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Часть III

КОГНИТИВНЫЕ ФУНКЦИИ И ИХ РЕГУЛЯЦИЯ
В НОРМЕ И ПРИ ПАТОЛОГИИ

Глава 1

КОГНИТИВНЫЕ  ФУНКЦИИ
В НОРМЕ И ПРИ НЕКОТОРЫХ 
ПСИХИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ

Организация высших форм памяти у человека
и структуры гиппокампа

А.М. Иваницкий

Содержание
1. Память и медио-базальные отделы височной коры. 

Семантическая и эпизодическая память человека
2. Электрофизиологическое выражение работы семантической 

и эпизодической памяти
3. Избирательное вербальное внимание, семантические системы 

мозга и их связь с памятью
4. Нейрохимическая гетерогенность структур, отвечающих

за память и внимание. Возможные клинические следствия

1. Память и медио-базальные отделы височной коры. 
Семантическая и эпизодическая память человека

Память – важнейшая функция мозга. Достаточно сказать, что все высшие фун-
кции мозга невозможны без участия памяти, а его наиболее совершенное прояв-
ление в виде сознание человека основано на сопоставлении новой информации с 
памятью (Иваницкий, 1976, 1997, 2004; Edelman, 1989, 2000). В частности, важным 
свойством сознания представляется способность сохранять в памяти последова-
тельность происходивших событий и произвольно извлекать их из недр памяти. 
Французский философ Анри Бергсон называл данное свойство «памятью души», в 
отличие от «памяти тела», ответственной за двигательные и другие навыки. Совре-
менная терминология именует их соответственно как эпизодическая (декларатив-
ная) и процедурная (рабочая) память.

Сокращения: ВП – вызванный потенциал.
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Последние десятилетия ознаменовались прорывом в исследовании их мозговых 
механизмов (Виноградова, 1975; Squire, Zola, 1996; Mishkin et al., 1997). Считается, 
что долговременная память связана преимущественно с ассоциативной корой. По 
одной из гипотез, в адресации памятных следов в определенные участки коры важ-
ную роль играют медио-базальные отделы височной области полушарий, включа-
ющие энторинальную и перинатальную кору и гиппокамп (он представляет собой 
изогнутую полоску нейронов, напоминающую по форме морского конька, откуда и 
название). Вышеназванные образования имеют обширные связи как между собой, 
так и с проекционными и ассоциативными отделами коры. При запоминании они 
направляют сигнал в ассоциативную кору для длительного удержания в памяти, а 
при необходимости вспомнить – указывают адрес, где хранится связанная с посту-
пившим сигналом информация. Для ясности приведем простой пример. Долговре-
менная память соответствует книгохранилищу в библиотеке, а гиппокампальный 
комплекс можно сравнить с каталогом, который показывает, где хранится нужная 
книга. Согласно другим взглядам, и само хранение информации может происхо-
дить в медио-базальных отделах полушарий.

Различие между разными отделами гиппокампального комплекса заключается 
в том, что энторинальная кора участвует в сохранении сведений вне их связи с 
контекстом (иногда это обозначается как семантическая память), а гиппокамп ва-
жен для эпизодической памяти, хранящей сведения в их связи с контекстом. По Р. 
Томпсону (Thompson, 2005), в первом случае в памяти сохраняются факты, а во 
втором – события. Используется и такой пример. Предположим, что вы встречаете 
человека, лицо которого вам знакомо, но вы не можете вспомнить, кто он – это уз-
навание, или семантическая память. Если же вы помните, кто этот человек, и при 
каких обстоятельствах вы познакомились, речь идет о вспоминании, об эпизоди-
ческой, или декларативной, памяти.

2. Электрофизиологическое выражение работы 
семантической и эпизодической памяти

Оба вида памяти, особенно при запоминании вербальной информации, имеют 
определенное электрофизиологическое выражение в рисунке вызванных потенци-
алов (ВП) мозга (Rugg et al., 1998). Они проявляются в виде позитивного сдвига 
его поздних «когнитивных» волн с латентностью около 400 мс для семантической 
и 500–700 мс для эпизодической памяти, что было доказано, в частности, с помо-
щью прямого отведения ВП у больных (Halgren, Smith, 1987) от гиппокампальных 
структур через вживленные электроды. Описаны также различия корковых ВП, 
связанные с узнаванием и вспоминанием, в виде так называемых париетального и 
лобного эффекта (Rugg, Curran, 2007). В последнее время установлено, что узнава-
ние может проявляться и в изменении амплитуды более ранних волн с латентнос-
тью до 100 мс (Ivanitsky et al., 2009). Кроме того, вспоминание отличается от узна-
вания значительно большим количеством связей между отделами коры (Burdgess, 
Ali, 2002).
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Повреждение гиппокампа приводит к нарушению эпизодической памяти. Такие 
больные могут достаточно хорошо усваивать новые сведения, в том числе язык, 
успешно учиться в школе и иметь достаточно высокий интеллектуальный коэффи-
циент. В то же время, они беспомощны в повседневной жизни, так как не помнят 
последовательности событий, не ориентируются во времени, не могут составить 
плана на будущее (Vargha-Khadem et al., 2001). Англоязычные авторы говорят при 
этом о нарушении двух свойств: принадлежности (belongings) и приурочения со-
бытия ко времени (appointments). Интересно, что данное заболевание проявляется 
только с 5–6-летнего возраста, то есть с того момента, когда здоровый человек на-
чинает себя помнить. Известно также, что многие проявления болезни Альцгейме-
ра, особенно на ее ранних этапах, связаны с поражением медио-базальных отделов 
височной коры.

В сохранении в памяти последовательности событий важную роль, наряду с 
гиппокампом, играет и лобная кора (Goldman-Rakic, 1996). В ней можно выделить 
три группы нейронов: одни реагируют на действующий сигнал, другие сохраняют 
его след до того момента, когда необходимо дать поведенческий ответ, и наконец, 
третьи включают ответную реакцию. Нейроны разряжаются последовательно и как 
бы передают эстафету от одной группы к другой. Можно заключить, что эпизоди-
ческая память обеспечивается взаимодействием лобной коры и гиппокампа.

Помимо отслеживания временной последовательности событий, структуры 
гиппокампального комплекса играют важную роль в ориентации в ппространстве. 
Около 40 лет назад в гиппокампе у крыс были обнаружены так называемые «клеки 
места (place cell)» (O’Keefe, Dostrovsky, 1971). Они возбуждаются при нахождении 
животного в определенной точке жизненного пространства. Более поздними ис-
следованиями было описано еще два вида клеток (Wills et al., 2010; Palmer, Lynch, 
2010).

Первый из них – «клетки направления (direction cell)» в субикулуме (основа-
нии гиппокампа), которые возбуждается, когда голова животного поворачивается 
в определенную сторону. Второй вид – «клетка сетки (grid cell)» в энторинальной 
коре – возбуждается при пересечении животным узлов воображаемой координат-
ной сетки. Интересно, что первые два вида клеток – клетки места и клетки направ-
ления – имеются уже у новорожденных крысят и, следовательно, их функция не 
зависит от обучения.

Таким образом, структуры гиппокампальной области ответственны за два важ-
нейших параметра соотношения субъекта с окружающим миром: его привязке ко 
времени и пространству.

3. Избирательное вербальное внимание, 
семантические системы мозга и их связь с памятью

Наши исследования показали также, что память играет важную роль в меха-
низмах избирательного внимания к словесным сигналам, когда человек должен 
реагировать лишь на слова, исходящие из одного источника, выделяя их из мас-
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сы других. Такая ситуация возникает, например, когда человек читает книгу при 
включенном радио. Иногда это явление обозначают как «эффект коктейль-парти». 
Сложность эффекта заключается в том, что слово всегда имеет определенную зна-
чимость, несет смысловую нагрузку. В нашей работе (Иваницкий и др., 2003) ис-
пользовалась запись ВП мозга на слова, одновременно появлявшиеся на экране мо-
нитора и звучавшие через компьютерные колонки. Задача испытуемого состояла в 
том, чтобы запомнить как можно больше слов, поступавших по одному из каналов, 
игнорируя другие. Как правило, эта задача успешно выполнялась. Действительно, 
после опыта испытуемые могли назвать достаточно много слов, поступивших по 
релевантному каналу, и почти не помнили незначимые слова. В контрольной се-
рии, когда нужно было запоминать все слова, число активно названных слов равно-
мерно распределялось между прочитанными и услышанными словами, а их общее 
число было приблизительно равно числу слов, запомненных при включении изби-
рательного внимания. Как уже говорилось, запоминание и извлечение из памяти 
вербальной информации имеет определенное электрофизиологическое выражение 
в «когнитивных» компонентах ВП с латентностью от 400 до 700 мс. Было установ-
лено, что ВП на значимые слова характеризовался позитивным сдвигом, в то время 
как в ответ на игнорируемый сигнал имел место негативный сдвиг потенциала, то 
есть сдвиг, обратный по полярности тому, который возникал при запоминании (рис. 
1). ВП в этом временном отрезке был даже более негативен, чем ВП при отсутс-
твии задания запоминать слова, что свидетельствует об активном торможении про-
цессов запоминания. Использование метода локализации дипольных источников 
этого негативного потенциала показало, что источник этого сдвига локализовался 
именно в гиппокампе, что говорило о блокаде эпизодической памяти. Источник по-
зитивного сдвига потенциала на релевантные слова локализовался в парагиппокам-
пе, который включает и энторинальную кору, что говорит о работе семантической 
памяти (Мнацаканян и др., 2005).

Отсюда следует, что избирательность внимания обеспечивается за счет того, 
что ненужная информация хотя и воспринимается, но затем передача сведений на 
структуры гиппокампа блокируется. В результате ненужная информация не сохра-
няется в эпизодической памяти. Такая трактовка подтверждается двумя фактами. 
Во-первых, это сохранность компонентов ВП, ответственных за восприятие, а 
именно – его волн с латентностью до 300 мс (Иваницкий и др., 1984). Во-вторых, 
в дополнительных опытах было показано, что человек может узнать многие слова, 
поступившие по нерелевантному каналу, если ему показать список слов, которые 
он должен был игнорировать. Следовательно, он действительно слышал или видел 
эти слова. Преимущества такой организации вербального внимания в том, что че-
ловек может отреагировать на неожиданный сигнал, если этого потребует изменив-
шаяся ситуация (в нашем примере – важное сообщение по радио). В обычных же 
условиях лишняя информация просто вытесняется из сознания.

Описанный выше вид памяти, при которой человек вспоминал нужную инфор-
мацию только после подсказки, называется, как уже говорилось, «памятью узнава-
ния». Оказалось, что этот вид памяти используется также в ситуациях быстрого, 
не контролируемого сознанием восприятия (Ильюченок и др., 2007; Sysoeva et al., 
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2007; Ivanitsky et al., 2009). Общая схема эксперимента, если исключить некоторые 
детали, была следующей. Испытуемому предъявлялись на экране монитора слова. 
В одной серии он (или она) должен был просто читать про себя написанное сло-
во, а в другом – классифицировать их на конкретные или абстрактные, нажимая 
соответствующие кнопки. Оказалось, что при простом чтении слова различия в 
ВП между абстрактными и конкретными словами отмечались уже в ранних волнах 
ВП с латентностью до 120 мс, в то время как при инструкции классифицировать 
слова эти различия, как правило, проявлялись лишь в поздних волнах с латентнос-
тью 400–700 мс. После опыта испытуемых просили написать по памяти список 
показанных слов, а затем найти показанные слова в списке, содержащем как предъ-

Рис. 1. Вызванные потенциалы мозга в ситуации внимания ко всем стимулам (контроль), а также 
в ситуациях избирательного внимания, а именно – при инструкции запоминать только слова на экране 
монитора или звучащие через компьютерные колонки

При внимании к зрительным стимулам отмечается позитивный сдвиг потенциала в диапазоне 
400 мс после начала предъявления стимула (серая заливка), при внимании к слуховым стимулам – 
негативный сдвиг в диапазоне 500–700 мс после стимула (черная заливка). Негативный сдвиг сви-
детельствует о торможении запоминания нерелевантных слов. Вверху показаны дипольные модели 
источников волн вызванного потенциала, которые указывают на активность парагиппокампальных 
структур в первом и гиппокампа во втором случаях. Справа внизу – структуры медио-базального от-
дела височной коры
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явленные, так и не показанные ранее слова. Были использованы и другие более 
сложные схемы опыта, описанные в процитированных выше статьях. Общий вы-
вод был следующим. Мозг располагает двумя семантическими системами, то есть 
механизма определения смысла слова. Одна из них – быстрая, автоматическая. Она 
может использоваться, например, при быстром чтении или разговоре. Другая сис-
тема – более медленная, контролируемая сознанием. Она включается при тех или 
иных сложностях в восприятии слов, например, при чтении малознакомого слова. 
Быстрая система хранит полученную информацию, как правило, в имплицитной 
памяти узнавания, в качестве подсказки здесь может использоваться контекст. Мед-
ленная, экcплицитная, система связана с активной эпизодической памятью, инфор-
мация из которой может быть извлечена произвольно, путем умственного усилия, 
как это бывает, когда человек вспоминает, что значит данное слово, или когда он 
ищет, какое слово лучше передаст его мысль.

4. Нейрохимическая гетерогенность структур, 
отвечающих за память и внимание. 
Возможные клинические следствия

Полученные результаты дают основание для поиска дополнительных подходом 
к пониманию природы некоторых нарушений памяти при болезни Альцгеймера и, 
возможно, церебральном атеросклерозе. Можно предполагать, что в этом случае, 
особенно на ранних этапах болезни, ослаблена не только память, но и способность 
сосредоточивать внимание на нужной информации, с включением механизмов из-
бирательного внимания, обеспечивающего запоминание нужной и блокаду запоми-
нания ненужной информации. Такие нарушения внимания известны клиницистам. 
Они были также описаны нейропсихологами (Rizzo et al., 2000). Если это так, то 
для лечения болезни, возможно, следует использовать новый класс лекарственных 
средств. Дело в том, что отделы мозга, регулирующие внимание, и структуры, от-
ветственные за память, используют различные медиаторы. За переключение вни-
мание с одного канала на другой отвечает так называемая «исполнительная сис-
тема внимания» (Posner, Raichle, 1997), расположенная в передней части поясной 
извилины, активация которой была отмечена и в нашей работе. В качестве медиа-
тора в этой системе используется дофамин. Структуры гиппокампального комплек-
са неоднородны по своей нейрохимической природе, но важную роль там играют 
ацетилхолин и глютамат. В частности, для лечения болезни Альцгеймера обычно 
используют препараты, усиливающие обмен ацетилхолина.

В связи со сказанным возник вопрос о возможности использования при лече-
нии этого заболевания нового класса препаратов, усиливающих обмен дофамина. 
По устному сообщению С.И. Гавриловой (Центр психического здоровья РАМН) 
– в их клинике было проведено лечение лиц с мягким когнитивным снижением 
с использованием лекарственного препарата пронорана (Франция), обладающего 
дофаминергическим действием и обычно используемым при лечении болезни Пар-
кинсона. После окончания лечения был получен отчетливый позитивный эффект. 
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У больных улучшались показатели когнитивной деятельности, что было подтверж-
дено психологическими тестами (рис. 2, любезно предоставленный С.И. Гаврило-
вой). Был использован, в частности, тест на запоминания слов, причем после ле-
чения улучшалось как активное воспроизведение ранее показанных слов, так и их 
узнавание. Эти результаты, очевидно, могут рассматриваться как подтверждение 
наших представлений о механизмах избирательного внимания, которые дают те-
оретическое обоснование клиническим данным по лечению мягких когнитивных 
расстройств препаратами дофаминергического ряда.
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Анатомо-функциональная организация 
и механизмы работы мозга человека 
при длительных нарушениях сознания 
как инновационная основа для разработки 
лечения этой патологии

Ю.И. Вайншенкер, И.М. Ивченко, А.Д. Коротков, С.В. Медведев
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5. Заключение

1. Введение

Длительные нарушения сознания – вегетативное состояние, когда на фоне 
бодрствования у пациентов нет осознания себя и окружающего, или малое созна-
ние, когда пациент начинает фиксировать взор, эмоционально реагировать на родс-
твенников и выполнять простые команды – рассматриваются как этапы выхода из 
комы. Эффективность восстановления сознания при его длительных нарушениях 
остается низкой. Известны попытки воздействовать на патофизиологические про-
цессы, развивающиеся при вегетативном состоянии, с позиций порочного круга, 
концепции патологической системы Г.Н. Крыжановского (Крыжановский, 1997; 
Кондратьева, 2004; Климаш, 2005), но результаты, которые при этом наблюдают, 
нередко выходят за рамки этих теорий. Это значительно затрудняет разработку как 
патогенетически обоснованного лечения, так и достоверных прогностических кри-
териев восстановления сознания. Настоящая работа представляет собой обобще-
ние результатов серии исследований, посвященных изучению особенностей ана-
томо-функциональной организации мозга при длительных нарушениях сознания.

