нормальной синаптической передачи, в результате чего мутанты реагируют на так-
тильные раздражители не обычным плаванием, а судорогами. Электрофизиологиче-
ский анализ показывает, что тактильные стимулы вызывают аритмичную активацию
мышц у них вместо ритмического возбуждения у особей дикого типа [53]. Подобные
модели позволяют изучать механизмы, лежащие в основе синаптопатий, и тести-
ровать потенциальные фармакологические и генетические методы лечения in vivo.

Зебраданио также удобны для визуализации и изучения подвижности синапсов
в реальном времени, в том числе с использованием двухфотонной микроскопии,
визуализирующей структуру и функцию синапсов in vivo или в интактных тканях
зебраданио с высоким разрешением [54]. С помощью флуоресцентных меток (на-
пример, белков Dronpa и Kaede), в таких моделях становится возможным отслежи-
вать движение и взаимодействие синаптических структур, а также изучать синапти-
ческую пластичность и изменения, связанные с различными манипуляциями [54].
В частности, с использованием Dronpa показана зависимость между вкладом раз-
личных синапсов в передачу сигналов и их расстоянием от сомы нейрона. Было
выяснено, что самый значительный вклад в передачу электрохимического сигнала
по пути ERK (extracellular signal-regulated kinase)/MAPK (mitogen-activated protein
kinase) вносят синапсы вблизи сомы, вызывая экспрессию генов в ядре, тогда как
синапсы, активированные в дистальных участках нейрона, вносят вклад только в
локальную передачу сигналов [55]. При помощи флуоресцентного белка Kaede
изучены особенности организации синаптического аппарата клеток мозжечка и
выявлены прямые и/или непрямые связи гранулярных клеток мозжечка с клетка-
ми Пуркинье и эфферентными нейронами мозжечка зебраданио [56]. Это позволя-
ет понять функции синаптического аппарата клеток мозжечка, связей разных ча-
стей мозжечка друг с другом, а также всего мозжечка с другими областями мозга,
что расширяет наше понимание природы двигательных нарушений, в том числе на
фоне синаптопатий.

Для моделирования слуховых синаптопатий также активно используются моде-
ли на зебраданио [57, 58]. Например, на рыбах изучены эффекты кальция на волос-
ковые клетки слуховой системы зебраданио, модулирующие их нейротрансмис-
сию, и показано, что стимуляция волосковых клеток приводит к массированному
притоку кальция в афферентные окончания слухового нерва, это может повредить
их вследствие эксайтотоксического воздействия [57]. Более того, воздействие чрез-
мерно громкого звука оказывает эксайтотоксический эффект на важнейший тип
синапсов волосковых клеток рыб – ленточные синапсы, приводя к нарушению их
функционирования и, как следствие, потере слуха [59]. Моделирование слуховых
синаптопатий на зебраданио также возможно проводить с использованием их уни-
кального дополнительного слухового органа – боковой линии [60]. Боковая линия –
сложная сенсорная система, присутствующая у рыб и амфибий, реагирующая на
изменения движения воды и участвующая во множестве поведенческих актов, от
обнаружения добычи и избегания хищников до плавания в стае и полового поведе-
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ния. В модели нанесения рыбам акустической травмы, используя подводную кави-
тацию для стимуляции волосковых клеток боковой линии, показано, что избыточ-
ная акустическая стимуляция повреждает волосковые клетки через 48–72 ч после
нанесения травмы [60]. При этом волосковые клетки, уцелевшие после акустиче-
ского воздействия, демонстрируют признаки синаптопатии (акустическая стиму-
ляция статистически значимо уменьшает количество синапсов волосковых кле-
ток), напоминая слуховые синаптопатии на млекопитающих [11, 60].

Зебраданио также широко используются для моделирования токсических воз-
действий на нервную систему, нарушающих работу синаптического аппарата
нервных клеток. В частности, на зебраданио смоделирован патологический фе-
нотип острого отравления акриламидом, в том числе патофизиологические при-
знаки, схожие с проявлениями отравления им у человека (нарушение моторной
функции, патологические эффекты на пресинаптических нервных окончания
нервно-мышечных соединений) [61]. Также изменялись транскрипционные мар-
керы белков, участвующих в синаптической передаче сигналов – например, про-
теомный анализ нейронов зебраданио показал, что на цистеиновых остатках не-
которых синаптических белков нейронов образуются инородные включения, ме-
няющие их конформацию патологическим образом. Более того, анализ
концентрации дофамина показал значительное влияние острого отравления ак-
риламидом на дофаминергическую систему (рост прекурсоров дофамина, фенил-
аланина, тирозина и леводопы) [61].

На зебраданио также известны экспериментальные модели других распростра-
ненных синаптопатий, в том числе эпилепсии [8], расстройств аутистического
спектра [6] и других нарушений социального поведения [62]. Эти нарушения у
зебраданио можно эффективно регистрировать, используя стандартизированные
и хорошо валидированные тесты социального предпочтения или построения ко-
сяка [62]. Также существует модель зебраданио, воссоздающая специфические осо-
бенности синдрома Ретта [18] на основе рыб с мутантным cp2-null (кодирующими
метил-CpG-связывающий домен белка 2) и демонстрирующая аномальные
сенсорные, тигмотаксические и двигательные фенотипы [18]. Кроме того, у дан-
ных рыб обнаружены изменения экспрессии белков, чье функционирование
небходимо для нормального окислительно-восстановительного баланса в орга-
низме. Это свидетельствует об усилении окислительного стресса в организме зеб-
раданио, тем самым напоминая клинический синдром Ретта и его модели на гры-
зунах [18].

ПЕРСПЕКТИВЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

В целом зебраданио представляет собой важный организм для исследования
синаптопатий и может помочь существенно расширить наше понимание этих на-
рушений и потенциальных новых молекулярных или генетических подходов к их
лечению. Зебраданио является привлекательным модельным объектом в нейро-
биологических исследованиях, в том числе благодаря ряду биологических осо-
бенностей их организма, особенно высокой плодовитости и быстрого эмбрио-
нального развития [42]. Это крайне важно в синаптической нейробиологии, где
многие процессы развития и пластичности синапсов требуют наблюдения на раз-
ных стадиях жизни организма. Быстрое развитие зебраданио позволяет получать
результаты в значительно более короткие сроки по сравнению с грызунами [63].
Дополнительным преимуществом зебраданио, как уже отмечалось, являются
прозрачные эмбрионы и личинки, что позволяет визуализировать процессы раз-
вития нейронов и синапсов [64], в том числе – на критических, ранних стадиях
развития [65].
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Кроме того, существует широкий спектр поведенческих и токсикологических
тестов, которые могут быть проведены как на взрослых особях зебраданио, так и на
личинках. Это позволяет исследователям оценить влияние различных факторов
или потенциальных лекарственных препаратов на поведенческие функции и вы-
явить возможные побочные эффекты. К примеру, тест нового аквариума использу-
ется для оценки локомоторных и анксиолитических/анксиогенных эффектов раз-
личных препаратов, в том числе лекарств для лечения эпилепсии и болезни Альц-
геймера – расстройств, ассоциированных с синаптопатиями [66]. Для анализа
пространственного обучения зебраданио традиционно используют Y-образный ла-
биринт, показавший улучшение пространственной памяти зебраданио при дей-
ствии ряда препаратов [66, 67]. Помимо Y-образного лабиринта, в модели болезни
Альцгеймера, вызванной хлоридом алюминия, также эффективен тест нового объ-
екта, показавший ухудшение памяти рыб [68]. Небольшой размер и хорошо опи-
санные формы поведения делают зебраданио также удачным организмом для вы-
сокоэффективного скрининга различных препаратов с потенциальными терапев-
тическими свойствами [69, 70].

Модели синаптопатий на зебраданио представляют собой важный инструмент
для исследования, так как они позволяют достоверно воссоздать симптомы раз-
личных заболеваний человека. Это подтверждает их релевантность для изучения и
понимания патологических процессов, происходящих в мозге и синапсах. Так, на-
пример, у зебраданио моделируется синдром кошачьего крика [71] путем удаления
гена ctnnd2b, ответственного за синтез дельта-катенина, который играет важную
роль в дифференцировке нейронов, формировании и поддержании дендритов и
синапсов, и чье отсутствие ассоциировано с данным синдромом клинически. У му-
тантных личинок и взрослых особей зебраданио наблюдаются поведенческие и
неврологические отклонения, например, гиперактивность в тесте нового аквари-
ума [71]. Эти данные свидетельствуют о высоком физиологическом и клиническом
сходстве между данной моделью и клинической картиной синдрома кошачьего
крика, который также ассоциирован с нарушением синтеза дельта-катенина [72],
дисфункцией синаптического аппарата нервных клеток [73] и выраженной гипер-
активностью [74].

Модель зебраданио хорошо подходит для изучения синдрома ломкой Х-хромо-
сомы. Так, рыбы со сниженной экспрессией гена fmr1 (ортологичного гену человека,
ассоциированного с данным синдромом), демонстрируют поведенческие наруше-
ния, в том числе гиперчувствительность к звуковым стимулам [75], ухудшение па-
мяти и тревожно-подобное поведение [76]. Подавление у зебраданио экспрессии
fmr1, индуцированное морфолиновыми олигонуклеотидами, связано с различны-
ми синаптическими нарушениями, например, с уменьшением числа постсинапти-
ческих дендритов [77]. Отсутствие у рыб экспрессии гена fmr1 также влияет на тран-
скриптом мозга зебраданио – например, снижая экспрессию лизосомных генов
[77], что также было показано для транскриптома мозга мышей с блокированной
экспрессией fmr1 [78]. Это позволяет допустить, что такие данные, полученные на
рыбах, вполне могут быть перенесены на млекопитающих, в том числе и на челове-
ка [77].

Зебраданио также успешно применяются для изучения МГ – например, на ры-
бах, нокаутных по гену lrp4, ответственному за синтез белка 4, родственного рецеп-
тору липопротеинов низкой плотности – многофункционального белка, ассоции-
рованного с заболеваниями костей, почек, остеопорозом и неврологическими за-
болеваниями, в том числе МГ [51]. У эмбрионов зебраданио обнаруживаются
кистозные образования в плавниковых структурах и сплетении хвостовых вен, де-
формированные грудные плавники, дефект формирования костей и нарушения мор-
фогенеза почек, что частично повторяет фенотип мутации гена LRP4 человека [51].
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Также LRP4 регулирует развитие нервно-мышечных синапсов, блокируя появле-
ние кластеров ацетилхолиновых рецепторов в нервно-мышечных синапсах в одних
частях тела (аксиальная мускулатура) и стимулируя их появление в других (мышцы
конечностей) [79], свидетельствуя о сходстве механизмов развития МГ у человека
и зебраданио.

Можно выделить несколько перспективных направлений в изучении синапто-
патий на моделях зебраданио. В частности, значительно улучшились методы генетиче-
ского анализа, что позволило выявить новые генетические мутации, связанные с си-
наптопатиями [80]. К примеру, на смену более ранним методам молекулярной ци-
тогенетики пришел новый подход – сравнительная геномная гибридизация. Он
позволяет определять как количественные, так и качественные изменения в струк-
туре хромосом, а также помогает обнаружить микроструктурные аномалии хромо-
сом, что делает его эффективнее предшественников [80]. Данная методика активно
применяется для исследования заболеваний, ассоциированных с хромосомными
аномалиями, например, синдрома ломкой Х-хромосомы [81]. Говоря об эволюции
методов генетического анализа, следует отметить, что за последние десятилетия
широкое распространение получила коммерческая диагностика различных генети-
чески обусловленных заболеваний, в том числе и синаптопатий [80], что позволило
значительно удешевить подобные методики и сделать их применение более удоб-
ным и доступным. Идентификация этих мутаций помогает понять механизмы раз-
вития заболеваний и их связь с синаптической функцией. Кроме того, генетиче-
ские исследования также способствуют разработке более точной диагностики и
прогнозированию прогрессирования синаптопатий.

В настоящее время проводятся трансляционные исследования роли развитии
аутизма у людей и в его моделях на грызунах [6, 82]. Также растет количество пере-
довых исследований, в которых делается акцент на связи редких генетических и
хромосомных аномалий, нарушающих работу синаптического аппарата нервных
клеток, с аутизмом [5, 30, 76].

Крайне перспективным направлением исследований в данной области является
изучение на людях и животных моделях патогенеза эпилепсии [6], часто вызван-
ной дисфункцией синаптического аппарата нейронов [8]. Исследования на живот-
ных моделях, включая секвенирование экзома при эпилепсии и протеомный ана-
лиз при аутоиммунных синаптопатиях, позволили ускорить идентификацию но-
вых синаптических генов и белков, связанных с эпилепсией, большинство из
которых играют важную роль в синаптической передаче [8]. Кроме того, данные
подходы способствуют разработке противоэпилептических препаратов и более
глубокому пониманию механизмов синаптической передачи [8]. Среди таких пре-
паратов, исследованных на зебраданио, можно отметить вальпроевую кислоту,
карбамазепин и фенитоин. Например, в модели пост-травматической эпилепсии у
зебраданио выявлены нарушения обучения и памяти, трудность в принятии реше-
ний и нарушение социального предпочтения [83].

В общем, использование зебраданио в исследованиях синаптопатий представля-
ет собой перспективный подход для изучения молекулярных, клеточных и функ-
циональных аспектов этих расстройств. Зебраданио являются ценной моделью,
выявления ключевых генетических мутаций, взаимодействия между нейронами и
синапсами и эффектов нарушений синапсов на неврологические функции. 

Исследование синаптопатий сталкивается с рядом проблем и ограничений, ко-
торые затрудняют полное понимание этих заболеваний и разработку эффективных
методов лечения. Прежде всего, синаптопатии – это редкие заболевания, что за-
трудняет набор достаточно больших выборок для проведения исследований и по-
лучения статистически значимых результатов. Во-вторых, диагностика синаптопа-
тий осложнена тем, что их симптомы часто перекрываются, в том числе и с симп-
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Таблица 1. Отдельные открытые вопросы, связанные с изучением патогенеза синаптопатий

Вопросы

• Создание генетических моделей зебраданио по времени быстрее, чем генетических 
моделей грызунов. Каким образом можно еще больше увеличить скорость создания ге-
нетических моделей на зебраданио?

• Можно ли сократить временные затраты на исследования синаптопатий за счет созда-
ния фармакологических животных моделей вместо создания генетических, и имеет ли 
смысл создание таких моделей, если основная причина возникновения синаптопатий 
человека обусловлена генетическими механизмами?

• Известно, что изменение стиля жизни (поддержание определенных диет) может помочь 
в лечении ряда заболеваний, в частности, при эпилепсии, несмотря на нарушенное 
функционирование синапсов [84]. Может ли изменение внешних факторов жизнедея-
тельности оказать подобный положительный эффект при других синаптопатиях?

• Какую роль в патогенезе синаптопатий у зебраданио играют эпигенетические факторы?
• Известно, что некоторые полиненасыщенные жирные кислоты (ПНЖК) способны мо-

дулировать функционирование синапсов, что может использоваться как терапевтиче-
ская стратегия [85]. Каков механизм воздействия ПНЖК и воспроизводится ли он у зеб-
раданио? Может ли уровень ПНЖК использоваться как ранний физиологический био-
маркер синаптопатий?

• Подходит ли модель зебраданио для поиска терапевтических стратегий в случае синап-
топатий при нейродегенеративных заболевания [86], учитывая высокий уровень нейро-

регенерации зебраданио, который может маскировать эффект изучаемого препарата?

• Мутации генов белков NRXN–NLGN–SHANK, участвующих в функционировании 
синапсов, ассоциированы с расстройствами аутистического спектра (РАС), однако фе-
нотипические проявления у грызунов с нокаутами NRXN1 и Shank3 несколько отлича-
ются от клинических проявлений РАС [82]. Какой фенотип наблюдается у зебраданио 
при нокдауне этих генов и является ли акватическая модель РАС в данном случае более 
релевантной?

• Посредством каких механизмов нарушение пути NRXN–NLGN–SHANK влияет на 
проявление клинических симптомов РАС [82]?

• Каким образом можно преодолеть проблему, связанную с разнообразием фенотипиче-
ских проявлений, учитывая, что у людей наблюдается гетерогенность мутаций генов 
белков, вовлеченных в регуляцию синаптической активности (в частности, NRXN1), а 
при создании животных моделей проводится полный нокаут?

• Известно, что искусственная среда содержания грызунов оказывает влияние на поведе-
ние животных, тем самым действуя на фенотипические проявления синаптопатий. Ре-
ализуется ли такой же эффект в модели зебраданио [87]?

• Какие дополнительные неинвазивные методы изучения мозга (кроме МРТ, ПЭТ и ЭЭГ*) 
можно применять для анализа и межвидового сравнения синаптопатий у человека и мо-
дельных объектов?

• Каков механизм причинно-следственной связи между дефектами синаптических бел-
ков и шизофренией [87]?

• Важный вклад в понимание роли синаптопатий при патогенезе неврологических болез-
ней внесло создание трехмерных культур клеток человеческого мозга [86, 88]. Насколь-
ко сопоставимы трехмерные культуры клеток мозга человека и мозга модельных живот-
ных, в частности, зебраданио? 

• При мозжечковых синаптопатиях, вызванных аутоантителами, возникает положитель-
ная обратная связь между глиальными клетками и глутаматом [89]. Возникает ли эта 
связь при синаптопатиях у зебраданио?

• Может ли воздействие на астроглию или микроглию ослабить симптомы синаптопатий?

• Каким образом можно разработать модель слуховой синаптопатии путем прямой стиму-
ляции органов боковой линии рыб?
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томами других неврологических и психических заболеваний. В третьих, также
отсутствует единая классификация синаптопатий, что затрудняет стандартиза-
цию исследований и сравнение результатов различных групп. В-четвертых, для
изучения синаптопатий необходимы соответствующие экспериментальные мо-
дели. Однако создание подходящих моделей, особенно для редких и малоизучае-
мых заболеваний, проблематично. В свою очередь, моделирование сложных ме-
ханизмов синаптической передачи в лаборатории может быть недостаточно точ-
ным и не отражать полную сложность этих процессов у человека. В-пятых,
синаптопатии плохо изучены, и механизмы развития и прогрессирования этих
болезней не вполне ясны, что затрудняет разработку эффективных методов диа-
гностики и лечения. Наконец, в настоящее время доступных методов лечения си-
наптопатий нет, и эффективность их коррекции может быть переменной для раз-
ных пациентов.

Несмотря на перечисленные проблемы, трансляционные исследования синап-
топатий продолжаются. Это требует мультимодального подхода, совмещения раз-
личных моделей исследований, интеграции эпидемиологических данных и совер-
шенствования методов диагностики и обработки данных. Инновационные иссле-
дования на рыбах и других животных, направленные на поиск новых мишеней и
подходов, которые могут оказаться более эффективными для коррекции дисфунк-
ции синапсов, приближают нас к пониманию этиологии и патогенеза синаптопа-
тий, а также способствуют разработке и внедрению более совершенных методов
лечения пациентов, страдающих от синаптопатий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Существующие экспериментальные модели синаптопатий, преимущественно
основанные на создании генетически модифицированных грызунов, успешно вос-
производят патологические изменения, характерные для различных синаптопатий,
включая нарушения центральной нервной системы. Однако новые альтернативные
модельные организмы, такие как зебраданио, представляют собой перспективный
подход, который может послужить для более эффективного фармакологического
скрининга и уже используются для поиска новых лекарственных препаратов. Рас-
ширение использования этих моделей позволит улучшить понимание глубинных
основ данных патологий и сделать более эффективным подбор лечения для паци-
ентов с синаптопатиями. Кроме того, многие открытые вопросы в области изучения
этиологии и механизмов патогенеза синаптопатий (табл. 1) могут быть успешно разре-
шены с помощью широкого использования экспериментальных моделей данных
патологий, в том числе с использованием зебраданио.

*МРТ – магнитно-резонансная томография,  ЭЭГ – электроэнцефалография, ПЭТ – позитронно-эмис-
сионная томография.

• Каков механизм восстановления волосковых клеток при слуховых синаптопатиях под 
влиянием гормонов?

• Среди синаптопатий можно выделить отдельный класс иммунных нарушений, в кото-
рых модуляция состояния синапса опосредуется интерлейкином IL-1β [90]. Может ли 
модуляция сигналов IL-1β использоваться в качестве терапевтических стратегий?

• Может ли модуляция нейровоспалительных процессов, в частности, с помощью IL-1β, 
быть полезной при терапии другого типа синаптогенетических болезней?

Вопросы

Таблица 1. Окончание
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Experimental Models of Synaptopathies Based on Zebrafish
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Synaptopathies include a heterogeneous group of severely debilitating neurological dis-
eases characterized by structural and functional deficits of neuronal synapses. Common
synaptopathies include epilepsy, schizophrenia, prion diseases, autism spectrum disor-
ders, various autoimmune diseases and cochlear synaptopathies. Their pathogenesis is
caused by both genetic and environmental factors. However, the relationship between
the cause and clinical manifestations of each particular synaptopathy, and their therapy,
remain poorly understood. Here, we discuss animal models of synaptopathies, with a
specific emphasis on zebrafish (Danio rerio), as well as outline several lines of future re-
search in this field. Overall, zebrafish emerge as a promising organism to mimic a wide
range of synaptopahies, paralleling and complementing their existing models in rodents.

Keywords: synaptic transmission, synaptopathies, pathogenesis, rodents, fish, experi-
mental models
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Нарушения функций митохондрий в клетках мозга связаны с патогенезом забо-
леваний различной этиологии, в том числе болезней Альцгеймера, Паркинсона
и Гентингтона, бокового амиотрофический склероза, синдрома Ли, аутизма и
других. Для изучения митохондриальных дисфункций и создания новых тера-
певтических средств большое значение имеют исследования на животных. По-
мимо традиционных моделей на грызунах, пресноводная костная рыба зебрада-
нио (zebrafish, Danio rerio) представляет особый интерес как модельный объект в
силу своих биологических характеристик, практичности и возможности полу-
чить больший объем экспериментальных данных. В работе обсуждаются генети-
ческие и фармакологические модели митохондриальных дисфункций и связан-
ных с ними неврологических расстройств на грызунах и зебраданио. Приведен-
ные данные указывают на зебраданио как эффективную трансляционную модель
для изучения патогенеза различных заболеваний мозга, связанных с митохон-
дриальными дисфункциями.

Ключевые слова: митохондрии, митохондриальные дисфункции, болезни ЦНС,
модельные организмы, зебраданио
DOI: 10.31857/S0869813923110146, EDN: AFGSLI

ВВЕДЕНИЕ

Главная биологическая роль митохондрий эукариот – подержание энергетиче-
ского гомеостаза и синтез АТФ – особенно важна для мозга, потребляющего до
20% всей продуцируемой энергии организма. Митохондрии также активно вовле-
чены в регуляцию клеточного гомеостаза, апоптоза, биогенеза железосерных кла-
стеров и кальция [1, 2]. Нарушение структуры и функций митохондрий приводит к
снижению синтеза АТФ, продукции активных форм кислорода (АФК) и актива-
ции систем программированной гибели клетки – апоптоза, аутофагии и некроза
[3], что может вызывать снижение метаболизма клеток, их дегенерацию, накопле-
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ние свободных радикалов и (за счет каскада внутриклеточных реакций с ядром) из-
менение активности генов [4]. Гибель клеток мозга, связанная с митохондриаль-
ными дисфункциями (МД), имеет серьезные последствия для поведенческой ак-
тивности, локомоции и памяти [5]. При патологиях центральной нервной системы
(ЦНС), МД могут проявляться в виде локальных поражений отдельных тканей или
структур (например, зрительного нерва при наследственной оптической нейропа-
тии Лебера [6] или улитки уха при несиндромной наследственной глухоте) либо
как распространенные поражения (например, при энцефаломиопатии, кардиопа-
тии или сложных мультисистемных синдромах) на фоне атаксии, судорог, поли-
нейропатии, пигментной ретинопатии и моторных дисфункций [7].

Нарушение синтеза АТФ и процессов окислительного фосфорилирования мо-
жет быть вызвано общей дисфункцией дыхательной цепи митохондрий или дефек-
тами ферментативных комплексов дыхательной цепи – комплексов I (НАДН: убихи-
нонредуктаза), II (сукцинатдегидрогеназа), III (хинол-цитохром С (cyt C) редуктаза),
IV (циклооксигеназа COX), V (FoF1-АТФаза) и переносчиков электронов – убихи-
нона (кофермент Q, CoQ) и цитохрома С [2, 8]. Дыхательная цепь кодируется уни-
кальной комбинацией двух отдельных генетических систем – ядерного и митохон-
дриального генома. 13 ключевых структурных полипептидов, составляющих мульти-
мерные субъединицы комплексов дыхательной цепи и АТФ-синтазы, кодируются
митохондриальной ДНК (мтДНК), а также двумя рибосомальными РНК (рРНК) и
22 транспортными РНК (тРНК), необходимыми для осуществления автохтонного
синтеза белка. Около 80 остальных белков, составляющих комплексы окислитель-
ного фосфорилирования, кодируются генами ядерной ДНК (яДНК). мтДНК коди-
рует основной механизм синтеза белка, а также репликацию, репарацию и тран-
скрипцию, но остается полностью зависимой от ядра в отношении снабжения
ферментами и вспомогательными компонентами [9]. Таким образом, источником
нарушений окислительного фосфорилирования может быть как наследуемый ге-
ном, так и цитоплазма материнской клетки [2].

МД характеризуются гетерогенной природой, проявляясь в различных возрастах
и нося мультисистемный характер поражения, не всегда соответствущий генотипу
пациента, что сильно осложняет диагностику и лечение [10]. Конкретные мутации
мтДНК связаны со специфическими синдромами, однако одна мутация может
проявляться несколькими различными фенотипами в зависимости от сегрегации
мутации и уровня гетероплазмии. Например, мутация m.3243A>G впервые была
описана в связи с классической митохондриальной энцефалопатией с лактоацидо-
зом и синдромом инсультоподобных эпизодов, однако она же может приводить и к
хронической прогрессирующей наружной офтальмоплегии, а также к наследствен-
ной глухоте и диабету по материнской линии [10, 11].

Дефекты яДНК влияют на поддержание целостности мтДНК, сборку и структу-
ру комплексов дыхательной цепи, а также на митохондриальную динамику. Одним
из наиболее распространенных дефектов яДНК являются мутации в гене РОLG,
который кодирует полимеразу мтДНК и отвечает за репликацию митохондриаль-
ного генома. Мутации POLG приводят к ряду различных клинических фенотипов
либо с ранним началом, например, при синдроме Альперса, либо с поздним нача-
лом, как при хронической прогрессирующей наружной офтальмоплегии, миокло-
нической эпилепсии, миопатии, сенсорной атаксии, что связано либо с накопле-
нием множественных делеций мтДНК, либо с истощением содержания мтДНК в
отдельных нейронах [8].

МД участвуют в патогенезе различных заболеваний ЦНС, например, являясь ве-
дущим фактором развития спорадической формы болезни Альцгеймера (БА). Сни-
жение синтеза АТФ и окислительный стресс могут приводить к гиперпродукции
β-амилоида (Аβ), который токсичен для митохондрий, усугубляя нейродегенера-



1619ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ МОДЕЛИ МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ…

цию на фоне накопления АФК [12, 13]. Болезнь Паркинсона (БП) – еще одно се-
рьезное нейродегенеративное заболевание, при котором отмечаются МД и окисли-
тельный и нитрозативный стресс [14], а АФК, повреждающие белки и липиды кле-
ток мозга, и реактивные формы азота (РФА) усугубляют нейроапоптоз [15].
Накопление α-синуклеида может приводить к МД путем ингибирования комплек-
са I дыхательной цепи, повышения уровня цитохрома С, изменения гомеостаза
кальция и железа, гиперпродукции оксида азота NO и усиления митохондриально-
го метаболизма [13, 16].

Боковой амиотрофический склероз (БАС) связан с мутациями в более чем 25 ге-
нетических локусах, среди которых наиболее часто встречаются мутации генов
SOD1, TARDBP и C9ORF72 [17]. Развитие заболевания происходит в условиях повы-
шенной функциональной нагрузки на мотонейроны, делая их уязвимыми в связи с
высокой потребностью во внутриклеточном кальции, снижая экспрессию каль-
ций-связывающих белков, глутаматных α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изокса-
золпропионатных (АМРА) рецепторов, а также ряда антиоксидантов и антиапо-
птотических факторов. В результате активации мотонейронов наблюдается глута-
матная эксайтотоксичность, накопление внутриклеточного кальция, активация
внутриклеточных протеолитических ферментов, выделение избытка свободных
радикалов из митохондрий и повреждение ими микро- и астроглии, а также самих
мотонейронов с их последующей дегенерацией [7, 13].

Ряд мутаций мтДНК увеличивает риск проявления расстройств аутистического
спектра (РАС). Например, аутисты часто несут гетероплазматические мутации в
неполиморфных участках митохондриального генома [18]. У детей с РАС в полтора
раза больше несинонимичных мутаций (приводящих к замене аминокислот в ко-
дируемом белке) и в 2.2 раза больше предполагаемых патогенных мутаций, чем у их
здоровых братьев и сестер [19]. При биполярном расстройстве отмечается неэф-
фективный энергетический гомеостаз в головном мозге, снижение митохондри-
ального дыхания и внутриклеточного pH, изменения в митохондриальной морфо-
логии, увеличение полиморфизма мтДНК, подавление молекул ядерной мРНК и
белков, участвующих в митохондриальном дыхании, снижение жизнеспособности
нейронов. Затрагивающая комплекс I дыхательной цепи мутация в транслокаторе
адениновых нуклеотидов 1 может повышать риск развития биполярного расстрой-
ства за счет сложного взаимодействия между серотонином и функционированием
митохондрий в структурах ЦНС [7].

Анализ биохимических и биосинтетических изменений клеток ЦНС при шизо-
френии демонстрирует морфологическую аберрацию митохондрий, нарушение
окислительного фосфорилирования и регуляции экспрессии генов митохондри-
альных белков [7]. При шизофрении также уменьшено количество митохондрий в
лобной коре, хвостатом ядре и коре, снижена активность звеньев дыхательной це-
пи в лобной (комплекс IV) и височной коре (комплексы I, III и IV), а также в ба-
зальных ганглиях (комплексы I и III) головного мозга, что демонстрирует мульти-
системный характер МД [20].

Среди основных заболеваний ЦНС с МД наиболее часто встречаются БА и БП,
болезнь Гентингтона (БГ), БАС, синдром Ли, РАС, биполярное аффективное рас-
стройство и шизофрения [21]. Например, синдром Ли (подострая некротизирую-
щая энцефаломиелопатия) представляет собой прогрессирующее неврологическое
заболевание, в результате которого поражается ствол головного мозга и базальные
ганглии. Первыми симптомами являются потеря двигательных навыков, мышеч-
ная гипотония с плохим удержанием головы, повторная рвота и двигательные на-
рушения, затем развиваются пирамидные и экстрапирамидные нарушения, нис-
тагм, нарушения дыхания, офтальмоплегия и периферическая нейропатия, иногда
наблюдается эпилепсия [22]. Заболевание генетически гетерогенное и связано с
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нарушением аэробного образования энергии, от дефектов пируватдегидрогеназного
комплекса до нарушений окислительного фосфорилирования [23]. Биполярные
расстройства – периодические аффективные нарушения, для которых характерна
смена маниакальных и депрессивных эпизодов, в результате чего настроение и ак-
тивность пациента нарушаются, что выражается в подъеме (мания или гипомания)
или снижении (депрессия) [24]. Порядка 20% пациентов с МД имеют биполярное
расстройство, а 0.38% пациентов с биполярным расстройством имеют мутации
ДНК-полимеразы гамма (POLG), вызывающие МД [7].