Сокращения: БЭА – биоэлектрическая активность; ВС – вегетативное состояние; ММИ – мало-
манифестные инфекции; МРТ – магнитно-резонансная томография; ПЭТ – позитронно-эмиссионная 
томография; СМГ – скорость метаболизма глюкозы; УПС – устойчивое патологическое состояние;  
ЧМТ – черепно-мозговая травма.
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2. Длительные нарушения сознания как проявление 
устойчивого патологического состояния

Нами проведен анализ результатов комплексного обследования и лечения 25 
больных женского (6 человек) и мужского (19 человек) пола в возрасте от 14 до 58 
лет, из которых 22 перенесли тяжелую черепно-мозговую травму, 3 – гипоксию. 
Пациенты были госпитализированы в отделение реанимации клиники ИМЧ РАН в 
сроки от 2–6 месяцев (16 больных) и свыше 6 месяцев (9 больных) с момента пора-
жения мозга, при этом у 18 пациентов уровень сознания соответствовал вегетатив-
ному и у 7 – малому сознанию. Кроме динамического неврологического, электрофи-
зиологического, допплерографического и магнитно-резонансно томографичекого 
(МРТ), а также клинико-лабораторного, иммунологического и инфектологического 
исследований у 16 больных проведено позитронно-эмиссионно томографическое 
(ПЭТ) исследование (Медведев и др., 2008), из них у 6 – в динамике. Исследова-
ния повторяли по мере восстановления уровня сознания у пациентов. Проводимое 
лечение было направлено на коррекцию выявленных факторов дополнительного 
повреждения мозга (преимущественно инфекционно-воспалительных иммуноза-
висимых процессов в ЦНС (Вайншенкер и др., 2009) и гипертензионно-гидроце-
фального синдрома) и проведение комплексной фармако-нейрореабилитационной 
терапии. У всех пациентов прослежен катамнез не менее 6 месяцев.

При динамическом неврологическом обследовании наблюдались изменения 
очаговой неврологической симптоматики на каждом новом этапе восстановления 
сознания. При выходе из комы регрессировали симптомы поражения ствола мозга, 
в первую очередь – мезенцефального уровня, при выходе из вегетативного состоя-
ния менялись пирамидные, экстрапирамидные проявления и их взаимоотношения. 
Также появлялись или менялись эпилептические приступы или их компоненты.

По данным ЭЭГ, у пациентов в вегетативном состоянии в период расширения 
уровня сознания на фоне низкоамплитудной, дезорганизованной или медленновол-
новой активности отмечались паттерны быстрых форм активности, появление оча-
говой эпилептиформной активности мозга, что соответствовало положительным 
эффектам, описанным при различного рода электростимуляциях и диазепиновой 
пробе (Кондратьева, 2004; Климаш, 2005; Медведев, 2008; Tsubokawa et al., 1990; 
Schiff et al., 2007). Однако сами пробы и прогностические критерии представляют-
ся нам не столь однозначными, поскольку в отдельных наблюдениях нами отмече-
ны ложноположительные и ложноотрицательные результаты.

По данным ПЭТ, в сравнении с данными МРТ у пациентов определялись облас-
ти снижения скорости метаболизма глюкозы (СМГ) не только непосредственно в 
области обширных поражений, но и перифокально, а также в интактных по данным 
МРТ областях, что свидетельствует о снижении уровня функциональной активнос-
ти этих зон.

Сохранный уровень СМГ мог наблюдаться и при наличии морфо-анатомичес-
ких повреждений на МРТ, в том числе и в стволе. Степень снижения СМГ у всех 
больных была индивидуальна. Так, при обследовании пациента С., 36 лет, с легкой 
посттравматической деменцией, который перенес травму 1.5 года назад и 9 меся-
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цев находился в вегетативном состоянии, по данным ПЭТ была выявлена грубо 
диффузно сниженная СМГ в больших полушариях и стволе головного мозга. От-
метим, что МРТ и вызванные потенциалы не выявили нарушений в этой области.

При динамическом ПЭТ-исследовании по мере восстановления сознания на-
блюдалась тенденция к нормализация СМГ при сохранении или уменьшении раз-
меров очага, вплоть до полного его нивелирования. Эти изменения отмечались 
(данные МРТ) в первую очередь в тех областях мозга, которые не пострадали от 
первичного повреждающего фактора и были связаны, вероятно, с элиминацией 
факторов вторичного повреждения мозга. При элиминации всех факторов вторич-
ного повреждения мозга у больных, госпитализированных через 2–6 мес. от воз-
действия повреждающего фактора, отмечалось улучшение уровня сознания (на 2–4 
по шкале Цубокава (Tsubokawa et al., 1990)) за период госпитализации (1–1,5 мес.), 
а по данным катамнеза – нередко и дальнейшая положительная динамика. При 
этом чем раньше проводили эффективное лечение, тем чаще наблюдали указанные 
изменения при ПЭТ-исследовании. Часто это улучшение проявлялось в лобных до-
лях.

У больных в вегетативном состоянии с типичными проявлениями на ЭЭГ (Кон-
дратьева, 2004) предварительный анализ – соотнесение данных МРТ с динамикой 
нарушений СМГ и изменением степени нарушения сознания – позволил выявить 
следующие особенности. Нарушение СМГ в стволе мозга (при отсутствии призна-
ков анатомического поражения по данным МРТ) не влияло на возможность восста-
новления сознания у этих больных. Лучшее восстановление сознания и когнитив-
ных функций у этой группы больных наблюдались при диффузном снижении СМГ 
в головном мозге, значительно превышающем зоны морфо-анатомических повреж-
дений (МРТ), и при этом исходная степень нарушения СМГ не влияла на прогноз.

Отсутствие (минимальная динамика) восстановления сознания отмечена в слу-
чаях, если МГ в головном мозге был достаточно сохранным: минимально выра-
женное снижение СМГ наблюдалось лишь в отдельных областях больших полу-
шарий мозга, меньших, чем зона повреждений по МРТ. Так, у пациентки Т., 14 
лет, 2 года находящейся в вегетативном состоянии, но не остановившейся в своем 
физическом развитии (менструальный цикл впервые появился на фоне вегетатив-
ного состояния), с диффузными посттравматическими изменениями головного 
мозга в виде множественных посттравматических кист и поражения проводящих 
путей, СМГ в целом представлялась неизмененной и была лишь легко снижена в 
теменной доле. На фоне лечения всех рассмотренных выше факторов вторичного 
повреждения мозга, фармако- и нейрореабилитации за повторные госпитализации 
удалось достичь лишь минимального временного улучшения (1 балл по шкале Цу-
бокава (Tsubokawa et al., 1990)), в то время как СМГ в теменной доле практически 
восстановилась. Подчеркнем, что при увеличении числа наблюдений и проведении 
дополнительного анализа, весьма вероятно, могут быть получены уточняющие и 
дополняющие сведения.

На первый взгляд, полученные нами данные являются противоречивыми и па-
радоксальными. Однако описанные результаты становятся объяснимыми, если ис-
ходить из того, что вегетативное состояние является во многих случаях проявлени-
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ем сформировавшегося в головном мозге устойчивого патологического состояния 
(УПС) (Бехтерева, 1988). Оно (УПС) сформировалось, вероятно, под воздействием 
первичного повреждающего фактора (травма, гипоксия и др.) и «закрепилось» в 
результате действия других факторов повреждения, развивающихся на разных эта-
пах болезни головного мозга. Такое состояние в дальнейшем может подвергаться 
разбалансировке, в результате чего пациент выходит на новый уровень сознания. 
При этом включаются старые и формируются новые межнейронные связи, в том 
числе и патологические, образуя новые УПС, проявляющиеся, в том числе, изме-
нением неврологической симптоматики (Бехтерева, 1988).

В начале своего формирования УПС имело, вероятно, адаптационный харак-
тер. При этом дизритмия в диапазоне различных волн и медленноволновая актив-
ность, являясь защитной реакцией мозга, играла поначалу положительную роль в 
угнетении и дезинтеграции очагов поражения. В дальнейшем, эта «активированная 
защитная реакция» закрепилась матрицей долгосрочной памяти (Бехтерева, 1988) 
и, перейдя в новое качество, клинически проявилась развитием вегетативного со-
стояния. Исходя из той роли, которую эта же защитная реакция играет в уравнове-
шивании эпилептической активности в эпилептогенезе, факт появления последней 
в местах разбалансирования «вегетативного» УПС (как один из вариантов), прояв-
ляющийся улучшением уровня сознания, представляется ожидаемым.

Рассмотрение вегетативного состояния как УПС в значительной мере объясняет 
результаты разнообразных проб и критериев, представляющихся ложноотрицатель-
ными или ложноположительными. У больных в вегетативном состоянии лучшее вос-
становление сознания и когнитивных функций наблюдалось при наиболее диффуз-
но сниженной СМГ, превышающей по протяженности зоны морфо-анатомических 
повреждений в головном мозге по данным МРТ, а худший результат соответствовал 
минимально выраженному нарушению СМГ. С позиции УПС такой неожиданный 
результат является вполне объяснимым. Чем грубее и диффузнее нарушен метабо-
лизм (при сохранности анатомических структур), тем хуже «внутренняя функцио-
нальная организация» сформировавшегося УПС, слабее матрица его долгосрочной 
памяти и, соответственно, больше вероятность его разбалансирования.

Полученные результаты согласуются с представлениями Н.П. Бехтеревой о том, 
что в ряде случаев кома обусловлена разлитым торможением большинства струк-
тур головного мозга, выполняющим защитную функцию. В этом случае снижение 
СМГ связано не со структурными повреждениями, а с функциональным УПС, ко-
торое может быть разбалансировано. И наоборот, чем сохраннее представляется 
СМГ у больных в хроническом вегетативном состоянии, тем более функционально 
организованным, не зависящим от окружающего, представляется такое УПС, тем 
меньше вероятность его разбалансирования и тем хуже прогноз для восстановле-
ния сознания. По-видимому, это и есть истинное вегетативное состояние. Веро-
ятно, развитие подобного «функционально организованного» ВС связано с инди-
видуальными особенностями нейропластичности мозга и требует неординарного 
подхода к лечению. Также складывается впечатление, что для восстановления со-
знания имеет значение и последовательность «включения» и «выключения» раз-
личных областей мозга. Имеющиеся данные позволяют лишь предполагать, что 
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разбалансировка вегетативного УПС, сопровождающаяся восстановлением созна-
ния, проходит по «релейным звеньям», располагающимся по пути развития мозга в 
онтогенезе. Полученные нами данные нуждаются в дальнейшей обработке и углуб-
ленном анализе. Рассмотрение вегетативного состояния как УПС может значитель-
но упростить разработку оптимальных способов лечения этих пациентов.

3. Маломанифестные инфекции как факторы закрепления 
устойчивого патологического состояния головного мозга 
у больных в вегетативном состоянии

У больных в вегетативном состоянии (ВС) после черепно-мозговой травмы, ги-
поксии или других невоспалительных повреждений ЦНС, в соответствии с опреде-
ляемыми структурными нарушениями, неврологические проявления принято объ-
яснять первичным повреждением, некробиотическими процессами и нарушением 
ликворо- и гемодинамики в ЦНС (Кондратьева, 2004), а иммунодефицит, развиваю-
щийся у этих пациентов, – как нейрогенный (Горбунов, 1994; Лисяный и др, 2000).

При углубленном исследовании сплошной выборки больных в ВС невоспали-
тельной этиологии у всех пациентов (проходивших лечение в клинике ИМЧ РАН) 
нами были выявлены хронические маломанифестные инфекции (ММИ) (главным 
образом хламидии, микоплазмы и ассоциированные с ними вирусы группы гер-
песа), протекающие с поражением вещества и сосудов головного мозга, что под-
тверждалось данными углубленного морфологического исследования при аутоп-
сиях (В.А. Цинзерлинг). Была выявлена взаимосвязь этих инфекций с иммуноде-
фицитным состоянием. При санации от ММИ возбудителей отмечалось улучшение 
неврологического статуса (Вайншенкер и др., 2009, 2011).

Ранее нами было предложено рассматривать ВС как устойчивое патологическое 
состояние головного мозга (УПС), при этом были выделены два варианта ВС – ис-
тинное ВС (окончательный диагноз) и функциональное ВС – УПС с принципиаль-
ной возможностью разбалансировки и выходом пациента на более высокий уровень 
сознания. УПС головного мозга развилось под влиянием первичного повреждающе-
го фактора (травма, гипоксия и др.), и «закрепилось» в результате воздействия вто-
ричных факторов повреждения мозга, а затем – дополнительных, развивающихся в 
ходе длительной болезни головного мозга. Было показано, что одним из очевидных 
путей разбалансировки УПС головного мозга является элиминация факторов, про-
должающих свое воздействие по закреплению УПС (Вайншенкер и др., 2010).

С учетом широкой распространенности, контагиозности и тропности возбуди-
телей ММИ к веществу и сосудам головного мозга, а также отсутствия типичной 
клинической картины инфекционно-воспалительного процесса в ЦНС при нали-
чии в мозге ММИ (Вайншенкер и др., 2009) выдвинуто предположение о непос-
редственном участии ММИ в формировании длительной болезни мозга у больных 
в ВС как часто встречающегося фактора дополнительного закрепления УПС.

Проведено комплексное динамическое исследование 48 пациентов (м – 32, ж – 
16, 14–58 лет), находящихся в ВС и малом сознании невоспалительной этиологии 
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(последствий травмы ЦНС – 33, гипоксического, токсического поражения ЦНС – 
15). Ретроспективно по проводимой антимикробной терапии пациенты были раз-
делены на две группы: основная группа (27 больных) получала лечение от ММИ 
а также от стандартной банальной микробиоты по клинической необходимости, 
группа контроля (21 больной) – только от стандартной банальной микробиоты по 
клинической необходимости.

Работа включала инфектологическое исследование (определение ММИ и стан-
дартной банальной микробиоты в ликворе, крови и соскобах со слизистых носог-
лотки и коньюнктивы культуральным и ПЦР-методами, подбор антимикробных 
средств к выявленным ММИ на культуре клеток) и комплексное неврологичес-
кое исследование, включающее МРТ с введением контрастного вещества, ПЭТ c 
18F-фтордезоксиглюкозой, ЭЭГ, оценку неврологического и психоневрологическо-
го статуса по шкале по Loewenstein communication scale (LCS) (Borer-Alafi et al., 
2002) и Glasgow Outcome scale (Белова, 2004). Инфекционное и иммунологическое 
исследования ЭЭГ проводили до, в ходе лечения и после завершения лечения (че-
рез 1–3 месяца от начала терапии в зависимости от числа возбудителей). Оценку по 
LCS и ПЭТ проводили до и после завершения лечения, по Glasgow Outcome scale 
– в сроки от 6 месяцев до 5 лет после проведения лечения.

При статистическом анализе использовали критерии χ2, χ2 с поправкой Йетса и 
критерия Фишера; критерии Манна-Уитни, Вальда и медианного χ 2.

У всех (48) пациентов в моче и/или мокроте определялась стандартная баналь-
ная микробиота. У всех (48) пациентов выявлены различные возбудители ММИ, 
определяемые в разных биологических материалах и различных сочетаниях, среди 
которых преобладали Chlamydia spp. (у 54% больных в ликворе и у 54% в крови 
по данным культурального и/или ПЦР-методов исследования) и Mycoplasma spp. 
(21% в ликворе и у 23% в крови), сочетающиеся (P<0,05) с Human herpes virus type 
6, Epstein Barr virus и Cytomegalovirus.

Типичных клинических и нейровизуализационных признаков существования 
ММИ в ЦНС выявлено не было, МРТ выявляло признаки прогрессирующей ат-
рофии мозгового вещества (по данным повторных исследований, проводимых до 
начала лечения) и лишь у 3 больных выявлено накопление контраста сосудами мяг-
кой мозговой оболочки. В основной группе в результате лечения (в первую очередь 
санация от Chlamydia spp., Mycoplasma spp.) наблюдалось не только исчезновение 
указанных, но и значительное уменьшение остальных ММИ, в отличие от пациен-
тов группы контроля, у которых спектр ММИ существенно не менялся. В процессе 
лечения у больных основной группы наблюдались случаи перехода «завуалирован-
ных» для культурального и/или ПЦР-методов диагностики Chlamydia spp. и других 
патогенов в «открытые» для диагностики формы. В группе контроля, напротив, 
при массивном воздействии на банальную бактериальную микробиоту наблюдал-
ся переход Chlamydia spp. в «завуалированную» форму. Указанные различия были 
значимы (P< 0,05).

При сравнении ближайших результатов лечения (1–3 месяца) были выявлены 
различия по группам в изменении психоневрологического статуса и коммуника-
тивной активности (P<0,05). У пациентов основной группы отмечалось улучше-
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ние сознания и коммуникативной активности: прирост по шкале LCS в составил 
18,7±13,1 баллов. В контрольной группе прирост был выражен меньше и имелись 
случаи снижения – 0,2±12,8 баллов. Значимое улучшение в основной группе отме-
чалось по таким показателям шкалы LCS, как двигательная реактивность, зритель-
ные и слуховые функции (P<0,01). У этих больных улучшение коммуникативной 
активности сопровождалось соответствующими нейрофизиологическими пере-
стройками (P<0,05). При исходно низкой биоэлектрической активности (БЭА) в 
ходе лечения регистрировалось ее временное ухудшение в виде появления быст-
рых форм активности на ЭЭГ, определяющихся в отдельных областях мозга, с пос-
ледующей тенденцией к нормализации. Изменения неврологического статуса, по 
данным топической неврологической диагностики, были сопоставимы с областя-
ми изменений БЭА мозга. Положительная динамика коммуникативной активности 
по шкале LCS сопровождалась (P<0,05) улучшением энергетического метаболиз-
ма мозга (скорости метаболизма глюкозы) в отдельных областях его снижения по 
данным ПЭТ. Кроме того, улучшение энергетического метаболизма наблюдалось в 
зонах, где в ходе лечения отмечалось «ухудшение» БЭА. Отдаленные результаты 
были значимо лучше у пациентов основной группы (P<0,05).

Результаты инфектологического исследования соответствуют раннее получен-
ным нами данным и подтверждают представление о типичности существования 
ММИ у больных в ВС и малом сознании (Вайншенкер и др., 2011). Установленный 
факт, что на фоне элиминации ММИ наряду с положительной динамикой невро-
логического статуса отмечалось улучшение энергетического метаболизма голо-
вного мозга (по данным ПЭТ с 18F-фтордезоксиглюкозой), может служить дока-
зательством реализации этих процессов в ЦНС (вероятно, параллельно с другой 
локализацией). С учетом того, что ММИ-процесс головного мозга не визуализи-
руется при МРТ, где определялись преимущественно признаки прогрессирующей 
церебральной атрофии, а рассматриваемая инфекция является внутриклеточной, 
персистирующей и, вероятно, меняет метаболизм инфицированных клеток ЦНС, 
представляется, что определенную роль в прогрессировании нейродегенеративно-
го процесса у больных в ВС играет и ММИ-процесс. В клинической практике ПЭТ 
с 18F-фтордезоксиглюкозой может служить патогенетически обоснованным мето-
дом визуализации ММИ-процесса в ЦНС.

Рассматривая ВС как УПС мы показали, что при функциональном ВС область 
сниженного метаболизма глюкозы (ПЭТ) значительно превышает область струк-
турных нарушений (МРТ), а при истинном ВС эти области совпадают (Вайншенкер 
и др., 2010). При функциональном ВС улучшение уровня сознания и неврологичес-
кого статуса сопровождается улучшением метаболизма мозга в отдельных зонах 
его исходного снижения, свидетельствуя о разбалансировке УПС. Это наблюдалось 
у больных основной группы при лечении ММИ. Изменения ЭЭГ, регистрировав-
шиеся в ходе лечения, у больных основной группы – появление патологических 
форм БЭА с тенденцией к очаговости при одновременном улучшении сознания 
пациентов – также соответствуют представлению о дестабилизации и разбаланси-
ровке УПС (Бехтерева, 1988). Топическая сопоставимость областей выявленных 
изменений метаболизма мозга (ПЭТ), областей, где появилась патологическая БЭА 
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(ЭЭГ), и неврологических изменений подтверждают представление о разбаланси-
ровке УПС при элиминировании ММИ из ЦНС. Клинически указанное соответс-
твие может рассматриваться как проявление «разрешающегося» преимущественно 
очагового или «мультифокального» вялотекущего энцефалита на фоне этиотроп-
ной терапии. Лучшие отдаленные результаты у больных после лечения ММИ под-
тверждают клиническую значимость имевшейся воспалительной патологии. С 
учетом вышесказанного, ММИ являются фактором дополнительного закрепления 
УПС, частым и неспецифическим, реализующим свое патологическое воздействие 
непосредственно в ЦНС.

ММИ с поражением ЦНС участвуют в формировании длительной болезни моз-
га у больных в ВС невоспалительной этиологии и являются частым (типичным) и 
неспецифическим фактором, дополнительно закрепляющим УПС. Целесообразно 
включать выявление и лечение ММИ в протоколы ведения больных в ВС. ПЭТ с 
18F-фтордезоксиглюкозой является патогенетически обоснованным методом ори-F-фтордезоксиглюкозой является патогенетически обоснованным методом ори--фтордезоксиглюкозой является патогенетически обоснованным методом ори-
ентировочной визуализации ММИ процесса в ЦНС.

4. Полифункциональность нейронов: блокирование 
патологической экстремальной афферентации приводит 
к улучшению высших функций мозга (на примере больных 
в вегетативном состоянии)

Вегетативное состояние (ВС) – один из вариантов выхода из комы, при котором 
на фоне бодрствования у пациентов нет признаков осознания себя и окружающего. 
До последнего времени прогноз выхода из ВС был неизвестен, однако предполага-
лось, что за внешней схожестью клинических проявлений лежат различные пато-
физиологические механизмы.

Рассматривая ВС с позиции теории об устойчивом патологическом состоянии 
(УПС) головного мозга (Бехтерева, 1988), нам впервые удалось показать, что су-
ществуют две «маски» ВС: истинная, с неблагоприятным прогнозом, и функци-
ональная, при которой прогноз относительно благоприятный (Вайншенкер и др., 
2010). Благоприятный прогноз у функционального ВС обусловлен тем, что стойкое 
нарушение сознания при этом является следствием именно УПС, которое может 
быть разбалансировано. В результате этого включаются старые и формируются но-
вые межнейронные связи. Разбалансировка достигается при элиминировании фак-
торов, продолжающих свое патологическое воздействие на ЦНС в ходе болезни 
мозга – факторов, закрепляющих УПС. Клинически это проявляется в улучшении 
неврологического статуса пациента.

Среди частых и очевидных клинических составляющих ВС ведущее место за-
нимает грубое и обычно генерализованное повышение мышечного тонуса со спас-
тическими параличами, позно-тоническими реакциями, патологическими позами 
и с вероятным значительным болевым компонентом. Развитие этих двигательных 
нарушений первично обусловлено поражением нейронов и их связей в ЦНС. При 
рассмотрении ВС как проявления УПС нами выдвинуто предположение, что посто-
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янная патологическая афферентация со спастически измененных мышц закрепляет 
УПС головного мозга.

В клинической практике коррекцию мышечной спастики считают исключи-
тельно симптоматическим лечением, облегчающим в первую очередь уход за па-
циентом. В связи с этим выбор методики лечения обычно эмпирический. Чаще 
прочих применяют различные фармакологические препараты с центральным и/или 
периферическим действием и пероральным введением (сирдалуд, баклофен, мидо-
калм и другие в больших дозах и разных сочетаниях). Однако их эффективность 
часто минимальна, а побочный эффект в виде снижения артериального давления 
со снижением перфузии головного мозга также ограничивает их применение. В 
последнее десятилетие в комплексе симптоматических антиспастических (а также 
антидистонических) мероприятий начали использовать внутримышечное (мест-
ное) применение препаратов ботулотоксина, однако ботулинотерапия обычно ог-
раничивается отдельными частями тела и мышечными группами (Dressler, 2011).

Эффект фармакопрепаратов с «центральным» действием не может быть пред-
сказуем с учетом измененной функциональной активности нейронов в структуре 
УПС. Напротив, эффект ботулотоксина, блокирующего нервно-мышечную переда-
чу в «периферическом органе», в этих условиях является более надежным. Исходя 
из этого представляется целесообразным применение у больных в ВС для коррек-
ции фармакорезистентной генерализованной спастики с патологическими позами 
«расширенной» ботулинотерапии с введением ботулотоксина во все спастичные 
мышцы. С учетом кахексии, воспалительных и иммунопатологических состояний 
у наших пациентов для введения использовали препарат ботулотоксина, очищен-
ный от комплексообразующих белков – Ксеомин (Xeomin, Merz Pharmaceuticals, 
Frankfurt|M, Germany) (Dressler, 2011) в суммарной дозе 600–1300 ед. (Вайншенкер 
и др., 2012) При этом помимо антиспастического эффекта, длительность которого 
достигала 7–8 месяцев, а в отдельных случаях 10 месяцев, при стабильном состо-
янии гемодинамики и отсутствии осложнений мы отмечали изменение невроло-
гической симптоматики, в том числе не связанной с двигательными нейронами, а 
также улучшение уровня сознания и коммуникативной активности пациентов.

У 19 больных на фоне введения Ксеомина базовую терапию не меняли (или ее 
не было), а другое лечение не проводили. Это дало возможность выделить клини-
ко-неврологические и нейрофизиологические изменения, развивающиеся в голо-
вном мозге при нивелировании мышечной спастики на периферическом уровне. За 
две-три недели наблюдения после введения Ксеомина у всех пациентов отмечалось 
улучшение следующих показателей: мобильности на 3–6 баллов и ассоциированной 
с ней альтернативной коммуникации на 3–4 балла, а также зрительной реактивности 
на 1–5 баллов, слухового восприятия на 2–8 баллов и вербальной коммуникации на 
1–2 балла. Параметры оценивались по Loewenstein communication scale – LCS (Bo-Loewenstein communication scale – LCS (Bo- communication scale – LCS (Bo-communication scale – LCS (Bo- scale – LCS (Bo-scale – LCS (Bo- – LCS (Bo-LCS (Bo- (Bo-Bo-
rer-Alafi, 2002). Клиническая динамика соответствовала изменениям метаболизма 
глюкозы в головном мозге, регистрируемым при динамическом ПЭТ исследовании 
c 18F-фтордезоксиглюкозой (Медведев и др, 2008), которое проводилось за сутки до 
введения и через две–три недели после введения Ксеомина.
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Клинический пример №1. Пациентка К., 38 лет, с диагнозом: Вегетативное со-
стояние. Фармакорезистентная генерализованная спастичность с патологическими 
позами. ВС стало следствием перенесенной 7 месяцев ранее тяжелой черепно-моз-
говой травмы (ЧМТ) с первичным поражением базальных ганглиев и ствола на ме-
зенцефальном уровне. Попытки фармакологического воздействия на спастичность 
были эффективны.

При поступлении в ИМЧ РАН мышечная спастика пациентки соответствовала 
4–5 баллам по модифицированной шкале Ашворта (Белова, 2004), а ВС пациент-
ки оценивалось в 8 баллов по шкале LCS. Через 3 недели после введения 800 ед. 
Ксеомина (другой терапии в этот период не проводили) мышечный тонус снизился 
до 1–2 баллов, а уровень коммуникативной активности вырос до 20 баллов LCS, 
что соответствовало переходу в малое сознание. Улучшились такие показатели, как 
мобильность (общие двигательные реакции, появились попытки поворота головы 
и глаз, улучшилось глотание), зрительная реактивность (появился моргательный 
рефлекс, взгляд стал «пробужденный», периодически фиксирует взгляд, пытается 
следить), слуховое восприятие (появилась реакция на голос, редко попытка выпол-
нить команду). Одновременно с этим, по данным ПЭТ, за три недели наблюдения 
зафиксировано относительное повышение энергетического метаболизма в мозжеч-
ке и стволе головного мозга.

Клинический пример №2. Пациент Ч., 24 года. Малое сознание (выход из ВС). 
Фармакорезистентная генерализованная спастика с патологической установкой 
кистей и стоп. Зрительные и глазодвигательные нарушения. Два года назад паци-
ент перенес тяжелую ЧМТ с грубым повреждением лобных, затылочных долей и 
диффузным аксональным повреждением головного мозга, следствием чего стало 
ВС (11 баллов по LCS). За 14 месяцев наблюдения и комплексного лечения в ИМЧ 
РАН в связи со спастикой пациенту дважды проводилась ботулинотерапия. При 
этом каждый раз отмечалось улучшение в уровне сознания и коммуникации.

При поступлении: малое сознание (60 баллов по LCS), спастика в мышцах дис-LCS), спастика в мышцах дис-), спастика в мышцах дис-
тальных сегментов конечностей – 4 балла, в остальных – 2–3 балла (Модифициро-
ванная шкала спастичности Ашворта). Через 2 недели после введения 700 ед. Ксе-
омина (прочая терапия неизменна три месяца) мышечный тонус снизился, сохра-
няясь в отдельных мышцах до 2 баллов максимально. Уровень коммуникативной 
активности суммарно увеличился до 73 баллов по LCS. Повысились следующие 
показатели: мобильность (улучшились не только произвольные движения конеч-
ностями, но и движения головой и глазами, мимических мышц, языка, глотание), 
зрительная реактивность (появился моргательный рефлекс), слуховое восприятие 
(улучшилось восприятие команд и узнавание объектов), альтернативная коммуни-
кация (в том числе появился идеаторный и идеомоторный праксис), вербальная 
коммуникация (улучшилась артикуляция, качество и смысловая нагрузка речевого 
сообщения). Также улучшились познавательная активность, внимание, расширил-
ся эмоциональный диапазон. По данным ПЭТ, за этот период наблюдения выявле-
но относительное повышение энергетического метаболизма в коре левых височной 
и теменно-затылочной областей.
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Приведенные примеры иллюстрируют клинические проявления изменения 
(улучшения) функционального состояния не только нейронов и/или межнейрон-
ных связей, обеспечивающих движения, но и обеспечивающих зрительные, слу-
ховые, а также высшие психические функции при нивелировании мышечной спас-
тики у пациентов. Такой парадоксальный, на первый взгляд, результат объясним 
с позиции теории Н.П. Бехтеревой (1971, 1984) об обеспечении сложных видов 
деятельности структурно-функциональной системой со звеньями различной степе-
ни жесткости (система с жесткими и гибкими звеньями), дополненной концепцией 
о пространственной распределенности этой системы в мозге и ее принципиальной 
изменчивости во времени (Медведев, Кроль, 1986; Медведев, Пахомов, 1989; Мед-
ведев и др., 2008).

Принимая во внимание, что нейроны могут являться элементами двух или более 
систем и принимать участие в обеспечении различных видов деятельности, пове-
дение конкретного нейрона (или конкретной зоны мозга) не обязательно будет вос-
производимым в измененных условиях (что особенно важно при разбалансировке 
УПС): нейрон может быть вовлечен в обеспечение другой деятельности, просто не 
работать или играть другую роль в обеспечении исследуемой деятельности. Веро-
ятно, что при формировании и поддержании мышечной спастики в головном мозге 
произошло «перепрофилирование» различных нейронов для обеспечения этого од-
ного вида деятельности. Блокирование нервно-мышечной передачи путем введения 
препарата ботулотоксина в спастические мышцы привело к редукции патологичес-
кой афферентной и эфферентной гиперактивности двигательных и чувствительных 
нейрональных цепей. В результате этого, вероятно, в ЦНС произошло «функцио-
нальное высвобождение» нейронов, перераспределение их функций по обеспечению 
других видов деятельности, образование новых межнейронных связей.

В своих последних работах Н.П. Бехтерева (Bechtereva, 2008, 2009) указывала, 
что посредством формирования в мозге новых межнейронных взаимодействий ре-
ализуется «положительная обратная связь: сверхзадача–мозг–состояние организ-
ма», исходя из того, что при интенсивной интеллектуальной деятельности, сверхза-
даче, состояние здоровья органов и систем организма поддерживается на должном 
уровне. Данные наших клинических наблюдений, указывающие на «перепрофили-
рование» нейронов в очевидной связи с нормализацией состояния мышц, в опреде-
ленной степени являются свидетельством существования этой связи.

С точки зрения клинической медицины следует отметить, что проведение «мас-
сированной» ботулинотерапии у больных в ВС и малом сознании следует рассмат-
ривать не только как эффективное симптоматическое лечение фармакорезистент-
ной мышечной спастики, но и как физиологически обоснованное и целесообразное 
опосредованное воздействие на ЦНС, оптимизирующее функциональное состоя-
ние ЦНС и расширяющее возможности нейропластичности («опосредованная ней-
ропротекция»).

Таким образом, полученные нами данные выявили улучшение функционально-
го состояния областей головного мозга, обеспечивающих движения, зрительные, 
слуховые и высшие психические функции (степень улучшения различна) при «пе-
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риферическом» уменьшении длительной генерализованной мышечной спастики у 
больных в вегетативном состоянии.

Эти результаты представляются объяснимыми, если учитывать функциональ-
ную изменчивость нейронов: вероятно, редукция патологической афферентной и 
эфферентной гиперактивности сенсорных и моторных нейрональных цепей приве-
ла к «функциональному высвобождению» нейронов, перераспределению их функ-
ций по обеспечению других видов деятельности и образованию новых межнейрон-
ных связей. Такое «перепрофилирование» нейронов головного мозга, связанное с 
изменением функционального состояния мышц, в определенной степени является 
подтверждением существования «положительной обратной связи: сверхзадача–
мозг–состояние организма».

5. Заключение

Предложено рассматривать посткоматозные ВС с позиции теории УПС (Н.П. Бех- 
терева), выделяя истинное ВС с неблагоприятным прогнозом по восстановлению 
сознания и ВС как функциональное состояние – УПС с принципиальной возмож-
ностью восстановления сознания. Визуализируемая область сниженного энергети-
ческого метаболизма (ПЭТ) при истинном ВС соответствует только области нейро-
нальной/аксональной гибели (МРТ), а при УПС – кроме этого и снижению уровня 
активности жизнеспособных нейронов. Выход из ВС (УПС) с улучшением созна-
ния и высших психических функций является результатом разбалансировки УПС 
с восстановлением способности нейронов к полифункциональной деятельности.