Митохондриальные и неврологические дисфункции в моделях на грызунах
Необходимым условием разработки эффективной терапии заболеваний ЦНС с

МД является понимание их патогенеза на биохимическом, клеточном и тканевом
уровнях. Десятилетиями грызуны являются популярными модельными организма-
ми для исследования патогенеза болезней ЦНС человека [13]. Например, для моде-
лирования БА на грызунах важное значение имеет отображение патологических
признаков возрастной нейродегенерации. Поэтому для изучения МД при споради-
ческой БА широко используется линия преждевременно стареющих крыс OXYS,
которые проявляют ускоренное старение мозга на фоне признаков БА – деструк-
тивных изменений нейронов и их гибели, синаптической недостаточности, МД,
гиперфосфорилирования тау-белка, повышенного накопления Аβ в мозге, а также
расстройств поведения, обучения и памяти [25].

Модели мышей с усиленной экспрессией гена DYRK1A созданы для исследова-
ния эффективности действия препаратов, снижающих проявления признаков БА.
Этот ген участвует в фосфорилировании белков, характерных для патогенеза БА
[26]. Модель мышей Tg2576 создавалась для исследования терапевтические страте-
гий лечения БА [27]. У данных мышей сверхэкспрессирована мутантная форма ге-
на АРР, и отмечается образование амилоидных бляшек в раннем возрасте, а также
другие нарушения ЦНС, сопровождающие БА – возрастные нарушения простран-
ственного обучения, рабочей и аверсивной памяти [28]. Модель мышей APP23 ха-
рактеризуется 7-кратной сверхэкспрессией мутантного человеческого АРР, белка-
предшественника амилоида человека [29]. У мышей развивается обширная патоло-
гия Аβ уже в возрасте 6 месяцев. Амилоидные бляшки увеличиваются в размере и
количестве с возрастом, накапливаясь в неокортексе и гиппокампе у 24-месячных
мышей, окруженные активированной микроглией, астроцитами и дистрофически-
ми нейритами, содержащими гиперфосфорилированный тау [30].

Генетические модели БП создавались путем модификации гена митохондриаль-
ного фактора транскрипции А, продукт которого является активатором тран-
скрипции и выполняет ряд функций в митохондриях, включая связывание с про-
мотором мтДНК для активации митохондриальной транскрипции, обеспечение
РНК-праймеров для облегчения репликации мтДНК, а также играет гистонопо-
добную роль, покрывая мтДНК [13]. Кроме того, для моделирования БП использу-
ют ряд нейротоксинов – 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин (МФТП),
паракват, манеб, 6-гидроксидофамин и пестицидоаротенон [31].

Модель мышей MILON характеризуется МД и постнатальным нарушением
окислительного фосфорилирования в нейронах переднего мозга. Мыши MILON
были созданы для изучения эффектов мозаичного паттерна дикого типа и истоще-
ния мтДНК в нейронах переднего мозга. У них наблюдается снижение количества
копий мтДНК в неокортексе, и животные умирают в течение 2–3 недель после на-
чала заболевания на фоне дегенерации неокортекса и гиппокампа, дегенерации
аксонов и глиоза [32]. У мышей MitoPark элиминирован ген TFAM, который коди-
руется в ядерном геноме, а его продукт транспортируется в митохондрии, где дей-
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ствует как ДНК-связывающий белок, необходимый для транскрипции и поддер-
жания мтДНК у млекопитающих. Этот ген кодируется в ядерном геноме, а TFAM
транспортируется в митохондрии, где действует как ДНК-связывающий белок, не-
обходимый для транскрипции и поддержания мтДНК у млекопитающих. Он ста-
билизирует мтДНК, регулирует число копий мтДНК in vivo и необходим для мито-
хондриального биогенеза. У мышей MitoPark элиминация гена проявляется в виде
медленного развития БП-подобного фенотипа в возрасте 12 недель, в том числе –
внутриклеточных включений в дофаминергических нейронах, дегенерации дофа-
миновых путей, потери стриарного дофамина, дефицита моторики и дегенерации
дофаминергических нейронов черной субстанции [33].

Нейротоксин МФТП при введении мышам превращается в ион N-метил-4-фе-
нилпиридиния МПП+, позволяя моделировать ранние стадии БП за счет токсич-
ности для дофаминергических нейронов стриатума и подавления комплекса I ды-
хательной цепи, что угнетает синтез АТФ и способствует накоплению свободных
радикалов и гибели клеток [31]. Пестицид ротенон вызывает гибель дофаминерги-
ческих нейронов в черной субстанции, повреждение протеасомной системы, белка
DJ-1 и α-синуклеина, а также брадикинезию, ригидность мышц, нарушение осан-
ки, скованность движений, характерную для БП [34]. Ингибиторы комплекса I и
другие нейротоксины, такие как паракват, манеб, 6-гидроксидофамин (который
также ингибирует митохондриальный комплекс IV и моноаминоксидазу) вызывает
признаки БП у людей и экспериментальных животных [35].

Для исследования РАС применяют мышей с мутацией гена DYRK1A [26]. Ген
DYRK1A кодирует киназу А, которая катализирует перенос фосфатной группы от
АТФ на другие субстраты. У данных мышей наблюдаются значительные наруше-
ния в обучении и когнитивной гибкости, коммуникативных ультразвуковых вока-
лизациях и социальных контактах, а также повышенная восприимчивость к судоро-
гам, вызванным гипертермией [26]. Мыши Ts65Dn обладают меньшим размером
мозга ввиду снижения количества клеток в переднем мозге и являются генетической
моделью синдрома Дауна. У них показана коррекция обучения и памяти путем воз-
действия на системы гамма-аминомасляной кислоты (ГАМК) и глутамата [36].

Для исследования БГ созданы мыши с замещением HTT на мутантный ((mhtt)-
knock-in) ген. У них отмечаются биоэнергетический дефицит и МД с выраженной
потерей веса при устойчивом потреблении калорий, увеличением лактата в коре и
базальных ганглиях, снижением активности комплексов II и III, а также аконитазы
в базальных ганглиях [37]. Фармакологическое моделирование БГ на мышах про-
изводится с использованием митохондриального токсина 3-нитропропионовой
кислоты (3-NPA) и проявляется в виде прогрессирующей потери средних шипико-
вых нейронов в стриатуме, а также атрофии коры и дегенерации других отделов
мозга на поздних стадиях заболевания [35].

Мыши с нокаутным геном NDUFS4, кодирующем субъединицу S4 комплекса I,
демонстрируют фенотип синдрома Ли – быстро прогрессирующие нарушения по-
ходки, затрудненное дыхание и смерть к 7-недельному возрасту. Нейропатологиче-
ские признаки включают дефицит комплекса I дыхательной цепи, спонгиоз, пора-
жения обонятельных луковиц, мозжечка и вестибулярных ядер, сопровождающиеся
прогрессирующей глиальной активацией и нейровоспалением [38]. Наблюдается об-
легчение патогенеза хронической гипоксией (11% кислорода), в том числе – увели-
чение продолжительности жизни, улучшение координации движений и снижение
нейровоспаления [39].

Для исследования митохондриальной энцефаломании созданы нокаутные мыши,
лишенные гена RISP, кодирующего каталитическую субъединицу комплекса III –
железо-серный кластерный белок Риске. Исследования течения митохондриаль-
ной энцефалопатии на данной модели подтвердило дефицит комплекса III в ней-
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ронах переднего мозга и высокий уровень окислительного стресса в оставшихся
нейронах, особенно затрагивающий грушевидную кору. Для мышей при этой
модели отмечалось быстрое прогрессирование заболевания с 2 мес., нарушения
локомоции в ротароде и смерть к 3–3.5 мес. [40]. Еще одной моделью для исследо-
вания митохондриальной энцефалопатии стали мыши с нокаутом гена СОХ10, ко-
дирующего вспомогательный белок, участвующий в сборке COX. Данная модель
применялась для исследования уровня окислительного стресса в нейронах перед-
него мозга и, в отличие от мышей RISP нокаутов, плохие результаты в ротароде эти
животные демонстрировали в 3 мес., доживая до 8–12 мес. (на фоне уязвимости
поясной коры и окислительным стрессом в оставшихся нейронах) [40]. Табл. 1
суммирует некоторые модели МД и нарушений ЦНС на грызунах.

Применение рыб зебраданио как модельного организма
для изучения нейробиологии митохондриальных дисфункций

Выбор адекватного модельного организма критичен для трансляционности ре-
зультатов доклинических исследований [45]. Благодаря особенностям своей гене-
тики, анатомии и физиологии, одним из основных видов для нейробиологических
и фармакологических исследований (наравне с грызунами) является небольшая
пресноводная костная рыба зебраданио (zebrafish, Danio rerio) [46]. Нервная систе-
ма зебраданио гомологична нервной системе человека, и многие белки мозга рыб
имеют сходные с человеком паттерны экспрессии, связывания и сигналинга [47].
С точки зрения генетики, зебраданио являются хорошим модельным объектом,
поскольку их геном полностью секвенирован [48], гены демонстрируют высокую
степень синтении среди видов позвоночных и 70% из них имеют ортологи у чело-
века [49]. Биологическими характеристиками зебраданио, делающими их привле-
кательным модельным объектом, являются малые размеры тела, быстрое развитие
нервной системы в онтогенезе, раннее созревание, внешнее оплодотворение, раз-
витие эмбрионов вне материнского организма [50] и хорошо описанный спектр
поведенческих реакций [48]. Существуют и практические преимущества использо-
вания зебраданио в качестве модельного организма – они экономичны в содержа-
нии и легко поддаются разведению, что обеспечивает проведение массовых экспе-
риментов и получение большого объема экспериментальных данных [51].

В целом, функционирование митохондрий у рыб и млекопитающих сходно, что
позволяет экстраполировать многие результаты экспериментов с зебраданио на че-
ловека. Самое значительно различие митохондрий рыб и человека заключается в
генетической организации мтДНК и яДНК. У человека мтДНК – небольшая коль-
цевая структура, в то время как у рыб она содержит значительно больше генов и
способна на большую генетическую изменчивость в результате дупликации генома
во время эволюции костистых рыб. Таким образом, у зебраданио специфические
функции могут быть разделены между двумя дублированными генами, потеряны,
нарушены для одного из генов или даже дополнены, если нарушена одна из двух ко-
пий. Тем не менее, в некоторых случаях дупликация увеличивают возможность по-
лучения информации о приобретении/утрате некоторых функций генов [52]. Суще-
ствующие сходства и различия необходимо учитывать при применении рыб в каче-
стве модельных организмов для изучения патогенеза заболеваний ЦНС человека.

Зебраданио применяются для изучения различных аспектов митохондриальной
физиологии, например, динамики клеточной митохондриальной сети, митохон-
дриального жизненного цикла и изменений мтДНК [53]. Для изучения изменений
митохондриальной морфологии в режиме реального времени используются транс-
генные модели зебраданио, экспрессирующие митохондрио-специфичные флуорес-
центные белки [54]. С целью изучения “жизненного цикла” митохондрий и их дина-
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мики в нейронах созданы трансгенные зебраданио с использованием Gal4/UAS, кото-
рый позволяет экспрессировать меченые митохондрии [55]. Линии зебраданио с
флуоресцентно меченными митохондриями используются для изучения митохон-
дриального транспорта, связанного с неврологическими заболеваниями в сенсор-
ных нейронах Рохона–Беарда, ганглиозных клетках сетчатки, моторных и дофами-
нергических нейронах [54]. Также оптимизирована прямая визуализация митохон-
дрий, анализ их жизни и функции в аксонах задней боковой линии зебраданио [56].

Наконец, исследовать окислительный стресс у рыб можно путем отслеживания
образования АФК окислительным флуоресцентным красителем дигидрородами-
ном-123 (DHR-123) [57]. Разработан логометрический двухфотонный флуорес-
центный зонд (Mito-MQ) для измерения уровня цистеина и гомоцистеина в мито-
хондриях in vivo на 5-дневных личинках зебраданио [58]. Эмбрионы зебраданио
позволяют оценить мтДНК на разных стадиях развития и пространственную экспрес-
сию генов, регулирующих биогенез мтДНК и комплексов дыхательной цепи [59]. Та-
ким образом, данные модели служат отправной точкой для проведения дальней-
ших исследований функционирования митохондрий в нормальном и патологиче-
ском состоянии ЦНС зебраданио.

Существует целый ряд моделей связанных с МД расстройств ЦНС на зебрада-
нио. Например, нокдаун гена NDUFAF7 у зебраданио применен для исследования
влияния экспрессии этого гена на сборку комплекса I. Нарушения в его работе
обуславливают снижение внутриклеточных АФК и АТФ и коррелируют с патоло-
гической миопией. У зебраданио также зафиксирована задержка вылупления и
морфологические аномалии – дефекты развития энтодермы, сердечной функции и
плавательного поведения из-за мутаций в гене COXV и SURF1 (структурного ком-
понента COX и фактора его сборки соответственно). Мутации гена COA6, чья
функция заключается в регуляции пути транспорта меди, у модельных рыб прово-
цируют пороки развития сердца. Перечисленные мутации являются моделью клас-
сического синдрома Ли, фатального дефицита COX у детей, а также гипертрофиче-
ской кардио- и миопатии [60].

Xavier – линия рыб с инактивированным геном ETFDH, который кодирует уби-
хинон-оксидоредуктазу – электрон-транспортный флавопротеин, обеспечиваю-
щий перенос электронов с различных дегидрогеназ в дыхательную цепь. У модель-
ных рыб инактивация гена приводит к тяжелым метаболитическим нарушениям –
измененному энергетическому обмену, нарушению регуляции продукции АФК,
увеличенному аэробному гликолизу, дефектам подвижности, аномальному фор-
мированию глиального паттерна, снижению ветвления моторных аксонов и числа
нервно-мышечных синапсов [57]. Линия scn1Lab создана для исследования син-
дрома Драве – тяжелой генетической формы эпилепсии, связанной с мутациями
гена SCN1A, кодирующего субъединицу натриевого канала. У рыб-мутантов на-
блюдается повышенная судорожная активность и ускоренный гликолиз. Сниже-
ние активности комплекса I вызвано окислительным стрессом и посттрансляци-
онной окислительной модификацией, провоцируя судороги [61].

Линия зебраданио с нокаутом по гену PINK1 применяется для изучения БП.
PINK1 кодирует митохондриальную серин/треонинкиназу, нейропротекторный
белок, способствующий очищению поврежденных митохондрий посредством
аутофагии. У модельных рыб наблюдаются МД и потеря дофаминергических ней-
ронов. Данная линия использована для разработки нового класса стресс-зависи-
мых препаратов, стимулирующих аутофагию, для предотвращения потери дофа-
минергических нейронов в модели зебраданио с БП [62].

Зебраданио с нокдауном гена MFN2 применяются для изучения двух наслед-
ственных нейродегенеративных заболеваний человека – аксональной перифериче-
ской невропатии и доминантной атрофии зрительного нерва [63]. MFN2 кодирует
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митохондриальный мембранный белок митофузин-2 – трансмембранную ГТФ-азу,
который участвует в слиянии митохондрий. У рыб с мутацией MFN2 отмечается
незначительное изменение структуры митохондриальной сети, но значительные
двигательные нарушения или отсутствие реакции на прикосновение. Выявлено ге-
нерализованное нарушение аксональной структуры первичных двигательных ней-
ронов, сопровождающееся наличием укороченных или отсутствующих аксонов,
измененным распределением ацетилхолиновых рецепторов с уменьшением коли-
чества и размеров их скоплений [64].

Зебраданио с мутацией в гене KIF5A моделируют фенотип аксональной перифе-
рической невропатии. KIF5A кодирует белок, который относится к суперсемейству
белков кинезинов, они входят в состав мультисубъединичного комплекса, отвеча-
ющего за перемещение органелл по микротрубочкам. Зебраданио с мутацией
KIF5A демонстрируют смертность личинок и сенсомоторный дефицит, повышенную
возбудимость, периферическую полинейропатию и аксональную дегенерацию [65].
Зебраданио с мутацией гена SLC25A1 моделируют врожденный миастенический
синдромом или более тяжелую комбинированную D-2- и L-2-гидроксиглутаровую
ацидурию [53]. Белок SLC25A1 является переносчиком митохондриального цитра-
та, который опосредует обмен митохондриального цитрата/изоцитрата на цито-
зольный малат, участвует в биосинтезе жирных кислот и стеролов, глюконеогенезе
и гликолизе, поддержании целостности хромосом и регуляции аутофагии [66]. Мо-
дель зебраданио с нокаутом двух ортологов SLC25A1 демонстрирует характерные
черты миастенического синдрома – отек заднего мозга, сердца, желточного мешка и
хвоста, аномальное развитие сердца со сниженным притоком крови к хвосту (при
тяжелых фенотипах), измененная морфология хвоста, нарушение плавания и избега-
ние прикосновения. Отмечается нарушение в структуре синапсов двигательных
аксонов и мышечных волокон, проявляющееся в виде отростков от окончаний
двигательных аксонов без полного формирования синапса [67].

Мутации в гене OPA3 у зебраданио моделируют нейроофтальмологическое забо-
левание человека – синдром Костеффа, характеризующееся повышенной экскрецией
с мочой 3-метилглутаконовой и 3-метилглутаровой кислот, ранним началом атро-
фии зрительного нерва и более поздним появлением спастичности и экстрапира-
мидных признаков [68]. Ген кодирует белок OРА3, функция которого связана с
транспортом липидов митохондрий и формированием их структуры. При модели-
ровании мутации гена у зебраданио отмечается повышение уровня 3-метилглута-
коновой кислоты. У рыб не наблюдается характерные для патогенеза потеря зрения,
гиперрефлексия и спастичность, но проявляются пенетрантное поведение, напо-
минающее атаксию и экстрапирамидные (брадикинезия) признаки, наблюдаемые
при синдроме Костеффа [69].

Нарушения комплекса пируватдегидрогеназы (PDHC) моделируются на зебра-
данио для исследования тяжелых заболеваний детей – врожденного молочнокис-
лого ацидоза, задержки роста и синдрома Ли. PDHC представляет собой мульти-
ферментный комплекс митохондриального матрикса, который катализирует необ-
ратимое превращение пирувата в ацетильную форму коэнзима А и играет
центральную роль в связывании гликолиза с циклом трикарбоновых кислот и пу-
тями липогенеза [53]. Спонтанные мутации зебраданио с дефицитом PDHC де-
монстрирует фенотипы, сходные с человеческими, отмечаются аномалии сетчат-
ки, дефекты синаптической передачи и светоадаптации в колбочках, преждевре-
менная смерть, вялость, расширенные меланофоры, исчезновение пищевого
поведения. При этом отмечается нормализация состояния моделей зебраданио
при введении кетогенной диеты, сходной с общепринятой терапией, предложен-
ной для детей с дефицитом PDHC [52].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Число выявленных мутаций, связанных с МД в ЦНС, продолжает расти благо-
даря использованию секвенирования нового поколения в диагностике неврологи-
ческих заболеваний человека [70]. Забраданио сегодня активно применяются в ка-
честве генетических и фармакологических моделей различных МД при заболева-
ниях ЦНС, включая БП, БА, БГ, БАС, синдром Ли и РАС. Большое количество
новых генотипов и созданных линий зебраданио, новые инструменты, разработан-
ные для анализа скорости и эффективности процессов и состояния генетического
материала митохондрий у зебраданио, в сочетании с использованием систем ре-
дактирования генома, позволили прояснить роль конкретных генов, участвующих
в МД и неврологических расстройствах, и их связь с болезнями человека.

Дальнейшее исследование связи МД с заболеваниями ЦНС имеет важное значе-
ние по ряду причин. Во-первых, выявление эволюционно-консервативных меха-
низмов, ответственных за МД в мозге, позволяет лучше понять патогенез данной
группы неврологических заболеваний. Моделирование данных состояний на жи-
вотных и изучение процессов, сопровождающих МД на клеточном и биохимиче-
ском уровнях, позволит понять причину и последовательность патологических
процессов, выявить мишени для лекарственной протекции, а также разработать
препараты, направленные на предупреждение нарушений и восстановление функ-
ций митохондрий.

Другой важной задачей моделирования патофизиологии ЦНС на животных яв-
ляется преодоление разрыва между данными, полученными в ходе доклинических
экспериментов и реальными пациентами. Как с любым другим модельным орга-
низмом, применение рыб для исследования патологий ЦНС человека имеет ряд
ограничений. Одним из таких ограничений является филогенетическое: нервная
система рыб в сравнении с млекопитающими устроена более просто, что может
препятствовать изучению ряда сложных процессов, присущих высшим организ-
мам [45]. Еще одна особенность возникает в связи с разошедшимися у рыб и мле-
копитающих эволюционными путями, в частности, с дупликацией генома, характер-
ной для всех костных рыб [52]. Например, у зебраданио наблюдается два паралога гена
белка HIF-1α (фактор 1, индуцируемый гипоксией), который синтезируется в от-
вет на гипоксический стресс и участвует в регуляции функционирования митохон-
дрий. При этом их функции несколько различаются, Hif-1aa регулирует актив-
ность митохондриального комплекса II, а Hif-1ab регулирует работу комплексов I,
III и IV [71]. Для МД также характерна гетерогенная природа, при которой одна
мутация может проявляться разными фенотипами [72]. В данном случае дуплика-
ция генома зебраданио может привнести дополнительные вариации в фенотипиче-
ские проявления при моделировании заболеваний.

Как и на любом модельном организме, на рыбах невозможно моделировать ряд
патологий ЦНС человека [45]. Необходимо также учитывать особенности и огра-
ничения, связанные с высоким уровнем нейрорегенерации у зебраданио [73]. Так,
поскольку к болезням, связанным с МД, относится ряд нейродегенеративных за-
болеваний, при использовании зебраданио для оценки их терапии могут возник-
нуть сложности с различением терапевтического эффекта и базального уровня
нейрорегенерации. К тому же открытым остается вопрос о том, насколько подхо-
дят для изучения нейродегенеративных заболеваний животные, у которых в есте-
ственной среде они не наблюдаются. Поэтому для глубокого понимания этиологии
патологий ЦНС и разработки лечения необходимы комплексные исследования,
использующие несколько модельных организмов и формирующие значительную
базу экспериментальных данных.
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Дальнейшие исследования МД в ЦНС могут быть ориентированы на несколько
различных аспектов – уточнение роли митохондрий в реализации функций клеток
мозга, изучение механизма МД при различных заболеваниях ЦНС на моделях зеб-
раданио, разработка и доклинические испытания новых терапевтических средств
для коррекции патологических состояний, а также оценка роли микроглии и аст-
роцитов при МД в мозге. Для определения роли митохондрий в функционирова-
нии ЦНС необходимо отслеживание изменений в энергетическом балансе клеток,
метаболизме и связанных с этим генных и эпигенных факторов. Также необходимо
и более глубокое изучение самих МД в мозге. Так, активно исследуются наруше-
ния окислительного фосфорилирования, изменения в структурных компонентах
митохондрий (внутренней и внешней мембранах, матриксе), генетические наруше-
ния со стороны мтДНК или яДНК и их взаимодействие, а также связь патологиче-
ских изменений морфологии митохондрий с нарушением функций нервных клеток.

Также важно исследовать роль МД в патогенезе заболеваний ЦНС, связанных
со старением (БП, БА, БАС и другие), для чего необходимо моделирование этих

Таблица 2. Некоторые открытые вопросы в области исследований митохондриальных дис-
функций

Открытые вопросы

• Гетерогенная природа митохондриальных дисфункций (МД) значительно осложняет 
диагностику заболеваний. Какие новые подходы диагностики можно разработать и ка-
кие дополнительные маркеры использовать?

• Одна и та же мутация мтДНК может вызвать разные фенотипические проявления МД. 
Как можно преодолеть эту проблему при создании экспериментальных генетических 
моделей?

• Каков механизм взаимосвязи между МД и развитием болезни Альцгеймера (БА)?
• В 95% случаев встречается спорадическая форма БА, однако на зебраданио разработаны 

в основном генетические модели БА. Можно ли создать негенетическую модель БА для 
изучения роли МД при развитии болезни?

• Можно ли создать фармакологические модели МД на зебраданио на основе мышиных 
моделей, например, с помощью ингибиторов комплекса I?

• Насколько в целом животные, у которых в естественных условиях не встречается нейро-
дегенерация, подходят для изучения данных заболеваний, в особенности зебраданио, у 
которых также наблюдается высокий уровень нейрорегенерации?

• Показано, что гипоксия способствует улучшению состояния генетической мышиной 
модели синдрома Ли [74]. Будет ли распространяться подобный эффект на другие МД? 
Может ли гипоксия рассматриваться в качестве терапевтической стратегии, учитывая ее 
самостоятельный негативный эффект?

• Какова взаимосвязь между лизосомальной и МД при БП [75]?
• Известно, что расстройства аутистического спектра (РАС) имеют очень разнообразный 

патогенез, но описаны только некоторые механизмы взаимосвязи РАС и окислительно-
го стресса [76]. Какие дополнительные механизмы связи между РАС и МД существуют?

• Известно, что на развитие некоторых болезней (например, БА) влияет образ жизни [76]. 
Вносит ли образ жизни значимый вклад в развитие других болезней, ассоциированных с 
МД?

• Может ли изменение образа жизни рассматриваться в качестве терапевтической страте-
гии для таких заболеваний?

• Можно ли подобрать универсальную терапевтическую мишень, воздействие на которую 
хотя бы частично облегчит протекание заболеваний, связанных с митохондриальными 
дисфункциями?

• Предполагается, что МД тесно связана с воспалительным процессом в патогенезе РАС [78]. 
Может ли использование противовоспалительных агентов рассматриваться в качестве 
терапевтической стратегии в данном случае? Может ли использоваться такая стратегия в 
случае других заболеваний, связанных с МД?

• Каков вклад МД глии (микроглии и астроцитов) в патогенез заболеваний ЦНС?
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заболеваний in vivo. С учетом активных исследований в данном направлении мож-
но в скором времени ожидать получение более полной картины патогенеза многих
заболеваний и переход к формированию методик их профилактики и лечения, в
том числе препаратов, генной терапии или других методов, направленных на вос-
становление функции митохондрий. Наконец, существует ряд заболеваний ЦНС
человека, которые еще не были смоделированы на зебраданио, и поэтому создание
новых генетических и фармакологических моделей МД для изучения механизмов
заболеваний ЦНС также необходимо (табл. 2). Понимание биоэнергетических и
биосинтетических процессов, происходящих в митохондриях как в норме, так и
при различных патологиях, является необходимым условием для поиска мишеней
терапевтического воздействия. Модели МД на зебраданио подобраны не для всех
заболеваний, и поэтому создание на рыбах новых моделей является одним из кри-
тичных направлений исследований патогенеза широкого спектра болезней ЦНС.
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Mitochondrial dysfunctions are associated with the pathogenesis of various brain disor-
ders, including Alzheimer’s, Parkinson’s, Huntington’s, amyotrophic lateral sclerosis,
Leigh syndrome and autism spectrum disorder. For the study of mitochondrial dysfunc-
tion and the development and testing of new therapeutic strategies, in vivo studies with
zebrafish (Danio rerio) are of particular interest, due to their biological characteristics,
practicality in laboratory maintenance, and high throughput. Here, we discuss genetic
and pharmacological models of common mitochondrial dysfunctions and related neuro-
logical disorders in rodents and zebrafish, focusing of the growing utility of these fish in
modeling mitochondrial pathogenesis of various CNS diseases.
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Общеизвестно, что недосыпание или нарушение суточных ритмов сна и бодр-
ствования негативным образом влияет на когнитивные функции. Долгое время
полагалось, что главным уязвимым звеном является процесс консолидации па-
мяти, то есть перенос информации из кратковременной/рабочей памяти в долго-
временную. Однако появляется все больше исследований, показывающих, что
особенно сильно нарушения сна отражаются на рабочей памяти. В нашей работе
мы попытались дать оценку возможных нарушений рабочей и долговременной
памяти после воздействия различных режимов лишения сна в условиях острого и
хронического опыта у крыс. Сон крыс популяции Вистар ограничивался с помо-
щью методики качающейся платформы с использованием следующих трех режи-
мов: 1 – острая депривация сна в течение 18 ч; 2 – острое ограничение сна в тече-
ние 24 ч (3 ч лишения сна чередовались с 1 ч покоя непрерывно, что суммарно
составляло 18 ч лишения сна); 3 – хроническое ограничение сна (воздействие 2
использовалось непрерывно в течение 5 сут). Показано, что острая депривация
сна в тесте Y-образный лабиринт приводила к достоверному снижению процента
спонтанных чередований рукавов лабиринта, что указывает на нарушение рабо-
чей памяти. В тесте лабиринт Барнс данный тип воздействия не оказывал влия-
ние на долговременную память – время поиска убежища не менялось в этих
условиях. Острое и хроническое ограничения сна не оказывали влияние на рабо-
чую и долговременную память. Полученные результаты позволяют сделать вы-
вод о том, что пространственная рабочая память (в отличие от долговременной
памяти) является уязвимым компонентом когнитивных функций в условиях
полной депривации сна. Данный негативный эффект исчезает, если периоды де-
привации сна чередуются с кратковременными периодами возможности сна, что
указывает на защитное значение коротких периодов отдыха (сна) для когнитив-
ных функций при недосыпании. Следовательно, кратковременный сон полезен
для когнитивного здоровья и защищает рабочую память, а непрерывное длитель-
ное бодрствование ухудшает ее.

Ключевые слова: сон, депривация, хроническое ограничение сна, когнитивные
функции, рабочая память, долговременная память, крысы
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ВВЕДЕНИЕ

Сон продолжительностью 7–8 ч в сутки заложен в генетической природе чело-
века [1]. Сокращение сна до 4 ч в сутки имеет пагубные последствия для здоровья,

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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при этом особую настороженность вызывают связанные с этим различные наруше-
ния когнитивных функций. Общепринятым считается, что недосыпание в первую
очередь приводит к снижению концентрации внимания у человека и животных [2–5].
В то же время остается до конца не выясненным вопрос, какие виды памяти в наи-
большей мере подвержены негативному влиянию недостатка сна, включая хрони-
ческое недосыпание. Существует широко распространенная гипотеза, что сон яв-
ляется важным звеном в системе усвоения новой информации, то есть важным
условием консолидации памяти – переноса информации из кратковременной/ра-
бочей памяти в долговременную/референтную [6, 7]. По этой причине дефицит
сна должен ухудшать процесс запоминания и приводить к серьезным когнитивным
дисфункциям. Еще в начале прошлого века было обнаружено, что у людей процесс
формирования долговременной памяти зависит от сна [8]. С тех пор в многочис-
ленных экспериментах было обнаружено влияние недостатка сна на процессы за-
поминания и формирования долговременной памяти у человека [9–12]. Накоплен
также большой экспериментальный материал на грызунах, показывающий нару-
шение долговременной памяти при остром [13, 14] и хроническом [15] ограниче-
нии сна. Однако в литературе можно встретить также и серьезную критику выво-
дов подобных работ о значении сна в процессах консолидации памяти. Имеется
предположение, что сон не играет ключевой роли в процессах консолидации памя-
ти [16], это находит свое экспериментальное обоснование в ряде работ [17, 18].
Другой автор еще более остро ставит вопрос, пытаясь вообще опровергнуть саму
возможность участия сна в запоминании информации, накопленной в течение
бодрствования [19].