Разбалансировка УПС с восстановлением способности нейронов к полифунк-
циональной деятельности может быть достигнута при элиминации факторов, раз-
вившихся в ходе длительной болезни мозга и нарушающих его функциональное 
состояние. Выделены две группы таких факторов: (1) факторы, нарушающие ме-
таболизм клеток головного мозга, (2) факторы, действующие опосредованно, че-
рез механизм функциональной положительной обратной связи «мозг–состояние 
организма» (Н.П. Бехтерева). Установлено, что ММИ, поражая вещество и сосуды 
головного мозга, ухудшают метаболизм клеток ЦНС, чем закрепляют УПС моз-
га и ограничивают возможности нейронов к полифункциональной деятельности. 
Спастичность оказывает влияние на головной мозг: через патологическую гипе-
рафферентацию с измененных гипертонусом мышц по механизму положительной 
обратной связи спастичность нарушает способность нейронов головного мозга к 
перепрофилированию и дополнительно закрепляет УПС. Элиминация ММИ и ре-
дуцирование спастичности на уровне мышц открывает новые возможности вос-
становления сознания у больных в ВС. Целесообразно включать лечение ММИ (в 
первую очередь хламидий, микоплазм и патогенных форм бактероидов) и ботули-
нотерапию с введением препарата ботулотоксина типа А (Ксеомин) во все спастич-
ные мышцы в протоколы и стандарты ведения больных этой категории.
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Анализ ассоциации полиморфных вариантов
генов-кандидатов с параноидной шизофренией
и ответом на типичные нейролептики

А.Э. Гареева, Э.К. Хуснутдинова

Содержание
1. Введение
2. Анализ ассоциации полиморфных вариантов генов, 

ассоциированных с шизофренией, по данным полногеномных исследований, 
с риском развития параноидной шизофрении и ответом на нейролептики 
в популяциях русских и татар из Республики Башкортостан

3. Анализ ассоциаций 48 полиморфных вариантов 6 генов-кандидатов 
системы нейротрофического фактора (NTRK2, BDNF, NGF, NTRK3), 
нейрексофилина 1 (NXPH1) и нейрексина 1 (NRXN1) и их гаплотипов 
с риском развития параноидной шизофрении

4. Заключение

1. Введение

Шизофрения – комплексное полигенно-наследуемое расстройство психики и 
головного мозга, манифестирующее в результате взаимосочетания предрасполага-
ющих факторов наследственности и среды (психогенных, социогенных, экзоген-
ных) и проявляющееся дезорганизацией и диссоциацией психических функций с 
развитием спектра психотических симптомов в виде бреда и галлюцинаций, спе-
цифическими нарушениями мышления и постепенным формированием эмоцио-
нально-волевого и когнитивного дефицита (Мосолов, 2010; Тиганов и др., 1999; 
Gottesman, Gould, 2003). В 2001 г. Всемирная организация здравоохранения внесла 
шизофрению в список десяти ведущих причин инвалидности (Tandon et al., 2008).

По данным ВОЗ, 45 млн человек во всем мире страдают шизофренией. Число 
новых случаев в год составляет 4,5 млн, при этом начало заболевания приходится, 
как правило, на молодой возраст, что нарушает общественную, профессиональную 
активность пациента, обусловливает значительное бремя на семью и общество. 
70% больных, несмотря на адекватно проводимую поддерживающую терапию, 
страдают от рецидивов или резидуальных симптомов долгое время. Длительное 
течение болезни, склонность к рецидивированию и хронизации, относительная 

Сокращения: ВОЗ – Всемирная организация здравоохранения; РБ – Республика Башкортостан; 
ПШ – параноидная шизофрения; ТН – типичные нейролептики; OR – Odds Ratio (отношение шансов); 
PANSS – шкала позитивных и негативных синдромов; SAS – шкала оценки экстрапирамидного синд-– шкала позитивных и негативных синдромов; SAS – шкала оценки экстрапирамидного синд-SAS – шкала оценки экстрапирамидного синд-– шкала оценки экстрапирамидного синд-
рома, вызванного приемом нейролептиков; POSIT – позитивная симптоматика; NEGAT – негативная 
симптоматика; PSYCH – общепсихопатологическая симптоматика; ЭПС – экстрапирамидный синдром.
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эффективность фармакотерапии усугубляет ситуацию. В результате лица, страда-
ющие шизофренией, обнаруживают ту или иную степень социальной недостаточ-
ности, ограничение работоспособности или стойкую ее утрату (Гуменюк, Савин, 
2010).

Параноидная шизофрения относится к многофакторным заболеваниям, пред-
расположенность к которым обусловлена сочетанием в генотипе индивида опреде-
ленных аллельных вариантов генов, формирующих неблагоприятный наследствен-
ный фон, реализующийся при взаимодействии с соответствующими факторами 
окружающей среды, и имеет чрезвычайно сложный этиопатогенез.

Несмотря на определенные успехи в изучении этиологии и патогенеза, а также 
в поиске эффективных средств фармакотерапии, шизофрения по-прежнему зани-
мает лидирующую позицию в списке патологических состояний центральной не-
рвной системы, приводящих к инвалидизации и социальной дезадаптации больных. 
Многочисленные молекулярно-генетические исследования показали, что развитие 
психических и нейродегенеративных заболеваний опосредовано межгенными и 
ген-средовыми взаимодействиями. Идентификация генов, которые участвуют в раз-
витии нервной системы и формировании психики, а также факторов среды, которые 
модулируют экспрессию этих генов, является первым шагом в исследовании психи-
ческих и неврологических заболеваний. К настоящему времени учеными из разных 
стран выявлено небольшое число генов, демонстрирующих более или менее дока-
занную связь с риском развития шизофрении (Gupta et al., 2009; Saetre et al., 2008; 
Schumacher et al., 2009). Однако поиск генов-кандидатов, вовлеченных в этиопато-
генез этого заболевания, не завершен. Особый интерес представляют гены системы 
метаболизма моноаминов и системы нейротрофического фактора, поскольку недав-
но была показана их вовлеченность в развитие психических и нейродегенеративных 
заболеваний (Athanasiu et al., 2011; Liu et al., 2012; Otnaess et al., 2009).

До недавнего времени изучение вклада наследственности в развитие психи-
ческих заболеваний как мультифакториальных заболеваний выполнялось, в основ-
ном, в рамках ассоциативных исследований генов-кандидатов, в последние годы, 
благодаря быстрому совершенствованию технологий массового генотипирования, 
в мире получили распространение полногеномные ассоциативные исследова-
ния (GWAS). В ведущих мировых журналах опубликован целый ряд результатов 
GWAS, посвященных идентификации новых генетических маркеров, ответствен-
ных за наследственную предрасположенность к шизофрении. В настоящее время в 
результате проводимых полногеномных исследований (GWAS), изучающих вклад 
как однонуклеотидных замен (SNP), так и вариаций числа копий (CNV) в предрас-
положенность к развитию шизофрении, выявлены полиморфные маркеры и хромо-
сомные области, сцепленные с шизофренией: 1q21.1, 2p16.3, 2q32.1, 6p21.3-22.1, 
15q11.2, 15q13.1 и 15q13.3 (Ikeda et al., 2010; Leonard, Freedman, 2006; Mössner et 
al., 2010; Stefansson et al., 2008, 2009). Высокая распространенность и неуклон-
ный рост заболеваемости ПШ (параноидная шизофрения) во всем мире опреде-
ляют важное социально-экономическое и медицинское значение этой проблемы, 
необходимость исследования механизмов развития данного заболевания с целью 
разработки эффективных методов диагностики, профилактики и патогенетической 
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терапии с учетом этнической принадлежности и генетических особенностей каж-
дого больного.

Проблема повышения эффективности терапии мультифакториальных психи-
ческих заболеваний является одной из наиболее актуальных в современной клини-
ческой психиатрии, поскольку в условиях применения значительного количества 
самых разнообразных препаратов выявляются выраженные индивидуальные раз-
личия терапевтического эффекта.

Действие лекарства обусловлено его взаимодействием с рецептором. Индиви-
дуальная вариабельность реакции больного на психотропный препарат велика как 
в отношении общего фармакодинамического эффекта, так и в отношении терапев-
тической дозы, от нормальной и повышенной чувствительности до полной резис-
тентности к одному и тому же препарату (Середенин, 2004). Выявлены расовые, 
этнические, половые, географические различия чувствительности к психотропным 
препаратам (Kim et al., 2008; Pinsonneault, Sadée, 2003; Smeraldi et al., 2006). Более 
того, существует группа пациентов, у которых развиваются побочные эффекты, вы-
званные терапией психотропными препаратами, варьирующие от просто принося-
щих беспокойство до угрожающих их жизни (Malhotra et al., 2004). Нейролептики 
являются основными препаратами для лечения шизофрении, однако пациенты, по-
лучающие нейролептики по-разному отвечают на данные препараты. Биологичес-
кие предикторы эффективности нейролептиков широко изучаются в мире, и осо-
бый упор делается на поиск генетических маркеров.

Таким образом, фармакогенетические подходы не только дают возможность 
идентифицировать биологические предикторы ответов на психотропные препара-
ты, но и, что более важно, – возможность определять молекулярные субстраты эф-
фективности психотропных препаратов (Malhotra et al., 2004).

Молекулярно-генетические работы, посвященные изучению параноидной ши-
зофрении в России, немногочисленны и затрагивают, в основном, исследование по-
лиморфизма генов нейромедиаторных систем (Галактионова и др., 2012; Гареева и 
др., 2012; Зайнуллина и др., 2003, 2005).

В результате ранее проведенных исследований в лаборатории молекулярной 
генетики человека Института биохимии и генетики УНЦ РАН, у больных пара-
ноидной шизофренией (ПШ) русских и татар из Республики Башкортостан (РБ) 
были выявлены генетические маркеры эффективности и риска развития побочных 
эффектов при приеме нейролептиков по полиморфным локусам rs1800497 гена 
DRD2 и rs4818, rs4680 гена COMT (Зайнуллина и др., 2005); кроме того, было ус-
тановлено, что полиморфные варианты генов DRD2, SCL6A3, 5-НТТ, СОМТ, G72 
являются факторами повышенного и пониженного риска развития параноидной 
шизофрении.

Полученные результаты свидетельствует об актуальности продолжения поиска 
фармакогенетических маркеров ответа на нейролептиков и генетических маркеров 
риска развития параноидной шизофрении в разных этнических группах из РБ.

Целью настоящего исследования явилось изучение полиморфных вариантов 
генов PRSS16, ZNF804A, G72, SLC18A1, APBA2, CHRNA7, DISC1, NRG1, RELN, 
PLXNA2, RGS2, GRIN2B, ассоциированных с шизофренией по данным полноге-
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номных исследований в популяциях русских и татар из Республики Башкортостан 
(Ikeda et al., 2010; Kirov et al., 2008; Leonard, Freedman, 2006; Mössner et al., 2010; 
Okahisa et al., 2011; Stefansson et al., 2008, 2009) и 6 генов-кандидатов системы ней-ней-
ротрофического фактора (NTRK2, BDNF, NGF, NTRK3), нейрексофилина 1 (NXPH1) 
и нейрексина 1 (NRXN1) у больных параноидной шизофренией и здоровых доно-
ров, проживающих в РБ.

Учитывая неоднородность населения нашей республики в этническом отноше-
нии, в исследуемые выборки были включены представители двух наиболее распро-
страненных популяций Башкортостана: русских и татар. Обследованный контин-
гент представлен 608 больными с диагнозом параноидной шизофрении F.20.0xx, 
согласно международной классификации болезней МКБ-10 ПШ различной этни-
ческой принадлежности (274 русских, 334 татарина). Средний возраст больных со-
ставил 42,93±11,15 лет.

Исследуемые выборки тестированы по специальному протоколу, включающему 
такие данные, как пол, возраст, этническая принадлежность, возраст начала заболе-
вания, отягощенность наследственного анамнеза по психическим заболеваниям. От 
каждого больного было получено подписанное информированное согласие. Данное 
исследование было одобрено локальным биоэтическим комитетом ИБГ УНЦ РАН.

Продолжительность исследования составила 6 недель. Эффективность нейро-
лептиков у больных шизофренией оценена с использованием шкал позитивных и 
негативных синдромов (Positive and negative Syndrome Scale, PANSS), разработан-
ная С. Кэй, Л. Оплер и А. Фишбэйн в 1986 г., позволяющая проводить стандартизи-
рованную оценку различных векторов психопатологической симптоматики шизоф-
рении – позитивной (POSIT), негативной (NEGAT) и общей психопатологической 
симптоматики (PSYCH), определять клинический профиль больного и прослежи-
вать динамику состояния в процессе терапии (Середенин, 2004). Эффективность 
терапии и развитие побочных эффектов оценивали в 1-й день назначения препара-
та, а затем на 21-й и 45-й дни.

По ответу на терапию нейролептиками больные были поделены на две группы: 
больных, у которых изменение баллов по шкале PANSS составляло 50% и более, 
определяли в группу реагирующих на терапию нейролептиками – Респондеры (Re-Re-
sponders), остальных больных считали резистентными к ней – Нереспондеры (Non 
Responders) (Середенин, 2004). Экстрапирамидный синдром (ЭПС) является по-
бочным эффектом, наблюдаемым у 20–30% больных шизофренией при длительном 
приеме типичных нейролептиков (Bakker et al., 2008; Zai et al., 2007).

Критерием развития острого экстрапирамидного синдрома (ЭПС), вызванного 
приемом нейролептиков, послужило наличие балла выше 3 по шкале SAS (шкала 
оценки экстрапирамидного синдрома, вызванного приемом нейролептиков).

Для идентификации генетических маркеров риска развития шизофрении были 
применены следующие подходы: анализ ассоциаций генов-кандидатов (метод слу-
чай–контроль) в этнических группах русских и татар из Республики Башкортостан.

Статистическая обработка полученных данных проводилась с использовани-
ем пакета прикладных программ: MS Office Excel 2003 [Microsoft], Statistica v.6.0, 
BIOSTAT (StatSoft, Inc. 2001). При попарном сравнении частот аллелей и геноти-
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пов в группах больных и контроля будет использовался критерий χ2 (Р) для таблиц 
сопряженности 2×2 с поправкой Иэйтса на непрерывность. Сила ассоциаций оце-
нивалась в значениях показателя соотношения шансов Odds Ratio (OR). Анализ со-
четаний генотипов и аллелей различных генов проведен с использованием пакета 
прикладных программ SPSS 13.0. Для анализа межгенных взаимодействий будет 
использована программа MDR (Multifactor-Dimensionality Reduction) (Ritchie et al., 
2001) и ее модифицированная версия, выпущенная позднее, GMDR (Generalized 
Multifactor-Dimensionality Reduction) (Lou et al., 2007). Расчет показателя D’, ис-
пользуемого для оценки неравновесия по сцеплению пары полиморфных локусов, 
а также определение частот гаплотипов в изученных выборках осуществлялся с 
помощью программы Haploview v. 4.1 (Barrett et al., 2005).

Проведен анализ ассоциации между значениями по шкалам PANSS и SAS и 
генотипами (аллелями) больных ПШ русских и татар из РБ с использованием од-
нофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) (пакет прикладных программ 
«SPSS v. 13.0») для идентификации генетических маркеров индивидуальной чувс-
твительности к нейролептикам.

ДНК выделяли из периферической крови методом фенольно-хлороформной 
экстракции (Mathew, 1984). Амплификацию изученных локусов проводили с помо-
щью метода полимеразной цепной реакции (ПЦР) синтеза ДНК на амплификаторе 
«Терцик» производства компании «ДНК-технология» (г. Москва). Для амплифи-
кации использовали реакционную смесь объемом 25 мкл, которая содержала 2,5 
мкл 10×Taq-буфера (67 мМ трис-HCl (pH 8,8), 16,6 мМ (NH4)2 SO4,, 1,5 мМ MgCl2, 
0,01% Тween-20), 0,1 мкг геномной ДНК, смесь dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP по 
200 мкМ каждого), 1 ед. ДНК-полимеразы Termus aquaticus (производства фирмы 
«Cилекс», г. Москва) и 5–10 пМ локусспецифичных олигонуклеотидных прайме-
ров. Для определения нуклеотидных замен методом полиморфизма длин рестрик-
ционных фрагментов (ПДРФ) проводили гидролиз амплифицированных фрагмен-
тов соответствующей рестриктазой.

Результаты ПДРФ-анализа оценивались путем проведения вертикального элек-
трофореза в 7-процентном полиакриламидном геле с последующим окрашиванием 
бромистым этидием и визуализацией в проходящем ультрафиолетовом свете.

2. Анализ ассоциации полиморфных вариантов генов, 
ассоциированных с шизофренией, по данным полногеномных 
исследований, с риском развития параноидной шизофрении 
и ответом на нейролептики в популяциях русских и татар из 
Республики Башкортостан

Нами были исследованы 69 полиморфных локусов генов PRSS16, ZNF804A, 
G72, SLC18A1, APBA2, CHRNA7, DISC1, NRG1, RELN, PLXNA2, RGS2, GRIN2B.

Исследования Х. Стефансона с соавторами выявили ассоциацию и сцепление 
19 геномных локусов с психическими расстройствами в хромосомном регионе 
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6p21.3 главного комплекса гистосовместимости (MHC1), где идентифицировано 
10 генов (Van Winkel et al., 2010).

Ген PRSS16 (6p21.3–22.1) кодирует протеиназу серина и экспрессируется ис-
ключительно в вилочковой железе и локализуется на 6 хромосоме в области глав-
ного комплекса гистосовместимости 1 (MHC1).

В результате сравнительного анализа распределения частот генотипов и алле-
лей полиморфного локуса rs13219354 гена PRSS16 между группами больных и здо-
ровых нами была обнаружена ассоциация гомозиготного генотипа PRSS16*T/*T с 
риском развития ПШ у русских (χ2=14,52; Р=0,0001; OR=1,69; 95%CI 1,28–2,26) 
и у татар (χ2=5,55; Р=0,02; OR=1,35; 95%CI 1,06–1,71). Также было показано, что 
аллель PRSS16*T является аллелем риска развития шизофрении у татар (χ2=4,73; 
Р=0,03; OR=1,26; 95%CI 1,02–1,56) и у русских (χ2=15,32; Р<0,001; OR=1,64, 95%CI 
1,25–2,15).

Кроме того, было выявлено, что генотип PRSS16*C/*T и аллель PRSS16*C 
являются протективными к развитию ПШ у русских (PRSS16*C/*T: χ2=9,12, 
Р=0,003; OR=0,65, 95%CI 0,49–0,87; PRSS16*C: χ2=15,32; Р<0,001; OR=0,61, 95%CI 
1,25–2,15) и у татар (PRSS16*C/*T: χ2=4,38; Р=0,04; OR=0,76; 95%CI 0,59–0,98; 
PRSS16*C: χ2=4,73, Р=0,03; OR=0,79, 95%CI 0,64–0,98).

Ген, кодирующий цинк-пальцевой белок 804A (англ. zinc finger protein 804A) 
ZNF804A (2q32.1), содержащий в своей структуре домен типа «цинковый палец». 
Функции белка пока неясны. Анализ возможных взаимодействий множества бел-
ков с помощью дрожжевой двухгибридной системы (англ. yeast two hybrid system) 
выявил способность белка связываться с N-концом (англ. N-terminus) атаксина 1 
(англ. ataxin 1). Наличие классического C2H2 цинк-пальцевого домена позволяет 
предположить, что белок, кодируемый геном ZNF804A, является фактором транс-
крипции — регулирует экспрессию генов.

Проведенный нами анализ распределения частот генотипов и аллелей поли-
морфного локуса rs1344706 гена ZNF804A у больных ПШ и здоровых русских и 
татар из РБ показал, что генетическими маркерами повышенного риска развития 
ПШ у русских является генотип ZNF804A*A/*A (OR=2,23) полиморфного локуса 
rs1344706 гена ZNF804A.

При полногеномном исследовании была выявлена ассоциация гена ZNF804A 
с шизофренией у англичан (O’Donavan et al., 2008), однако проведенные позже 
репликативные исследования показали неоднозначные результаты. Так, Д. Шанз 
с соавторами не подтвердили ассоциации полиморфного локуса rs1344706 гена 
ZNF804A у немцев (Dwyer et al., 2010; Schanze et al., 2011). В то же время, резуль- et al., 2011). 
таты настоящего исследования согласуются с данными ряда авторов, показавшими 
вклад этого полиморфного варианта с шизофренией у европейцев и японцев (Riley 
et al., 2010; Steinberg et al., 2011; Yasuda et al., 2011).

И. Чумаков с соавторами впервые картировали ген G72 (13q22–34) и иденти-
фицировали белок, кодируемый геном G72, который оказался оксидазой D-амино-
кислот, метаболизирующий в ЦНС D-серин (D-Ser). D-Ser является нейромодуля-
тором рецепторов N-метил-D-аспартата (NMDA), которые играют важную роль во 
многих патофизиологических процессах. С геном G72 перекрывается, транскри-
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бирующийся в противоположном направлении ген G30. Ранее была показана ассо-
циация генов G72 и G30 со многими психическими расстройствами (Barrett et al., 
2005; Gomez et al., 2009; Grigoroiu-Serbanescu et al., 2010; Korostishevsky et al., 2006; 
Schumacher et al., 2009).

Нами было изучено два полиморфных локуса – rs3918342 и rs2391191, в гене 
активатора D-аминооксидазы G72 (13q22–34), локализованного в области, сцеп-
ленной с шизофренией (Chumakov et al., 2002; Mössner et al., 2010). Анализ рас-
пределения частот аллелей по полиморфному локусу rs3918342 гена G72 выявил 
достоверно более высокую частоту аллеля G72*С (χ2=5,33; df=1, Р=0,021; OR=1,49; 
CI 95% 1,05–2,13) по сравнению с таковой в группе контроля

Ген SLC18A1 (8p21.3) семейства транспортеров растворенных веществ 18, член 
1, кодирующий транспортный белок, переносящий моноаминовые нейротранс-
миттеры в везикулярные пузырьки пресинаптического нейрона, локализован в об-
ласти, сцепленной с шизофренией. Ряд генетических исследований указывают на 
возможный вклад гена SLC18A1 в риск развития шизофрении (Lohoff et al., 2008; 
Malhotra et al., 2004).

Анализ ассоциации аллелей и генотипов полиморфного локуса rs2270641 гена 
SLC18A1 показал, что генетическими маркерами повышенного риска развития ПШ 
у русских и у татар являются генотип SLC18A1*A/*A (χ2=5,69; Р=0,02; OR=1,68; CI 
95% 1,11–2,52) и аллель SLC18A1*A (χ2=5,82; Р=0,02; OR=1,49; CI 95% 1,08–2,05).

Анализ ассоциаций ANOVA выявил достоверно значимые различия в баллах по 
шкале общепсихопатологической симптоматики PSYCH на 21-й оценочный день 
(F=4,16; P=0,03) за счет повышения средних значений по шкале PSYCH у носите-
лей генотипа SLC18A1*A/*A русской этнической принадлежности по сравнению с 
таковыми, несущими генотип SLC18A1*С/*С (P=0,013).

Ген амилоид-связывающего белка A2 APBA2 (15q11-q12) кодирует белок ней-
рональной адаптации, необходимый для синаптической передачи, который взаи-
модействует с геном NRXN1 на пресинаптической мембране. Г. Киров с соавтора-
ми выявили дупликацию в области 15q13.1, затрагивающую три гена, в том числе 
APBA2 (Mint2) (Kirov et al., 2008). Однако при исследовании вариаций числа копий 
и однонуклеотидных замен в генах NRXN1 и APBA2 Х. Стефансон и А.С. Нид с со-
авторами, не обнаружили ассоциации с риском развития шизофрении у европейцев 
(Need et al., 2009; Stefansson et al., 2008).

Проведенный однофакторный дисперсионный анализ в выборке больных рус-
ской этнической принадлежности, показал статистически значимые различия в 
средних значениях по шкале SAS на 21-й оценочный день SAS21 (F=3,07; P=0,03) 
между носителями разных генотипов полиморфного локуса rs8040932 гена APBA2. 
При введении поправки на множественные сравнения Бонферрони было выявлено 
понижение средних значений у больных, несущих генотип APBA2*T/*T, по сравне-
нию с таковыми, несущими генотип APBA2*С/*С (P=0,02).

Ген, кодирующий плексин A2 PLXNA2 (1q32.2), локализован в области, сцеп-
ленной с шизофренией, и по данным ряда исследований ассоциируется с риском 
развития шизофрении (Fujii et al., 2007).
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Однофакторный дисперсионный анализ показал различия в средних значени-
ях по шкале позитивной симптоматики POSIT на 21-й оценочный день у носите-POSIT на 21-й оценочный день у носите- на 21-й оценочный день у носите-
лей разных генотипов по полиморфному локусу rs1327175 (F=4,23; P=0,03) гена 
PLXNA2 и позволил установить генетический маркер повышенной эффективности 
в отношении позитивной симптоматики у русских и татар, больных ПШ, при при-
еме ТН (типичные нейролептики): PLXNA2*G/*G (P=0,04).

Ген белка, нарушенного при шизофрении 1 DISC1 (1q42.1), является геном-кан-
дидатом развития шизофрении (Hennah et al., 2003). Одной из важнейших функций 
белка DISC1 является присоединение нескольких белковых комплексов к моторно-
му белку кинезин-1, переносящему эти комплексы в аксональные окончания. При 
проведении анализа ассоциаций разными исследователями получены противоре-
чивые результаты. Так, была выявлена ассоциация аллеля DISC1*T полиморфного 
локуса rs3737597 гена DISC1 с шизофренией в некоторых европейских популяциях 
(p<0,004) (Hennah et al., 2003; Saetre et al., 2008), тогда как Д.П. Прата с соавторами 
не выявили ассоциации данного полиморфного локуса с шизофренией в английс-
кой популяции (Prata et al., 2011).

Ген нейрорегулин 1 NRG1 (8p12) локализован в области, сцепленной с шизоф-
ренией, и, по данным ряда исследований, ассоциируется с риском развития ши-
зофрении (Kang et al., 2012; Nicodemus et al., 2010). Ген, кодирующий белок рилин 
RELN, (7q22), по данным полногеномного анализа ассоциации, вносит вклад в риск 
развития шизофрении у евреев (Shifman et al., 2008). Проведенное репликативное 
исследование подтвердило ассоциацию данного гена с риском возникновения ши-
зофрении у китайцев (Chang et al., 2011).

Нарушение способности к фильтрации сенсорной информации является ран-
ним симптомом шизофрении и связано с активностью гена альфа-7-никотинового 
рецептора CHRNA7 (15q13.3), локализованного в области, сцепленной с шизофре-
ний (Flomen et al., 2006; Joo et al., 2010; Leonard, Freedman, 2006).

Проведенное нами исследование показало отсутствие различий в распределе-
нии частот генотипов и аллелей по полиморфным локусам rs8040932 гена APBA2, 
rs3826029 гена CHRNA7, rs3737597 гена DISC1, rs10503929 гена NRG1, rs7341475 
гена RELN, rs1327175 гена PLXNA2 между группами больных с ПШ и здоровых 
русских и татар из РБ, а проведенный анализ ассоциаций продемонстрировал от-
сутствие влияния полиморфных локусов rs3737597 гена DISC1, rs1344706 гена 
ZNF804A, rs13219354 гена PRSS16, rs3826029 гена CHRNA7, rs7341475 гена RELN 
в формировании ответа на прием типичных нейролептиков у русских и татар из РБ.

Изучением генов группы белков, регулирующих сигнальную активность  
G-белка RGS, занимаются многие ученые, поскольку они модулируют трансдук-
цию сигнала рецепторов нейротрансмиттеров (дофамин, глутамат, серотонин, гам-
ма-аминомасляная кислота), играющих роль в патогенезе шизофрении (Okahisa et 
al., 2011; Réthelyi et al., 2010). Ранее полученные результаты показали снижение 
экспрессии гена RGS4 при шизофрении (Mimics et al., 2000). В исследовании Д. 
Кэмпбела с соавторами была подтверждена вовлеченность ряда полиморфных 
локусов генов RGS2 и RGS5 в риск развития шизофрении (Campbell et al., 2008). 
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Также была показана ассоциация нескольких полиморфных локусов, расположен-
ных в 5’-нетранслируемой области и в интроне 1 гена RGS4 с шизофренией (Chow-Chow-
dhari et al., 2002).

Регулятор передачи сигнала G-белка (RGS) является негативным регулятором 
рецепторов, связанным с G-белками, включая метаботропные глутаматные рецеп-
торы (De Blasi еt al., 2001), и, возможно, играет важную роль в развитии нервной 
системы (De Vries et al., 2000). K. Мимикс с соавторами выявили снижение экс- 
прессии гена RGS4 у больных шизофренией (Mimics et al., 2000). По мнению ряда
авторов, гены этой системы также являются мишенью для нейролептиков (Higa 
et al., 2010; Klenke, Siffert, 2011). Так, Л. Гринбаум с соавторами выявили протек-
тивный эффект аллеля RGS2*G, функционального полиморфного локуса rs4606, 
находящегося в 3'области гена RGS2 для развития ЭПС при приеме нейролептиков 
у афро-американцев и европейцев (Greenbaum at al., 2012). M. Хига с соавторами 
не подтвердили влияния данного полиморфного локуса на развитие ЭПС у японцев 
(Higa et al., 2010).

В гене RGS2 (1q31) было изучено пять полиморфных локусов с риском разви-
тия шизофрении (rs2746073, rs2746072, rs3767488, rs2746071). Статистически зна-
чимые различия в распределении частот аллелей и генотипов полиморфного мар-
кера rs2746071 гена RGS2 были выявлены между группами больных параноидной 
шизофренией и контролем в зависимости от этнической принадлежности (Р>0,05).

В результате сравнительного анализа распределения частот генотипов и ал-
лелей между группами больных и здоровых нами была обнаружена ассоциация 
гомозиготного генотипа RGS2*G/*G полиморфного локуса rs2746071 с риском 
развития ПШ у русских (χ2=9,54, Р=0,002; OR= 4,075; 95%CI 1,67–9,89) и у татар 
(χ2=24,318; Р=0,000001; OR = 4,88; 95%CI 2,55–9,35). Также было показано, что 
аллель RGS2*G является аллелем риска развития шизофрении у татар (χ2=29,54; 
Р=0,0000; OR=2,51, 95%CI 1,804–3,491) и у русских (χ2=17,15; Р<0,0001; OR= 2,37; 
95%CI 1,59–3,56).

Нами был проведен гаплотипический анализ. В группе больных и здоровых 
русских и татар был сконструирован один гаплотипический блок на основе 5 по-
лиморфных локусов, а именно rs2746071, rs2746072, rs2746073, rs4606, rs3767488, 
находящихся в неравновесии по сцеплению как в этнических группах русских  
(D’>0,80) так и татар (D'>0,59) (рис. 1).

В результате проведенного гаплотипического анализа в группе русских и татар 
было определено 7 гаплотипов. Было обнаружено, что гаплотип RGS2*A*G*T*C*T 
достоверно чаще встречался в группе здоровых русских (χ2=22,08, Р=0,000003; 
OR=0,38, 95%CI 0,26–0,57) и татар (χ2=24,39; Р=0,000; OR=0,44; 95%CI 0,32–
0,61), чем у больных ПШ. Напротив, частота гаплотипа RGS2*G*G*T*C*T была 
достоверно выше у больных параноидной шизофренией, чем у здоровых рус-
ских (χ2=45,77; Р=0,000; OR=21,47; 95%CI 6,59–69,95) и татар (χ2=53,51; Р=0,000; 
OR=18,72; 95%CI 6,69–52,31). Частоты остальных гаплотипов были схожи у боль-
ных ПШ и здоровых индивидов русских и татар.

С целью изучения влияния полиморфных локусов rs2746071, rs2746072, 
rs2746073, rs4606, rs3767488 гена RGS2 на эффективность типичных нейролепти-
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ков у больных с ПЭШ русских и татар из РБ был проведен однофакторный диспер-
сионный анализ, показавший различия в средних значениях по подшкале позитив-
ной симптоматики POSIT на 21-й оценочный день у носителей разных генотипов 
по полиморфному локусу rs2746072 гена RGS2 у русских (F=3,75; P=0,03). При 
введении поправки на множественные сравнения Бонферрони были выявлены по-
нижения средних значений у больных, несущих генотип RGS2*С/*С, по сравне-
нию с таковыми, несущими генотип RGS2*G/*G (P=0,027).

Однофакторный дисперсионный анализ, проведенный для выявления степени 
риска развития ЭПС в группах русских и татар, показал различия в средних значе-
ниях по шкале SAS на 21-й оценочный день у носителей разных генотипов по по-
лиморфному локусу rs2746073 (F=3,08; P=0,03), rs4606 (F=4,52; P=0,01), rs2746071 
(F=3,87; P=0,03) гена RGS2 у русских и позволил установить генетические марке-
ры повышенного риска развития экстрапирамидного синдрома (ЭПС) у больных 
ПЭШ при приеме ТН: RGS2*T/*T rs2746073 (P=0,04), RGS2*C/*C rs4606 (P=0,01), 
RGS2*A/*A rs2746071 (P=0,024) у русских (рис. 2).

Анализ вариаций ANOVA на 21-й оценочный день у татар показал статисти-
чески значимые различия в средних значениях по подшкале негативной сим-
птоматики NEGAT (F=2,93; P=0,03) по полиморфному локусу rs4606 гена RGS2 
(F=3,35; P=0,03) за счет понижения средних значений у больных, несущих генотип 
RGS2*С/*С по сравнению с таковыми, несущими генотип RGS2*G/*G (P=0,018) 
и PSYCH по полиморфному локусу rs2746071 гена RGS2 (F=3,64; P=0,03) за счет 
повышения средних значений у больных, несущих генотип RGS2*A/*A, по сравне-
нию с таковыми, несущими генотип RGS2*G/*G (P=0,015).