Параллельно с этим имеются результаты исследований, указывающие на то, что
при недосыпании нарушается не только внимание, но и рабочая память, которая
имеет важное значение для реализации всех когнитивных процессов [5, 20–22]. Ра-
бочая память – это вид памяти, обеспечивающий удержание в уме небольшого
объема информации в течение короткого промежутка времени для решения раз-
личных когнитивных задач. При этом внимание вовлекается в процессы обработки
информации в рабочей памяти [23]. Имеющиеся данные литературы указывают,
что даже легкое недосыпание в течение 6 ночей (исключение 1 ч сна по сравнению
с исходной 7-часовой продолжительностью обычного сна) приводило к нарушению
рабочей памяти, но не влияло при этом на концентрацию внимания у испытуемых
добровольцев [24]. Другие авторы показали [25], что после хронического недосыпа-
ния (5 ч в сутки в течение 5 ночей) одной обычной ночи сна (8 ч) недостаточно, что-
бы восстановить рабочую память, что подчеркивает важность длительных периодов
нормального сна для восстановления.

В целом, данная картина позволяет отнести пространственную рабочую память
к одному из наиболее уязвимых компонентов когнитивных функций в условиях
недостатка сна. Вместе с тем имеются отдельные работы, показавшие отсутствие
влияния недостатка сна на рабочую память [27]. Существуют даже исследования, в
которых проводилось сравнение между чувствительностью к нарушению сна рабо-
чей и референтной памяти у грызунов в различных задачах водного лабиринта. Ре-
зультаты одних работ [28, 29] позволили авторам предполагать большую чувстви-
тельность долговременной/референтной памяти – вида памяти, обеспечивающего
кодирование и хранение почти неограниченного объема информации в течение
длительного срока с возможностью его извлечения, тогда как результаты других авто-
ров [30, 31] приводили к противоположному выводу. Таким образом, обозначенная
проблема представляется весьма запутанной и требующей дальнейшего изучения.

Известно, что одним из ключевых моментов, обуславливающих эффект дефи-
цита сна, являются параметры процедуры ограничения сна. Прежде всего, сюда
следует отнести общую длительность, выражаемую либо часами (острый опыт),
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либо днями (хронический опыт). Важное значение при этом имеет режим ограни-
чения сна: полное лишение (депривация) сна или частичное лишение (ограниче-
ние) сна с возможностью отдыха в определенный интервал. Несколько циклов сна
в разное время суток (полифазный сон) позволяет сохранить лучшую работоспо-
собность даже у людей при сокращении общего времени сна [32, 33]. Такой режим
сна особенно распространен у грызунов, поэтому при моделировании влияния де-
фицита сна на функции мозга у крыс этот фактор может иметь ключевое значение.
Крысы имеют полифазный цикл сон–бодрствование, в котором длительность не-
прерывного бодрствования редко превышает 2 ч в активное время суток. Этот факт
почти не находит отражения в экспериментальных моделях недосыпания у крыс,
хотя для корректного сопоставления хронического ограничения сна у людей и гры-
зунов его также следует учитывать. Существует лишь небольшое количество иссле-
дований, оценивающих когнитивные функции в условиях полифазного ограниче-
ния сна у крыс [34, 35], причем влияние такого воздействия на память рассматри-
валось всего лишь в одной работе [36]. В нашей работе мы поставили перед собой
задачу оценить уязвимость рабочей и долговременной памяти по отношению к
полной депривации сна и полифазному ограничению сна в острой и хронической
моделях у крыс.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные. Исследование проведено на крысах-самцах популяции Вистар в воз-
расте 7–8 мес., массой тела 350–450 г, выращенных в виварии Института эволюци-
онной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН. За неделю до начала опы-
тов животных перемещали из вивария в экспериментальную комнату и помещали
в одиночные клетки площадью 0.12 м2. Животные содержались при световом режи-
ме 12:12 ч (10:00–22:00 – свет включен) и температуре воздуха 23 ± 1°C. Доступ к
воде и пище был неограниченным.

Ограничение сна. Влияние дефицита сна на память и обучение у крыс проводи-
лось с использованием трех моделей: 1) острая депривация сна непрерывно в тече-
ние 18 ч; 2) острое ограничение сна в течение 24 ч по схеме 3/1 (рис. 1): 3 ч лишения
сна и 1 ч покоя (суммарная потеря сна составляла 18 ч; 3) хроническое ограничение
сна, животные в течение 5 дней лишались сна на 18 ч/сут по схеме, описанной в
предыдущей модели (рис. 2). Лишения сна осуществляли качанием клетки с часто-
той 160–170 об./мин на орбитальном шейкере S-3.02L.A20 (ELMI, Латвия). Такая
методика лишения сна эффективно ограничивала время медленноволнового сна
(остается не более 5% от общего времени) и полностью устраняла парадоксальный
сон [37]. Прерывание сна с помощью лабораторного шейкера у животных является
валидным методом и широко применяется в ряде лабораторий и неврологических
центров [38, 39]. В периоды покоя шейкер автоматически останавливался, что поз-
воляло животным спать полноценным сном. Во время процедуры лишения сна
животные оставались в домашней клетке, влияние человека было минимизирова-
но. До начала эксперимента всех животных адаптировали к работе шейкера, поме-
щая клетку с крысой на качающуюся платформу на 20 мин в светлую фазу суток в
течение двух дней.

Рабочая память. Влияние дефицита сна на рабочую память определялось в тесте
спонтанное чередование в Y-образном лабиринте [40]. Поведение грызунов в дан-
ной конструкции лабиринта, состоящего из трех одинаковых рукавов, базируется
на стремлении животного исследовать новизну окружающей обстановки, всякий
раз посещая тот рукав, который не был обследован в предыдущем заходе. Следова-
ние данному предпочтению в выборе рукава указывает на правильность выполне-
ния теста. Всего в экспериментах использовалось 96 крыс. В экспериментах с
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острой депривацией сна участвовало 30 крыс, с острым ограничением сна –
32 крысы, с хроническим ограничением сна – 34 крысы. Животных случайным об-
разом разделяли на 2 равные группы: одну группу подвергали депривации/ограни-
чению сна с помощью шейкера, вторую (контрольную) группу содержали в клетках
на невключенном шейкере, где сон был неограничен. Клетки с включенным и не

Рис. 1. Схема ограничения сна и тестирования памяти: (а) – острая депривация сна (ASD), (b) – острое
ограничение сна (ASR), (c) – хроническое ограничение сна (CSR). Обучающие предъявления лабирин-
та Барнс (Т1–Т3), тестовое предъявление лабиринта Барнс (P).
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включенным шейкером находились по соседству. Тестирование рабочей памяти
проводили через 10 мин после окончания процедуры лишения сна (рис. 1). В нача-
ле тестирования животных помещали в центр лабиринта белого цвета с интенсив-
ностью освещения трех одинаковых рукавов (50 × 40 × 15 см) 80 люкс и давали сво-
бодно его обследовать в течение 10 мин. Пространственную рабочую память оце-
нивали по процентному отношению правильных спонтанных чередований к
полному числу возможных чередований. Правильными чередованиями считали
любую последовательность заходов животного в 3 разных рукава лабиринта под-
ряд. Число возможных чередований определяли как суммарное число всех входов в
рукава, из которого вычитали число 2 с целью исключить первые два захода, не
позволяющие оценить правильность выполнения данной задачи. Тест проводился
в начале светлого времени суток. Для статистического анализа использовали толь-
ко тех животных, которые совершали не менее 12 входов в рукава [41]. Локомотор-
ную/исследовательскую активность оценивали по суммарному числу всех входов в
рукава лабиринта без использования вышеуказанного порога отсечения 12.

Долговременная память и обучение. Влияние дефицита сна на долговременную
память и процесс обучения исследовалось в тесте лабиринт Барнс по укороченно-
му протоколу обучения [42]. В экспериментах на мышах в модели болезни Альц-
геймера такая модификация протокола показала большую чувствительность к лег-
ким нарушениям памяти. В экспериментах участвовало 86 животных: с острой де-
привацией сна n = 30, с острым ограничением сна n = 32, с хроническим
ограничением сна n = 24.

Животных случайным образом разделяли на 2 равные группы: одну группу под-
вергали депривации/ограничению сна, вторую (контрольную) группу содержали в
клетках на невключенном шейкере, где сон был неограничен.

Лабиринт представлял собой белый диск с 20 норками, равномерно располо-
женными по краю с освещением на поверхности диска 800 люкс. Одна из норок
являлась целевой, которая вела в темное убежище, где крыса имела возможность
спрятаться. Протокол теста был разработан согласно рекомендациям, предложен-
ным Gawel и соавт. [43]. Протокол состоял из трех этапов: 1. Приучение к лабиринту.
2. Обучение животных поиску убежища. 3. Тестирование долговременной памяти.
Приучение животных к лабиринту (1-й этап) проводили за 2 дня до начала экспе-
римента. Сначала крыс помещали в убежище, давая спокойно его обследовать. За-
тем животных помещали в центр лабиринта, позволяя обнаружить убежище и
спрятаться в него. Всегда время пребывания в убежище составляло 3 мин. Если
крыса не обнаруживала убежище, то экспериментатор аккуратно подводил ее ру-
кой к убежищу. На этапе приучения к лабиринту внешняя обстановка не контро-
лировалась. На этапе обучения пространственной задаче (2-й этап) лабиринт ого-
раживали белой ширмой по периметру на расстоянии не менее 30 см от края. На
ширме располагались четыре черные картонные фигуры различной формы разме-
ром 20 × 20 см с четырех сторон. Животных помещали в центр лабиринта и позво-
ляли спрятаться в убежище. При острой депривации сна и остром ограничении сна
животных обучали дважды с интервалом 15 мин перед началом ограничения сна и
1 раз после 6 ч депривации сна. В эксперименте с хроническим ограничением сна
животных обучали один раз в день в начале 3-го, 4-го, 5-го дней ограничения сна.
Тестирование памяти (3-й этап) проводили после ограничения сна (рис. 1). В те-
стовую сессию животному давали 3 мин обследовать лабиринт, убежище отсут-
ствовало. Во время тестирования внешние ориентиры оставались в том же положе-
нии, что и во время обучения. Эффективность обучения оценивали по времени, за-
траченному на достижение целевой норки. После каждого испытания лабиринт
протирали 3%-ным раствором перекиси водорода для устранения запахов. Про-
странственную долговременную память оценивали по процентному отношению
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времени, затраченного на обследование целевой норки и двух ближайших норок с
каждой стороны (5 норок целевого сектора) ко времени, затраченному на обследо-
вание всех норок в лабиринте (рис. 2), так как этот показатель лучше отражает дол-
говременную память в тестах с короткой обучающей последовательностью [44].
Время обследования норок определялось автоматически по положению носа кры-
сы над норкой с использованием программы видеотрекинга EthoVision XT 12.0
(Нидерланды).

Статистический анализ. Статистический анализ результатов тестов проводился
в программе GraphPad Prism 8 (США). Все данные проверялись на нормальность
распределения тестом Шапиро–Уилка и на равенство дисперсий F-тестом Фишера.
Парные сравнения проводились с помощью t-критерия Стьюдента. Обучение жи-
вотных сравнивалось c помощью двухфакторного дисперсионного анализа (two-
way ANOVA: фактор 1 – этап обучения; фактор 2 – группа животных). Значимыми
считались изменения с уровнем p < 0.05. На графиках значения представлены как
среднее и ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Пространственная рабочая память. При оценке пространственной рабочей па-
мяти в тесте спонтанное чередование в Y-образном лабиринте у крыс с острой де-
привацией сна было обнаружено достоверное снижение процента спонтанных че-
редований по сравнению с контрольной группой (t-тест, р < 0.05; рис. 3а), что указы-
вает на ухудшение рабочей памяти. Расчет производился по 11 депривированным
крысам и 14 контрольным (5 крыс, совершивших менее 12 входов в рукава, были
исключены из данного анализа). После острой депривации сна суммарное число
входов в рукава лабиринта снизилось (t-критерий Стьюдента, р < 0.05; рис. 3b) у
всех депривированных животных. Сходный анализ данных в группе с острым огра-
ничением сна и в группе с хроническим ограничением сна показал отсутствие раз-
личий между экспериментальными и контрольными группами как по проценту
спонтанных чередований (t-критерий Стьюдента, р > 0.05; рис. 3c, 3e), так и по ко-
личеству входов в рукава лабиринта (t-критерий Стьюдента, р > 0.05; рис. 3d, 3f),
что свидетельствует об отсутствии эффекта дефицита сна в этом тесте на простран-
ственную рабочую память и двигательную/исследовательскую активность. Лишь
по одному животному из контрольной и экспериментальной групп совершало
меньше 12 входов при остром ограничении сна. В эксперименте с хроническим
ограничением сна менее 12 входов в рукава наблюдалось у двух животных из каж-
дой группы.

Долговременная память. На этапе обучения в лабиринте Барнс у животных всех
групп наблюдалось прогрессивное сокращение латентного периода до обследова-
ния целевой норки, при этом различий между группами с лишением сна и кон-
трольными группами не наблюдалось. При острой полной депривации two-way
ANOVA: фактор 1 – этап обучения F (3, 84) = 3.8, p = 0.01; фактор 2 – группа крыс
F (1, 28) = 0.4, p = 0.53; взаимодействие факторов – группа × обучение F (3, 84) = 0.92,
p = 0.44 (рис. 4a). При остром ограничении сна время two-way ANOVA: фактор 1
этап обучения F (3, 81) = 9.5, p < 0.01; фактор 2 – группа крыс F (1, 27) = 0.38, p = 0.54;
взаимодействие факторов – группа × обучение F (3, 81) = 0.35, p = 0.79 (рис. 4b).
При хроническом ограничении сна two-way ANOVA: фактор 1 – этап обучения
F (3, 66) = 8, p < 0.01; фактор 2 - группа крыс F (1, 22) = 0.08, p = 0.78; взаимодей-
ствие факторов – группа × обучение F (3, 66) = 0.23, p = 0.87 (рис. 4c). В конце эта-
па обучения в лабиринте Барнс все животные при первом обнаружении убежища
прятались в него, однако 3 крысы из трех разных групп после 2–3 ошибок прекра-
щали поиск убежища. У таких животных невозможно оценить долговременную па-
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мять с помощью выбранной нами методики, поэтому эти крысы были исключены
из анализа. На этапе тестирования все группы животных как контрольные, так и с
ограничением сна, продемонстрировали предпочтение в обследовании норок в це-
левом секторе (>25% времени обследования), то есть животные запоминали положе-

Рис. 3. Влияние дефицита сна на рабочую память и локомоторное/исследовательское поведение крыс в
тесте спонтанного чередования в Y-образном лабиринте.
Различные режимы лишения сна: ASD – острая депривация сна (a, b), ASR – острое ограничение сна
(c, d), CSR – хроническое ограничение сна (e, f). По вертикали: процент спонтанных чередований (a, c, e),
полное число заходов в рукава (b, d, f). Данные представлены как среднее и стандартная ошибка средне-
го (M ± SEM). * – p < 0.01, ** – p < 0.01, t-критерий Стьюдента.
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Рис. 4. Влияние дефицита сна на обучение животных в лабиринте Барнс.
По вертикали – показатель обучения (латентность первого подхода к целевой норке). По горизонтали:
Т1–Т3 – обучающие предъявления, Р – тестовое предъявление. Различные режимы лишения сна:
ASD – острая депривация сна (a), ASR – острое ограничение сна (b), CSR – хроническое ограничение
сна (c). Данные представлены как среднее и стандартная ошибка среднего (M ± SEM). Значимых разли-
чий между группами сравнения обнаружено не было (two-way ANOVA, p > 0.05).
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ние целевой норки. Различий между контрольной группой и группами с ограниче-
нием сна не найдено (t-тест, р < 0.05; рис. 5). Таким образом, по результатам дан-
ного теста мы не обнаружили ухудшения долговременной пространственной
памяти ни в одной модели лишения сна.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Важным аспектом нашего исследования было выяснение наиболее значимых
параметров депривации сна, способных оказывать влияние на память. Мы исполь-
зовали три распространенных типа воздействий по длительности: 1) острая депри-
вация сна непрерывно в течение 18 ч; 2) острое ограничение сна в течение 24 ч по
схеме 3/1; 3) хроническое ограничение сна в течение 5 дней также по схеме 3/1. По-
следние два типа ограничений сна представляли для нас исходно наибольший ин-
терес, так как они, помимо своей малой изученности, имитировали свойственную
грызунам полифазную природу сна (чередование на всем продолжении суток пе-
риодов сна и бодрствования). При этом суммарная потеря сна в этих моделях со-
ставляла 18 ч в сутки, т.е. столько же, сколько при острой полной депривации сна.
Проведенное исследование показало, что использованная нами 18-часовая депри-
вация сна приводила к ухудшению пространственной рабочей памяти в тесте спон-
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танное чередование в Y-образном лабиринте. Такой результат совпадает с резуль-
татами большинства работ, выполненных на человеке с применением часто встре-
чаемой 36-часовой депривации сна [22, 44] и на грызунах с депривацией сна
длительностью 10–20 ч [45–47], что сопоставимо с нашей моделью. Примечательно,
что в исследовании [46] ухудшение рабочей памяти у мышей зависело от степени
сложности выполнения задачи пространственного чередования в T-образном ла-
биринте. Авторы показали, что изменения в рабочей памяти наблюдались только
при длинном интервале между пробами (длительностью 30 с), а при коротком ин-
тервале (длительностью 5 с) данные изменения отсутствовали. Это обстоятельство
указывает на определенную вариабельность чувствительности рабочей памяти в
данном тесте к недостатку сна, что, в свою очередь, помимо физических парамет-
ров ограничения сна, может обуславливать наличие/отсутствие эффекта.

Полученный нами эффект 18-часовой депривации сна на рабочую память в за-
даче спонтанного чередования в Y-образном лабиринте в то же время может отли-
чаться от результатов, в которых использовался непосредственно тот же самый
тест, но иные временные интервалы депривации. Было показано [27, 45], что де-
привации сна длительностью 3 и 6 ч не вызывают изменений в проценте спонтан-
ных чередований при выполнении теста у мышей. Однако уже 10-часовая деприва-
ция ухудшала данный показатель [45], демонстрируя схожий с нашим исследова-
нием результат. А депривация длительностью 24 ч в силу увеличения сонливости
давала существенное снижение двигательной активности и приводила к неспособ-
ности животных совершать требуемые перемещения внутри лабиринта. Этот факт,
в свою очередь, согласуется с обнаруженным в нашем исследовании уменьшением
общего числа переходов между рукавами. Таким образом, использованный нами
период 18 ч оказался оптимальным с точки зрения регистрации негативного эф-
фекта на память. Однако следует упомянуть, что при использовании деприваций
длительностью 3 и 6 ч авторы отмечали противоположный эффект – усиление дви-
гательной активности. По-видимому, начальное недосыпание приводит к актива-
ции различных систем (в частности локомоции и исследовательского поведения в
Y-лабиринте), впоследствии переходящей к дезактивации по мере протекания вре-
мени и аккумуляции сонливости.

Рис. 5. Влияние дефицита сна на долговременную память крыс в лабиринте Барнс.
По вертикали – процент времени, затраченного на обследование норок в целевом секторе во время тесто-
вой сессии после ограничения сна. Различные режимы лишения сна: ASD – острая депривация сна (a),
ASR – острое ограничение сна (b), CSR – хроническое ограничение сна (c). Данные представлены как
среднее и стандартная ошибка среднего (M ± SEM). Значимых различий между группами сравнения об-
наружено не было (t-критерий Стьюдента, p > 0.05).
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Интересным результатом нашего исследования явилось отсутствие эффекта при
использовании двух других режимов ограничения сна, что было обусловлено вве-
дением в протокол воздействия часовых окон для сна по описанной схеме 3/1.
Примечательным является то, что даже в условиях 5-дневного хронического опыта
данные часовые интервалы препятствовали появлению эффекта накопления не-
хватки сна на память. Сравнивая этот результат с данными других исследований,
cледует отметить, что в литературе присутствует лишь одна работа [36], в которой
использовался подобный методический подход применительно к оценке памяти.
Сообщается, что ограничение сна по протоколу 4/2 не оказывало влияния на рабо-
чую память в восьмилучевом лабиринте, а также на ассоциативное обучение и гип-
покамп-зависимую долговременную память у мутантных мышей как в условиях
острого (24 ч), так и хронического (48 ч). воздействия. Нельзя не отметить, что
ограничение сна длительностью 48 ч с трудом можно назвать хроническим, сопо-
ставляя его с 5-дневным воздействием, использованным в нашем эксперименте.
Однако результат и в том, и в другом случае оказался одинаковым – полифазный
режим ограничения сна не вызывал негативных изменений в памяти.

В подавляющем числе работ используется монофазное ограничение сна – про-
стое сокращение общего времени сна в суточном цикле. В исследованиях, выявив-
ших ухудшение рабочей и долговременной памяти, общая продолжительность та-
кого ограничения сна составляла, как правило, несколько недель у людей с изъяти-
ем нескольких часов сна в сутки [24, 25] и не менее 5 дней у грызунов с изъятием
чаще всего 18 ч сна в сутки [15, 26, 48, 49]. На эти параметры были ориентированы
и мы в своем исследовании, где общая продолжительность хронического ограни-
чения сна составляла 5 дней, а суммарное суточное сокращение сна – 18 ч (для всех
вариантов используемых воздействий). Единственной разницей являлось исполь-
зование в нашей работе протокола 3/1, учитывающего полифазный сон крыс. Та-
ким образом, отсутствие негативного эффекта дефицита сна при использовании
данного протокола может указывать на то, что в этих условиях мозг животных, по-
видимому, имеет больше возможностей для компенсации недостающего количе-
ства сна.

В нашем исследовании не было обнаружено влияния недостатка сна на долго-
временную память. Несмотря на то, что в литературе существует большое количе-
ство экспериментальных работ, показывающих негативное влияние недостатка
сна на долговременную память, ранее не проводилось исследований с таким же ди-
зайном, как в данной работе. Это касается применения шейкера для ограничения
сна в сочетании с обучением животных в лабиринте Барнс и влияния полифазной
схемы депривации сна на долговременную память. Хотя мы наблюдали нормаль-
ный процесс обучения во всех группах животных и предпочтение выбранного сек-
тора лабиринта, что говорит о сформировавшейся долговременной памяти, чув-
ствительность выбранного нами метода оценки памяти к тем нарушениям, кото-
рые возникают в наших экспериментальных условиях, могла быть недостаточна.
Нарушения памяти в лабиринте Барнс наблюдались при фрагментации сна на бе-
говой дорожке в течение 12 дней [48], такие экспериментальные условия могут
оказаться более тяжелыми для животных из-за более продолжительного периода
нарушения сна. С другой стороны, можно предположить, что нарушения долго-
временной памяти зависят не только от режима депривации, но и от способа под-
держания бодрствования в экспериментальной модели. Так, например, деприва-
ция сна с помощью предъявления новых объектов может приводить к повышенной
когнитивной активности, депривация на беговой дорожке или в колесе к – чрез-
мерной двигательной активности [50]. Еще одной причиной различия результатов
у грызунов по влиянию сна на долговременную память могут являться особенно-
сти теста, используемого для оценки памяти. Так, в ряде исследований было пока-
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зано ухудшение пространственной долговременной памяти в водном лабиринте
Морриса [14, 15]. Хотя тест Барнс и Морриса считают сходными, различия в полу-
чаемых результатах могут быть связаны с разным уровнем стресса, который испы-
тывают животные при выполнении задачи [51]. В ряде работ было показано, что
повышение уровня кортикостекорна у грызунов после тестирования в водном ла-
биринте Морриса более значительно, чем в лабиринте Барнс [51, 52]. Если рас-
сматривать сон в качестве стресс-лимитирующего механизма [53], то усиление
стресса на фоне недостатка сна может приводить к более выраженным нарушени-
ям когнитивных функций в экспериментах с использованием теста Морриса.

В целом, проведенное исследование показало, что 18-часовая полная деприва-
ция сна избирательно ухудшает рабочую память, не нарушая при этом долговре-
менную память при прочих равных условиях. Режим воздействия с имитацией поли-
фазного сна, представляющего собой чередование коротких интервалов для отдыха,
предохраняет память от возникновения нарушений, которые могут наблюдаться
при непрерывной депривации сна одинаковой продолжительности. Это положи-
тельное влияние сохраняется даже в условиях 5-дневного хронического ограниче-
ния сна. Важно отметить, что продолжительный здоровый сон является необходи-
мым условием нормального функционирования эндокринной системы, оказывающей
большое влияние на углеводный обмен. Последнее время появляются сведения
[54] о том, что рабочая память в наибольшей мере зависима от метаболизма глюкозы,
при этом сокращение ночного сна приводит даже к снижению ее толерантности.
На основании этого делаются попытки объяснить наибольшую чувствительность
рабочей памяти к недостаточности сна, о чем в определенной мере свидетельству-
ют и наши результаты, которые в том числе указывают еще на значимые параметры
самого недосыпания (монофазное/полифазное ограничение сна). Кратковремен-
ный сон полезен для мозга и защищает рабочую память, а непрерывное бодрство-
вание ухудшает ее. Результаты работы могут являться фундаментальным обоснова-
нием для разработки нового трудового распорядка с введением короткого (10–20
мин) дневного и ночного сна на рабочем месте у людей с 24-часовым графиком ра-
боты с целью сохранения здоровья когнитивных функций.
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Effect of Acute and Chronic Sleep Deficit on Working and Long-Term Memory in Rats

M. V. Chernysheva, *, M. A. Guseeva, and I. V. Ekimovaa

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Bichemistry, RAS, St. Petersburg, Russia
*e-mail: netmisha@mail.ru

It is known that insufficient sleep or diurnal rhythm disturbances of sleep and wakeful-
ness exert a detrimental effect on cognitive functions. It was thought for a long period
that memory consolidation is the most vulnerable link, i.e., information transfer from
short-term/working memory to long-term memory. However, there is a progressive
number of studies indicating that the most negative consequences of sleep loss are ob-
served in working memory. In our study, we undertook an effort to assess possible distur-
bances in working memory and long-term memory following sleep loss impact with dif-
ferent protocols in acute and chronic experiment in rats. Sleep in Wistar rats was de-
prived/restricted by swinging platform technique according to the following protocols:
1 – total sleep deprivation for 18 h; 2 – partial sleep restriction for 24 h (3 h of sleep
deprivation alternated with 1 h of sleep opportunity – totally 18 h of sleep deprivation);
3 – chronic partial sleep restriction (conditions 2 for five consistent days). Total sleep
deprivation in Y-maze test was shown to result in a significant decrease in spontaneous
alternations of maze arms that indicates working memory impairment. This impact in
Barnes test did not exert an effect on long-term memory – time spent for seeking a shel-
ter did not change in this task. Acute and chronic sleep restriction induced no changes in
working memory and long-term memory. The results obtained allow us to come to con-
clusion that working memory (in contrast to long-term memory) is a vulnerable compo-
nent of cognitive function under total sleep deprivation conditions. This negative effect
was abolished if periods of sleep deprivation alternated with short periods of sleep oppor-
tunities that indicate protective significance of short sleep periods for cognitive functions
during sleep deficit. Hence, short-term sleep is helpful for cognitive health and protects
working memory, whereas continuous long-term wakefulness impairs it.

Keywords: sleep, deprivation, chronic sleep restriction, cognitive functions, working
memory, long-term memory, rats
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Целью данной работы было изучение роли TAAR1, представителя семейства ре-
цепторов, ассоциированных со следовыми аминами (trace amine-associated recep-
tors, TAARs) в формировании поведенческого компонента стрессорного ответа.
Исследовалось поведение самок мышей нокаутных по гену, кодирующему
TAAR1 (TAAR1-KO) и мышей дикого типа (WT) в тестах приподнятый крестооб-
разный лабиринт (ПКЛ) и приподнятый О-образный лабиринт (ПОЛ) и тесте
принудительного плавания в норме и после неконтролируемого стрессорного
воздействия (стресс иммобилизации – 30 мин). В тесте ПКЛ исходные показа-
тели поведения у мышей TAAR1-KO и WT не различались. В тесте ПОЛ исход-
ные показатели уровня тревожности у самок TAAR1-KO по сравнению с самка-
ми WT были выше, а двигательной активности ниже. При тестировании мы-
шей в ПОЛ через 30 мин после окончания стрессорного воздействия было
обнаружено, что у самок WT увеличился уровень тревожности, снизились по-
казатели двигательной и исследовательской активности. Показатели поведе-
ния в тесте ПОЛ у мышей TAAR1-KO до и после стресса оказались идентичны-
ми. Спустя 4 ч после стресса – при тестировании в ПКЛ поведенческий компо-
нент стрессорного ответа наблюдался как у мышей TAAR1-KO, так у WT.
Различий между мышами TAAR1-KO и WT при тестировании в ПКЛ через 4 ч
после стресса не было обнаружено. Через три недели после стресса поведенче-
ский компонент стрессорного ответа сохранялся у обеих групп. В тесте принуди-
тельного плавания латентный период до первой неподвижности изначально был
больше у мышей TAAR1-KO по сравнению с мышами WT, через 24 ч после стрес-
са этот показатель снизился. В результате мыши TAAR1-KO и WT не различались
по всем поведенческим показателям. Через три недели после стресса в группах
TAAR1-KO и WT наблюдалось значительное увеличение продолжительности не-
подвижности и снижение латентного периода до первой неподвижности, разли-
чий между группами животных обнаружено не было. Таким образом, мы обнару-
жили полное отсутствие изменений в поведении сразу после воздействия стрес-
сора у TAAR1-KO по сравнению с мышами WT.