С целью выявления фармакогенетических маркеров достаточного терапевти-
ческого ответа и маркеров риска развития экстрапирамидного синдрома ЭПС был 

Рис. 1. Неравновесие по сцеплению (D') между полиморфными локусами rs2746071, rs2746072, 
rs2746073, rs4606, rs3767488) гена RGS2. а) у русских; б) у татар
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проведен сравнительный анализ распределения частот генотипов и аллелей гена 
RGS2 между группой больных Респондеров и Нереспондеров, а также больных с 
ЭПС и без ЭПС, однако различия оказались статистически не достоверны. Сравни-
тельный анализ распределения частот генотипов и аллелей гена RGS2 между груп-
пой Респондеров и Нереспондеров русских и татар также не показал статистически 
значимых различий. Анализ неравновесия по сцеплению между пятью маркерами 
в гене RGS2 выявил наличие неравновесия по сцеплению (D'>0,67) у татар Респон-
деров и Нереспондеров (рис. 3).

Рис. 2. Генетические маркеры повы-
шенного риска развития экстрапирамидного 
симптома у русских по полиморфным локу-
сам rs4606; rs2746073, rs2746071 гена RGS2

Рис. 3. Неравновесие по сцеплению между пятью маркерами в гене RGS2 выявило наличие не-
равновесия по сцеплению (D'>0,67) у татар Респондеров и Нереспондеров
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В результате проведенного гаплотипического анализа был сконструирован 1 
гаплотипический блок на основе пяти полиморфных локусов гена RGS2 у татар 
Респондеров и Нереспондеров, состоящий из 7 гаплотипов. Было обнаружено, что 
гаплотип RGS2*G*G*T*C*С (χ2=11,02, Р=0,001; OR=0,07, 95%CI 0,01–0,36) досто-
верно чаще встречался в группе татар Респондеров, чем в группе Нереспондеров. 
Частоты остальных гаплотипов были схожи у Респондеров и Нереспондеров.

Гипоглутаматергическая гипотеза является одной из нейрохимических гипотез 
патогенеза шизофрении, постулирующая нарушение глутаматного нейромедиатор-
ного пути, привлекающая внимание исследователей в последнее время, о чем сви-
детельствуют низкие уровни рецепторов глутамата при посмертном анализе мозга 
больных и способность средств, блокирующих глутаматную активность, таких как 
фенциклидин и кетамин, вызывать шизофреноподобные симптомы и когнитивные 
нарушения (Carlsson et al., 2004; Coyle, 2006; Javitt, 2010; Ohtsuki et al., 2001). В 
связи с изложенным выше, изучение ассоциации полиморфных вариантов гена 
GRIN2B с параноидной шизофренией (ПШ) и с ответом на терапию нейролептика-
ми представляет огромный интерес для исследователей.

Нами была изучена ассоциация шести полиморфных локусов rs1805502, 
rs1805476, rs1805247, rs1805482, rs7301328, rs34315573 гена GRIN2B с риском 
развития шизофрении у русских и татар. В результате проведенного анализа было 
выявлено, что частота генотипа GRIN2B*T/*T (rs1805247) была достоверно выше у 
больных татарской этнической принадлежности, чем у здоровых (χ2=8,40; Р=0,004; 
OR= 2,32; 95% CI 1,34–4,05). Кроме того, было показано статистически значимое 
повышение частоты аллеля GRIN2B*T (rs1805247) у больных татарской (χ2=10,86; 
Р=0,001; OR=2,38, 95%CI 1,43–3,92) и русской этнической принадлежности 
(χ2=4,82; Р=0,03; OR=2,03, 95%CI 1,11–3,69). Проведенный анализ ассоциаций 
не выявил статистически значимых различий в распределении частот генотипов 
и аллелей по полиморфным локусам rs1805502, rs1805482, rs1805476, rs7301328, 
rs34315573 гена GRIN2B между больными и здоровыми индивидами русской и та-
тарской этнической принадлежности из РБ.

При проведении гаплотипического анализа полиморфных локусов гена GRIN2B 
было сконструировано два гаплотипических блока: блок 1 – rs1805502, rs1805476, 
rs1805247, rs1805482; блок 2 – rs7301328, rs34315573 (рис. 4). При оценке частот 
гаплотипов гена GRIN2B сильное неравновесие по сцеплению между маркерами 
rs1805502 и rs1805476 (D’>0,90), и между rs7301328 и rs34315573 (D'�1) было по-D'�1) было по-�1) было по-
лучено как в группе больных и здоровых русских, так и в таковой у татар. На рисун-
ке 4 представлены показатели неравновесия по сцеплению (D’) между маркерами

Анализ распределения частот гаплотипов показал, что в этнической группе 
русских больных частоты гаплотипов первого блока GRIN2B*T*A*T*С (χ2=5,53; 
Р=0,02; OR=1,63; 95%CI 1,10–2,42) и GRIN2B *C*C*T*C (χ2=3,9; Р=0,05; OR=2,29; 
95% CI 1,06-4,94) были достоверно выше таковых в группе контроля. Напротив, 
гаплотип первого блока GRIN2B *T*C*T*T достоверно чаще встречался у здоро-
вых русских, чем у больных (χ2=3,88; Р=0,05; OR=0,58; 95%CI 0,36–0,97). В эт-
нической группе татар был обнаружен протективный маркер – гаплотип первого 
блока GRIN2B*С*С*C*C (χ2=3,79; Р=0,05; OR=0,55; 95%CI 0,31–0,97).
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Проведенный однофакторный дисперсионный анализ в выборке больных рус-
ской этнической принадлежности выявил статистически значимые различия в сред-
них значениях по шкале SAS на 21-й оценочный день SAS 21 (F=3,76; P=0,03) меж-
ду носителями разных генотипов полиморфного локуса rs18005502 гена GRIN2B. 
При введении поправки на множественные сравнения Бонферрони было выявлено 
повышение средних значений у больных, несущих генотип GRIN2B*С/*С, по срав-
нению с таковыми, несущими генотипы GRIN2B*С/*T и GRIN2B*T/*T, однако раз-
личия оказались статистически не достоверны (P>0,05).

Анализ вариаций ANOVA выявил достоверно значимые различия в баллах по 
шкале PANSS у татар (F=5,049; P=0,008) на 21-й оценочный день за счет повы-
шения средних значений по шкале PANSS21 у носителей генотипа GRIN2B*С/*С 
по сравнению с носителями генотипов GRIN2B*С/*T (P=0,011) и GRIN2B*T/*T 
(P=0,05); по подшкале общепсихопатологической симптоматики PSYCH21 
(F=4,037; P=0,02) на 21-й оценочный день за счет повышения средних значений 
по PSYCH21 у носителей генотипа GRIN2B*С/*С, по сравнению с таковыми, не-
сущими генотип GRIN2B*С/*T (P=0,011); по подшкале негативной симптоматики 
NEGAT21 (F=4,626; P=0,011) на 21-й оценочный день за счет повышения средних 
значений по NEGAT21 у носителей генотипа GRIN2B*С/*С, по сравнению с тако-
выми, несущими генотип GRIN2B*С/*T (P=0,015).

В результате проведенного сравнительного анализа распределения частот гено-
типов шести полиморфных локусов – rs1805502, rs1805476, rs1805247, rs1805482, 
rs7301328, rs34315573 гена GRIN2B между группой Респондеров и Нереспонде-
ров русских и татар было выявлено статистически значимое различие (χ2=6,82; 
P=0,033) за счет достоверно более высокой частоты генотипа GRIN2B*T/*T по по-
лиморфному локусу rs34315573 (χ2=4,65; P=0,031) у русских Нереспондеров.

Рис. 4. Неравновесие по сцеплению (D') между полиморфными локусами rs1805502, rs1805476, 
rs1805247, rs1805482, rs7301328, rs34315573 гена GRIN2B. а) у русских; б) татар
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Сравнительный анализ распределения частот генотипов по шести полиморф-
ным локусам – rs1805502, rs1805476, rs1805247, rs1805482, rs7301328, rs34315573 
гена GRIN2B между группами больных с экстрапирамидным синдромом (ЭПС) и 
больных без ЭПС у русских и у татар не выявил статистически значимых различий.

3. Анализ ассоциаций 48 полиморфных вариантов 
6 генов-кандидатов системы нейротрофического фактора 
(NTRK2, BDNF, NGF, NTRK3), нейрексофилина 1 (NXPH1) 
и нейрексина 1 (NRXN1) и их гаплотипов с риском развития 
параноидной шизофрении

Особый интерес при изучении предрасположенности к параноидной шизоф-
рении представляют гены системы нейротрофического фактора: NGF (1p13.1) – 
фактор роста нервов, BDNF (11p13) – нейротрофический фактор головного мозга, 
NTRK2 (9q22.1) – тирозинкиназный рецептор TrkB, NTRK3 (15q25) – тирозинкина-
зный рецептор TrkC, а также гены нейрексофилина 1 NXPH1 (7p22) и ген нейрекси-
на 1 NRXN1 (2p16.3), поскольку недавно была показана их вовлеченность в форми-
рование предрасположенности к различным аффективным расстройствам (Otnaess 
et al., 2009; Athanasiu et al., 2011).

Нами была проведена оценка неравновесия по сцеплению между 48 полимор-
фными локусами в генах NGF, BDNF, NTRK2, NTRK3, NXPH1, NRXN1. Локусы, 
показавшие неравновесие по сцеплению, были объединены в гаплотипические 
блоки. При проведении гаплотипического анализа полиморфных локусов гена ней-
ротрофического фактора головного мозга BDNF был сконструирован гаплотипи-
ческий блок, состоящий из полиморфных локусов rs2203877, rs7124442, rs6265, 
rs10767665, rs1491850 (рис. 5).

Рис. 5. Неравновесие по сцеплению (D') между полиморфными локусами rs2203877, rs7124442, 
rs6265, rs10767665, rs1491850 гена BDNF. а) у русских; б) у татар
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Частота гаплотипа BDNF*T*C*G*G*T была достоверно ниже как в общей вы-
борке больных (русских и татар) (χ2=10,472; Р=0,0012; OR=0,39), так и у больных 
русской (χ2=4,456; Р=0,0348; OR=0,37) и татарской (χ2=4,235; Р=0,039; OR=0,43) 
этнической принадлежности по сравнению с таковой у здоровых индивидов. Срав-
нительный анализ распределения частот генотипов и аллелей показал, что аллель 
BDNF*С полиморфного локуса rs2203877 встречался достоверно чаще в общей вы-
борке больных по сравнению с таковой у здоровых индивидов (χ2=4,456; Р=0,0348; 
OR=0,37).

Изучение шести полиморфных вариантов гена тирозинкиназного рецептора 
TrkB (NTRK2) показало, что аллель NTRK2*С полиморфного локуса rs1443445 
является маркером риска развития ПШ у русских (χ2=5,093; Р=0,024; OR=1,77). 
Исследование распределения частот аллелей и генотипов полиморфных локусов 
гена тирозинкиназного рецептора TrkB (NTRK3) выявило маркеры риска развития 
ПШ: по полиморфному локусу rs1946698 – аллель NTRK3*G у русских и татар 
(χ2=12,316, Р=0,0004, OR=1,77); у русских (χ2=17,164; Р=0,000034; OR=2,62); по 
полиморфному локусу rs7170062 – аллель NTRK3*T у русских и татар (χ2=13,437; 
Р=0,0002; OR=1,77); у русских (χ2=17,208; Р=0,000033; OR=2,59); по полиморфно-
му локусу rs 11631508 – аллель NTRK3*A у русских и татар (χ2=9,439; Р=0,0021; 
OR=1,83); у русских (χ2=8,485; Р=0,0036; OR=2,18).

При проведении анализа гаплотипов гена тирозинкиназного рецептора TrkC 
(NTRK3) был сконструировано два гаплотипических блока (рис. 6): блок 1 – rs 
1435402, rs 1946698, rs 7170062, rs 11631508, rs 12594283, блок 2 – rs 3825884, rs 
1110306, rs 11073767, rs 11629691, rs 7176520. Гаплотип NTRK3*T*G*T*A*A* гап-
лотипического блока 1 встречался достоверно чаще как в общей выборке больных 
ПШ (русских и татар) (χ2=8,938; Р=0,0028; OR=1,66), так и у больных русской этни-
ческой принадлежности (χ2=10,471; Р=0,00012; OR=2,25). Полногеномный анализ 
сцепления показал, что хромосомный регион 15q25,3-q26,2, в котором находится 
ген NTRK3, сцеплен с шизофренией и депрессивными расстройствами (Feng et al., 

Рис. 6. Неравновесие по сцеплению (D') между полиморфными локусами rs1435402, rs1946698, 
rs7170062, rs11631508, rs12594283 гена NTRK3 у русских
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2006; Need et al., 2009). Полученные нами данные подтверждают вовлеченность 
гена NTRK3 в формирование предрасположенности к ПШ.

Исследование распределения частот аллелей и генотипов полиморфных локу-
сов гена нейроксофилина 1 (NXPH1) показало, что аллель NXPH1*A полиморфного 
локуса rs886505 является маркером риска развития ПШ у русских и татар (χ22=4,419; 
Р=0,0356; OR=1,52), а аллель NXPH1*G полиморфного локуса rs 7801099 являет-
ся маркером риска развития данного заболевания у русских (χ2=9,149; Р=0,0025; 
OR=2,26) (рис.7).

В результате проведенного анализа распределения частот аллелей и генотипов 
полиморфных локусов гена нейрексина 1 (NRXN1) было обнаружено, что частота 
аллеля NRXN1*A полиморфного локуса rs1469794 в общей выборке больных (рус-
ских и татар) была достоверно выше таковой у здоровых индивидов (χ2=11,277; 
Р=0,0008; OR=2,11), также данный аллель NRXN1*A является маркером риска раз-
вития ПШ у татар (χ2=10,372; Р=0,0013; OR=2,75) (см. рис. 7).

Генетические маркеры риска развития параноидной шизофрении по трем изу-
ченным полиморфным локусам гена фактора роста нервов NGF не выявлены.

Развитие такого мультифакториального заболевания, как шизофрения, опос-
редовано аддитивными и эпистатическими взаимодействиями генетических фак-
торов и модулирующим влиянием средовых факторов (Ebstein, 2006). Поскольку 

Рис. 7. Маркеры повышенного и пониженного риска развития параноидной шизофрении у 
русских
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ранее было постулировано, что вклад каждого генетического маркера в развитие 
предрасположенности к психическим расстройствам составляет менее 1%, а роль 
наследственности в формировании этого психического расстройства достигает 
40–70% (Owen, 2012), для выявления роли генетического компонента в развитии 
шизофрении необходимо совместное исследование более 50 кандидатных генов с 
учетом факторов окружающей среды.

В результате анализа межгенных взаимодействий 48 полиморфных локусов 6 
генов нейротрофической системы мозга в детерминации риска развития ПШ в эт-
нических группах русских и татар из РБ были установлены две модели межген-
ных взаимодействий: 1) NRXN1 (rs2678228)* NXPH1 (rs6952939) у русских и татар 
(χ2=11,39; Р=0,000074; OR=2,093); 2) NXPH1 (rs10272916)* NTRK3 (rs11631508) у 
татар (χ2=10,81; Р=0,001; OR=5,574).

Таким образом, исследование полиморфных вариантов генов-кандидатов пара-
ноидной шизофрении в популяциях русских и татар в Республике Башкортостан 
выявило выраженные межэтнические различия изучаемых групп по распределению 
частот аллелей и генотипов полиморфных локусов генов PRSS16, ZNF804A, G72, 
SLC18A1, APBA2, CHRNA7, DISC1, NRG1, RELN, PLXNA2, RGS2, GRIN2B, NTRK2, 
BDNF, NGF, NTRK3, NXPH1, NRXN1 и генетическим факторам риска развития дан-
ного заболевания. Установлено, что генетическими маркерами 1) повышенного 
риска развития ПШ являются: а) у русских и у татар: генотип PRSS16*T/*T, аллель 
PRSS16*T полиморфного локуса rs13219354 гена PRSS16; генотип SLC18A1*A/*A 
и аллель SLC18A1*A полиморфного локуса rs2270641 гена SLC18A1; аллель 
BDNF*С полиморфного локуса rs2203877; аллель NTRK3*G полиморфного локу-
са rs1946698 гена NTRK3; аллель NTRK3*T полиморфного локуса rs7170062 гена 
NTRK3; аллель NTRK3*A полиморфного локуса rs11631508 гена NTRK3; аллель 
NRXN1*A полиморфного локуса rs1469794 гена NRXN1; аллель NXPH1*A поли-
морфного локуса rs886505 гена NXPH1; гаплотип BDNF*T*C*G*G*T (rs 2203877, 
rs 7124442, rs 6265, rs 10767665, rs 1491850); б) у русских: аллель G72*C полимор-
фного локуса rs3918342 гена G72 (DAOA); генотип ZNF804A*A/*A полиморфного 
локуса rs1344706 гена ZNF804A; гаплотипы GRIN2B*T*A*T*C и GRIN2B*С*С*T*C 
по полиморфным локусам rs1805502, rs1805476, rs1805247, rs1805482 и rs1805482 
гена GRIN2B. аллель NTRK2*С полиморфного локуса rs1443445 гена NTRK2; 
аллель NXPH1*G полиморфного локуса rs7801099 гена NXPH1; в) у татар: ге-
нотип GRIN2B*T*/*T и аллель GRIN2B*T полиморфного локуса rs1805247 гена 
GRIN2B. 2) пониженного риска развития ПШ являются: а) у русских и татар: ал-
лель PRSS16*C полиморфного локуса rs13219354 гена PRSS16; б) у татар: гапло-
тип GRIN2B*С*С*С*C по полиморфным локусам rs1805502, rs1805476, rs1805247, 
rs1805482 и rs1805482 гена GRIN2B. 3) эффективности типичных нейролептиков 
(ТН) в отношении позитивной симптоматики (ПС): генотип RGS2*C/*C по поли-
морфному локусу rs2746072 гена RGS2 у русских; PLXNA1*G/*G у русских и та-
тар; в отношении негативной симптоматики (НС): RGS2*C/*C (rs4606) у татар. 4) 
низкой эффективности терапии шизофрении ТН в отношении психопатологичес-
кой симптоматики: SLC18A*A/*A (rs2270641) у русских; RGS2*A/*A (rs2746071); 
GRIN2B*С/*C (rs1805502) у татар; в отношении НС: GRIN2B*С/*C (rs1805502) у 
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татар. 5) повышенного риска развития экстрапирамидного синдрома (ЭПС) у боль-
ных ПШ при приеме ТН являются генотипы: RGS2*T/*T rs2746073, RGS2*C/*C 
(rs4606), RGS2*A/*A (rs2746071) у русских. 6) генетическим маркером пониженно-
го риска развития ЭПС является генотип APBA2*T/*T (rs8040932) у татар.