Ключевые слова: рецепторы, ассоциированные со следовыми аминами, TAAR1,
тест принудительного плавания, тревожность, приподнятый крестообразный ла-
биринт, приподнятый круговой лабиринт, кортикотропин-рилизинг-гормон,
стресс иммобилизации, вызванные стрессом быстрые изменения поведения
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ВВЕДЕНИЕ

Следовые амины, относящиеся к группе эндогенных аминов, структурно и ме-
таболически близки к классическим моноаминам [1]. Однако по сравнению с
классическими моноаминами они присутствуют в следовых концентрациях и гете-
рогенно распределены по всему мозгу [2, 3]. Рецепторы следовых аминов (trace
amine-associated receptors, TAARs) – это большое семейство белков, принадлежа-
щих к типу рецепторов, сопряженных с G-белком. Наиболее изученным на сего-
дняшний день является рецептор первого типа – TAAR1 [4], который широко экс-
прессируется в различных областях головного мозга, включая префронтальную кору,
гиппокамп, гипоталамус, миндалину, ядро ложа конечной полоски и мезолимби-
ческие структуры (вентральная тегментальная область, дорзальное ядро шва) [3].

Изменение концентрации следовых аминов и/или нарушение функции их ре-
цепторов могут быть связаны с такими психическими расстройствами, как болезнь
Альцгеймера, синдром дефицита внимания и гиперактивности, болезнь Паркин-
сона и шизофрения, а также могут участвовать в формировании депрессивных рас-
стройств [1, 5–9]. Было показано, что агонисты TAAR1 демонстрируют антидепрес-
сивные и анксиолитические свойства [10–12]. Следовые амины и их рецепторы рас-
сматриваются как многообещающая терапевтическая мишень для разработки
лекарственных препаратов при лечении многих психоневрологических заболева-
ний, включая депрессивные расстройства [4, 6].

Изучение механизмов формирования депрессии представляется особенно акту-
альным, поскольку депрессия является одной из ведущих причин инвалидности во
всем мире [13, 14]. Одним из важнейших факторов риска возникновения депрес-
сивных расстройств является стресс [15, 16]. В регуляцию ответа организма на
стрессорное воздействие вовлечены отделы лимбической и мезолимбической си-
стем, такие как ядро ложа конечной полоски, центральное ядро миндалевидного
тела, голубое пятно ствола головного мозга, кора головного мозга, гиппокамп, т.е.
как раз те отделы центральной нервной системы (ЦНС), в которых представлены
рецепторы TAAR1. Предполагают, что активация TAAR1 может способствовать
стабилизации и восстановлению после дезадаптивных нарушений настроения и
усиливать эффекты антидепрессантов и/или анксиолитиков [6].

До сих пор роль системы следовых аминов в формировании поведенческого
компонента стрессорного ответа не изучена, и поэтому представляется целесооб-
разным исследовать роль рецепторов TAAR1 в реакциях организма на стрессорное
воздействие. Использование моделей на животных играет важную роль в изучении
механизмов формирования депрессии [17].

В данном исследовании изучались поведенческие характеристики мышей с но-
каутом гена, кодирующего TAAR1, и мышей дикого типа до и после воздействия
острого иммобилизационного стресса в тестах приподнятый крестообразный ла-
биринт (ПКЛ), приподнятый О-лабиринт (ПОЛ) и тесте принудительного плава-
ния, применяющихся для оценки тревожного и депрессивноподобного поведения.
Работа выполнена на самках, поскольку подавляющее большинство исследований
по изучению роли рецепторов следовых аминов в регуляции поведения, так же, как
и исследования по поиску механизмов формирования постстрессорных рас-
стройств проводятся в основном на самцах [18, 19]. В то же время риск возникнове-
ния депрессии у женщин существенно выше, чем у мужчин [20]. Также показано,
что половые стероиды оказывают существенное влияние на поведенческие, эндо-
кринные и вегетативные показатели стрессорного ответа, в частности участвуют в
регуляции как базального, так и ситуативного уровня тревожности и вносят вклад
в патогенез депрессивных расстройств [21]. В связи с этим необходимо исследовать
поведение и реакции на стресс именно у самок.
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Задачей данного исследования стало изучение влияния неконтролируемого
острого иммобилизационного стресса у самок мышей нокаутов по TAAR1 по сравне-
нию с животными WT на формирование раннего и позднего поведенческого компо-
нента стрессорного ответа: двигательную активность, уровень тревожности, иссле-
довательское поведение, депрессивноподобное поведение и эмоциональность.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования. Исследование проводили на самках мышей нокаутов по
гену рецептора TAAR1 (n = 9), в качестве контроля использовались самки дикого
типа WT (n = 9). Мыши дикого типа (WT) и TAAR1-KO были получены путем скре-
щивания (более 20 поколений) гетерозиготных животных TAAR1 C57BL6/129SvJ.
Животные в возрасте 10 месяцев были получены из Ресурсного центра вивария на-
учного парка СПбГУ. Средняя масса животных составила 28 ± 3.8 г. Все животные
содержались в стандартных условиях при доступе к пище и воде ad libitum, в поме-
щении поддерживался 12-часовой цикл свет–темнота. Животные размещались в
одиночных боксах (30 × 15 × 17 см). До начала проведения работ животные находи-
лись в лаборатории 7–10 дней и подвергались процедуре хендлинга, чтобы предот-
вратить возникновение стрессорной реакции на взятие в руки во время проведения
эксперимента.

Аппаратура и методы. Для изучения локомоторного, ориентировочно-исследова-
тельского поведения и уровня тревожности животных использовались тесты ПКЛ и
ПОЛ. Оба теста широко применяются для оценки анксиолитической активности
фармакологических агентов в условиях переменной стрессогенности [23–25].

В ПКЛ и ПОЛ регистрировались следующие параметры: время пребывания жи-
вотного в открытых рукавах, время, проведенное в открытых рукавах по отношению
ко времени, проведенному во всех рукавах (открытые/открытые + закрытые × 100),
полная пройденная дистанция за время теста и дистанция в открытых рукавах, ко-
личество заходов в открытые рукава, число вертикальных стоек и свешиваний с от-
крытых рукавов лабиринта, длительность груминга, а также количество фекальных
болюсов. Длительность эксперимента для каждого животного составляла 5 мин.
В случае ПКЛ животное помещали в центр лабиринта носом к открытому рукаву; в
тесте ПОЛ мышь высаживали в один из закрытых рукавов на границе с открытым,
головой к открытому рукаву. После каждого тестирования поверхность установки
протирали спиртом для уничтожения запаховых меток. Регистрация поведения
осуществлялась с помощью системы видеомониторинга.

В качестве модели депрессивноподобного поведения использовался тест прину-
дительного плавания в соответствии с существующими протоколами [26, 27]. Уста-
новка представляла собой стеклянный цилиндр диаметром 20 см при высоте 45 см.
Цилиндр заполняли водой (температура 23–25°C) на высоту 20 см так, чтобы по-
мещенное в него животное плавало и при этом не имело возможности выбраться
из цилиндра. Время тестирования составляло 6 мин. Регистрировалась общая дли-
тельность неподвижности животного в течение последних 4 мин теста и латентный
период первой иммобилизации, длительность которой должна была составлять не
менее 1 с.

Модель неконтролируемого иммобилизационного стресса. Через 2 нед. после оцен-
ки исходных характеристик поведения исследуемые животные были подвергнуты
острому неконтролируемому иммобилизационному стрессу [28]. Для создания им-
мобилизационного стресса мышей на 30 мин помещали в перфорированные пла-
стиковые пеналы диаметром 3 см, ограничивающие подвижность животных. Дли-
на иммобилизационного пенала варьировала в соответствии с размером животного
и в среднем составляла 7 см. Через 30 мин после окончания действия острого не-
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контролируемого стресса проводилось тестирование животных в тесте ПОЛ, а че-
рез 4 ч в тесте ПКЛ. По истечению 24 ч с момента окончания стрессорного воздей-
ствия проводился тест принудительного плавания. Схема проведения эксперимен-
та представлена на рис. 1.

Взятие влагалищных мазков. Известно, что поведение самок грызунов может су-
щественно отличаться в разные стадии эстрального цикла (проэструс, эструс, мет-
эструс и диэструс), поскольку половые гормоны могут значимо изменять уровень
тревожности, двигательную и исследовательскую активность [29–31]. В связи с
этим в эксперимент включались самки только в нерецептивной стадии цикла (мет-
эструс и диэструс). Взятие и анализ влагалищных мазков проводился методом ва-
гинального смыва согласно методике, предложенной в работе Cora и соавт. [32].
Окрашивание мазков проводили сразу же после получения с помощью красителя
эозина метиленового синего по Май-Грюнвальду. Влажный окрашенный препарат
помещали под покровное стекло, минуя стадию высушивания. Непосредственная
оценка влагалищного мазка проводилась с помощью световой микроскопии с уве-
личением от ×200 до ×400. Стадию эстрального цикла определяли по наличию или
отсутствию лейкоцитов, ороговевших, эпителиальных и ядерных клеток [33]. Маз-
ки брались ежедневно в течение всего периода эксперимента, начиная со дня полу-
чения животных из вивария.

Исследуемое поведение во всех опытах фиксировалось на видеокамеру SONY
DCR-HC17E PAL (Япония) и вебкамеру Logitech HD Pro Webcam. Уровень осве-
щенности в экспериментальных комнатах составлял 70 люкс.

Статистическая обработка результатов. Адекватные размеры выборки были
определены с использованием уравнения ресурсов. Статистический анализ полу-
ченных данных и оценку достоверности различий осуществляли ранговыми непа-
раметрическими критериями. При межгрупповых сравнениях нокаутных живот-
ных и животных дикого типа использовался U-критерий Манна–Уитни. Для оцен-
ки эффективности применяемого стрессорного воздействия применялся парный
Т-критерий Вилкоксона для связанных выборок. В качестве критического уровня
значимости принималось α = 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты теста ПОЛ до стрессорного воздействия. Анализ поведения в тесте
ПОЛ выявил, что у TAAR1-KO мышей двигательная активность (общая пройден-
ная дистанция) была статистически значимо ниже (412.5 ± 75 см) по сравнению с
мышами WT (621.0 ± 88.6 см) (р = 0.044). Исследовательская активность (количе-
ство стоек) также значимо была ниже у TAAR1-KO (7.0 ± 1.6) по сравнению c WT
(9.5 ± 1.8) (р = 0.033) (рис. 2a).

Рис. 1. Схема эксперимента. На оси времени показаны интервалы и реализованные тесты: приподня-
тый крестообразный лабиринт (ПКЛ, EPM), приподнятый О-лабиринт (ПОЛ, EZM), тест принуди-
тельного плавания (ПП, FST); стрелкой отмечен период проведения острого стресса иммобилизации.
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Уровень тревожности у мышей TAAR1-KO по сравнению с мышами WT был вы-
ше по ряду параметров: пройденная дистанция в открытых рукавах (44.5 ± 21.8 и
118.1 ± 50.5 см, р = 0.015), длительность пребывания в открытых рукавах (24.4 ± 6.6
и 52.3 ± 8.6 с, р =0 .013), процент времени нахождения в открытых рукавах относи-
тельно общего времени нахождения в рукавах составил (8.1 ± 2.2 и 17.4 ± 2.8, р = 0.01),
количество заходов в открытые рукава (6.2 ± 1.3 и 10.1 ± 1.3, р = 0.032), количество
свешиваний (6.0 ± 1.4 и 11.2 ± 2.3, р = 0.048). Кроме того, длительность актов гру-
минга также была выше у мышей TAAR1-KO (25.8 ± 7.2 c) по сравнению с мышами
WT (7.2 ± 1.9 c) (p = 0.03) (рис. 2). Исследование вегетативных показателей эмоци-
онального состояния животных – количества фекальных болюсов, не выявило ста-
тистически значимых различий между группами животных (TAAR1-KO: 3.0 ± 0.8;
WT: 1.5 ± 0.4) (рис. 2f).

Результаты теста ПОЛ через 30 мин после стрессорного воздействия. Через 30 мин
после окончания действия острого неконтролируемого иммобилизационного
стресса в группе мышей TAAR1-КО все поведенческие показатели статистически зна-
чимо не отличались от зарегистрированных до стрессорного воздействия (рис. 2).
В отличие от TAAR1-KO, в группе мышей WT наблюдалось статистически значи-
мое изменение целого ряда показателей: снижение общей пройденной дистанции
(c 621.0 ± 88.6 до 326.3 ± 52.1 см, р = 0.007) и количества стоек (с 9.5 ± 1.8 до 4.5 ± 1.1,
р = 0.04), снижение дистанции, пройденной в открытых рукавах (с 118.1 ± 50.5 до
39.5 ± 13.1 см, р = 0.045) и увеличение количества фекальных болюсов (с 1.5 ± 0.5
до 3.5 ± 0.4, р = 0.015). Анализ межгрупповых различий не выявил статистически
значимых результатов между группами животных после стресса.

Рис. 2. Поведенческий профиль мышей TAAR1-KO и WT в тесте ПОЛ до и через 30 мин после стрессор-
ного воздействия. (a) – пройденная дистанция (см), (b) – количество стоек, (c) – дистанция, пройден-
ная в открытых рукавах (см), (d) – время, проведенное в открытых рукавах, с, (e) – длительность гру-
минга, с, (f) – количество болюсов. Данные представлены в виде среднего ± SEM.
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Результаты теста ПКЛ до стрессорного воздействия. По показателям двигатель-
ной и исследовательской активности, уровню тревожности, длительности грумин-
га и вегетативным компонентам эмоционального состояния статистически значи-
мые отличия между TAAR1-KO и WT зарегистрированы не были (табл. 1). При ис-
следовании поведенческих характеристик в тесте ПКЛ были получены статистически
значимые различия между группами животных только по количеству вертикальных
стоек, которых было больше зарегистрировано у мышей TAAR1-KO (TAAR1-KO:
21.1 ± 1.7; WT: 14.2 ± 2.2, p = 0.007).

Результаты теста ПКЛ через четыре часа после стрессорного воздействия. Через
четыре часа после окончания действия острого неконтролируемого иммобилиза-
ционного стресса у мышей TAAR1-KO статистически значимо снижалось количе-
ство заходов в открытые рукава (с 9.5 ± 1.9 до 3.6 ± 1.1, р = 0.019), длительность пре-
бывания в открытых рукавах (с 50.0 ± 6.6 до 12.25 ± 5.6 с, р = 0.011), дистанция,
пройденная в открытых рукавах (с 204.6 ± 77.2 до 45.4 ± 38.9 см, р = 0.012), время,
проведенное в открытых рукавах по отношению ко времени, проведенному во всех
рукавах в % ( с 17.5 ± 3.3 до 4.2 ± 1.9, р = 0.017), а также количество свешиваний
(с 10.0 ± 2.5 до 1.8 ± 0.5, р = 0.013) и стоек (с 21.1 ± 1.7 до 10.8 ± 2.7, p = 0.041).

В группе мышей дикого типа было зарегистрировано статистически значимое
снижение заходов в открытые рукава (с 10.4 ± 1.3 до 3.4 ± 0.6, р = 0.017), сократи-
лась как общая дистанция (с 1231.0 ± 245.0 до 580.2 ± 96.4 см, р = 0.015), так и ди-
станция, пройденная в открытых рукавах (с 204.6 ± 77.2 до 35.8 ± 11.7 см, р = 0.017),
количество свешиваний также претерпело изменения в сторону их сокращения
(с 9.4 ± 1.7 до 1.8 ± 0.6, р = 0.007) (рис. 3). Достоверных различий между группами
TAAR1-KO и WT спустя 4 ч после окончания действия стрессора выявлено не было.

Результаты теста ПКЛ через три недели после стрессорного воздействия. Через
три недели после окончания действия острого неконтролируемого иммобилизаци-
онного стресса двигательная (общая пройденная дистанция) и исследовательская
активность (количество стоек) у мышей обеих групп осталась на уровне, регистри-
руемом через 4 ч после стрессорного воздействия (рис. 3). Как нокаутные животные,
так и животные дикого типа демонстрировали статистически значимое снижение вре-
мени пребывания в открытых рукавах (TAAR1-KO: 50.0 ± 6.63 и 5.8 ± 1.5 с, p = 0.004;
WT: 54.0 ± 8.6 и 3.7 ± 1.1 с, p = 0.008), снижение пройденной дистанции в открытых ру-

Таблица 1. Поведенческий профиль мышей TAAR1-KO и WT в тесте ПКЛ

Данные представлены в виде среднего ± SEM, * – p < 0.05.

Поведенческие показатели
Генотип

TAAR1-KO WT

Количество заходов в открытые рукава 9.5 ± 1.9 10.4 ± 1.3
Время, проведенное в открытых рукавах (с) 50.1 ± 9.2 53.8 ± 12.7
Дистанция, пройденная в открытых рукавах (см) 146.6 ± 38.9 204.6 ± 77.2
Количество свешиваний 10.3 ± 2.5 9.4 ± 1.7
Длительность груминга (с) 7.5 ± 2.1 11.7 ± 6.3
Количество стоек 21.1 ± 1.7 14.2 ± 2.2*
Общая пройденная дистанция (см) 1158.3 ± 149.4 1231.0 ± 245.1
Количество фекальных болюсов 1.5 ± 0.8 1.8 ± 0.6
Время, проведенное в открытых рукавах по отноше-
нию ко времени, проведенному во всех рукавах (от-
крытые/открытые + закрытые × 100) (%)

17.5±3.3 18.8±4.5
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кавах (TAAR1-KO: 146.6 ± 31.2 и 14.4 ± 3.8 см, p = 0.01; WT: 204.6 ± 77.2 и 4.3 ± 1.3 см,
p = 0.015), сокращение количества заходов в открытые рукава (TAAR1-KO: 9.5 ± 1.9
и 2.5 ± 0.6, p = 0.004; WT: 10.4 ± 1.3 и 1.3 ± 0.35, p = 0.015), снижение процента вре-
мени, проведенного в открытых рукавах по отношению ко времени, проведенному
во всех рукавах (TAAR1-KO: 17.5 ± 3.3 и 2.0 ± 0.5, p = 0.004; WT: 18.8 ± 4.5 и 1.3 ± 0.4,
p = 0.006).

Анализ поведения через 3 недели после стрессорного воздействия выявил статисти-
чески значимые различия между группами мышей. Уровень тревожности TAAR1-KO
животных был ниже уровня, регистрируемого в группе WT. Дистанция, пройден-
ная в открытых рукавах, составляла 14.4 ± 3.8 для TAAR1-KO и 4.3±1.4 см для WT
(р = 0.008) (рис. 2b), количество свешиваний было статистически значимо меньше
у мышей WT (0.57 ± 0.36) по сравнению с мышами TAAR1-KO (1.4 ± 0.4) (р = 0.046),
количество заходов в открытые рукава также было достоверно меньше у мышей
WT (1.3 ± 0.4) по сравнению с TAAR1-KO (2.5 ± 0.6) (р = 0.035) (рис. 3).

Результаты теста принудительного плавания до стрессорного воздействия. Ла-
тентный период первой иммобилизации был достоверно выше у TAAR1-KO по
сравнению с WT (180.5 ± 29.9 и 104.8±19.6 с соответственно, р = 0.021). Длитель-
ность иммобилизации, анализируемая по последним 4 мин теста, статистически не
отличалась между группами животных (рис. 4).

Результаты теста принудительного плавания через 24 ч после стрессорного воздей-
ствия. Спустя сутки после окончания действия острого неконтролируемого иммо-
билизационного стресса было зарегистрировано статистически значимое умень-
шение времени до возникновения первой иммобилизации как у TAAR1-KO

Рис. 3. Поведенческий профиль мышей TAAR1-KO и WT в тесте ПКЛ до и после стрессового воздей-
ствия. (a) – время, проведенное в открытых рукавах, с; (b) – дистанция, пройденная в открытых рука-
вах, см; (с) – количество свешиваний; (d) – количество заходов в открытые рукава; (e) – пройденная
дистанция (см), (f) – количество стоек. Данные представлены в виде среднего ± SEM.
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(с 180.5 ± 29.9 до 35.2 ± 16.0 с, р = 0.003), так и у группы WT (с 104.8 ± 19.6 до 31.1 ± 6.5 с,
р = 0.008). Длительность пассивного плавания (иммобилизации) не претерпела до-
стоверных изменений в обеих группах животных (рис. 4b).

Результаты теста принудительного плавания через три недели после стрессорного
воздействия. Через три недели после окончания действия стрессорного воздей-
ствия было показано статистически значимое увеличение длительности иммоби-
лизации по сравнению с первоначальным уровнем как у TAAR1-KO (38.8 ± 12.3 и
111.5 ± 32.1 с, p = 0.04), так и у WT (30.0 ± 14.2 и 95.7 ± 12.2 с, p = 0.044). Анализ ла-
тентного периода первой иммобилизации до и через три недели после действия
стресса обнаружил уменьшение латентного периода первого акта иммобилизации
и для TAAR1-KO (180.5 ± 29.9 и 24.1 ± 12.5 с, р = 0.004), и для WT (104.8 ± 19.6 и
11.0 ± 2.2 с, р = 0.007). Кроме того, сравнение латентного периода первой иммоби-
лизации через сутки и спустя три недели после стресса выявило значимое умень-
шение латентного периода у мышей WT (31.1 ± 6.5 и 11.0 ± 2.2 с, р = 0.025), но не у
животных TAAR1-KO.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

При сравнении поведения самок мышей TAAR1-KO и WT в тесте ПКЛ показа-
тели поведения между группами практически не отличались. Достоверные отличия
были обнаружены только по количеству вертикальных стоек (повышенное иссле-
довательское поведение), которых было больше в группе TAAR-KO. По данным
Wolinsky и соавт. [34], полученных на самцах, в тесте ПКЛ также не было обнару-
жено различий в поведении мышей TAAR1-KO и WT. Что касается вертикальных
стоек, похожий результат получен в работе Жукова и соавт. [35], изучавших пове-
дение мышей TAAR1-KO и WT в тесте открытое поле. В этой работе было показа-
но, что самцы мышей TAAR1-KO чаще демонстрируют вертикальные стойки, чем
животные дикого типа.

В отличие от этих результатов, при тестировании в ПОЛ были показаны стати-
стически значимые различия между животными двух групп. В тесте ПОЛ у самок
мышей TAAR1-KO был выявлен более высокий уровень тревожности по всем реги-

Рис. 4. Поведение мышей TAAR1-KO и WT в тесте вынужденного плавания до и после стрессового воз-
действия. (а) – длительность иммобилизаций, с; (b) – латентный период первой иммобилизации, с.
Данные представлены в виде среднего ± SEM.
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стрируемым показателям по сравнению с мышами WT, двигательная и исследова-
тельская активность также была ниже у мышей TAAR1-KO.

Тест ПОЛ применяется наряду с тестом ПКЛ для оценки уровня тревожности.
На мышах было показано, что тест ПОЛ является более чувствительным к оценке
действия бензодиазепинов, чем ПКЛ [36, 37]. В нашей работе была выявлена боль-
шая чувствительность теста ПОЛ в оценке влияния нокаута гена taar1 на поведение
мышей. Данные по самкам по TAAR1-KO были получены впервые.

При тестировании в тесте вынужденного плавания длительность общей иммо-
билизации не различалась у мышей TAAR1-KO и WT, латентный период первой
иммобилизации был достоверно выше у мышей TAAR1-KO.

Влияние стресса. При тестировании мышей в ПОЛ через 30 мин после оконча-
ния стрессорного воздействия было обнаружено, что самки WT демонстрировали
выраженный поведенческий ответ на стресс. У них резко увеличился уровень тре-
вожности и существенно снизились показатели двигательной активности и иссле-
довательского поведения. У мышей TAAR1-KO напротив, не наблюдалось никаких
достоверных изменений в поведении. Показатели поведения в тесте ПОЛ у мышей
TAAR1-KO до и после стресса оказались идентичными. Таким образом, у мышей
TAAR1-KO обнаружено отсутствие раннего поведенческого ответа на стрессорное
воздействие (неконтролируемый острый стресс иммобилизации).

Спустя 4 ч после окончания стрессорного воздействия при тестировании в ПКЛ
выраженный поведенческий компонент стрессорного ответа наблюдался как у мы-
шей TAAR1-KO, так у WT. В обеих группах мышей отмечалось значимое увеличе-
ние уровня тревожности и снижение ряда показателей двигательной и исследова-
тельской активности. Различия между животными TAAR1-KO и WT при тестиро-
вании в ПКЛ через 4 ч после стресса не были выявлены.

Повторное тестирование в ПКЛ через 3 недели после стресса показало, что у
мышей TAAR1-KO и у мышей WT продолжалось дальнейшее снижение двигатель-
ной и исследовательской активности и повышение уровня тревожности, однако
эти различия не достигали уровня статистической значимости. И хотя внутригруп-
повых достоверных различий показателей поведения в ПКЛ через 4 ч и через
3 недели после стресса обнаружено не было, появились межгрупповые различия.
При тестировании через 3 недели у мышей WT по сравнению с мышами TAAR1-KO
было зарегистрировано уменьшение дистанции, пройденной в открытых рукавах,
уменьшение количества заходов в открытые рукава и количества свешиваний. Та-
ким образом, поведенческий ответ через 3 недели после стрессорного воздействия
у мышей TAAR1-KO оказался слабее по ряду параметров, характеризующих уро-
вень тревожности.

Анализ поведения мышей в тесте принудительного плавания не выявил разли-
чий между мышами TAAR1-KO и мышами WT по длительности иммобилизации,
но латентный период первой иммобилизации был больше у нокаутных животных.

При повторном тестировании через 24 ч после стрессорного воздействия у живот-
ных обеих групп не было выявлено достоверных изменений длительности иммоби-
лизаций, однако в группе TAAR1-KO произошло достоверное снижение времени до
первой иммобилизации. В результате группы мышей TAAR1-KO и WT перестали от-
личаться по всем показателям поведения в тесте принудительного плавания.

При тестировании животных через три недели после острого иммобилизацион-
ного стресса в обеих группах TAAR1-KO и WT отмечено достоверное увеличение
длительности иммобилизации и снижение латентного периода до первой иммоби-
лизации. Различий между группами TAAR1-KO и WT обнаружено не было.

В многочисленных исследованиях на грызунах показано, что после самых раз-
нообразных стрессорных воздействий у животных наблюдается увеличение дли-
тельности иммобилизации и укорочение латентного периода первой иммобилиза-
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ции [38–42]. В качестве одного из вариантов трактовки этих изменений предпола-
гается развитие депрессивно-подобного состояния с отказом от борьбы, так
называемое “поведение отчаяния” [43, 44]. Однако переход к пассивному поведе-
нию может отражать адаптивную стратегию преодоления стресса для сохранения
энергии, а не отказ от попыток найти выход из ситуации [45, 46]. Наши данные
свидетельствуют в пользу второго предположения, поскольку через сутки после
стресса не было отмечено никаких изменений в поведении в тесте принудительно-
го плавания, а при повторении ситуации (тестирование в третий раз через три не-
дели) животные демонстрировали заметные изменения в поведении. Они практи-
чески сразу с заметным сокращением латентного периода до первой иммобилиза-
ции переходили к пассивному поведению, что приводило к существенному
увеличению длительности иммобилизации.

Ранний поведенческий ответ на стрессорное воздействие. Считается, что кортико-
тропин-рилизинг гормон (КРГ) играет важную роль в регуляции поведенческого
ответа на стресс [47–50]. Известно, что уже через 5–10 мин после оптогенетиче-
ской стимуляции КРГ-нейронов центрального ядра амигдалы инициируется тре-
вожноподобное поведение [51]. КРГ обладает выраженным анксиогенным эффек-
том, хемогенетическая активация КРГ-нейронов центрального ядра амигдалы уси-
ливала тревожно-подобное поведение через 30–40 мин после инъекции в тесте
ПОЛ [52]. В свою очередь антагонисты КРГ-рецепторов весьма эффективно сни-
мают изменения поведения, вызываемые стрессом [47, 53]. Подавление экспрессии
КРГ оказывает анксиолитическое действие на стресс-индуцированную тревож-
ность [54]. Система КРГ в тесном функциональном взаимодействии с моноами-
нергическими системами вовлекает в стрессорный ответ различные области моз-
га [50]. Предполагается, что система КРГ особенно важна в ситуациях, когда необ-
ходимо вовлечь в ответ на воздействие стрессора не только гипоталамо-
гипофизарно-надпочечниковую систему [55], но и ЦНС [47].

В нашей работе было обнаружено, что у мышей TAAR1-KO при тестировании в
ПОЛ спустя 30 мин после окончания действия стресса отсутствуют какие-либо из-
менения поведения по сравнение с тестированием до стресса. Отсутствие раннего
поведенческого ответа на стрессорное воздействие у мышей TAAR1-KO указывает
на то, что TAAR1 необходимы для работы систем КРГ при реализации раннего по-
веденческого ответа на стресс.

Еще один аспект действия КРГ – его воздействие на память. Показано, что во
время краткосрочного стресса КРГ усиливает синаптическую пластичность [56],
улучшает запоминание в задачах, требующих участия гиппокампа [57] и усиливает
долговременную потенциацию в гиппокампе [58]. В нашей работе было показано,
что при тестировании в ПКЛ через три недели после стресса у мышей TAAR1-KO
обнаруживается ослабленный поведенческий ответ на стресс, по сравнению с мы-
шами WT. Это может быть связано со снижением эмоциональной памяти, возни-
кающим при предполагаемых нарушениях в работе системы КРГ из-за нокаутиро-
вания TAAR1.

Таким образом, сравнение поведения самок мышей TAAR1-KO и WT в норме и
после действия стресса иммобилизации показало, что основным отличием мышей
TAAR1-KO является отсутствие раннего компонента стрессорного поведенческого
ответа.

Важно отметить, что несмотря на то, что действие стрессора было относительно
коротким (30 мин), существенные изменения в поведении самок мышей сохраня-
лись и даже усиливались через три недели после окончания стрессорного воздей-
ствия. Возможно, что столь длительные изменения связаны с особенностями фор-
мирования стрессорного ответа у женских особей и более высокой вероятностью
развития разного типа стрессорных расстройств, включая депрессию [20, 21].
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Mice Lacking TAAR1 Show No Early Behavioral Response to Acute Restraint Stress

E. P. Vinogradovaa, Yu. A. Simona, A. Yu. Aleksandrova, V. M. Knyazevaa, *,
L. N. Stankevicha, A. V. Kozyrevaa, and A. A. Aleksandrova

aSaint Petersburg State University, St Petersburg, Russia
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The role of the TAAR1 receptor, one of the trace amine-associated receptors (TAARs)
family, in the formation of the behavioral component of the stress response was studied.
The behavior of female TAAR1 knockout mice and wild-type (WT) mice was investigat-
ed in tests of elevated plus maze and elevated zero maze (EPM and EZM) and forced
swimming test (FST) under normal conditions and after uncontrolled restraint stress ex-
posure for 30 min. In the EPM test, the initial level of locomotor and exploratory activi-
ty, as well as the anxiety, was identical in both groups of mice. In the EZM test, the ini-
tial indicators of anxiety in female TAAR1 KO mice compared to female WT mice were
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higher, and locomotor activity was lower. When testing mice in the EZM 30 minutes af-
ter the end of stress exposure, it was found that the anxiety in female WT mice sharply
increased, and the indicators of locomotor activity and exploratory behavior significant-
ly decreased. The behavioral indicators in the EZM test in TAAR1 KO mice before and
after stress were identical. A pronounced behavioral component of the stress response
was observed in both TAAR1 KO and WT mice during testing in EPM. There were no
significant differences between TAAR1 KO and WT mice during testing in EPM four
hours after stress exposure. In the FST test the latency to the first immobility was initial-
ly longer in TAAR1 KO mice compared to the WT mice, but 24 h after the stress this in-
dicator has significantly decreased. As a result, TAAR1 KO and WT mice no longer dif-
fered in all behavioral indicators in the FST. Three weeks after acute restraint stress,
both TAAR1 KO and WT groups showed a significant increase in immobility duration
and a decrease in latency to the first immobility, however no difference between the both
groups of animals were found. Thereby, we found the complete absence of behavioral
change immediately after stressor exposure in TAAR1 KO compared to the WT mice.