Результаты настоящего исследования раскрывают некоторые патогенетичес-
кие аспекты шизофрении и вносят вклад в общее представление о молекулярно-
генетических основах развития данного заболевания, что в будущем будет иметь 
огромное значение для ранней диагностики шизофрении и разработки новых ле-
карственных средств для ее лечения. Выявленные результаты не претендуют на 
исчерпывающую характеристику молекулярно-генетических основ параноидной 
шизофрении, но являются важным шагом на пути понимания механизмов форми-
рования данного психического расстройства.

4. Заключение

Шизофрения является многофакторным заболеванием, на развитие которого 
оказывают влияние как средовые (социальные), так и генетические факторы. Гене-
тическая предрасположенность к параноидной шизофрении формируется за счет 
взаимодействия множества генов. Во всем мире активно исследуются ассоциации 
полиморфных вариантов генов-кандидатов ПШ с фенотипическими проявлениями 
заболевания.

В рамках настоящего исследования проведен анализ молекулярно-генетичес-
ких основ формирования параноидной шизофрении у русских и татар из РБ. Нами 
было изучено 68 полиморфных локусов генов PRSS16, ZNF804A, G72, SLC18A1, 
APBA2, CHRNA7, DISC1, NRG1, RELN, PLXNA2, RGS2, GRIN2B, NTRK2, BDNF, 
NGF, NTRK3, NXPH1, NRXN1, относящихся к системам главного комплекса гис-
тосовместимости, сигнальной трансдукции, транспортеров нейротрансмиттеров, 
нейрональной адаптации, нейротрофического фактора, нейроксифилина и нейрек-
сина, глутаматергической системы, и проведен поиск ассоциаций данных полимор-
фных маркеров с риском развития параноидной шизофрении и ответом на типич-
ные нейролептики у русских и татар из РБ.

В результате проведенного исследования выявлены факторы повышенного и 
пониженного риска развития параноидной шизофрении и генетические маркеры 
эффективности терапии и риска развития побочных эффектов при приеме типич-
ных нейролептиков в РБ.

Полученные нами результаты показали межэтнические различия генетических 
факторов риска ПШ и формирования ответа на терапию типичными нейролепти-
ками, еще раз подчеркнув важность и необходимость применения популяционного 
подхода при проведении подобных исследований. Высокая распространенность и 
неуклонный рост заболеваемости параноидной шизофренией во всем мире харак-
теризует ПШ как глобальную медико-социальную проблему и диктует необходи-
мость ее дальнейшего всестороннего изучения, включающего анализ и генетичес-
ких, и внешнесредовых факторов, с целью выявления факторов повышенного и 
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пониженного риска развития заболевания для разработки профилактических ме-
роприятий.

Таким образом, полученные нами данные представляют интерес для понима-
ния молекулярно-генетических механизмов развития параноидной шизофрении, а 
также позволяют предложить новые направления в разработке методов лечения, 
диагностики и формирования групп риска данной патологии. Выявление новых ге-
нетических маркеров риска заболевания и фармакогенетических маркеров ответа 
не терапию способствуют внедрению молекулярно-генетических тестов в реаль-
ную клиническую практику. Данные об ассоциации определенных генотипов и ал-
лелей локусов генов PRSS16, ZNF804A, G72, SLC18A1, APBA2, CHRNA7, PLXNA2, 
RGS2, GRIN2B, NTRK2, BDNF, NTRK3, NXPH1, NRXN1 с развитием параноидной 
шизофрении и эффективностью терапии нейролептиками у русских и татар позво-
лят использовать генотипирование по этим локусам для определения риска разви-
тия заболевания с учетом этнической принадлежности.
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Экстралингвистические характеристики речевого сигнала
и показатели  ЭЭГ у больных с различными 
аффективными расстройствами

Н.Н. Лебедева, Е.Д. Каримова, Е.А. Казимирова

Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) сравнивает депрессию с эпиде-
мией, охватившей все человечество. На 51-й сессии ВОЗ было объявлено: депрес-
сия уже вышла на первое место в мире среди причин неявки на работу, на второе 
– среди болезней, приводящих к потере трудоспособности. Если не будут приняты 
соответствующие меры, то к 2020 г. депрессия парализует экономическую жизнь 
как развитых, так и развивающихся стран. По прогнозам ВОЗ, к 2020 году депрес-
сия выйдет на первое место в мире среди всех заболеваний, обогнав сегодняш-
них лидеров – инфекционные и сердечно-сосудистые заболевания (Murray, Lorez, 
1996). Уже сегодня она является самым распространенным заболеванием, которым 
страдают женщины. Депрессии, являясь одной из наиболее широко распространен-
ных форм эмоциональных расстройств, влияют на многие сферы жизни человека, 
меняют восприятие и оценку поступающей информации, нарушают адекватность 
реагирования, снижают работоспособность (Кербиков, 1971; Авербух, 1962).

Первый этап лечения депрессий – это грамотная диагностика, однако эта про-
блема является далеко не решенной. По результатам проведенных исследований 
было выявлено, что доля больных, которым устанавливается правильный диагноз, 
не превышает 10–55% (Derogatis, 1989). По сей день основным методом диагнос-
тики депрессий является собеседование психотерапевта-консультанта и клиента. 
В ряде случаев с целью диагностики состояния специалист прибегает к исполь-
зованию психологических тестовых методик и лишь изредка – к помощи элект-
рофизиологических методов. Крайне важным аспектом в плане выбора стратегии 
лечения является определение причины и вида депрессии, ее уровня тяжести, а 
также характера депрессивного расстройства. Кроме того, в последние годы в диа-
гностических целях начали использовать компьютерную и магнитно-резонансную 
томографию (КТ, МРТ). Очевидно, что метод собеседования является достаточ-
но субъективным, зависит от квалификации и личности врача и не обеспечивает 
корректную постановку диагноза; исследования с использованием ЭЭГ зачастую 
демонстрируют противоречивые результаты, что связано, по-видимому, с множе- 
ством различных видов депрессий; методы КТ и МРТ дают достаточно высокую 
точность диагностики, но весьма дороги и не всегда доступны для пациентов.

В связи с этим представляется актуальной задачей создание объективного неин-
вазивного недорогого физиологического метода дифференциальной диагностики 
депрессии (вида, тяжести и пр.).

Сокращения: ВОЗ – всемирная организация здравоохранения; КТ – компьютерная томография; 
магнитно-резонансная томография; МДП – маниакально-депрессивный психоз.
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Депрессия трактуется как патологически сниженное настроение с переживани-
ем тоски и печали и характеризуется двигательной и мыслительной заторможен-
ностью. То, что именно депрессия не имеет четкой классификации и определения, 
отмечают многие авторы (Ветроградова, 1986; Baro, 1978; Owren et al., 2005; Pull et 
al., 1977). В нейрофизиологических исследованиях было показано, что в состоянии 
депрессии преобладает тормозное влияние гиппокампа, блокирующее в период 
глубокой депрессии активирующие механизмы мозга, тем самым снижая уровень 
бодрствования (Бехтерева, 1966; Виноградова, 1975; Гриндель, 1974).

Попытка выявить патофизиологические механизмы маниакально-депрессив-
ного психоза (МДП) до сих пор не привела исследователей к единому мнению. 
Большое значение в развитии аффективных психозов придается генетическим фак-
торам. Нет единого мнения и в вопросе о соотношении структурных и функци-
ональных изменений в патологических процессах нервной системы (Саркисов и 
др., 1988). Одни авторы считают, что структурные изменения являются результатом 
длительных функциональных изменений, другие – что именно структурные изме-
нения влияют на функциональные.

Несмотря на разногласия в этом вопросе, исследования дали основания пола-
гать, что в патогенезе МДП основную роль играют нарушения синаптической пе-
редачи в системе нейронов гипоталамуса и других базальных отделов мозга. Эти 
отделы, в свою очередь, участвуют в формировании таких психических реакций, 
как бодрствование, настроение, аффекты (Зайдель и др., 1988).

При исследовании ЭЭГ депрессивных больных многие авторы показали качес-
твенные и количественные особенности, отличные от ЭЭГ-характеристик здоро-
вых людей и больных с иной нозологией (Монахов и др., 1983; Morozov, 1996). 
Так, у лиц с эндогенной депрессией обнаружено снижение частоты α-ритма в ле-
вом полушарии и увеличение его амплитуды при высоком уровне депрессии; при 
низком уровне депрессии увеличение амплитуды α-волн регистрировали в правом 
полушарии. Некоторые авторы отмечают увеличение мощности альфа-активности 
в лобных отделах коры больших полушарий головного мозга при углублении де-
прессии (Vacca et al., 1980).

При исследовании различных вариантов депрессии Е.С. Михайлова (1980) ис-
пользовала такие вегетативные показатели, как частота сердечных сокращений и 
кожно-гальваническая реакция. Автором было показано, что в условиях эмоцио-
нального напряжения с ожиданием болевого воздействия у большинства депрес-
сивных больных наблюдалось урежение сердечного ритма, в то время как у здо-
ровых испытуемых аналогичная ситуация вызывала его учащение. При анализе 
кожно-гальванической реакции у больных наблюдалась более значительная ее ва-
риабельность по сравнению со здоровыми испытуемыми.

Также Е.С. Михайловой были установлены особенности спектрального состава 
ЭЭГ для разных типов депрессии, различные реакции на афферентные воздейс-
твия. У всех больных депрессивными расстройствами наблюдалось повышение 
мощности ритмов в θ-диапазоне по сравнению со здоровыми людьми и доминиро-
вание в спектре мощности α-1- или α-2-диапазонов в зависимости от типа депрес-
сий. При афферентных воздействиях наблюдалось два типа перестроек структуры 
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ЭЭГ: активный – в виде депрессии α-ритма и усиления α-активности, и тормозный 
– сопровождавшийся экзальтацией α-ритма и снижением θ-активности (Михайло-
ва, 1980).

Все исследователи больных аффективными расстройствами сходятся в том, что 
при депрессиях повышается активность правого полушария. В.Б. Стрелец наблюда-
ла устойчивый фокус повышенной β-2-активности в правой лобной области, указы-
вающий на гиперактивацию зоны, участвующей в регуляции отрицательных эмоций. 
Кроме того, в этой работе указывается на то, что больных с депрессией отличает 
общее снижение суммарной мощности ЭЭГ, за исключением θ-ритма, что не вполне 
совпадает с результатами других исследователей (Стрелец и др., 1997).

Ю.В. Орехов проводил исследования депрессивных больных с регистрацией 
ЭЭГ при эмоциональных нагрузках. Было показано, что у больных депрессиями 
преобладает высокочастотная составляющая ЭЭГ (β-2-диапазон), наблюдается фо-
кус повышенной γ-активности в правой лобной области, который исчезает при пе-
реживании различных эмоциональных состояний, то есть эмоциональная нагрузка 
вне зависимости от знака эмоции снижала различия распределения биоэлектричес-
кой активности между больными и здоровыми испытуемыми (Орехов и др., 2004).

Исследования группы больных эндогенной депрессией до и после фармакоте-
рапии напротив, выявили достоверное увеличение относительных мощностей δ- и 
θ-активности и снижение мощности высокочастного диапазона ЭЭГ, уменьшение 
региональных различий между передними и задними отделами мозга у больных 
по сравнению со здоровой группой испытуемых. Кроме того, наблюдалось также 
повышение активности правого полушария. После курса лечения нарушения био-
электрической активности коры все еще сохранялись, однако мощности медлен-
ных ритмов снижались, а α-активность увеличивалась (Омельченко, Заика, 2002).

Пространственно-временная организация биопотенциалов коры больших по-
лушарий, безусловно, отражает клиническую картину невротической депрессии. 
Так, в группе пациентов с депрессивным синдромом без сопутствующих прояв-
лений максимальные изменения наблюдаются в задневисочной области обоих по-
лушарий; у пациентов с тревожно-депрессивными расстройствами обнаружено 
снижение кросскорреляционных и когерентных связей в лобно-височных областях 
обоих полушарий и ярко выраженное повышение кросскорреляционных отноше-
ний в правой задневисочной области; в группе пациентов с выраженными астени-
ческими проявлениями выявлено снижение кросскорреляционных и когерентных 
связей в лобно-височных областях обоих полушарий (Ивонин и др., 2012).

А.Ф. Изнак и соавторы также указывают на отличительные особенности био-
электрической активности коры при различных видах аффективных расстройств. 
Оказалось, что у пациентов с преобладанием депрессивных расстройств наблю-
дались повышенные значения мощности быстрых – α- и β-ритмов, тенденция к 
ускорению доминантной частоты α-ритма и ее локализация в затылочных областях 
левого полушария. У больных с преобладанием истерических расстройств заты-
лочный α-ритм практически отсутствовал, но наблюдалась α-активность в сенсо-
моторных областях. Пациенты с преобладанием тревожных расстройств демонс-
трировали гиперсинхронный тип ЭЭГ с повышенными значениями мощности за-
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медленного α-ритма, а также θ- и δ-активности и наличием высокоамплитудных 
полиморфных вспышек заостренных θ- и δ-волн (Изнак, Никишова, 2007).

Кроме того, А.Ф. Изнак приводит данные по соотношению степени тяжести 
депрессии с признаками ЭЭГ. Так, исходная степень тяжести ассоциировалась с 
ЭЭГ-признаками сниженного функционального состояния передних отделов лево-
го полушария и повышенной активацией правого полушария; улучшение клини-
ческого состояния сопровождалось уменьшением пиковой латентности «поздних» 
компонентов (Р2, N2 и Р3) когнитивных слуховых вызванных потенциалов и уси-
лением тормозных процессов в правом полушарии (Изнак и др., 2011). Более того, 
А.Ф. Изнак указывает, что предикторами степени ремиссии пациентов являются 
значения мощности β1- и β2-ритмов, при этом исходно бóльшие значения спект-
ральной мощности β-активности ассоциируются с большей выраженностью оста-
точных симптомов депрессии после курса терапии (Изнак и др., 2013).

Электроэнцефалография является самым распространенным инструменталь-
ным методом исследования и диагностики аффективных расстройств, однако, 
немотря на то что применение ЭЭГ началось уже достаточно давно, до сих пор  
не существует четкого единого мнения исследователей по структуре и динамике 
картины биоэлектрических потенциалов при депрессивных заболеваниях. Возмож-
но, применение метода регистрации биопотенциалов совместно с другими инстру-
ментальными подходами могло бы дать более ясные результаты.

Методы диагностики состояний человека с помощью анализа его речи учи-
тывают интегрирующую роль речевой функции в регуляции уровней активации 
коры (Лурия, 1973). Особенно это важно в психодиагностике. Здесь особое внима-
ние уделяется мыслительным процессам (идеаторный компонент), лексико-грам- 
матическим характеристикам речи больного (Ветроградова и др., 1980; Галагудзе, 
1980).

Речь является высшей психической функцией мозга человека и содержит не толь-
ко вербальную информацию, связанную со смыслом произнесенной информации, но 
и несет в себе огромное количество невербальной, экстралингвистической инфор-
мации, такой как пол, возраст говорящего; по речи человека мы можем понять его 
эмоциональное и психологическое состояние, состояние здоровья. Кроме того, воз-
никающие изменения далеко не всегда можно сознательно контролировать.

Даже из обыденного опыта известно, что экстралингвистические компоненты 
звуковой речи могут указать на состояние говорящего вне зависимости от семанти-
ческой стороны сообщения. Известно, что, опираясь на невербальный компонент, 
слушатель иногда вносит существенные коррекции в смысл данного сообщения. 
Особенно ярко это проявляется в ситуации рассогласования вербального и невер-
бального поведения в процессе общения. В этом случае, как правило, в большей 
степени оказывается доверие последнему (Frijda, 1969).