Keywords: trace amine-associated receptors, TAAR1, forced swimming test, anxiety, ele-
vated plus maze, elevated zero maze, corticotropin releasing hormone (CRH), restraint
stress, stress-induced rapid changes of behavior
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Фармакоэнцефалография (фармако-ЭЭГ) представляет большой интерес как
инструмент фармакологического скрининга новых психоактивных молекул.
Этот экспериментальный подход не остался рудиментом нейробиологических
исследований и может быть успешно использован для решения поставленных
задач в настоящее время. Развитие и повсеместное применение методов машин-
ного обучения открывает новые возможности использования данных фармако-
ЭЭГ для решения задач классификации и прогнозирования. Ранее было показа-
но, что наивный байесовский классификатор в комбинации с методом главных
компонент может быть использован как для отличия антипсихотического дей-
ствия лекарственных препаратов от седативного, так и для сравнения эффектов
антипсихотических средств между собой. В настоящем исследовании была про-
ведена оценка возможности выявления дозозависимости эффектов изучаемых
препаратов с использованием предложенного метода. Эксперименты выполняли
на белых беспородных крысах-самцах с хронически имплантированными элек-
трокортикографическими электродами. В качестве изучаемых препаратов были
выбраны два средства с антипсихотическим действием – хлорпромазин и проме-
тазин в трех дозах (0.1, 1, 10 мг/кг и 0.5, 5 и 20 мг/кг соответственно). Обучающей
выборкой, относительно которой в ходе работы определяли фармакологические
эффекты исследуемых средств, были блокатор дофаминовых D2-рецепторов га-
лоперидол, М-холиноблокатор тропикамид, H1-гистаминоблокатор хлоропира-
мин, а также седативный препарат дексмедетомидин и анксиолитик феназепам.
В результате проведенной работы было показано, что низкая доза хлорпромазина
(0.1 мг/кг) может быть охарактеризована как антипсихотическая с выраженным
гистаминолитическим эффектом, в то время как наиболее высокая (10 мг/кг) де-
монстрирует преимущественно антипсихотическое действие с каталептогенным
эффектом. Все три дозы хлорпромазина обнаруживали холинолитическое дей-
ствие, которое усиливалось по мере увеличения дозы. Для прометазина был вы-
явлен четкий дозозависимый переход от антипсихотического действия к ката-
лептогенному, а также выраженный М-холиноблокирующий эффект во всех
вводимых дозах. Ни одна из доз прометазина не продемонстрировала сходство с
хлоропирамином, это, вероятно, свидетельствует о том, что дофаминоблокирую-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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щий и холинолитический эффекты препарата могут маскировать его H1-гиста-
миноблокирующее действие на электрокортикограмме у крыс. Таким образом,
полученные результаты демонстрируют, что наивный байесовский классифика-
тор в комбинации с методом главных компонент может быть использован для
выявления дозозависимости эффектов антипсихотических препаратов по их
влиянию на параметры электрокортикограмм. Дальнейшее развитие метода, а
также увеличение используемой библиотеки записей эффектов психотропных
препаратов может позволить более точно осуществлять прогнозирование фарма-
кологической активности изучаемых веществ.

Ключевые слова: наивный байесовский классификатор, машинное обучение, фар-
макоэлектроэнцефалография, электрокортикография, антипсихотические сред-
ства, хлорпромазин, прометазин
DOI: 10.31857/S0869813923110110, EDN: XPKRKY

ВВЕДЕНИЕ

Идея фармакоэнцефалографии (фармако-ЭЭГ) как экспериментального метода
исследования базируется на способности фармакологических агентов, оказываю-
щих влияние на работу центральной нервной системы, вызывать специфические
изменения параметров биоэлектрической активности головного мозга. В клиниче-
ской практике этот метод используется главным образом для оценки эффективно-
сти проводимой у пациентов фармакотерапии, например, при эпилепсии [1] или
шизофрении [2]. В исследованиях на мелких лабораторных животных фармако-
ЭЭГ может быть использована как инструмент фармакологического скрининга для
средств с ранее неизвестной активностью [3] или углубленного изучения эффектов
известных психотропных препаратов [4, 5].

Ранее был предложен новый экспериментальный подход для выявления специ-
фической активности и сравнения фармакологического профиля антипсихотиче-
ских средств с использованием наивного байесовского классификатора (НБК) –
алгоритма машинного обучения, достаточно широко применяемого в биологиче-
ских и медицинских исследованиях. В рамках этого исследования была собрана
библиотека электрокортикограмм (ЭКоГ) крыс, записанных после введения анти-
психотических средств (хлорпромазина, галоперидола, дроперидола, тиаприда и
сульпирида), которую использовали как обучающую выборку. Для каждой записи
были рассчитаны соотношения значений амплитудно-спектральных характери-
стик ЭКоГ после инъекции препаратов к соответствующим исходным значениям
до введения. Применение НБК позволило выявить специфическое влияние анти-
психотических средств на параметры биоэлектрической активности коры головно-
го мозга крыс, дифференцируя их от физиологического раствора (контроля), а так-
же анксиолитика с седативным действием феназепама. Более того, было отмечено
сходство эффектов антипсихотиков, близких по химическому строению: произ-
водных бутирофенона – галоперидола и дроперидола, а также замещенных бенза-
мидов – тиаприда и сульпирида [6].

Характерной особенностью большинства психотропных препаратов является
широкий спектр их рецепторного действия. Например, антипсихотические сред-
ства – производные фенотиазина имеют выраженное М-холино- и H1-гистами-
ноблокирующее действие, что может обусловливать их седативный эффект и ряд
других центральных и периферических побочных реакций. Каждый из эффектов
препаратов данной группы имеет свой диапазон доз и, несомненно, уникальные осо-
бенности влияния на ЭКоГ у крыс. Для дальнейшего развития предложенного ранее
подхода как инструмента фармакологического скрининга необходимо пополнение
обучающей выборки записями эффектов известных препаратов в разных дозах.
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Целью данной работы стала валидация предложенного ранее метода для оценки
дозозависимости эффектов двух препаратов, обладающих антипсихотическим дей-
ствием – хлорпромазина и прометазина. Особое внимание было сфокусировано на
возможности выявления антипсихотического, каталептогенного, М-холиноблоки-
рующего, H1-гистаминоблокирующего, седативного или снотворного действия
двух изучаемых препаратов в трех разных дозах.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты с использованием лабораторных животных были выполнены в
соответствии с требованиями Директивы 2010/63/EU Европейского Парламента и
Совета от 22 сентября 2010 г., принципами Базельской декларации и требованиями
Совета Евразийского экономического союза от 03.11.2016 г. № 81 “Об утверждении
Правил надлежащей лабораторной практики Евразийского экономического союза
в сфере обращения лекарственных средств”. Протокол эксперимента был утвер-
жден биоэтической комиссией ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава России (протокол-
заявка R-PEEG2-SA-2022 от 15.02.2022). Были предприняты все меры для умень-
шения числа используемых животных и минимизации их страданий.

Исследование выполнено на крысах-самцах стока Wistar в возрасте 3 месяцев и
массой 250–300 г, полученных из ФГУП НИЦ “Курчатовский институт” – питом-
ник лабораторных животных “Рапполово” (Ленинградская область, Россия). Крыс
содержали по 5 особей в клетке при температуре в помещении 20–22°C и световом
режиме 12 ч свет 750 лк/12 ч темнота. Все животные получали стандартный пище-
вой рацион (сухой полнорационный гранулированный экструдированный комби-
корм рецепт ПК-120, ООО “ЛАБОРАТОРКОРМ”, Россия) и имели свободный до-
ступ к пище и воде. Перед началом экспериментов все крысы прошли карантин в
течение 14 суток.

Кортикографические электроды изготавливали из нихромовой проволоки диа-
метром 0.5 мм (для регистрирующих и референтного электродов) и диаметром
0.16 мм – для заземляющего электрода. Изоляцию осуществляли термоусадочной
трубкой (1.5/0.5 мм); длина регистрирующей (неизолированной) части составляла
~1 мм. Все электроды объединяли в гнездо на кабель BLS-8 (Connfly Electronic Co.
Ltd., КНР) c шагом 2.54 мм.

Этапы имплантации электродов и процедуры послеоперационного ухода за
животными были подробно описаны в ранее опубликованной работе [7]. Для
наркотизации животных использовали тилетамин/золазепам 50 (Золетил, Virbac,
Франция; 10 мг/кг, внутримышечно). Электроды FP1 и FP2 располагали в обла-
сти первичной двигательной коры (AP = 0.0, ML = 2.5, DV = 1.0), С3 и С4 – пер-
вичной соматосенсорной коры над гиппокампом (AP = –4.0, ML = 2.5, DV = 1.0),
O1 и O2 – вторичной зрительной коры (AP = –7.0, ML = 2.5, DV = 1.0). Рефе-
рентный электрод имплантировали в носовую кость, заземляющий – под кожу в
области шеи.

Прооперированных крыс содержали в индивидуальных клетках со свободным
доступом к воде и корму в течение всего периода исследования. Состояние живот-
ных оценивали сразу после выхода из наркоза и далее ежедневно утром и вече-
ром; по необходимости обрабатывали швы раствором йода. Для профилактики
возникновения инфекции сразу после операции животным вводили “Бициллин-3”
(ОАО “Синтез”, Россия; 5000 ЕД/кг, подкожно), для снятия послеоперационной
боли – кетопрофен (ООО “Велфарм”, Россия; 2.5 мг/кг, подкожно 1 раз в день в
течение 3 дней). Во избежание обезвоживания крысам вводили подкожно 0.9%-ный
раствор натрия хлорида (ООО “Гротекс”, Россия; 5 мл 1 раз в день) в течение пер-
вых 3 дней после операции.
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Запись ЭКоГ у животных осуществляли не ранее чем через 7 дней после опера-
ции с помощью 8-канального энцефалографа Нейрон-Спектр-1 (Нейрософт, Рос-
сия) c полосой пропускания 0.5–35 Гц и частотой квантования 500 Гц. Регистра-
цию сигнала проводили одновременно с видеорегистрацией поведения в условиях
домашней клетки при искусственном освещении. Длительность записи составляла
1 ч и включала в себя 30 мин фоновой активности (до введения препарата или фи-
зиологического раствора) и 30 мин после инъекции. Для дальнейшего анализа бра-
ли два 60-секундных участка записи: непосредственно перед введением и спустя
20 мин после. Выбранные фрагменты содержали записи ЭКоГ в спокойном бодр-
ствующем состоянии, так как ранее было показано, что двигательная активность
(локомоция, стойки, груминг или скрэтчинг) могут в значительной мере затруд-
нять выявление и различие эффектов препаратов на биоэлектрическую активность
головного мозга у крыс [8].

Все используемые препараты вводили внутрибрюшинно, при необходимости
предварительно растворив в физиологическом растворе до нужной концентрации.
Препаратами сравнения, относительно которых в ходе работы определяли фар-
макологические эффекты изучаемых антипсихотических средств, были галопе-
ридол, тропикамид, хлоропирамин, дексмедетомидин и феназепам. Галоперидол
(ООО “Велфарм”, Россия) вводили в дозах 0.3 и 2 мг/кг. Первая доза была выбрана
в качестве “классической антипсихотической”, блокирующей эффекты дофами-
номиметиков апоморфина и квинпирола, а также агониста 5-HT1B-серотониновых
рецепторов RU24969, вызывающих гиперлокомоцию и стереотипию у крыс [9].
Доза галоперидола 2 мг/кг вызывает у крыс обратимую каталепсию [10], что позво-
лило использовать ее в данном исследовании как маркер ранних экстрапирамид-
ных нарушений, характерных в большей степени для типичных нейролептиков.
Кроме того, галоперидол обладает достаточно высокой селективностью по отноше-
нию к дофаминовым D2-рецепторам по сравнению с серотониновыми 5HT2A-, ги-
стаминовыми H1-, а также М-холинорецепторами (Ki = 36 нM, 1890 нM и >20000 нM
соответственно) [11]. Данная избирательность объясняет его выраженное антипси-
хотическое действие при минимуме седации и аргументирует рациональность ис-
пользования как эталонного антипсихотика.

Тропикамид (Tocris Bioscience, Великобритания), используемый как маркер
М-холиноблокирующего (атропиноподобного) действия вводили в трех дозах: 0.5,
5 и 30 мг/кг [12]. Блокатор H1-гистаминовых рецепторов хлоропирамин
(ЗАО “Фармацевтический завод ЭГИС”, Венгрия) использовали только в одной
дозе – 20 мг/кг – ввиду того, что более низкие дозы не оказывали выраженного
действия на параметры ЭКоГ у крыс, а более высокие могут инициировать судо-
рожную активность [13]. α2-адреномиметик дексмедетомидин и аллостерический
модулятор ГАМКА-рецепторов феназепам вводили в качестве референтных пре-
паратов с заметным седативным действием, поскольку такое действие описано
для многих антипсихотических средств в качестве побочного эффекта. Дексмеде-
томидин использовали в дозах 0.005 и 0.1 мг/кг (умеренная и сильная седация со-
ответственно [14]), а феназепам – 0.1 и 1 мг/кг (седация и снотворное действие
соответственно [15, 16]). Несмотря на то, что и для дексмедетомидина, и для фе-
назепама характерно выраженное седативное действие, их особенности влияния
на параметры ЭКоГ у крыс четко различаются. Кроме того, особенностью высо-
ких доз феназепама является снотворное действие, не характерное для дексмеде-
томидина [16, 17].

Хлорпромазин (АО “Валента Фарм”, Россия) вводили в дозах 0.1, 1 и 10 мг/кг,
прометазин (ЗАО “Фармацевтический завод ЭГИС”, Венгрия) – 0.5, 5 и 20 мг/кг.
Дозы обоих препаратов были выбраны на основании литературных данных [18, 19]
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с корректировкой после собственных предыдущих исследований [6, 20]. Для до-
полнительной валидации полученных результатов были протестированы записи с
введением дроперидола (0.3 мг/кг, ФГУП “Московский эндокринный завод”, Рос-
сия), тиаприда (30 мг/кг, АО “Органика”, Россия) и сульпирида (30 мг/кг, АО “Ор-
ганика”, Россия), полученные в предыдущей работе [6]. В качестве контроля вво-
дили 0.9%-ный раствор натрия хлорида (ООО “Гротекс”, Россия) в объеме 0.5 мл.

Для каждого препарата было сделано 5–10 записей у разных животных. Введе-
ние нового препарата осуществляли не ранее чем через 3 дня после предыдущей за-
писи для исключения взаимодействия и остаточных эффектов. Частота тестирования
той или иной крысы определялась сохранностью хэдплага (коннектора с электрода-
ми), а также общим состоянием животного. В случае признаков инфекционного
заболевания вводили повторно “Бициллин-3” (ОАО “Синтез”, Россия; 5000 ЕД/кг,
внутримышечно) и следующее тестирование проводили не ранее чем через неделю
после инъекции.

Анализ полученных записей осуществляли с помощью программы Нейрон-
Спектр.NETomega 1.6.10.8 (ООО “Нейрософт”, Россия). Для всех 6 отведений
(FP1, FP2, C3, C4, O1 и O2) рассчитывали в общей сложности 132 амплитудно-
спектральных характеристики ЭКоГ, включавших в себя среднюю и максималь-
ную амплитуды сигнала, среднеквадратичное отклонение и степень сжатия по
Лемпел-Зив, средние амплитуды ритмов волн, индексы и средние мощности рит-
мов. Из сигнала выделяли δ- (0.5–4.0 Гц), θ- (4.0–8.0 Гц), α- (8.0–14.0 Гц) и β-ритмы
(низкочастотные (НЧ) – 14.0–20.0 Гц и высокочастотные (ВЧ) – 20.0–35.0 Гц).
Данные выражали как соотношения значения параметров после введения препа-
рата к значениям соответствующих параметров до введения (рис. 1).

Обработку и последующий анализ полученных данных осуществляли с помо-
щью надстройки для MS Excel XLSTAT 2016.02.28451 и модуля sklearn v1.1.2. Умень-
шение размерности данных проводили с помощью метода главных компонент
(МГК), и далее на основе выделенных главных компонент обучали модель НБК.
В качестве обучающей выборки были использованы данные записей эффектов га-
лоперидола, тропикамида, хлоропирамина, дексмедетомидина и феназепама.

Оценка качества модели НБК на обучающей выборке проводилась с помощью
10-кратного повторения рандомизированной перекрестной проверки со стратифи-
кацией по группам на 5 фолдов, функция “RepeatedStratifiedKFold(n_splits=5,
n_repeats=10)” в sklearn. В этом случае вся обучающая выборка делится случайно
на 5 блоков с сохранением пропорций каждого препарата в группе, затем прово-
дится обучение на каждом из 4 блоков и проверка качества на пятом, далее проце-
дура повторяется 10 раз. Такой подход позволяет получить устойчивую оценку ка-
чества, не зависящую от конкретного разбиения. Качество оценивалось как общий
процент правильно классифицированных препаратов и с помощью матрицы со-
пряженности для результатов классификации относительно правильных ответов,
для детализации ошибок классификации. Затем модель оценивалась на всей обу-
чающей выборке, и с помощью нее прогнозировалась фармакологическая актив-
ность экспериментальных препаратов. Для визуализации различий в распределе-
нии главных компонент для вводимых препаратов была использована диаграмма
рассеяния для первых четырех главных компонент. Также для первых четырех
главных компонент были проведены формальные тесты на различия изучаемых
препаратов относительно физиологического раствора. Первая компонента была
выбрана как содержащая бóльшую часть изменчивости в данных и наиболее ин-
формативная с точки зрения различий. При обучении классификатора использо-
вались также 4 компоненты.

Достоверность различий между группами на рис. 4 при сравнении двух групп
оценивали с помощью t-критерия Стьюдента (при нормальном распределении и
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равенстве дисперсий) и критерия Манна–Уитни (при распределении, отличном от
нормального/различии дисперсий). При сравнении четырех групп использовали
однофакторный дисперсионный анализ с тестом по Тьюки (при нормальном рас-
пределении и равенстве дисперсий), либо критерий Краскела–Уоллиса с post hoc
тестом по Данну (при распределении, отличном от нормального/различии диспер-
сий). Для проверки нормальности распределения данных использовали W-крите-
рий Шапиро–Уилка, для оценки равенства дисперсий – тест Бартлетта.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Введение исследуемых препаратов приводило к изменениям амплитудно-спек-
тральных характеристик ЭКоГ у испытуемых животных. В качестве примера при-
ведены паттерны изменения средней мощности δ-, θ-, α- и β-ритмов во всех 6 ре-
гистрируемых отведениях (рис. 2). Стоит отметить, что не всегда увеличение дозы
вводимого препарата приводило к линейному увеличению средней мощности рит-
мов, а также числа отведений, где таковое было зафиксировано. Например, если в
дозе 1 мг/кг хлорпромазин увеличивал среднюю мощность θ-, α- и β-НЧ ритмов во
фронтальных отведениях, а также мощность α- и β-НЧ ритмов в затылочных, то
10-кратное увеличение дозы препарата уже в меньшей степени оказывало влияние
на отведения O1 и O2. Аналогичным образом доза прометазина 5 мг/кг в меньшей
степени увеличивала активность δ-ритмов во всех областях коры головного мозга у
крыс чем 0.5 мг/кг, хотя в целом характер изменений ЭКоГ под влиянием обеих
доз был похожим. В большинстве случаев введение того или иного препарата при-
водило к увеличению средней мощности регистрируемых ритмов за исключением
хлоропирамина, снижавшего активность α-, β-НЧ и β-ВЧ ритмов. Наименее выра-

Рис. 1. Этапы эксперимента. (1) – тестовая выборка: хлорпромазин и прометазин в трех дозах. (2) – обу-
чающая выборка: галоперидол, тропикамид, хлоропирамин, дексмедетомидин и феназепам. (3) – пре-
параты для дополнительной валидации: дроперидол, сульпирид и тиаприд. (4) – имплантация электро-
кортикографических электродов, регистрация электрокортикограмм в условиях домашней клетки при
одновременной видеорегистрации поведения и анализ выбранных участков электрокортикограмм с по-
следующим применением метода главных компонент и наивного байесовского классификатора. I/p –
внутрибрюшинно, RMS – среднеквадратичное отклонение, CR – степень сжатия, LF – низкочастот-
ные, HF – высокочастотные, PCA – метод главных компонент, NBC – наивный байесовский класси-
фикатор, Ref – референтный электрод.
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Рис. 2. Тепловые карты медианных (n = 5–10 для каждой группы) значений средней мощности δ-, θ-, α-
и β-ритмов в отведениях FP1, FP2, C3, C4, O1 и O2 при введении препаратов. Исходными данными бы-
ли отношения значений средней мощности ритмов спустя 20 мин после введения препаратов к значе-
ниям соответствующих показателей до введения (30-я минута фоновой записи).
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Рис. 3. Факторные нагрузки, показывающие степень вовлечения каждого из 132 анализируемых пара-
метров в формирование компонент PC, PC2, PC3 и PC4, используемых для дальнейших вычислений с
использованием наивного байесовского классификатора. Amp – амплитуда (мкВ), RMS – среднеквад-
ратичное отклонение (мкВ), Lempel-Ziv – степень сжатия по Лемпел-Зив (%), ind – индекс ритма (%),
mp – средняя мощность ритма (мкВ2).
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женные эффекты на биоэлектрическую активность головного мозга у крыс оказы-
вали хлоропирамин, сульпирид и тиаприд, однако характер их действия отличался
от изменений, наблюдаемых после введения физиологического раствора (неболь-
шое увеличение δ-активности при снижении мощности θ-ритмов).

Анализ полученных данных МГК показал, что 77.05% дисперсии могут быть
описаны 4 главными компонентами (PC1–PC4), которые были использованы для
дальнейшей работы. Факторные нагрузки анализируемых параметров ЭКоГ, ха-
рактеризующие их вклад в формирование той или иной главной компоненты, при-
ведены на рис. 3. Компонента PC1, описывающая 48.8% дисперсии, была образо-
вана амплитудными характеристиками сигнала (как в целом, так и отдельными
ритмами), а также коррелирующими с ними значениями спектральной мощности
ритмов. Все перечисленные параметры ЭКоГ влияли на значение PC1 вне зависи-
мости от расположения регистрирующих электродов. На значение компоненты
PC2 (14.1%) влияли в большей степени активность δ- и β-ритмов во всех отведениях.
Величину PC3 (9.43%) практически полностью определяли индексы δ- и θ-ритмов.
Компонента PC4 (4.75%) была образована преимущественно величиной средней
амплитуды и мощности θ-ритма в теменных и затылочных областях коры.

При сравнении эффектов изучаемых препаратов на величину компонент PC1–
PC4 было отмечено, что все они во всех вводимых дозах, за исключением хлорпро-
мазина в дозе 0.1 мг/кг, вызывают статистически значимое увеличение первой
главной компоненты по сравнению с контролем (p < 0.05 для тиаприда и p < 0.01
для хлорпромазина в дозах 1 и 10 мг/кг, прометазина в дозах 0.5, 5 и 20 мг/кг, дро-
перидола и сульпирида соответственно) (рис. 4). На величину PC2 оказал влияние
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только хлорпромазин в дозе 1 мг/кг (p < 0.05). Значения компоненты PC3 значимо
увеличивали хлорпромазин во всех тестируемых дозах (p < 0.05 для дозы 1 мг/кг и
p < 0.01 для доз 0.1 и 10 мг/кг) и прометазин в дозе 20 мг/кг (p < 0.05). PC4 была вы-
ше только у животных, которым вводили прометазин в дозах 5 и 20 мг/кг (p < 0.05 и
p < 0.01 соответственно).

На рис. 5 приведены диаграммы рассеяния для первых четырех главных компо-
нент на обучающей (a) и тестовой выборке (b). К тестовой выборке также был до-
бавлен физиологический раствор, чтобы показать, что в пространстве главных
компонент изучаемые препараты лежат достаточно далеко от него.

Матрица сопряженности с результатами классификации для обучающей выбор-
ки представлена на рис. 6.

Далее препараты из тестовой и валидационной выборок были спроектированы на
главные компоненты из обучающей выборки, а затем для полученных данных осу-
ществляли прогнозирование фармакологической активности анализируемых запи-
сей на основании значений главных компонент с использованием обученного НБК.
Для каждой записи были рассчитаны вероятности совпадения эффектов на ЭКоГ с
таковыми у препаратов, используемых в качестве обучающей выборки (галопери-
дол, тропикамид, хлоропирамин, дексмедетомидин и феназепам). Для всех тести-
руемых групп рассчитывали медианное значение вероятности сходства с той или

Рис. 4. Значения главных компонент PC1–PC4 в группах хлорпромазина (0.1, 1 и 10 мг/кг), прометази-
на (0.5, 5 и 20 мг/кг), дроперидола, сульпирида и тиаприда. В качестве контроля (белый цвет) были взя-
ты значения главных компонент группы животных, которым вводили физиологический раствор объе-
мом 0.5 мл. Данные представлены как медиана (минимальное значение; максимальное значение).
В данном случае использовалась коррекция на множественные сравнения при сопоставлении доз внут-
ри одной группы препаратов (хлорпромазин и прометазин), но не учитывалось одновременное тестиро-
вание четырех компонент и пяти препаратов, так как эти тесты проводили исключительно в целях визу-
ализации для демонстрации наличия эффектов. * – p < 0.05, ** – p < 0.01.
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иной референтной группой, на основании чего можно было сделать выводы о ха-
рактере действия хлорпромазина и прометазина в той или иной тестируемой дозе
(рис. 6). Для дополнительной валидации методики был осуществлен прогноз фар-
макологической активности для дроперидола (0.3 мг/кг), сульпирида (30 мг/кг) и
тиаприда (30 мг/кг).

Установлено, что хлорпромазин в низкой дозе 0.1 мг/кг имеет наибольшее сход-
ство с хлоропирамином и галоперидолом 0.3 мг/кг (медианные значения вероятно-
сти сходства 0.308 и 0.113 соответственно), что может говорить о преобладании у
препарата в этой дозе H1-гистаминоблокирующего и антипсихотического эффек-
тов. Доза 10 мг/кг продемонстрировала также сходство с антипсихотической дозой
галоперидола (0.196). В то же время НБК прогнозировал выраженное “каталепто-
генное” действие (сходство с галоперидолом в дозе 2.0 мг/кг, медианное значение
вероятности сходства – 0.206). Все три дозы хлорпромазина вызывали эффекты,
похожие на действие тропикамида в дозе 5 мг/кг. При этом прослеживалась дозо-
зависимость такого М-холиноблокирующего действия (0.049, 0.085 и 0.101 для доз
0.1, 1 и 10 мг/кг соответственно). Также для средней и высокой доз хлорпромазина

Рис. 5. Диаграмма рассеяния для первых четырех главных компонент, полученных по обучающей вы-
борке (a) и проекция на эти компоненты тестовых препаратов (b).
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Рис. 6. Результаты классификации наивным байесовским классификатором обучающей выборки.
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прогнозировалось некоторое сходство с дексмедетомидином в дозе 5 мг/кг (0.041 и
0.024 соответственно), что может говорить об их умеренном седативном действии.

Прометазин во всех вводимых дозах НБК определял в первую очередь как М-хо-
линоблокатор (медианное значение вероятности сходства с тропикамидом 5 мг/кг –
0.201, 0.247 и 0.295 для доз 0.5, 5 и 20 мг/кг соответственно). Также для этого препа-
рата была выявлена четкая прогнозируемая дозозависимость перехода от антипси-
хотического действия к каталептогенному (сходство с галоперидолом 0.3 мг/кг
0.131, 0.020 и 0.001, а с галоперидолом 2 мг/кг – 0.031, 0.075 и 0.198 для доз 0.5, 5 и
20 мг/кг соответственно). Интересно, что для прометазина предлагаемый подход
не позволил обнаружить сколько-нибудь выраженного H1-гистаминолокирующе-
го действия в любой из изучаемых доз.

Дроперидол в единственной тестируемой дозе был определен как “антипсихоти-
ческое” средство (сходство с галоперидолом 0.3 мг/кг 0.353) со слабым “М-холи-
ноблокирующим” эффектом (сходство с тропикамидом 5 мг/кг 0.047). Сульпирид
и тиаприд были отнесены к “антипсихотикам” со слабым или умеренным H1-ги-
стаминоблокирующим действием. Однако стоит отметить, что для обоих препара-
тов было показано достаточно высокое сходство с контрольной группой, которой
вводили физиологический раствор (0.091 и 0.459 для сульпирида и тиаприда соот-
ветственно).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ранее было показано, что НБК в комбинации с МГК может быть использован
для сравнения эффектов антипсихотических средств, а также их отличий от бензо-
диазепинового транквилизатора феназепама, обладающего седативной активно-
стью [6]. Тем не менее, общеизвестно, что нейролептики в зависимости от вводи-
мой дозы могут демонстрировать разный фармакологический эффект. Во многом
это связано с неизбирательностью рецепторного действия данных лекарственных
средств. Для большинства из них наиболее частыми второстепенными фармаколо-
гическими мишенями являются М-холинорецепторы, H1-гистаминовые рецепто-
ры, α-адренорецепторы и различные подтипы серотониновых рецепторов [11].
В связи с этим одним из ключевых этапов развития предлагаемого подхода как ин-
струмента фармакологического скрининга является запись эффектов референтных
препаратов в разных диапазонах доз. Несмотря на очевидность данного утвержде-
ния, в работах других авторов [21, 22], использующих фармако-ЭЭГ для скрининга
и классификации психопрепаратов, не было сделано акцента на дозозависимости
регистрируемых эффектов.

В настоящем исследовании была оценена чувствительность используемого алго-
ритма прогнозирования фармакологической активности к вышеупомянутой дозо-
зависимости эффектов двух выбранных нейролептиков – хлорпромазина и проме-
тазина. В качестве референтных препаратов были выбраны средства с наиболее
классическими фармакологическими эффектами, а именно антипсихотическим и
каталептогенным (галоперидол), атропиноподобным (тропикамид), H1-гистами-
ноблокирующим (хлоропирамин) и седативным/снотворным действием (дексме-
детомидин и феназепам). Стоит принимать во внимание, что все выбранные пре-
параты не являются селективными по отношению к своим главным фармакологи-
ческим мишеням: например, галоперидол способен блокировать серотониновые
5HT2A-рецепторы [11], а хлоропирамин, являясь представителем H1-гистами-
ноблокаторов 1-го поколения, не лишен М-холиноблокирующего действия [23].
В дальнейшем возможным решением данной проблемы может быть использова-
ние селективных агонистов/антагонистов интересующих молекулярных мишеней,
например, блокаторов D2-рецепторов раклоприда, L-741626 и др. Однако, как пра-
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вило, для таких молекул нет данных о клинических эффектах и фармакокинетике;
кроме того, со временем, при детальном изучении фармакодинамики того или
иного лиганда обнаруживаются новые фармакологические мишени, и он перестает
считаться селективным. Наиболее перспективным представляется последователь-
ное использование двух обучающих выборок, “от эффекта” и “от рецептора”, од-
нако такой подход требует экспериментальной валидации.

С помощью НБК было выявлено, что хлорпромазин в низкой дозе 0.1 мг/кг об-
ладает антипсихотическим и H1-гистаминоблокирующим действием, в дозе 1 мг/кг –
антипсихотическим, а в дозе 10 мг/кг становится заметным каталептогенный эф-
фект (рис. 5). В ранее опубликованной работе других авторов [24] показано, что
хлорпромазин в дозах 0.1, 1 и 5 мг/кг способен снижать эмоциональную гипертер-
мию у крыс в тесте “резидент–интрудер” (статистически значимо для дозы 5 мг/кг
и на уровне тенденции – для доз 0.1 и 1 мг/кг). Данный тест является чувствитель-
ным к действию ряда нейролептиков и рассматривается как перспективный для
оценки антипсихотического эффекта. Согласно данным Rebec и соавт., умеренное
каталептогенное действие у крыс хлорпромазин оказывает в дозах 5 и 10 мг/кг [25].
Таким образом, спрогнозированная в настоящей работе дозозависимость антипси-
хотического и каталептогенного действия хлорпромазина согласуется с литератур-
ными данными.

На основании литературных данных не представляется возможным сопоставить
спрогнозированную дозозависимость М-холиноблокирующего и H1-гистами-
ноблокирующего действия хлорпромазина. Тем не менее, не вызывает сомнения,
что эти эффекты должны возрастать с увеличением дозы вводимого антипсихоти-
ка. В данном исследовании только одна, низкая доза хлорпромазина была оценена
как “гистаминоблокирующая”, в то время как “атропиноподобное” действие уве-
личивалось от дозы 0.1 к дозе 10 мг/кг. Наиболее вероятным объяснением данному
феномену может быть то, что выраженное М-холиноблокирующее действие мас-
кирует H1-гистаминоблокирующее на ЭКоГ у крыс. На рис. 2 наглядно видно, на-
сколько слабо выражены эффекты хлоропирамина даже в достаточно высокой вво-
димой дозе (20 мг/кг) в сравнении с тремя дозами тропикамида. Также в пользу
маскировки H1-гистаминоблокирующего действия М-холиноблокирующим гово-
рят результаты, полученные для 3 доз прометазина (рис. 5).

Прометазин в настоящее время используется как противорвотное и противоал-
лергическое средство, а также для премедикации ввиду способности потенциро-
вать наркоз и вызывать искусственную гибернацию. Являясь производным фено-
тиазина и обладая дофаминолитическим действием, данный препарат серьезно
рассматривали в 50–60-е годы как антипсихотическое средство, однако проведен-
ное в 1960 г. двойное слепое плацебо-контролируемое исследование показало
бóльшую эффективность другого производного фенотиазина, хлорпромазина, при
терапии шизофрении [26]. В связи с этим, а также в связи с появлением в то же
время производных бутирофенона (а позднее еще и нейролептиков второго и тре-
тьего поколения) [27], интерес к прометазину как антипсихотическому средству
окончательно угаснет. В настоящей работе этот препарат не рассматривается как
недооцененный нейролептик, а служит лишь как средство валидации предлагае-
мой методики. Как и для хлорпромазина, для прометазина был продемонстриро-
ван дозозависимый переход от “антипсихотического” действия к “каталептоген-
ному” (рис. 5), что характерно для типичных нейролептиков. Заведомо зная, что
хлорпромазин является более сильным нейролептиком, чем прометазин, можно
сделать вывод, что рассчитанное медианное значение вероятности сходства с гало-
перидолом в дозе 0.3 мг/кг не является количественной характеристикой силы ан-
типсихотического эффекта, которую можно сравнивать между разными изучаемы-
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ми препаратами. Тем не менее, для всех доз прометазина (особенно для 5 и
20 мг/кг) было показано выраженное преобладание “М-холиноблокирующего”
действия над “антипсихотическим” (или даже “каталептогенным”), это косвенно
говорит о том, что изучаемый препарат в первую очередь – М-холиноблокатор, и
только в некоторой степени – антагонист дофаминовых D2-рецепторов. Данное
наблюдение полностью согласуется с ранее опубликованными значениями кон-
стант ингибирования (Ki, нM), отражающими аффинитет к дофаминовым и М-хо-
линорецепторам (табл. 1).

Дроперидол был определен как “классический” антипсихотик со слабовыра-
женным атропиноподобным эффектом. Как и в случае прометазина, полученные
данные согласуются со значениями Ki для D2-дофаминовых и М-холинорецепто-
ров (табл. 1). Атипичные нейролептики сульпирид и тиаприд, с одной стороны,
были отнесены НБК к антипсихотикам, с другой стороны, было продемонстриро-
вано их высокое сходство с физиологическим раствором и блокатором H1-гиста-
миновых рецепторов хлоропирамином. Сходство с галоперидолом в дозе 0.3 мг/кг
является ожидаемым и в очередной раз демонстрирует чувствительность предло-
женного метода для выявления антипсихотического действия. Тем не менее, два
других прогноза могут вызывать некоторые вопросы к правильности работы ал-
горитма. С одной стороны, сходство с физиологическим раствором и хлоропира-
мином может быть вызвано тем, что оба атипичных нейролептика и антагонист
H1-гистаминовых рецепторов вызывали слабые изменения ЭКоГ у крыс, в связи с
чем любые препараты, которые мало влияют на кору головного мозга, будут рас-
сматриваться как похожие друг на друга или на контрольную группу. Данное утвер-
ждение не лишено справедливости, принимая во внимание тот факт, что хлорпрома-
зин в дозе 0.1 мг/кг все же имел некоторое сходство с NaCl (рис. 5). С другой стороны,
эта же низкая доза хлорпромазина была четко определена как “гистаминоблокиру-
ющая” и “антипсихотическая”. Возможным решением данной проблемы в даль-
нейшем может быть использование других блокаторов H1-гистаминовых рецепто-
ров, которые будут лучше проникать через гематоэнцефалический барьер, обла-
дать большим аффинитетом к интересующим рецепторам и благодаря этому будут
в большей степени изменять амплитудно-спектральные характеристики ЭКоГ.
В рамках данной работы были также сделаны записи эффектов дифенгидрамина в

Таблица 1. Значения констант ингибирования (Ki, нM), отражающие аффинитет хлорпро-
мазина, прометазина, дроперидола, тиаприда и сульпирида к различным рецепторам

ДР – дофаминовый рецептор, ХР – холинорецептор, ГР – гистаминовый рецептор, NA – нет данных.

Препарат D2-ДР М-ХР H1-ГР

Хлорпромазин 11.0 [28]
19.0 [11]

1.5 [28]
60.0 [11]

25.0 [28]
9.1 [11]

Прометазин 260.0 [29] 3.32 (M1)
12.0 (M2)
4.15 (M3)
1.06 (M4)

3.31 (M5) [29]

0.24 [30]
0.33 [29]

Дроперидол 0.25 [31]
0.8 [32]

537.0 (M4)
1651.0 (M5) [32]

525.0 [32]

Сульпирид 8.2 [33]
13.0 [28]

>1300 [28] >80000 [28]

Тиаприд 226.0 [33] NA NA
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дозе 20 мг/кг (данные не представлены), однако эффекты этого препарата не были
более выраженными, чем таковые хлоропирамина.

Слабые ЭКоГ-эффекты некоторых препаратов может быть серьезной пробле-
мой для решения дальнейших задач прогнозирования с использованиями предло-
женного метода. Применение различных вариаций комбинаций алгоритмов
уменьшения размерности (PCA, LDA и др.) и методов машинного обучения (НБК,
KNN, SVM и др.), вероятно, позволит более эффективно разделить такие препара-
ты между собой. Также необходимо отметить, что настоящее исследование было
выполнено на здоровых животных, но в условиях патологии эффекты препаратов
могут не только становиться более выраженными, но и меняться. В связи с этим
представляет интерес проведение фармако-ЭЭГ исследований на эксперименталь-
ных моделях (генетических, фармакологических и др.) заболеваний ЦНС.

Другим возможным подходом (не исключающим первые два варианта) может
быть использование глубинных электродов для записи эффектов препаратов на
биоэлектрическую активность головного мозга у крыс. Например, Dimpfel в своих
работах использовал сигналы, записанные не только с коры головного мозга, но
также и со стриатума, гиппокампа и ретикулярной формации [4, 5]. Однако такой
подход требует уже большего времени изготовления электродов, длительности
процедуры хирургической имплантации, а также дополнительной гистологиче-
ской валидации расположения электродов после выведения животных из экспери-
мента, что не позволяет его рассматривать как инструмент быстрого и простого
фармакологического скрининга.

Отдельного внимания заслуживает прогнозирование сходства изучаемых препа-
ратов с дексмедетомидином и феназепамом. Как было сказано ранее, оба препара-
та обладают седативным действием, тем не менее, вызываемая седация является
разной как с точки зрения механизмов действия, так и по характеру влияния на
ЭКоГ у крыс. В большей степени седативное действие, вызываемое типичными
нейролептиками, принято ассоциировать с блокадой H1-гистаминовых рецепто-
ров [11, 34]. В связи с этим представляется логичным, что рассматриваемые в на-
стоящей работе антипсихотические средства демонстрировали очень слабое сход-
ство с α2-адреномиметиком дексмедетомидином и модулятором ГАМКА-рецепто-
ров феназепамом. С другой стороны, оба препарата все же обладают некоторой
тропностью к α2-адренорецепторам. Хлорпромазин в высоких дозах (1 и 10 мг/кг)
продемонстрировал сходство с дексмедетомидином в дозе 5 мг/кг, а прометазин –
практически нет (Ki хлорпромазина для α2-адренорецепторов по литературным
данным составляет 750 нМ, а для прометазина, в зависимости от подтипа рецепто-
ров – 256, 34, 353 нМ, для A-, B- и C-подтипов соответственно). Вероятно, в дан-
ном случае большую роль играет соотношение Ki рецепторов внутри одного кон-
кретного лиганда, и в случае прометазина его α2-адреноблокирующее действие,
как и H1-гистаминоблокирующее, может перекрываться атропиноподобным.

Подводя итоги, можно сделать вывод, что НБК в комбинации с МГК может быть
использован для выявления дозозависимости эффектов антипсихотических препа-
ратов по их влиянию на параметры ЭКоГ у крыс. Предлагаемый подход позволяет
оценить выраженность антипсихотического, каталептогенного, атропиноподобного
(М-холиноблокирующего), H1-гистаминоблокирующего, седативного или снотвор-
ного действия изучаемых препаратов в разных диапазонах доз. Слабая выраженность
действия некоторых психотропных препаратов (например, блокаторов H1-гистами-
новых рецепторов, а также производных бензамида сульпирида и тиаприда) может
требовать дополнительных методических подходов, в качестве которых могут быть
использованы более совершенные алгоритмы классификации и прогнозирования,
животные с моделями заболеваний или с глубинными электродами.
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Pharmacoencephalography (pharmaco-EEG) is a prominent instrument for the phar-
macological screening new psychoactive molecules. This experimental approach has
not remained a vestige of neurobiological studies, and can be used successfully to
complete today’s research objectives. The development and rise to universal use of
machine learning techniques opens up novel prospects for the use of pharmaco-EEG
data to solve the problems of classification and prognosis. We have previously shown that
naïve Bayes classifier (NBC) combined with the principal component analysis (PCA)
can be used to differentiate between antipsychotic and sedative drug effects as well as
to distinguish among the antipsychotics’ effects. In the present study, we evaluated the
possibility to employ this method to assess the dose-dependency of antipsychotic ef-
fects. The experiments were carried out in white outbred male rats with chronically
implanted electrocorticographic electrodes. As the agents of interest, we chose two
drugs with antipsychotic activity, chlorpromazine and promethazine, in three doses
each (0.1, 1, 10 mg/kg and 0.5, 5 and 20 mg/kg, respectively). The training set, used as
a reference to determine the pharmacological effects of the agents of interest, included
the D2-dopamine receptor blocker haloperidol, M-cholinergic receptor blocker tropi-
camide, H1-histamine receptor blocker chloropyramine, the sedative dexmedetomi-
dine, and the anxiolytic phenazepam. We have shown that the lowest chlorpromazine
dose (0.1 mg/kg) can be characterized as antipsychotic with a marked histaminolytic
effect, while the highest one (10 mg/kg) exhibits predominantly antipsychotic activity
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with a cataleptogenic effect. All the doses demonstrated anticholinergic activity, which
increased with the dose. For promethazine, we observed a clear dose-dependent tran-
sition from antipsychotic action to cataleptogenic, alongside a notable antimuscarinic
effect of all doses. None of promethazine doses showed any resemblance to chloropy-
ramine, which probably indicates its anti-dopaminergic and antimuscarinic effects be-
ing able to mask its H1-antihistamine effect in the used dose range. In summary, our
results demonstrate that NBC coupled with PCA can be used to determine the dose-
dependency of antipsychotic agents’ effects based on their impact on electrocortico-
gram parameters. Further development of this method as well as expansion of psycho-
tropic agent electropharmacogram library would allow for more precise prognosis of
pharmacological activity of the agents of interest.

Keywords: naïve Bayes classifier, machine learning, pharmacoelectroencephalography,
electrocorticography, antipsychotics, chlorpromazine, promethazine
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Нарушение фолдинга белка α-синуклеина, способствующее образованию ней-
ротоксичных олигомеров и агрегатов, является одной из основных причин гибе-
ли дофамин (ДА)-ергических нейронов компактной части черной субстанции
(кчЧС) при болезни Паркинсона (БП). Ранее мы установили, что фармакологи-
ческое ингибирование активности водного канала аквапорина-4 (AQP4), участ-
вующего в механизмах очистки мозга от амилоидогенных белков, усиливало
процесс нейродегенерации в нигростриатной системе и вызывало появление мо-
торных нарушений в лактацистиновой модели БП. Предполагается, что прогрес-
сирование нейродегенерации происходит из-за избыточного накопления пато-
логических форм α-синуклеина в кчЧС вследствие снижения активности AQP4.
Задача данного исследования – выяснить, приводит ли фармакологическое ин-
гибирование активности водного канала AQP4 в головном мозге к усилению α-
синуклеиновой патологии в кчЧС в модели БП у крыс. Эксперименты выполне-
ны на самцах крыс популяции Вистар. Активность AQP4 подавляли с помощью
ингибитора TGN-020, вводившегося в боковой желудочек головного мозга. Для
воспроизведения модели БП использовали специфический ингибитор протеа-
сом лактацистин (ЛЦ), который вводили билатерально в кчЧС. В исследовании
применены иммуноблоттинг и конфокальная микроскопия. Модель БП характе-
ризовалась патологическим накоплением общей водорастворимой и фосфори-
лированной по Ser129 форм α-синуклеина в ткани кчЧС и образованием нерас-
творимых агрегатов α-синуклеина в ДА-ергических нейронах кчЧС. Введение
TGN-020 приводило к усугублению α-синуклеиновой патологии в модели БП,
проявлявшемуся повышением уровней водорастворимой и модифицированной
форм α-синуклеина, а также увеличением количества агрегатов α-синуклеина в
черной субстанции в 1.9 раза. Предполагается, что дисфункция AQP4 является
одним из механизмов, приводящих к нейродегенерации и накоплению амилои-
догенных белков в паренхиме головном мозге при БП. Водный канал AQP4 мо-
жет явиться перспективной мишенью для разработки терапевтических подходов,
направленных на ослабление цитотоксичности, аккумуляции и распространения
α-синуклеина в головном мозге при развитии Паркинсон-подобной патологии.

Ключевые слова: аквапорин-4, α-синуклеин, нейродегенерация, убиквитин-про-
теасомная система, черная субстанция, болезнь Паркинсона
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ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Паркинсона (БП) – прогрессирующее хроническое нейродегенератив-
ное заболевание, является одной из актуальнейших биомедицинских проблем со-
временности. Это связано с тем, что БП, несмотря на активный поиск терапевти-
ческих подходов, по-прежнему остается неизлечимой, а ее распространенность не-
уклонно растет [1, 2]. Для решения этой проблемы необходимы исследования,
направленные на дальнейшее изучение патогенеза этого заболевания.

Характерной чертой БП является обширная дегенерация дофамин (ДА)-ергиче-
ских нейронов компактной части черной субстанции (кчЧС) и других структур го-
ловного мозга, что приводит к развитию комплекса моторных и немоторных симпто-
мов [3]. Согласно современной точке зрения, ключевым патогенетическим звеном
этого заболевания является избыточное накопление в клетках и межклеточном про-
странстве токсичных форм белка α-синуклеина. Физиологическая функция α-си-
нуклеина в клетке до сих пор до конца не выяснена. Однако в связи с тем, что он
локализован в основном в аксонах и пресинаптических окончаниях нейронов,
предполагается, что он принимает участие в регуляции везикулярного пула и пере-
дачи нервного импульса [4]. Особенностью данного белка является наличие сайтов
для модификаций (в частности, фосфорилирования) и способность к образованию
олигомеров, обладающих выраженным цитотоксическим действием, а также фиб-
рилл и агрегатов. Известно, что α-синуклеин может покидать нейроны, выходить
во внеклеточное пространство, передаваться другим нейронам по прион-подобному
механизму, а также захватываться астроцитами и микроглиоцитами путем рецеп-
тор-опосредованного эндоцитоза и фагоцитоза [5–7]. В связи с этим поиск фарма-
кологических препаратов или иных подходов, целью которых будет снижение ци-
тотоксичности, предотвращение накопления и распространения α-синуклеина,
представляется весьма важным и актуальным направлением.

Одним из факторов, приводящих к аккумуляции α-синуклеина в нейронах, яв-
ляется развивающееся с возрастом снижение эффективности работы систем дегра-
дации белков – убиквитин-протеасомной системы (УПС) и аутофаголизосомной
системы, обеспечивающих протеолиз внутриклеточных аберрантных белков и их
агрегатов [8]. Другим предрасполагающим к накоплению α-синуклеина фактором
может быть ухудшение клиренса различных метаболитов (и в том числе – амилои-
догенных белков) из паренхимы головного мозга, происходящее в результате сниже-
ния качества работы механизма, получившего название “глимфатическая система” [9,
10]. Согласно предложенной гипотезе, эта система обеспечивает выведение мета-
болитов и амилоидогенных белков в ликвор, откуда потом они могут элиминиро-
ваться при участии менингеальных лимфатических сосудов и глубоких шейных
лимфатических узлов [9–11]. Предполагается, что ликвор может поступать в толщу
мозга вдоль артериол, окруженных отростками астроцитов, формирующими гема-
тоэнцефалический барьер. На отростках астроцитов располагается селективный
водный канал аквапорин-4 (aquaporin-4, AQP4), являющийся наиболее распро-
страненным в центральной нервной системе представителем семейства аквапори-
нов. Входящая в состав ликвора вода с помощью AQP4 поступает в ткань мозга,
способствуя выведению метаболитов из ткани мозга в ликвор для последующей
элиминации при участии лимфатической системы. Однако следует отметить, что
механизмы, за счет которых достаточно крупные белки могут быть выведены в
ликворную систему, все еще не изучены. Несмотря на огромный интерес исследо-
вателей к глимфатической системе и ее роли в развитии различных неврологиче-
ских расстройств, представления о ней пока нельзя назвать окончательно сформи-
рованными из-за ряда противоречий и пробелов в знании относительно механиз-
мов ее функционирования и организации [11, 12].
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Водный канал AQP4 является ключевым участником глимфатической системы,
и его важнейшей физиологической функцией можно назвать участие в регуляции
водного и ионного баланса в ткани мозга [13]. В настоящее время активно исследу-
ется роль AQP4 в патогенезе нейродегенеративных заболеваний, однако пока ос-
новное внимание сосредоточено на болезни Альцгеймера. Показано, что глимфа-
тическая система обеспечивает выведение амилоидогенных белков из паренхимы
головного мозга в моделях болезни Альцгеймера у животных [14, 15]. Однако сте-
пень воздействия этой системы на удаление патологических форм α-синуклеина
из мозга и прогрессирование Паркинсон-подобных признаков БП остается пло-
хо изученной. Данные, имеющиеся в литературе, предполагают наличие взаимо-
связи между функциональной активностью AQP4 и БП. Выявлена отрицательная
корреляция между содержанием α-синуклеина и уровнем экспрессии AQP4 в ви-
сочной коре головного мозга у пациентов с БП [16]. Кроме того, было обнаруже-
но, что определенные варианты однонуклеотидного полиморфизма гена Aqp4 со-
пряжены с более высоким риском развития БП и появлением когнитивных нару-
шений [17, 18].

Связь между дисфункцией глимфатического клиренса и патологией БП посте-
пенно подтверждается и в моделях БП у животных. Показано, что при введении
нокаутированным по AQP4 мышам фибрилл α-синуклеина в дорсальный стриатум
через 3 месяца отмечается усиленное накопление фосфорилированного по Ser129
α-синуклеина в составе агрегатов в дорсальном стриатуме, коре мозга и кчЧС, со-
провождающееся увеличением числа погибших ДА-ергических нейронов и усугуб-
лением моторных нарушений [19]. Cледует отметить, что через 6 месяцев в кчЧС, в
отличие от других исследуемых структур, было отмечено снижение количества аг-
регатов α-синуклеина, однако их содержание у нокаутированных по AQP4 все рав-
но было выше, чем у мышей дикого типа. Авторы приходят к выводу, что снижение
экспрессии AQP4 может усугублять Паркинсон-подобную патологию, и возмож-
ной причиной является нарушение глимфатического пути. В другом исследовании
было показано, что у нокаутированных по AQP4 мышей, у которых индуцировали
оверэкспрессию человеческого A53T α-синуклеина в кчЧС, отмечается усиленное
накопление мономеров α-синуклеина через 2 недели после начала эксперимента,
что, по мнению авторов, указывает на тесное взаимодействие между AQP4-опосре-
дованной глимфатической системы и α-синуклеином, находящимся в паренхиме
мозга [20].

Однако для более полного понимания роли AQP4 в выведении из паренхимы го-
ловного мозга патологических форм α-синуклеина, характерных для БП, необхо-
димо использование не только нокаутированных по AQP4 животных, но и других
подходов, направленных на нарушение функционирования AQP4. Кроме того, та-
кие исследования предусматривают использование разных по патогенетической
значимости моделей БП у животных. Ранее в нашей лаборатории на основе угнете-
ния активности УПС в головном мозге с помощью лактацистина, созданы модели
доклинической и клинической стадий БП у крыс [21]. Эта модель патогенетически
обоснована и позволяет воспроизвести признаки α-синуклеиновой патологии, а
также другие патоморфологические, нейрохимические и поведенческие признаки
БП [8, 22–25]. В исследовании, выполненном нами ранее, было установлено, что
фармакологическое ингибирование активности водного канала AQP4 в лактацисти-
новой модели доклинической стадии БП у крыс приводит к прогрессированию ней-
родегенерации в нигростриатной системе и признаков моторного дефицита [26]. На-
ми высказана гипотеза, что прогрессирование нейродегенерации и моторных на-
рушений происходит из-за усиленного накопления патологических форм белка
α-синуклеина в ткани кчЧС вследствие снижения активности AQP4-опосредован-
ной глимфатической системы. Задача настоящего исследования – выяснить, при-
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водит ли фармакологическое ингибирование активности водного канала AQP4 в го-
ловном мозге к усилению α-синуклеиновой патологии в кчЧС в модели БП у крыс.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
Эксперименты были выполнены на взрослых самцах крыс популяции Вистар в

возрасте 6–7 мес. и массой тела 350–400 г, выращенных в виварии Института эво-
люционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН. Животных содержа-
ли в виварии Института с неограниченным доступом к пище и воде при естествен-
ном освещении и температуре воздуха 21–23°C.

Дизайн эксперимента и применяемые препараты
Для исследования нами была выбрана хроническая модель БП у крыс, разрабо-

танная в лаборатории сравнительной термофизиологии и созданная путем угнете-
ния активности УПС в нигростриатной системе [21]. Данная модель позволяет
воспроизвести основные патофизиологические признаки доклинической и клини-
ческой стадий БП у крыс (развитие α-синуклеиновой патологии, нейродегенера-
тивного процесса в нигростриатной системе и моторных нарушений). Для угнете-
ния активности протеасом использовали специфический ингибитор их фермента-
тивной активности лактацистин (ЛЦ) (Enzo Life sciences, Великобритания).
Введение ЛЦ осуществляли двукратно и билатерально в кчЧС в дозах 0.4 мкг/мкл
(первая микроинъекция ЛЦ) и 4.0 мкг/мкл (вторая микроинъекция ЛЦ). Интервал
между введениями составлял 7 дней. Для исследования влияния фармакологи-
чеcкого ингибирования AQP4 мы применяли ингибитор 2-(никотинамид)-
1,3,4-тиадиазол (2-(nicotinamide)-1,3,4-thiadiazole, TGN-020). Препарат был син-
тезирован В.А. Полукеевым (АО “Вектон”, Санкт-Петербург) в виде натриевой со-
ли для повышения растворимости согласно методическим протоколам разработ-
чиков препаратов [27]. Решение отказаться от коммерчески доступного TGN-020
было обусловлено тем, что это вещество плохо растворяется в водных растворах.
Для его разведения нужен диметилсульфоксид, применение которого для введения
в ликворную систему было нежелательно из-за возможного токсического эффекта.
TGN-020 вводили в боковой желудочек мозга в дозе 40 мкг и в объеме 6 мкл за
15 мин до введения ЛЦ. Используемая доза была подобрана при выполнении пред-
шествующего исследования [26]. Используемые в исследовании препараты раство-
ряли в стерильном фосфатно-солевом буфере (phosphate buffered saline (PBS), про-
пущенном через фильтр-насадку на шприц (PVDF, 0.22 мкм, Jet Biofil, Корея).
Стерильный PBS применялся в качестве контрольного раствора.

Для выполнения исследования путем простой рандомизации были сформирова-
ны следующие группы животных:

Группа 1. Контроль PBS + PBS (n = 6 (иммуноблоттинг) и n = 6 (иммуногистохи-
мическое исследование (ИГХ)); введение PBS (контрольного раствора) в левый бо-
ковой желудочек и в кчЧС);

Группа 2. TGN-020 + PBS (n = 6 (иммуноблоттинг) и n = 6 (ИГХ); введение
TGN-020 в левый боковой желудочек и PBS в кчЧС);

Группа 3. LC + PBS (n = 6 (иммуноблоттинг) и n = 6 (ИГХ); введение PBS в ле-
вый боковой желудочек и ЛЦ (LC) в кчЧС);

Группа 4. LC + TGN-020 (n = 6 (иммуноблоттинг) и n = 6 (ИГХ); введение TGN-020
в левый боковой желудочек и ЛЦ (LC) в кчЧС).

При проведении данного исследования и обработке результатов слепые методы
не применялись.
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Проведение операции по вживлению проводящих канюль
и техника выполнения микроинъекций препаратов

Для установки проводящих канюль животных наркотизировали с использова-
нием препарата Золетил (Zoletil®, Virbac, Франция), в дозе 60 мг/кг, внутримы-
шечно) и помещали в стереотаксическое устройство (Narishige, Япония). Канюли
располагали согласно данным атласа головного мозга для крыс линии Вистар [28]
по координатам: кчЧС – 5 мм каудальнее брегмы и 2 мм слева и справа от сагги-
тального шва и на глубину 5.5–6 мм, левый боковой желудочек – 0.5 мм каудальнее
брегмы, 1.5 мм латерально, 4 мм вглубь. Для того, чтобы зафиксировать канюли на
поверхности черепа, применяли зубной цемент “Акродент” (“Стома”, Украина).
После окончания операции канюли закрывали мандренами.

Введение препаратов начинали не ранее чем через 7–10 дней после операции.
Перед выполнением микроинъекций крыс наркотизировали золетилом (внутри-
мышечно, 45 мг/кг), фиксировали в стереотаксическом устройстве (Narishige,
Япония) и вводили препараты с помощью шприца Hamilton. Скорость введения
препаратов в канюлю составляла 0.5 мкл/мин (для TGN-020) и 0.1 мкл/мин (для
ЛЦ). Через 21 день после начала введения препаратов животных наркотизировали
с использованием хлоралгидрата (400 мг/кг), декапитировали и извлекали мозг для
подготовки проб для иммуноблоттинга или препаратов для иммуногистохимиче-
ского исследования.

Вестерн-блоттинг
Для оценки содержания в кчЧС белка α-синуклеина и его формы, фосфорили-

рованной в положении Ser129, был использован Вестерн-блоттинг. Образцы ткани
мозга, содержащие кчЧС, гомогенизировали с помощью пестика и лизировали с
применением буфера Radioimmunoprecipitation Assay (RIPA) buffer с добавлением
коктейля ингибиторов протеаз (Sigma, США) и фосфатаз PhosStop (Roche, Швей-
цария). Затем лизаты ткани центрифугировали и измеряли концентрацию белка в
супернатанте с помощью набора для колориметрического определения белка с ис-
пользованием бицинхониновой кислоты (ВСА) (Servicebio, Китай). Пробы раство-
ряли в однократном буфере для нанесения проб (SDS – 2%, TrisHClpH 6.8–62.5 мM,
глицерол – 10%, бромфеноловый синий, β-меркаптоэтанол – 10%), после чего вы-
полняли термическое демаскирование антигена при температуре 99°C в течение
8 мин. Количество белка, вносимого в лунку, составляло 20 мкг. Каждый гель со-
держал пробы, полученные и от контрольных, и от экспериментальных животных.
Разделение белков производили в 11%-ном полиакриламидном геле по Лэммли с
помощью электрофореза в камере Mini-Protean (Bio-Rad, США). После разделе-
ния белки из геля переносили на PVDF-мембрану (Bio-Rad, США) с размером пор
0.22 мкм. Для того чтобы предотвратить неспецифическое связывание антител,
мембраны инкубировали в течение 1 ч при комнатной температуре в PBS с добав-
лением 0.1% Tween-20 и 5% обезжиренного сухого молока. Для выполнения имму-
номечения применяли первичные моноклональные антитела мыши к общему α-си-
нуклеину (1 : 900, Santa-Cruz, США), поликлональные антитела кролика к α-си-
нуклеину, фосфорилированному в положении Ser129 (1 : 700; Elk, Китай) и
контролю нагрузки GAPDH (1 : 3000; Affinity, Китай). Инкубацию выполняли в те-
чение ночи при 4°С и постоянном бережном перемешивании на шейкере. В работе
использованы вторичные антитела козы к кролику и мыши, конъюгированные с
пероксидазой хрена (1 : 10000; Jackson’s Laboratories, США), инкубацию проводили
в течение 1 ч при комнатной температуре. Для выявления пероксидазной реакции
применяли набор ECL Immuno-Cruz (Santa-Cruz, США) и систему гель-докумен-
тирования ChemiDoc TM (Bio-Rad, США). Денситометрический анализ изображе-
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ний, полученных с помощью системы гель-документирования, осуществлялся с
помощью программы ImageJ/Fiji (NIH, США). Уровень серого белковых дорожек,
иммунореактивных к общему α-синуклеину и α-синуклеину, фосфорилированному в
положении Ser129, был скорректирован по фоновому сигналу и нормирован на
сигнал контроля нагрузки. Сигнал белка интереса контрольной группы принимали
за 100% и сопоставляли с ними сигналы остальных экспериментальных групп.

Метод ловушки на фильтре (Filter trap assay)
Метод ловушки на фильтре был применен с целью оценки количества агрегатов

α-синуклеина в ткани кчЧС. Лизаты кчЧС крыс инкубировали в 2%-ном растворе
SDS при 98°С в течение 5 мин. Затем в лунки камеры для дот-блоттинга Bio-Dot
(BioRad, США), на дне которой была расположена ацетат-целлюлозная мембрана
с диаметром пор 0.22 мкм, вносили по 200 мкг каждого образца. Камеру соединяли
с вакуумным насосом, под действием которого растворенные белки проходили
сквозь мембрану, а нерастворимые белковые агрегаты оставались на ней. После
этого мембрану промывали буферным раствором (10 мM Tris-HCl pH 8.0, 150 мM
NaCl, 0.1% SDS) и затем при комнатной температуре в течение 1 ч инкубировали в
блокирующем растворе (PBS c 0.1% Tween-20 и 5% обезжиренное сухое молоко).
Для иммуномечения мембрану инкубировали с первичными поликлональными
антителами мыши к общему α-синуклеину (1 : 900; Santa-Cruz, США) в течение
ночи при 4°С при постоянном бережном перемешивании на орбитальном шейке-
ре. Далее были применены вторичные антитела козы к мыши, конъюгированные с
пероксидазой хрена (1 : 10000; Jackson’s Laboratories, США), период инкубации со-
ставлял 1 ч при комнатной температуре. Визуализацию проводили с применением
набора ECL Immuno-Cruz (Santa-Cruz, США) и системы гель-документирования
ChemiDoc TM ((Bio-Rad, США). Анализ изображения также проводился с помощью
программы ImageJ/Fiji (NIH, США). Уровень серого при окрашивании белка в экс-
периментальных группах сопоставлялся с уровнем серого в контрольной группе.

Двойное иммуномечение и конфокальная микроскопия
Для выполнения иммуногистохимических исследований на криостате (Leica,

Германия) при температуре –21... –23°С были приготовлены чередующиеся серии
фронтальных срезов головного мозга, содержащие кчЧС. Толщина срезов составля-
ла 10 мкм, локализация кчЧС осуществлялась согласно атласу для крыс Wistar [28].
Срезы мозга, нанесенные на адгезивные предметные стекла Eprediа SuperFrost
(Fischer Scientific, США), сушили в течение суток при комнатной температуре в вер-
тикальном положении и хранили в морозильной камере при температуре –20°С. Для
того чтобы выяснить, происходит ли накопление α-синуклеина именно в ДА-ерги-
ческих нейронах кчЧС при фармакологическом ингибировании AQP4 в головном
мозге в модели БП, нами было выполнена процедура двойного иммуномечения с
использованием первичных поликлональных антител кролика против тирозингид-
роксилазы (ТГ), скорость-лимитирующего фермента синтеза моноаминов и мар-
кера ДА-ергических нейронов (1 : 1000; Abcam, Великобритания) и моноклональ-
ных антител мыши к α-синуклеину (1 : 100, Santa-Cruz, США). Инкубация про-
водилась в течение 12 ч при 4°С. В этом исследовании были применены
вторичные антитела осла против IgG кролика, конъюгированные с CF568 (крас-
ный сигнал, 1 : 500; Sigma, США) и вторичные антитела козы против IgG мыши,
конъюгированными с CF488 (зеленый сигнал, 1 : 500; Sigma, США). Препараты
исследовали на конфокальном микроскопе Leica TCS SL (Leica, Германия). Захват
изображения производили на 2 независимых каналах. Результирующие изображе-
ния получали с помощью программы Leica LAS-AF-Lite, дополнительный анализ
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области смешанного сигнала и подтверждение колокализации осуществлялся с по-
мощью программы ImageJ/Fiji (NIH, США).

Статистическая обработка результатов
Анализ полученных результатов проводился в программе GraphPad Prism 8.

Нормальность распределения проверяли с помощью критерия Шапиро–Уилка,
подходящего для анализа малых выборок. Статистическую обработку результатов
осуществляли с помощью t-критерия Стьюдента и двухфакторного дисперсионно-
го анализа ANOVA, с последующим Tukey post-hoc анализом. Различия результатов
между группами считали достоверными при уровне значимости p < 0.05, результа-
ты представлены в виде mean ± SEM.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проведенное исследование показало, что введение в ликворную систему голов-
ного мозга ингибитора водного канала AQP4 соединения TGN-020 не приводило к
изменению уровней общей водорастворимой и модифицированной (Ser129) форм
α-синуклеина в кчЧС (рис. 1a, 1b) по сравнению с контрольной группой (PBS + PBS).
Согласно данным, полученным с помощью метода “ловушки на фильтре” и кон-
фокальной микроскопии, TGN-020 не вызывает патологической агрегации белка с
формированием нерастворимых включений α-синуклеина в кчЧС (рис. 1c). На ре-
зультирующем изображении срезов кчЧС в ДА-ергических нейронах при введении
TGN-020 не обнаруживается агрегатов α-синуклеина (рис. 2a–2с). Полученные
данные свидетельствуют о том, что само по себе применение TGN-020 не вызывает
развития признаков α-синуклеиновой патологии. Ранее нами было установлено,
что выбранная доза TGN-020 не приводила к развитию нейродегенеративного про-
цесса в нигростриатной системе и появлению моторных дисфункций [26].

Далее мы показали, что в группе крыс, которым вводили ингибитор протеасом
ЛЦ (PBS + LC) для моделирования БП, отмечается увеличение уровня общей во-
дорастворимой и фосфорилированной по Ser129 форм α-синуклеина в ткани кчЧС
с формированием нерастворимых агрегатов α-синуклеина (рис. 1a–1c), что харак-
терно для БП. Агрегаты α-синуклеина средних размеров визуализировались не
только в цитоплазме, но и в ядрах ДА-ергических нейронов кчЧС (рис. 2h, 2i). Аг-
регация была специфической особенностью ДA-нейронов и не наблюдалась в моз-
ге животных, получавших только PBS. Сходные результаты были получены нами
ранее при моделировании БП у крыс с помощью ЛЦ [21, 22]. В исследовании, вы-
полненном нами ранее, было показано, что используемая ЛЦ-модель характеризо-
валась допороговым уровнем нейродегенеративного процесса в нигростриатной
системе (менее 50% погибших нейронов в кчЧС) и не сопровождалась развитием
моторных нарушений, что свидетельствовало о соответствии доклинической ста-
дии БП [26]. Выяснено, что введение ингибитора AQP4 животным в модели БП

Рис. 1. Влияние TGN-020 на содержание общей и фосфорилированной в положении Ser129 форм α-си-
нуклеина и на количество его агрегатов в черной субстанции в лактацистиновой модели БП у крыс.
(а) – α-синуклеин (общая форма); для каждой группы n = 6 (Interaction F(1, 20) = 5.6; p = 0.03; “TGN-020”
factor F(1, 20) = 8.7, p = 0.008; “LC” factor F(1, 20) = 253.6; p < 0.001)). 
(b) – α-синуклеин (фосфорилированная форма), для каждой группы n = 6 (Interaction F (1, 20) = 12.6;
p = 0.002; “TGN-020” factor F(1, 20) = 22.8, p < 0.001); “LC” factor F(1, 20) = 144.2; p < 0.001)). 
(с) – α-синуклеин (количество агрегатов), для каждой группы n = 4 (Interaction F(1, 12) = 48.9; p < 0.001;
“TGN-020” factor F(1, 12) = 46.1, p < 0.001; “LC” factor F(1, 12) = 324.6; p < 0.001)). 
*** – p < 0.001 – достоверность различий по сравнению с контролем;
## – p < 0.01, ### – p< 0.001 – достоверность различий между ЛЦ и TGN-020 + ЛЦ.
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Рис. 2. Влияние TGN-020 на содержание α-синуклеина в ДА-ергических нейронах компактной части
черной субстанции в лактацистиновой модели БП у крыс. 
Конфокальная микроскопия, масштаб 50 мкм: двойное иммуномечение с применением антител против
тирозингидроксилазы (ТГ; зеленый сигнал) и α-синуклеина (красный сигнал). На результирующих
изображениях стрелками показаны агрегаты α-синуклеина.

PBS + PBS

TH

TGN-020 + PBS

PBS + LC

TGN-020 + LC

�-syn Merge

(а) (b) (c)

(d) (e) (f)

(g) (h) (i)

(j) (k) (l)

(TGN-020 + LC) вызывает более выраженное накопление патологических форм
α-синуклеина. Мы отмечали прирост уровней общей водорастворимой формы
α-синуклеина в 1.3 раза и фосфорилированной Ser129 формы – в 1.4 раза (рис. 1a, 1b) в
кчЧС по сравнению с модельными животными, не получавшими TGN-020. Кроме
того, в этих опытах отмечено ускоренное агрегирование α- синуклеина, о чем сви-
детельствовало увеличение количества нерастворимых агрегатов α-синуклеина в
кчЧС в 1.9 раза (рис. 1c). Об этом свидетельствовала интенсивность окрашивания
следов нерастворимого α-синуклеина, который остался на ацетат-целлюлозной
мембране после фильтрации (рис. 1с). Эти данные согласуются с результатами
морфологического анализа, свидетельствующего о накоплении агрегатов α-си-
нуклеина в ДА-ергических нейронах кчЧС при введении TGN-020 (рис. 2j–l). Таким
образом, можно заключить, что фармакологическое ингибирование активности вод-
ного канала приводит к усилению характерных для БП признаков α-синуклеиновой
патологии. Эти данные согласуются с результатами предшествующего исследования,
в ходе которого нами было показано, что применение TGN-020 в условиях ЛЦ-мо-
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дели БП вызывало усиление нейродегенеративного процесса в нигростриатной си-
стеме, снижение содержания ТГ в ДА-ергических нейронах, развитие сенсомотор-
ного дефицита и появление признаков дисфункции тонкой моторики передних
конечностей, рта и языка [26].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Для того чтобы выяснить, приводит ли фармакологическое ингибирование ак-
тивности водного канала AQP4 в головном мозге к усиленному накоплению в
кчЧС патологических форм α-синуклеина, мы применили ЛЦ-модель БП у крыс,
для которой характерны признаки α-синуклеиновой патологии. Это проявлялось
увеличением содержания общей водорастворимой формы α-синуклеина и образо-
ванием нерастворимых агрегатов α-синуклеина в ДА-ергических нейронах кчЧС.
Эти данные согласуются с уже опубликованными исследованиями по этой модели
[21, 22, 25]. Следует отметить, что в ЛЦ-модели БП мы также наблюдали увеличе-
ние содержания фосфорилированной по Ser129 формы α-синуклеина, что харак-
терно для БП. Согласно распространенной точке зрения, данная модификация
α-синуклеина является одной из наиболее нейротоксичных и может способство-
вать агрегированию белка [29, 30].

Мы обнаружили, что фармакологическое ингибирование активности AQP4 в
ЛЦ-модели БП у крыс значительно ускоряет патологическое накопление α-си-
нуклеина в кчЧС; уровни растворимых мономерных форм α-синуклеина и моди-
фицированной (Ser129) формы значительно превышали уровни, характерные для
контрольных модельных животных. При этом накопление α-синуклеина в кчЧС
было сопряжено с увеличением количества его агрегатов в кчЧС, что указывает на
ускорение процесса агрегирования белка. Возможно, это являлось следствием
чрезмерного накопления фосфорилированной (Ser129) формы α-синуклеина.
Предполагается, что усиление α-синуклеиновой патологии при ингибировании
активности AQP4 в модели БП может быть одной из причин прогрессирования
нейродегенерации в нигростриатной системе и появления моторных нарушений,
свидетельствующих об ускорении перехода от доклинической стадии БП к клини-
ческой [26]. Полученные данные указывают на то, что AQP4-опосредованная
глимфатическая система играет важную роль в удалении растворимого α-синукле-
ина из ткани кчЧС и являются еще одним подтверждением, что дисфункция вод-
ного канала AQP4 может быть одним из механизмов патогенеза БП.

Прогрессирование патологических признаков БП при дисфункции водного ка-
нала AQP4 отмечено и в других исследованиях. Так, в модели α-патологии у мы-
шей, нокаутированных по AQP4 (AQP4+/–), обнаружено ускоренное накопление
патологического α-синуклеина и особенно его нерастворимой формы, содержа-
щей фосфорилированный α-синуклеин Ser129 в стриатуме, черной субстанции и
моторной коре [19]. Похожие результаты были получены в другом исследовании,
где было установлено, что индукция оверэкспрессии человеческого A53T-α-си-
нуклеина в ЧС у мышей, нокаутированных по AQP4, приводила к усилению накопле-
ния α-синуклеина, сопровождавшемуся увеличением числа погибших ДА-ергических
нейронов и усилением моторных нарушений [20]. Недавно показано, что ингиби-
рование активности водного канала AQP4 с помощью TGN-020 в 1-метил-4-фе-
нил-1,2,3,6-тетрагидропиридин (МФТП)-модели БП у мышей усугубляло не толь-
ко процесс нейродегенерации в нигростриатной системе, но и реактивный астро-
глиоз [31]. Усиление амилоидогенеза и нейродегенерации при введении ингибитора
TGN-020 отмечено и в животных моделях болезни Альцгеймера [14, 15].

Таким образом, полученные нами экспериментальные данные и данные литера-
туры подтверждают значимость водного канала AQP4 для выведения амилоидных
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белков по глимфатическому пути. Нарушение работы AQP4 может значительно
снизить эффективность глимфатического клиренса α-синуклеина из межклеточ-
ного пространства, приведя тем самым к усилению его распространения, интерна-
лизации другими клетками и усугублению нейродегенеративного процесса.
В пользу этой версии свидетельствуют результаты экспериментов с введением α-си-
нуклеина с флуоресцентной меткой в дорсальный стриатум и кчЧС нокаутирован-
ным по AQP4 мышам, где было отмечено замедление выведения трейсера [19, 20].
Похожий эффект был обнаружен при микроинъекциях меченого α-синуклеина в
кчЧС мышам, которым вводили ингибитор AQP4 ацетазоламид [20]. Однако точ-
ные механизмы выведения α-синуклеина и других амилоидогенных белков из тка-
ни мозга в ликвор остаются неизвестными и для того, чтобы их выяснить, требуется
продолжение исследований в этой области. Так как AQP4 вовлечен в регуляцию
водного обмена в мозге, можно предположить, что его дисфункция может приве-
сти к нарушению гидростатического давления и ионного баланса, изменению микро-
циркуляции жидкости между параваскулярным, межклеточным и внутриклеточным
пространством [32]. Дефицит AQP4 может приводить к снижению внеклеточного со-
держания ионов калия и накоплению внеклеточного глутамата и эксайтотоксич-
ности, которая, в свою очередь, может способствовать гибели ДА-ергических
нейронов при БП [32, 33]. Кроме того, установлено, что нокаутированные по
AQP4 мыши характеризовались более высоким уровнем окислительного стресса
в головном мозге [34]. Окислительный стресс известен как один из факторов,
предрасполагающих к посттрансляционной модификации α-синуклеина и агре-
гации [35]. Таким образом, ухудшение работы AQP4 приводит к разнообразным
нарушениям микроокружения и функционирования нейронов и других клеток
мозга. Накопление α-синуклеина и других амилоидогенных белков может быть
одним из последствий этих событий. Известно, что важную роль в очистке меж-
клеточного пространства от нейротоксичных форм α-синуклеина и других абер-
рантных белков играют астроциты, однако дисфункция AQP4 может нарушить
способность этих клеток к захвату и деградации α-синуклеина, а также вызвать
их гибель [6]. Микроглиоциты также могут поглощать α-синуклеин, однако при
этом они также способны продуцировать экзосомы, содержащие этот белок, что
способствует дальнейшему распространению α-синуклеиновой патологии и раз-
витию нейровоспаления [36].

Таким образом, результаты наших экспериментов являются еще одним под-
тверждением существования взаимосвязи между дисфункцией AQP4 и накопле-
нием α-синуклеина в головном мозге при развитии Паркинсон-подобной пато-
логии. Дальнейшее исследование роли AQP4 в контроле водного гомеостаза,
обеспечении благоприятных условий для функционирования клеток мозга и
своевременной “очистки” ткани мозга от цитотоксических форм α-синуклеина и
других белков, участвующих в патогенезе неизлечимых нейродегенеративных за-
болеваний, представляется весьма актуальным. Поиск путей воздействия на
функционирование, внутриклеточную транспортировку и локализацию этого ка-
нала может внести значимый вклад в разработку новых методов, направленных
на предотвращение или замедление развития Паркинсон-подобных патологий и
других нейродегенеративных заболеваний.
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Pharmacological Inhibition of the AQP4 Water Channel Activity Causes an Aggravation
of Alpha-Synuclein Pathology in the Substantia Nigra

in a Rat Model of Parkinson’s Disease
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The misfolding of the protein α-synuclein, which leads to the formation of neurototoxic
oligomers and aggregates, is one of the main causes of loss of dopaminergic (DA) neu-
rons within the substantia nigra pars compacta (SNpc) in Parkinson’s disease (PD). We
previously found that pharmacological inhibition of the water channel aquaporin-4
(AQP4), participating in the mechanisms of brain clearance of amyloidogenic proteins,
caused the aggravation of neurodegeneration in the nigrostriatal system and the develop-
ment of motor disturbances in a lactacystin model of PD. It was hypothesized that the
progression of neurodegeneration can be a result of the excessive accumulation of patho-
logic forms of α-synuclein due to the AQP4 inhibition. The aim of this study is to deter-
mine whether pharmacological inhibition of AQP4 activity in a rat model of preclinical
PD leads to an aggravation in α-synuclein pathology. The experiments were performed
on male Wistar rats. AQP4 activity was suppressed using the intracerebroventricular in-
jection of inhibitor TGN-020. To reproduce the model of the preclinical stage of PD, a
specific proteasome inhibitor lactacystin (LC) was used. It was injected bilaterally into
the SNpc. Immunoblotting methods and confocal microscopy were applied. The LC
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model of PD was characterized by a pathologic accumulation of total water-soluble and
Ser129-phosphorylated forms of α-synuclein, as well as by formation of insoluble α-sy-
nuclein aggregates in the DA-neurons of SNpc. TGN-020 caused a significant aggrava-
tion of α-synuclein pathology in the LC model of PD. It was manifested by a marked in-
crease in the level of water-soluble and modified forms of α-synuclein and by the 1.9-fold
rise in the amount of α-synuclein aggregates in SN. We suppose that the disfunction of
AQP4 which is involved in glymphatic system functioning, can be one of the mecha-
nisms leading to the neurodegeneration and accumulation of amyloidogenic proteins in
brain parenchyma during PD. The water channel AQP4 might be a target for the devel-
opment of new therapeutic approaches aimed at attenuation of the cytotoxicity, accu-
mulation and distribution of α-synuclein during the development of PD-like pathology.

Keywords: aquaporin-4, α-synuclein, neurodegeneration, ubiquitin-proteasome system,
substantia nigra, Parkinson’s disease
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Травматическое повреждение мозга (ТПМ, нейротравма) представляет собой се-
рьезную биомедицинскую проблему, особенно в связи с высокой распростра-
ненностью и риском смертности. Поэтому необходимо понимание механизмов
патогенеза ТПМ как в клинике, так в экспериментальных моделях на животных.
В исследовании использовали модель проникающей травмы мозга (теленцефало-
на) для изучения поведенческих и молекулярных последствий ТПМ у взрослых
рыб зебраданио (zebrafish, Danio rerio). Спустя четыре дня после индукции нейро-
травмы зебраданио демонстрировали гиполокомоцию в тесте незнакомого аква-
риума, нарушение рабочей памяти в Y-образном лабиринте и активацию экспрес-
сии в теленцефалоне гена isg15, который является биомаркером повреждения ней-
ронов. Кроме того, повреждение теленцефалона вызвало значительное снижение
уровня норадреналина (но не дофамина и серотонина) в мозге зебраданио, что мо-
жет отчасти объяснить наблюдаемые когнитивные дефициты, и подчеркивает по-
тенциальное вовлечение нейротрансмиттерных систем в патогенез ТПМ.

Ключевые слова: черепно-мозговая травма, зебраданио, конечный мозг, поведе-
ние, норадреналин, ген isg15
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ВВЕДЕНИЕ

Травматическое повреждение мозга (ТПМ) является повреждением ткани мозга
в результате механического воздействия, варьируя от легких сотрясений до тяже-
лых, угрожающих жизни черепно-мозговых травм [1]. Ежегодно более 60 миллио-
нов человек подвергаются ТПМ, и более 2% населения живут с вызванными им
неврологическими нарушениями, позволяя говорить о своеобразной “тихой эпи-
демии” ТМП [2]. Данная гетерогенная группа патологических состояний имеет
разнообразную этиологию и функциональные проявления [3]. Открытые ТПМ ха-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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рактеризуются видимыми повреждениями, кровотечением, возможной инфекци-
ей и серьезными последствиями. Закрытая травма, в свою очередь, происходит без
нарушения целостности черепа, но сам мозг при этом повреждается за счет дефор-
мации, сдавливания и растяжения [3]. Кроме того, ТПМ может быть классифици-
ровано как очаговое или диффузное, в зависимости от распределения поврежде-
ния в мозге [4]. ТПМ влечет за собой ряд функциональных последствий, которые
выходят за рамки острого периода травмы и могут сохраняться в течение длитель-
ного времени. В частности, распространенным эффектом ТПМ являются когни-
тивные дисфункции, в том числе нарушение внимания, памяти, исполнительных
функций и скорости обработки информации [5]. Эти дисфункции являются харак-
терным маркером ТПМ и наблюдаются как клинически, так и в разнообразных
моделях на животных. При ТПМ также распространены моторные нарушения
(затруднения двигательной активности и координации движений) [6], изменения
эмоциональных состояний (перепады настроения, раздражительность, депрес-
сия, тревога и эмоциональная неустойчивость) [7, 8], а также развитие целого ря-
да других заболеваний ЦНС, в том числе эпилепсии и болезней Альцгеймера и
Паркинсона [9–11].

Эксайтотоксичность является одним из ключевых механизмов вторичного по-
вреждения нейронов при ТПМ [12] и опосредована гиперактивацией рецепторов
возбуждающих нейротрансмиттеров (прежде всего глутамата), повышающих внут-
риклеточную концентрацию кальция через ионотропные рецепторы [13]. Исследо-
вания на грызунах [14, 15] и на людях [16, 17] указывают на увеличение внеклеточ-
ной концентрации глутамата в мозге после ТПМ. Вероятно, при ТПМ происходит
растяжение мембран нейронов, что создает микропоры, обеспечивающие приток
ионов натрия внутрь клетки [12], это приводит к деполяризации мембраны, акти-
вации потенциал-зависимых кальциевых каналов и высвобождению глутамата во
внеклеточное пространство, и, в итоге, избыточному притоку кальция в постси-
наптические нейроны [18].

Увеличение внутриклеточной концентрации кальция нарушает нормальное
функционирование клетки и активирует ее программируемую смерть [19]. Напри-
мер, рост его концентрации приводит к активации кальций-зависимых протеаз, ли-
паз и эндонуклеаз, которые инициируют разрушение клеточных структур [20], что
приводит к нарушению синаптической передачи, дисфункции нейронных сетей,
нарушению нейропластичности и расстройствам поведения, памяти и внимания.

Воспалительный процесс инициируется в первые минуты ТПМ в результате ме-
ханического повреждения ткани, а также высвобождения молекулярных фрагмен-
тов, ассоциированных с повреждениями (DAMPs) [21, 22]. Первичное повреждение
вызывает активацию резидентных иммунных клеток микроглии, которые служат
первой линией защиты ЦНС. Микроглия быстро претерпевает морфологические и
функциональные изменения, переходя из состояния покоя в активированное [23],
высвобождая провоспалительные медиаторы (цитокины, хемокины и простаглан-
дины) и способствуя окислительному стрессу и нейродегенерации [24].

Астроциты также быстро реагируют на ТПМ, претерпевая морфологические и
функциональные изменения (реактивный астроглиоз) [25] и образуя глиальный ру-
бец, который действует как физический барьер, ограничивающий распространение
повреждения. Активированные астроциты способны выделять провоспалительные
медиаторы, а также наблюдается нарушение обратного захвата ими глутамата из вне-
клеточного пространства, что способствует эксайтотоксичности [26]. Нарушение це-
лостности гематоэнцефалического барьера при ТПМ открывает возможность для
инфильтрации в мозг периферических иммунных клеток – нейтрофилов, макрофа-
гов и лимфоцитов, которые модулируют нейровоспаление, секретируя провоспали-
тельные медиаторы [27]. В этом процессе особую роль играют фактор некроза опу-
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холи-альфа (ФНО-α), интерлейкин-1β (ИЛ-β) и интерлейкин-6 (ИЛ-6), содержание
которых в мозге стремительно растет в первые часы после ТПМ [28–31]. Эти цито-
кины способствуют выработке и высвобождению других провоспалительных ме-
диаторов, усиливая нейровоспаление и нейроапоптоз.

Изучение патофизиологических аспектов ТПМ и их молекулярных механизмов
требует широкого спектра экспериментальных моделей на животных. Помимо
грызунов, следует отметить растущую роль альтернативных моделей ТПМ на ры-
бах зебраданио (zebrafish, Danio rerio) [32, 33]. Цель настоящей работы – валидиро-
вать на зебраданио модель ТПМ, вызванной проникающим повреждением телен-
цефалона, и оценить нейрохимические и геномные изменения в мозге зебраданио
в данной модели.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные и их содержание
В исследовании использовали 36 взрослых зебраданио дикого коротко-плавнико-

вого типа, возраст 3–5 мес., которые были приобретены у компании ООО “Аксо-
лотль” (Санкт-Петербург, Россия). Животные содержались в виварии Центра до-
клинических и трансляционных исследований Национального медицинского иссле-
довательского центра им. В.А. Алмазова в соответствии со стандартными условиями
[34]. Аутбредная линия дикого типа была использована в настоящем исследовании с
учетом популяционной валидности модели патогенеза ЦНС. В частности, в то время
как инбредные линии зебраданио более надежны для нейрогенетических исследо-
ваний, моделирование патологий ЦНС предполагает достижение сходства с “ре-
альными” заболеваниями человека, которые поражают генетически гетерогенные
популяции. Таким образом, использование аутбредных зебраданио является более
популяционно обоснованным и трансляционно релевантным подходом, соответ-
ствующим задачам настоящего исследования.

Для обеспечения оптимальных условий содержания использовалась автомати-
ческая система распределения и очистки воды ZebTec Active Blue Stand (Tecniplast,
West Chester, США). Рыбы размещались в ней группами по 15 особей в аквари-
умах объемом 3 литра. Температура воды автоматически поддерживалась на уров-
не 27 ± 0.5°C, а значение pH составляло 7.4. Интенсивность освещения составляла
950–960 люкс, с циклом свет/темнота 12/12 ч. Перед началом эксперимента живот-
ные прошли акклиматизацию в течение 2 недель. Все животные были эксперимен-
тально наивны и не подвергались никаким экспериментальным манипуляциям до
начала данного исследования. Все рыбы принадлежали одной популяции и были
случайным образом разделены на экспериментальные группы с помощью онлайн-
генератора случайных чисел. Распределение рыб по группам, проведение поведен-
ческих тестов и анализ данных выполнялись разными исследователями. При этом
каждой группе были присвоены кодовые обозначения, что обеспечивало независи-
мый анализ данных экспериментаторами относительно воздействия. Графическая
иллюстрация плана экспериментов представлена на рис. 1.

Постановка модели проникающего повреждения теленцефалона
Постановка модели проводилась согласно методике, описанной ранее [35].

В начале эксперимента животные подвергались анестезии путем погружения в рас-
твор трикаина (170 мг/мл этил-3-аминобензоат метансульфоната, Sigma Aldrich,
St. Louis, МО, США) на 40–60 с, затем фиксировались с помощью губки, также
смоченной в трикаине, и помещались под микроскоп. Травмирующее поврежде-
ние наносилось путем введения медицинской иглы (30 G) в медиальную область
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правой полусферы теленцефалона через крышу черепа на глубину 1.5–2 мм. После
этого рыб выпускали в аквариум с чистой водой для восстановления. В результате
описанных процедур выживаемость животных составляла 100%. Рыбы контроль-
ной группы были экспериментально наивны, не подвергаясь экспериментальным
воздействиям ранее (рис. 1).

Поведенческие тесты

Тест незнакомого аквариума был выбран как наиболее чувствительный и широ-
ко используемый метод для оценки параметров поведения и локомоции зебрада-
нио [36, 37]. Он представлял собой акриловый прямоугольный аквариум размером
20 см (высота) × 20 см (длина) × 5 см (ширина), заполненный водой до уровня 19 см.
Задняя и боковые стороны аквариума были окрашены в белый цвет для увеличе-
ния контрастности, а передняя сторона оставалась прозрачной. На расстоянии 1 м
от аквариума располагалась видеокамера SJCAM SJ4000 (SJCAM Ltd., Шэньчжэнь,
Китай). Запись производилась в течение 5 мин (после помещения зебраданио в ак-
вариум) с частотой 60 кадров в секунду. Далее с помощью программного обеспече-
ния Noldus IT EthoVision XT11.5 (Noldus IT, Wageningen, Нидерланды) были про-
анализированы поведенческие параметры зебраданио из сделанных видеозаписей:
преодоленная дистанция (см), средняя скорость (см/с), время, проведенное в не-
подвижном состоянии (с), латентный период первого заплыва в верхнюю часть ак-
вариума (с), время, проведенное в верхней половине аквариума (с) и количество
переходов в верхнюю половину аквариума.

Y-образный лабиринт является распространенным тестом для оценки рабочей
памяти зебраданио [38]. В ходе тестирования рыб помещали по одной в белые ак-
риловые Y-образные аквариумы, заполненные водой. Каждый аквариум состоял из
трех идентичных рукавов (длина 50,ширина 20, высота 140 мм), расположенных
под углом 120° друг к другу. Рыбы имели возможность свободно исследовать все
ответвления лабиринта в течение 15 мин, при этом их перемещение фиксировалось
на камеру. За это время животное делало определенное количество дискретных вы-
боров (как правило, более 100) – поворотов налево (L) или направо (R). Получен-
ные видеозаписи анализировались в программе Noldus Ethovision, фиксируя вре-
мя, когда рыба заплывала в каждое плечо (рукав) лабиринта и когда покидала его.

Рис. 1. Общий дизайн исследования. TBI – травматическое повреждение мозга (с периодом адаптации,
recovery) в сравнении с контрольной группой (Control), NTT – тест незнакомого аквариума, Y-maze –
тест Y-образного лабиринта. По оси приведены дни после TBI.
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Эти данные были преобразованы в последовательность символов L и R, обозначаю-
щих левые и правые повороты соответственно [39]. Полученные для каждой рыбы
последовательности были далее преобразованы в распределение по 16 тетрад
(LLLL, LLLR, LLRL, LLRR, LRLL, LRLR, LRRL, LRRR, RLLL, RLLR, RLRL, RLRR,
RRLL, RRLR, RRRL, RRRR), нормированным к общему количеству оборотов и
выраженным в %, согласно стандартным методикам [38].

Полимеразная цепная реакция в реальном времени (ПЦР-РВ)

Забор проб теленцефалона проводился непосредственно после проведения по-
веденческих экспериментов. Рыб умерщвляли путем погружения в ледяную воду,
до полной остановки дыхательных движений, после чего под микроскопом вскры-
вали крышу черепа и извлекали конечный мозг. Выделение РНК осуществлялось с
использованием реагента ExtractRNA (Евроген, Москва, Россия) по стандартному
протоколу для TriZol-опосредованной экстракции. Обратная транскрипция была
выполнена с помощью коммерческого набора MMLV RT kit (Евроген). Для прове-
дения ПЦР-РВ использовали коммерческую реакционную смесь 5X qPCRmix-HS
SYBR (Евроген). Сама реакция проводилась в системе ПЦР реального времени
CFX96 Touch (Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, США). Нуклеотидные последова-
тельности праймеров, используемых в данной работе, приведены в табл. 1.

Дизайн праймеров был осуществлен с использованием базы данных National
Center for Biotechnology Information (NCBI) Primer-BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Для расчета изменения отно-
сительной экспрессии генов использовался метод 2–∆∆Ct [40]. В качестве рефе-
ренсного гена был выбран eef1a1l1 – ген домашнего хозяйства, кодирующий эука-
риотический фактор инициации трансляции.

Высокоэффективная жидкостная хроматография

Высокоэффективная жидкостная хроматография с электрохимической детекци-
ей (ВЭЖХ-ЭХД) использовалась для анализа содержания моноаминов (норадрена-
лина, дофамина, серотонина) и их метаболитов (3,4-дигидроксифенилуксусной
кислоты – ДОФУК, гомованилиновой кислоты – ГВК и 5-гидроксииндолуксус-
ной кислоты – 5-ГИУК) в пробах головного мозга зебраданио. Методика основана
на модифицированной версии протокола, разработанного [41]. Анализ проводился
на хроматографе HTEC-500 (Eicom, San Diego, США) с использованием колонки
EICOMPAK CA-5ODS. Подвижная фаза для ВЭЖХ-ЭХД состояла из 0.1 М фос-
фатного буфера (pH 6.0), содержащего октансульфонат натрия (1.9 мМ), этиленди-
аминтетрауксусую кислоту (0.17 мМ) и метанол (1.13 М), pH подвижной фазы – 4.5.
Для нормализации данных был использован внутренний стандарт – 1%-ный рас-
твор 3,4-дигидроксибензиламина в 0.1 М HClO4 (добавлялся в пробы в соотношении
10 мкл на 1 мг ткани) и внешний стандарт – 0.1 М растворы серотонина, дофамина,

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров, использованных в работе

Целевой ген Прямой праймер Обратный праймер

eef1a1l1 CCCAGTGCTGGATTGCCACA GCGGCATCTCCGGATTTGAG

casp3a CCAGGGTCAACCATAAAGTAGC TCTTTGGTGAGCATTGAGACGA

Tnfa GGGCAATCAACAAGATGGAAG GCAGCTGATGTGCAAAGACAC

isg15 ACTTGATTTCGGTGCGACTTGC GCTGCATCGTCACCGAGTTAT
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норадреналина, ДОФУК, ГВК, 5-ГИУК и 3,4-дигидроксибензиламина (10 мкл
каждого раствора на 930 мкл 0.1 М HClO4). Все реактивы для ВЭЖХ были получе-
ны из Sigma Aldrich, St. Louis, США.

Статистическая обработка данных

Полученные данные анализировали с использованием языка программирова-
ния R (версия 4.2.1) в среде R-Studio (версия 2022.02.2). Проверка данных на нор-
мальность проводилась с помощью теста Колмогорова–Смирнова. Ввиду отсут-
ствия нормального распределения у исследуемых переменных, данные теста не-
знакомого аквариума, хроматографии и ПЦР анализировались с использованием
непараметрического теста Вилкоксона–Манна–Уитни для независимых выборок.
Для анализа распределения тетраграмм переходов в Y-образном лабиринте была
построена обобщенная линейная модель (GLM, Poisson distribution, log link), где
факторы “Группа”, “Тетраграмма”, и взаимодействие “Группа” × “Тетраграмма”
использовались в качестве предикторов. При обнаружении значимого влияния од-
ного из факторов или когда взаимодействие между факторами было значимым,
проводилось попарное сравнение с использованием оцененных маргинальных
средних (пакет R “emmeans”, коррекция значения p по методу Сидака). Различия
считались статистически значимыми при значении p < 0.05.

Расчет размера выборки (n) проводился на основании данных пилотного иссле-
дования с использованием функции pwrss.np.2groups пакета pwrss в R. Данная
функция позволяет определить примерное n для теста Вилкоксона с учетом желае-
мой мощности теста (0.80), уровня значимости (0.05), а также значений среднего и
стандартного отклонения среднего выбранной переменной для двух групп. В каче-
стве зависимой переменной была выбрана дистанция в тесте незнакомого аквариума
как один из наиболее важных поведенческих показателей. В пилотном исследовании
значения среднего и стандартного отклонения среднего составили 954 ± 371 см для
контрольной группы и – 643 ± 245 см для ТПМ (размер эффекта – 0.478). На осно-
вании этих данных было получено значение n = 16, которое было скорректировано
до n = 18 с учетом возможной смертности в результате экспериментальных воздей-
ствий. В ходе анализа данных удаления выбросов не проводилось. Ввиду поврежде-
ния видеофайлов результаты теста незнакомого аквариума не были получены для
трех животных (два из контрольной группы и одно из группы ТПМ). Критерием
для исключения из финального анализа в тесте Y-образного лабиринта являлось
меньшее, чем 100 число поворотов за время теста (отмечалось для двух зебраданио
из каждой группы).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние ТПМ на поведение в тесте незнакомого аквариума

ТПМ оказало статистически значимое влияние на поведение зебраданио в тесте
незнакомого аквариума, что выражалось в изменении дистанции, числа переходов
между зонами и времени нахождения в верхней половине аквариума (рис. 2 и табл. 2).
Рыбы, подвергнутые ТПМ, преодолевали меньшую дистанцию за время теста, а
также совершали меньшее число переходов между зонами в сравнении с контроль-
ной группой (p < 0.05), что говорит о снижении локомоторной активности. В то же
время травма мозга привела к увеличению времени, проведенному в верхней поло-
вине аквариума (p < 0.05).
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Рис. 2. Влияние травматического повреждения мозга (ТПМ, TBI) на поведение зебраданио в тесте не-
знакомого аквариума. Control – контрольная группа. Оценивали суммарное расстояние, преодоленное
животным за время теста (Distance), число переходов между верхней и нижней половинами аквариума
(Zone transitions) и суммарное время в верхней половине аквариума (Top duration). Данные представле-
ны как медиана ± межквартильный размах (n = 16–17 в группе) и проанализированы тестом Вилкоксо-
на-Манна-Уитни (Wilcoxon).
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Таблица 2. Сравнение ключевых поведенческих показателей теста незнакомого аквариума у
зебраданио 

Статистически значимые различия между группами выделены жирным шрифтом (критерий Вилкоксо-
на–Манна–Уитни, p < 0.05, n = 16–17 в группе). ТПМ – травматическое повреждение мозга. IQR – меж-
квартильный размах (interquartile range).

Группа Медиана Q1 Q3 IQR Критерий
Вилкоксона, W Значение р

Дистанция (см)
Контроль 1274.35 1130.12 1515.2 385.08 191 <0.01ТПМ 1059.64 860.83 1200.11 339.27

Количество переходов между зонами
Контроль 11 7 18.5 11.5 171.5 <0.05ТПМ 7.5 5 10.25 5.25

Время в верхней половине аквариума (с)
Контроль 126.4 87.2 161.13 73.93 51.5 <0.01ТПМ 188.6 149.9 228.9 79
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Рис. 3. Влияние травматического повреждения мозга (ТПМ, TBI) на распределение тетраграмм альтер-
нативных выборов в тесте Y-образного лабиринта (Tetragrams frequency distribution, n = 16 в группе). Control –
контрольная группа. Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего. *** – p < 0.001 (по-
парное сравнение оцененных маргинальных средних значений с коррекцией значений p методом Сида-
ка для множественных сравнений).
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Влияние ТПМ на поведение в Y-образном лабиринте.
Анализ обобщенной линейной модели показал значимое влияние фактора “тет-

раграмма” (p < 0.001), а также взаимодействия факторов “тетраграмма” × ”группа”
(p < 0.001) на процентное распределение альтернативных выборов зебраданио в
Y-образном лабиринте (рис. 3). Так, рыбы контрольной группы демонстрировали
естественное чередование (спонтанную альтернацию) левых и правых поворотов, о
чем свидетельствует характерное распределение переходов с преобладанием тетра-
грамм LRLR и RLRL (рис. 2, табл. 3). Подобное распределение соответствует типич-
ному поведению рыб в данном тесте, описанному в литературе [38, 42]. В группе ТПМ
спонтанная альтернация не была выражена, о чем говорит значительно меньший
процент тетрад LRLR и RLRL в сравнении с контрольной группой (p < 0.001). При
этом рыбы из группы ТПМ показали большую склонность к повторению левых по-
воротов, о чем говорит увеличение процентного отношения тетраграмм LLLL в
сравнении с контрольной группой (p < 0.001, рис. 3, табл. 3).

Дальнейший анализ распределения тетраграмм выявил статистически значимые
различия между группами по ключевым показателям теста – процентному отно-
шению чередований (тетраграммы LRLR + RLRL) и повторений (тетраграммы
LLLL + RRRR). Так, зебраданио из группы ТПМ показали увеличение процента
повторений относительно контрольной группы и снижение процента чередований
(p < 0.05, рис. 4 и табл. 4). Данные изменения принято интерпретировать как нару-
шение спонтанной альтернации как показателя рабочей памяти у зебраданио в
данном тесте [38].

Влияние ТПМ на содержание моноаминов и их метаболитов в мозге зебраданио
Анализ содержания моноаминов (норадреналина, дофамина и серотонина), а

также их метаболитов (гомованилиновой кислоты, 5-гидроксииндолуксусной кис-
лоты и диоксифенилуксусной кислоты) в целом мозге зебраданио представлены на
рис. 5 и в табл. 5. Травматическое повреждение теленцефалона вызвало статисти-
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чески значимое снижение уровня норадреналина в мозге зебраданио (p < 0.05 против
контрольной группы), при этом содержание других анализируемых веществ между
группами не различалось (p > 0.05).

Влияние ТПМ на экспрессию генов casp3a, tnfa и isg15 в теленцефалоне зебраданио
Анализ результатов ПЦР-РВ показал, что травматическое повреждение оказало

статистически значимое влияние на уровень экспрессии гена isg15 в теленцефало-

Рис. 4. Влияние травматического повреждения мозга (ТПМ, TBI) на поведение зебраданио в тесте Y-об-
разного лабиринта, в том числе процентное отношение чередований (Alternations) и повторений
(Repetitions) левых и правых поворотов. Control – контрольная группа. Данные представлены как ме-
диана ± межквартильный размах (n = 16 в группе) и проанализированы тестом Вилкоксона-Манна-
Уитни (Wilcoxon).
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Таблица 3. Сравнение частоты тетраграмм в тесте Y-образного лабиринта между экспери-
ментальными группами зебраданио

Статистически значимые различия выделены жирным шрифтом (попарное сравнение оцененных мар-
гинальных средних значений с коррекцией значений p методом Сидака для множественных сравнений).
Estimate – разница между оцененными маргинальными средними, SE – стандартная ошибка среднего,
ТПМ – травматическое повреждение мозга.

Сравнение Тетраграммы Estimate SE z-ratio p value

Контроль–ТПМ LLLL –1.59 0.29 –5.52 <0.001
Контроль–ТПМ LLLR –0.66 0.29 –2.29 0.02
Контроль–ТПМ LLRL –0.25 0.25 –1 0.32
Контроль–ТПМ LLRR –0.15 0.28 –0.55 0.58
Контроль–ТПМ LRLL –0.24 0.25 –0.97 0.33
Контроль–ТПМ LRLR 0.81 0.18 4.41 <0.001
Контроль–ТПМ LRRL 0.13 0.28 0.46 0.65
Контроль–ТПМ LRRR –0.17 0.28 –0.59 0.56
Контроль–ТПМ RLLL –0.56 0.29 –2.28 0.06
Контроль–ТПМ RLLR 0.19 0.26 0.74 0.46
Контроль–ТПМ RLRL 0.85 0.18 4.64 <0.001
Контроль–ТПМ RLRR 0.05 0.27 0.18 0.86
Контроль–ТПМ RRLL –0.21 0.29 –0.72 0.47
Контроль–ТПМ RRLR 0.12 0.27 0.43 0.67
Контроль–ТПМ RRRL –0.14 0.29 –0.48 0.63
Контроль–ТПМ RRRR –0.03 0.24 –0.14 0.89
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не зебраданио (p < 0.001 против контрольной группы), при этом изменений в экс-
прессии генов casp3 и tnfa обнаружено не было (p > 0.05; рис. 6 и табл. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Несмотря на высокую гетерогенность клинических форм ТПМ, можно выделить
некоторые общие закономерности, присущие всем видам данной патологии [43].
Первичные ТПМ возникают при физическом воздействии и вызывают разруше-
ние оболочек мозга и гематоэнцефалического барьера, разрыв кровеносных сосу-

Рис. 5. Влияние травматического повреждения мозга (ТПМ, TBI) на содержание моноаминов и их ме-
таболитов в целом мозге зебраданио (n = 10 в группе). Control – контрольная группа. Данные представ-
лены как медиана ± межквартильный размах и проанализированы тестом Вилкоксона-Манна-Уитни
(Wilcoxon). Norepinephrine – норадреналин, Dopamine – дофамин, Serotonin – серотонин, HVA – гомо-
ванилиновая кислота, DOPAC – дигидроксифенилуксусная кислота, 5-HIAA – 5-гидроксииндолуксус-
ная кислота.
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Таблица 4. Сравнение ключевых поведенческих показателей спонтанной альтернации в тесте
Y-образного лабиринта у зебраданио 

Статистически значимые различия между группами выделены жирным шрифтом (критерий Вилкоксо-
на–Манна–Уитни, p < 0.05, n = 16–17 в группе). Q1 – первый квартиль, Q3 – третий квартиль, IQR –
межквартильный размах. ТПМ – травматическое повреждение мозга.

Группа Медиана Q1 Q3 IQR Критерий
Вилкоксона, W Значение р

Повторения (%)
Контроль 7.58 4.9 11.04 6.14 25.5 <0.01ТПМ 13.85 10.86 21.65 10.79

Чередования (%)
Контроль 33.7 29.42 49.28 19.86 133 <0.001ТПМ 14.36 9.84 21.87 12.03
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Таблица 5. Сравнение содержания моноаминов в мозге зебраданио на фоне нейротравмы

Статистически значимые различия между группами выделены жирным шрифтом (критерий Вилкоксо-
на–Манна–Уитни, p < 0.05, n = 10 в группе). Q1 – первый квартиль, Q3 – третий квартиль, IQR – меж-
квартильный размах. ТПМ – травматическое повреждение мозга, ГВК – гомованилиновая кислота,
ДОФУК – дигидроксифенилуксусная кислота, 5-ГИУК – 5-гидроксииндолуксусная кислота.

Группа Медиана Q1 Q3 IQR Критерий
Вилкоксона, W Значение р

Норадреналин (пг/мг ткани)
Контроль 1825.61 1736.71 1922.6 185.89 86 0.005ТПМ 1250.67 1082.43 1466 383.56

Дофамин (пг/мг ткани)
Контроль 281.42 260.62 333.32 72.7 51 0.971ТПМ 294.76 224.18 326.57 102.38

Серотонин (пг/мг ткани)
Контроль 367.21 330.52 394.06 63.54 64 0.315ТПМ 310.89 273.36 385.85 112.49

ГВК (пг/мг ткани)
Контроль 44.11 36.23 67.7 31.47 48 0.912ТПМ 55.5 8.36 92.27 83.91

ДОФУК (пг/мг ткани)
Контроль 19.07 11.85 21.41 9.56 57 0.631ТПМ 14.57 13.22 19.29 06.08

5-ГИУК (пг/мг ткани)
Контроль 405.9 380.46 433.45 52.99 60 0.481ТПМ 391.03 342.72 412.89 70.17

Таблица 6. Сравнение экспрессии генов casp3a, tnfa и isg15 в теленцефалоне зебраданио на
фоне нейротравмы

Статистически значимые различия между группами выделены жирным шрифтом (критерий Вилкоксо-
на–Манна–Уитни, p < 0.05, n = 8 в группе). Q1 – первый квартиль, Q3 – третий квартиль, IQR – межк-
вартильный размах. ТПМ – травматическое повреждение мозга.

Группа Медиана Q1 Q3 IQR Критерий
Вилкоксона, W

Значение р

casp3a (относительный уровень экспрессии)
Контроль 1.04 0.7 1.26 0.56 46 0.16ТПМ 0.64 0.38 0.86 0.49 46

tnfa (относительный уровень экспрессии)
Контроль 0.54 0.45 01.01 0.56 42 0.33ТПМ 0.4 0.26 0.79 0.52 42

isg15 (относительный уровень экспрессии)
Контроль 1.03 0.8 1.39 0.59 0

<0.001ТПМ 25.81 16.37 30.93 14.55 0

дов, растяжение и разрыв аксонов, гибель нейронов и глиальных клеток [44].
В ходе первичных повреждений происходит неспецифическая гибель клеток. Пер-
вичные повреждения инициируют возникновение вторичных повреждений, кото-
рые проявляются в системных нарушениях (отек мозга, увеличение внутричереп-
ного давления, ишемия), а также активацией физиологических и клеточных меха-
низмов, таких как эксайтотоксичность, нейровоспаление, окислительный стресс,
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митохондриальная дисфункция, программируемая клеточная смерть [12]. Вторич-
ные повреждения могут развиваются в течение часов, дней или даже недель после
первичной травмы, а также выходить за пределы места первоначального поврежде-
ния, затрагивая соседние и отдаленные области мозга, и именно от характера и тя-
жести вторичных повреждений во многом зависят итоговые функциональные по-
следствия ТПМ.

Хотя ТПМ приводит к неспецифической смерти нервных клеток в результате
некроза в первые минуты после травмы, клинические и экспериментальные дан-
ные указывают на важность “второй волны” клеточной гибели за счет апоптоза и
других механизмов программируемой смерти клеток [45]. При ТПМ происходят
характерные апоптотические изменения морфологии клеток (сморщивание, фраг-
ментация ядер, конденсация хроматина, образование апоптотических телец), а так-
же маркеров фрагментации ДНК и активации проапоптотических белков [46–50],
прежде всего каспаз, которые расщепляют белки и вызывают гибель клеток (каспа-
зы 3, 6 и 7) либо активируют другие каспазы (каспазы 2, 8 и 9) [51]. При ТПМ наи-
более распространенной причиной апоптоза является чрезмерный уровень внут-
риклеточного кальция, вызванный эксайтотоксичностью [12], что приводит к ак-
тивации каспаз и разрушениям клеточных структур при апоптозе. Кроме того,
апоптоз инициируется связыванием лигандов смерти (ФНО-α) с соответствующи-

Рис. 6. Влияние травматического повреждения мозга (TBI) на относительный уровень экспрессии (fold
change) генов casp3a, tnfa и isg15 в теленцефалоне зебраданио (n = 8 в группе). Данные нормированы от-
носительно гена eef1a1l1. Control – контрольная группа. Данные представлены как медиана ± межквар-
тильный размах.
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ми рецепторами [52], также активируя каскад каспаз и, в результате, апоптоз. По-
мимо апоптоза, описано еще несколько механизмов программируемой смерти кле-
ток, активируемых в результате ТПМ, в том числе некроптоз, аутофагия, пироптоз
и ферроптоз [53–55].

В настоящем исследовании травматическое повреждение конечного мозга зеб-
раданио привело к выраженным поведенческим нарушениям, свидетельствуя об
успешности постановки модели нейротравмы. Так, на 4-й день после ТПМ рыбы
демонстрировали гиполокомоцию, выраженную в снижении преодоленной дистан-
ции в тесте незнакомого аквариума, а также в нарушении рабочей памяти, выражен-
ное в снижении относительного количества чередований и увеличении количества
повторений в тесте Y-образного лабиринта. Эти данные согласуются с результатами
других работ на модели зебраданио, в которых повреждение мозга вызывало по-
добные поведенческие изменения [56–58], а также с моделями ТПМ на млекопи-
тающих, в которых когнитивные и моторные нарушения являются одними из наи-
более распространенных функциональных последствий травмы мозга [59–61].

Интересным наблюдением является значительное увеличение экспрессии isg15
в группе с ТПМ (рис. 5). Данный ген кодирует убиквитин-подобный белок ISG15
(interferon-stimulated gene 15), который может связываться с другими белками-мише-
нями в процессе ISG-илирования (ISGylation), похожем на убиквитинирование [62].
Показано, что ISG15 может играть важную роль в патогенезе ТПМ, о чем свиде-
тельствует многократное увеличение экспрессии его гена ISG15, а также степени
ISG-илирования белков в моделях нейротравмы на мышах и пациентов с ТПМ [63].
Более того, активация этого гена наблюдается при повреждениях нервной ткани раз-
личной этиологии, что позволяет говорить о ISG15 как об общем маркере поврежде-
ний нейронов. Тем не менее, физиологическая функция ISG15, а также функцио-
нальные последствия его активации в ответ на травму, еще плохо изучены [64]. Ре-
зультаты настоящей работы впервые указывают на активацию системы ISG15 при
ТПМ у зебраданио, что свидетельствует о высокой эволюционной консервативно-
сти данного ответа, и позволяет использовать зебраданио в качестве модели для
ISG15-ассоциированных патологий.

Любопытно, что повреждение теленцефалона не оказало влияния на уровень
экспрессии генов каспазы-3 и ФНО-α (рис. 5). Каспаза-3 является ключевым эф-
фектором апоптоза, а ФНО-α – важным провоспалительным цитокином, участву-
ющим в инициации нейровоспаления при ТПМ, а также индуктором апоптоза.
Увеличение экспрессии генов этих биомаркеров описано в моделях ТПМ как на
рыбах [65–67], так и на млекопитающих [28, 68–71]. В настоящей работе отсутствие
эффекта на них после примененного ТПМ может быть связано с более поздним сро-
ком забора проб для анализа (4 дня после травмы), когда основная острая фаза вос-
палительного ответа уже миновала. В пользу такого предположения говорит резкое
увеличение уровня экспрессии tnfa в первые часы после травмы, сменившееся посте-
пенным снижением, с возвратом к физиологическим значениям на 3- 4-й день в той
же модели ТПМ [66]. Увеличение экспрессии гена каспазы-3 в модели ТПМ рыб на-
блюдалось через 20 ч после повреждения, но не через 3 дня [65]. Аналогично, в мо-
делях на грызунах увеличение экспрессии гена ФНО-α наблюдается в первые часы
после травмы мозга, после чего этот показатель возвращается к норме [28, 68].
Напротив, увеличение экспрессии гена каспазы-3, а также содержания активи-
рованной формы этого белка у млекопитающих наблюдается через дни или даже
месяцы с момента травмы [69–71]. Таким образом, настоящее исследование ука-
зывает как на сходства, так и на различия молекулярного ответа на нейротравму у
зебраданио и млекопитающих.

Наконец, повреждение теленцефалона вызвало значительное снижение уровня
норадреналина в ткани головного мозга зебраданио (рис. 4). У зебраданио, как и у
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млекопитающих, тела норадренергических нейронов локализованы в голубом пят-
не ствола головного мозга, откуда восходящие проекции направляются к другим
отделам [72]. Учитывая локальность наносимой травмы, наблюдаемые нейрохими-
ческие изменения, вероятнее всего, связаны со вторичными повреждениями, вы-
званными ТПМ, нежели с механическим повреждением нервной ткани. Норадре-
нергические нейроны, наряду с дофаминергическими, наиболее подвержены мета-
болическим нарушениям, возникающим в результате их повреждения [73]. Так,
норадренергические нейроны голубого пятна демонстрируют высокую чувстви-
тельность к окислительному стрессу, вызванному нейровоспалением [74]. Показа-
но снижение содержания норадреналина и уменьшение числа норадренергических
нейронов в стволе мозга в ответ на проникающую травму сенсомоторной коры у
крыс, что может быть связано с окислительным стрессом [75]. Поскольку норадре-
налин играет важную роль в регуляции многих функций ЦНС [76], снижение уров-
ня этого моноамина в мозге зебраданио может быть отчасти ответственно за на-
блюдаемые в работе когнитивные и моторные нарушения.

В целом, перспективность использования зебраданио в моделях ТПМ связана с
сочетанием этим организмом как эволюционно консервативных, так и отличных
от млекопитающих особенностей. Так же, как у грызунов, ТПМ у зебраданио вы-
зывает развитие вторичных повреждений, связанных с эксайтотоксичностью, ней-
ровоспалением, окислительным стрессом и апоптозом [57, 77, 78]. При этом рыбы
обладают несопоставимо большей способностью к нейрорегенерации за счет ин-
тенсивного нейрогенеза – мозг взрослой зебраданио содержит 16 зон активной
пролиферации нейронов в сравнении с двумя у млекопитающих [79]. Таким обра-
зом, в то время как у млекопитающих ТПМ приводит к перманентному разруше-
нию нейронных связей, аккумуляции вторичных повреждений и образованию гли-
ального рубца, зебраданио способны достаточно быстро регенерировать обширные
повреждения без долгосрочных последствий [35]. Раскрытие молекулярных меха-
низмов регенерации мозга у рыб может позволить определить потенциальные те-
рапевтические мишени, способствующие репарации нейронов и функционально-
му восстановлению при повреждениях ЦНС у человека. Кроме того, сравнитель-
ный анализ ответа на травму мозга у зебраданио и млекопитающих может дать
ценную информацию о барьерах, препятствующих нейрорегенерации у высших
позвоночных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В целом настоящее исследование показало, что нейротравма конечного мозга
зебраданио вызывает когнитивные и моторные нарушения, увеличение экспрес-
сии isg15 и снижение содержания норадреналина в мозге. Поведенческие измене-
ния, наблюдаемые в настоящей модели, согласуются с таковыми в моделях на мле-
копитающих и у пациентов с ТПМ, что свидетельствует о ее трансляционном по-
тенциале. Для зебраданио активация экспрессии isg15 в ответ на травму была
показана впервые, что может указывать на наличие эволюционно консервативного
механизма ответа на травму ЦНС, опосредованного ISG15. Кроме того, было впер-
вые описано влияние ТПМ на состояние моноаминергических систем зебраданио,
что является важным дополнением к существующему описанию нейрохимических
изменений в данной модели при нейротравмах.
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Behavioral, Genomic and Neurochemical Deficits Evoked by Neurotrauma
in Adult Zebrafish (Danio rerio)
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Traumatic brain injury (TBI) is a serious biomedical problem with high prevalence and
mortality risks. Understanding TBI in traditional (e.g., rodent) animal models often
presents challenges due to the complexity of their brain and its limited regenerative capa-
bilities. Here, we present novel data obtained using the zebrafish TBI model based on a
stab wound of telencephalon, aiming to investigate behavioral and molecular consequenc-
es of TBI in zebrafish. Four days following the injury, adult zebrafish displayed hypoloco-
motion in the novel seen tank test and impaired working memory in the Y-maze test, par-
alleling behavioral deficits in rodent models and human TBI patients. Molecular analyses
of key genes involved in the inflammatory response and cell death pathways revealed a re-
markable upregulation of the interferon-stimulated gene 15 (isg15) in the injured telen-
cephalon, a general biomarker for neuronal damage. Furthermore, noradrenaline (but
not dopamine or serotonin) levels in whole-brain tissue declined following TBI, likely
contributing to the observed cognitive deficits and implicating neurotransmitter dysreg-
ulation in TBI pathogenesis.

Keywords: traumatic brain injury, zebrafish, telencephalon, behavior, noradrenaline, isg15
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science and Biobehavioural Reviews, Neurology, Psychiatry and Brain Research, Pharma-
cology and Drug Toxicology и ряда других международных журналов. Под его редак-
цией опубликованы первые в мире монографии по нейробиологии серотонинового
транспортера, по нейробиологии груминга (2008 г.), а также по нейробиологии
зебраданио (2012, 2017 гг.).

Помимо большой организаторской и международной деятельности, А.В. Калуев
продолжает активную педагогическую деятельность. “Хороший ученый должен быть
удачливым, наблюдательным и немножко упрямым. При этом никогда не бойтесь мне-
ния критиков, не бойтесь идти против течения – ведь все крупные научные мысли ко-
гда-то воспринимались в штыки” – убежден А.В. Калуев. Сам же научный поиск в
своих лекциях и беседах с коллегами он сравнивает с движением Поезда науки (the
Train of Science): “Поезд науки никого не ждет, он движется только вперед и на пол-
ной скорости” – говорит ученый. А его коллеги и многочисленные ученики по все-
му миру уже хорошо знают, что такое Поезд науки, и часто используют это сравне-
ние в своих лекциях и выступлениях.

Вклад в нейробиологию А.В. Калуева по достоинству оценен научным сообще-
ством. Так, например, опубликованные им работы набрали более 23000 цитирова-
ний, сделав его одним из часто цитируемых российских ученых. В 2022 и 2023 гг.
международным рейтингом ученых Research.сом он назван самым цитируемым
нейробиологом России. В 2021 г. А.В. Калуев избран членом Европейской акаде-
мии по отделению нейронаук и физиологии, а в 2022 г. – Профессором РАН по сек-
ции медико-биологических наук Отделения медицинских наук РАН. Быть ученым,
как показывает его научный путь – это значит не принадлежать себе, а полностью
погружаться в мир неизведанного. В то же время, “изучение мозга – самого сложного
органа, подлинного венца эволюции – это большая привилегия и ответственность” –
подчеркивает А.В. Калуев.

Редакция журнала, а также коллеги и ученики Алана Валерьевича Калуева сер-
дечно поздравляют его с юбилеем и желают крепкого здоровья, удачи и новых
творческих свершений.
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