Опыт исследований в области проблем распознавания семантической и просо-
дической составляющих речи показал, что идеальным аппаратом их решения явля-
ется система восприятия речевой информации человека, которая включает в себя 
ухо, обеспечивающее получение признаков речевого сигнала, и слуховой центр 
головного мозга, который непосредственно решает задачу ее распознавания. При 
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этом система слухового восприятия человека с легкостью распознает не только се-
мантическую информацию вне зависимости от того, кто ее сообщает, но и улав-
ливает тончайшие оттенки эмоционального состояния (т.е. характеристики голо-
са диктора), обеспечивает адаптацию к помеховым условиям и изменениям темпа 
речи, ее высоты и др. параметров.

Можно перечислить некоторые основные акустические средства, с помощью 
которых осуществляется передача просодической составляющей речевого сигнала: 
а) тембр голоса, физическим эквивалентом которого является спектр звука, т.е. гра-
фическое отображение частотного (обертонового) состава голоса, б) мелодика речи 
(изменение высоты голоса во времени), в) энергетические характеристики (сила 
голоса и ее изменение), г) темпо-ритмические особенности речи, д) атипичные ин-
дивидуальные особенности произношения (смех, покашливание, заикание и т.п.) 
(Морозов, 1988а).

Выбор тех или иных анализируемых параметров речевого сигнала (РС) зависит 
от поставленных целей. Невербальная информация характеризуется спектром рече-
вого звука, а именно – динамикой форматной структуры спектра во времени (Фант, 
1964). При этом для речи высота голоса, т.е. частота основного тона, практически не 
имеет значения, поскольку любую речевую информацию можно передать голосом 
любой частоты в пределах звуковысотного диапазона говорящего. Носителем невер-
бальной информации наряду со спектром являются и звуковысотные характеристики 
голоса (мелодика речи, т.е. динамика частоты основного тона) (Морозов, 1988б).

Показателями эмоционального состояния человека служат такие лексико-грам-
матические параметры, как характер построения ответа, лексическое разнообразие, 
наличие междометий, слов-паразитов и др. Акустические характеристики речевого 
сигнала, которые используют в задаче распознавания эмоционального состояния 
человека, можно разделить на три группы – это спектральные признаки, темпо-
ральные характеристики и нелинейные показатели.

К первой группе спектральных признаков речевого сигнала относится самое 
большое количество параметров, так как современный математический аппарат и 
программное обеспечение позволяют выявлять самые различные характеристики 
из спектра акустического сигнала. Это такие величины, как средняя частота основ-
ного тона и ее дисперсия, форма интонационных кривых гласных речи, средняя 
мощность и дисперсия мощности речевого сигнала, частоты, амплитуды и ширина 
формант гласных, джиттер, шиммер, кепстральные характеристики и др. (Сидоров, 
Филатова, 2012; Bachorowski, Owren, 2002; Petri, 2004).

Для оценки состояния человека обычно используют следующие темпоральные 
характеристики: среднюю длительность чистой речи и пауз, комбинацию пауз и 
речи, скорость артикуляции, латентный период речевой реакции, однако обычно 
при исследовании функционального состояния данные параметры используют 
в сочетании со спектральными характеристиками (Дмитриева и др., 2004, 2009; 
Дмитриева, Гельман, 2011; Фролов и др., 2004; Forsell, 2007).

Методы нелинейной динамики в исследовании ФС, или эмоционального состо-
яния человека, начали использовать гораздо позднее спектрального и темпорально-
го анализа, при этом уже существует большое количество подходов и, соответствен-
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но, параметров, используемых при анализе речевого сигнала: показатель Ляпунова, 
энтропия Колмогорова, размерности вложенного аттрактора, глобальная корреля-
циионная размерность D2, размерность Хаусдорфа, коэффициент фрактальности и 
т.д. При этом исследователи используют данные показатели нелинейной динамики 
как для самого речевого сигнала (Сидоров, Филатова, 2012), так и для последова-
тельности длительностей голосовых сегментов в речи (V-ритма) (Скляров, 2004).

Так, при исследовании фрактальной размерности флуктуаций основного пери-
ода речи (вариации длительности пауз речи) было установлено, что речевой сигнал 
человека обладает хаотическим аттрактором с фрактальной размерностью 2,5–3. 
При этом искусственная речь, синтезированная компьютером и не обладающая 
фрактальной структурой, воспринимается на слух труднее естественной, причем ис-
пользование фрактальной модуляции устраняет этот недостаток компьютерной речи 
(Satoh, 1991). Фрактальной размерностью можно характеризовать и силу звука при 
разговоре. Фрактальные флуктуации наряду с фрактальными аттракторами зарегис-
трированы в речевом сигнале человека (Kniffki, 1993; Mandelbrot, 1977). Р. Босс и  
Дж. Кларк, изучая 1/f-шум в музыке и речи, сделал вывод, что это явление может 
играть существенную роль в креативном (творческом) процессе (Voss, Clarce,  1975).

С помощью методов нелинейной динамики было показано, что в речевом сиг-
нале заключена информация о состоянии вегетативной нервной системы: у пара-
симпатотоников корреляционная размерность D2 речевого сигнала была самой 
высокой, у симпатотоников – самой низкой, у нормотоников показатель D2 был 
средним. Кроме того, у женщин корреляционная размерность голосового сигнала 
была достоверно выше, чем у мужчин (Лебедева и др., 2013).

Таким образом, поиск количественных оценок, являющихся коррелятами эмо-
циональной окраски экстралингвистической составляющей речи, является весьма 
актуальной задачей.

При изучении эмоциональной выразительности речи, которая достигается 
за счет сложного взаимодействия лексических, грамматических и акустических 
средств, среди лексико-грамматических изменений в случае развития тревожных 
состояний наблюдается примитивизация речи, нарушение синтаксической строй-
ности высказывания, появление большого количества нерелевантных отдельных 
слогов, слов, словосочетаний (Носенко, 1975; Mahl, 1963). Напротив, для эйфории 
характерно частое использование восклицаний, превосходных степеней и литера-
ций, насыщенность шутками и юмором (Никонов, 1985). Практика общения пока-
зывает, что человеческий слух способен различать эмоциональные состояния гово-
рящего и при отсутствии каких-либо указаний на этот счет со стороны семантики.

Субъективно изменения акусто-фонетических признаков воспринимаются как 
изменение громкости, тембра, интонационного оформления высказывания, темпа 
речи. Исследования спектральных характеристик для ряда стенических эмоций 
выявили, что с увеличением силы эмоции спектр речевого сигнала смещается в 
сторону высоких частот, концентрируясь в своей высокочастотной области при 
положительных эмоциях и в низкочастотной – при отрицательных. При этом зна-
чения формантных частот и ширина полосы формантных зон увеличиваются для 
сильных эмоций на 100–200% (Лукьянов, Фролов, 1969; Никонов, 1985).
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Одним из средств передачи информации о состоянии говорящего является так-
же речевая интонация. Интонация субъективно воспринимается как изменение вы-
соты и интенсивности голоса, объективно же – с помощью технических средств 
– как изменение частоты основного тона и амплитуды речевого сигнала. Увеличе-
ние стеничности эмоций ведет к повышению частоты основного тона (Витт, 1965; 
Таубкин, 1978). Развитие депрессивных состояний, напротив, приводит к уменьше-
нию этого показателя ниже уровня, соответствующего норме (Бажин и др., 1975; 
Moses, 1960). Значительные изменения претерпевает и форма мелодической кри- 
вой. Нейтральное состояние характеризуется, как правило, незначительным диапа-
зоном изменения частоты основного тона, плавным переходом от подъемов к спа-
дам, отсутствием выбросов среди мгновенных значений частоты основного тона. 
Рост эмоциональной напряженности стенического плана приводит обычно к значи-
тельному увеличению дисперсии основного тона, появлению диссонансов (выбро-
сов) на мелодической кривой. Характер мелодических подъемов и спадов стано-
вится более выраженным. Для астенических эмоций характерны: уменьшение по 
сравнению с нейтральным состоянием дисперсии мелодической кривой, плавность 
переходов от подъемов к спадам, интонационная невыразительность (Бажин и др., 
1975; Никонов, 1985; Moses, 1960). Использование формы мелодической кривой 
главноударных гласных звуков речи положено в основу метода автоматического 
распознавания эмоций по голосу в работах М.В. Фролова и др. (2005).

Эмоции стенического плана вызывают увеличение уровня громкости речи, рез-
кие перепады уровня со значительными всплесками интенсивности, соответствую-
щими выделенным словам. Астенические эмоции характеризуются уменьшением 
среднего уровня громкости речи и отсутствием диссонансов.

Значительные изменения у больных и у здоровых людей в эмоциональном со-
стоянии претерпевает и темп речи. В работе нашей лаборатории (Еращенко, Вель-
тищев, 1991) было показано, что у больных с ведущим аффектом тоски средняя 
длительность чистой речи меньше, чем у здоровых испытуемых, а средняя дли-
тельность пауз – больше. При ведущем аффекте тревоги на уровне патологического 
состояния средняя длительность чистой речи имела высокие показатели, а средняя 
длительность пауз – низкие. В процессе лечения все параметры речи приближа-
лись к норме.

Дальнейшие исследования позволили подойти к решению проблемы выявления 
нозологических особенностей (эндогенная и психогенная депрессии) у больных с 
ведущим аффектом тревоги. Пациенты с психогенной депрессией демонстрирова-
ли короткую длительность пауз на фоне увеличенной длительности чистой речи, 
что отражает моторное и идеаторное возбуждение. Напротив, у пациентов с эндо-
генной депрессией увеличение длительности чистой речи сопровождалось ростом 
длительности пауз, что характеризует идеаторное торможение на фоне моторного 
возбуждения. Указанные особенности темпа речи соответствовали клинической 
картине данных групп заболеваний (Фролов и др., 1994).

При исследовании больных с маниакально-депрессивным психозом (Hutt, Coxon, 
1965; Lorens, Cobb, 1952; Nilsonne, 1987; Ostwald, 1963; Stussen, Bomben, 1988) было 
отмечено, что речь здорового человека отличается от речи маниакального больного 
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распределением частей речи и количеством слов, произносимых за одну минуту, а из-
менения громкости наиболее точно предсказывают клинические улучшения. У боль-
ных в состоянии мании увеличивалась длина спонтанных предложений. Было отме-
чено, что у больных с биполярным расстройством с повторяющейся цикличностью 
перед переключением в манию речь была значительно быстрее и замедлялась перед 
переключением в депрессию (Stoddard, 1977). Что касается лексического и синтакси-
ческого содержания речи больных с МДП, то исследователи (Andreasen, Pfohl, 1976) 
при анализе этих характеристик не нашли значительных отклонений. Однако было 
отмечено, что маниакальные больные использовали более яркие слова при описании 
действий, а депрессивные больные говорили неясно, с оговорками.

Таким образом, несмотря на то что в психиатрической литературе есть указа-
ния на значительные изменения речи у больных МДП, в исследованиях не приме-
нялась ни одна из количественных методик, все имеющиеся данные носят скорее 
качественный характер – все попытки анализировать речь депрессивно-маниакаль-
ных больных сводятся в основном к описанию характера речи («Говорит тихо», 
«Речь замедленна, говорит с большими паузами» и т.п.). Некоторые исследователи 
(Hutt, Coxon, 1965) пытались оценить состояние больных с помощью характерис-
тик темпа речи, однако они дают сравнительный анализ только крайних состояний 
«норма–депрессия», «норма–мания», «мания–депрессия».

Можно заключить, что в отечественной медицине количественный речевой ана-
лиз практически не используется, в то время как зарубежная литература свидетель-
ствует о применении речевого анализа в диагностике депрессивных расстройств.

Группа исследователей из Женевы в своей работе провели сравнительный ана-
лиз изменений параметров речевого сигнала при различных психических наруше-
ниях. Было показано, что частота основного тона повышается при таких заболева-
ниях, как эйфория, мания, тревожность и синдром беспомощности. Частота первой 
форманты понижается при мании и эйфории и повышается при тревожности и 
беспомощности. Интенсивность речи, так же как и скорость произношения, по-
вышается при эйфории, мании и беспомощности и уменьшается при тревожности 
(Scherer, Johnstone, 2003).

В работе (Rothkrantz et al.,  2004) использовались различные акустические ха-
рактеристики речевого сигнала для определения состояния стресса у дикторов, 
при этом с каждым испытуемым проводили стресс-тест Струпа. При повышении 
степени напряжения дикторов увеличивалась вариабельность частоты первой фор-
манты, понизились энергия высокочастотной области спектра и джиттер, при этом 
частота основного тона и длительность фраз практически не изменились.

Возможность автоматического распознавания и классификации различных 
психических расстройств исследовалась в работе (Cummins et al., 2011). Использо-
вание различных спектральных показателей показало, что наиболее информатив-
ными являются первые две форманты и кепстральные коэффициенты тональной 
частоты (MFCC – Mel-frequency Cepstral Coefficients). Частота первой форманты 
F1 у больных депрессивными расстройствами имеет большее стандартное откло-
нение, чем у группы здоровых испытуемых, а коэффициент тональной частоты у 
пациентов достоверно выше.
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Акустические маркеры депрессии и эффективности ее терапии оценивались в 
работе (Mundt et  al., 2012). Больных с глубокой депрессией исследовали до и после 
лечения. У пациентов в начале терапии темп речи был значительно медленнее, чем 
у здоровых испытуемых, а количество пауз – больше. Больные с позитивной дина-
микой лечения демонстрировали более значительные изменения в речи. Частота 
основного тона и частота первой форманты повышались у больных, на которых 
лечение хорошо подействовало, и уменьшались у больных без значимой положи-
тельной динамики состояния.

В последние годы в связи с возможностями программирования становится по-
пулярным следующий подход в анализе речевого сигнала: вычисляются всевозмож-
ные спектральные и кепстральные показатели речевого сигнала, а затем данный 
многомерный вектор, характеризующий речь одного из пациентов, различными 
математическими методами сравнивают с другими пулами акустических показате-
лей других больных или здоровых испытуемых (Williamson et al., 2013). Например, 
в работе (Sanchez et al., 2011) авторы статьи также регистрировали речь больных 
глубокой депрессией: полученный массив спектральных показателей, таких как 
мощность спектра, частóты основного тона и формант, анализировали с помощью 
программы-классификатора.

Очевидно, что речь больных депрессией отличается от речи здоровых людей, 
т.е. акустический сигнал содержит в себе информацию о наличии и степени тяжес-
ти психического заболевания. Кроме того, литературные данные по данной пробле-
ме указывают на то, что распознавание различных типов депрессивных заболева-
ний по речевому сигналу принципиально возможно. Практическая значимость по-
добных исследований не вызывает сомнений, поскольку использование методики 
анализа речи в качестве основного или дополнительного инструментального под-
хода при диагностике различных аффективных расстройств может в разы повысить 
точность постановки диагноза и, соответственно, эффективность терапии.

В исследовании принимали участие 12 здоровых испытуемых, которые соста-
вили контрольную группу, а также 33 больных с различными видами аффективных 
расстройств, которые были объединены в 4 основные группы – депрессивные рас-
стройства, смешанные тревожные и депрессивные расстройства, ипохондрические 
расстройства и панические расстройства. Во время исследования последовательно 
выполнялись следующие задания:

• тестирование на функциональную асимметрию;
• запись речи во время прочтения вслух шести вопросов;
• запись ЭЭГ с функциональными пробами с помощью энцефалографа-анализа-

тора ЭЭГА-21/26 «ЭНЦЕФАЛАН 131-03», г. Таганрог.
На любом этапе эксперимента участник исследования имел право прервать ис-

следование в случае усталости или дискомфорта. Методики, используемые в эк-
спериментах, и схема проведения опытов были одобрены Этическим комитетом 
Института высшей нервной деятельности и нейрофизиологии РАН.

Речевой сигнал. Для создания массива речевых данных участников исследо-
вания просили прочесть вслух 9 вопросов и ответить на них. Обработке подвер-
галась речь при произнесении вопросов, а не спонтанная речь в ответах. Речевой 
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сигнал записывался на портативный цифровой USB-рекордер GEMINI IKEY PLUS 
– iKEY, в формате WAV, с частотой дискретизации 44,1 кГц. Полученные файлы 
с помощью авторского программного обеспечения конвертировались из формата 
wav в txt, далее производились вычисления корреляционной размерности D2. Дан-
ная нелинейная характеристика передает сложность временного сигнала, степень 
его хаотичности. В наших предыдущих работах было показано, что корреляцион-
ная размерность D2 отражает такие физические характеристики произнесенного 
звука, как частота основного тона (высота звука) и формантная структура спектра 
звукового сигнала, то есть является характеристикой тембра голоса (Лебедева и 
др., 2013). Поскольку эмоциональная составляющая речи проявляется в изменении 
тембральных характеристик голоса диктора, это отражается и на глобальной кор-
реляционной размерности D2.

Электроэнцефалографическое исследование. Запись ЭЭГ осуществлялась с 
помощью энцефалографа-анализатора ЭЭГА-21/26 «ЭНЦЕФАЛАН 131-03», г. Та-
ганрог (19 электродов по системе 10–20 монополярно относительно ушных элект-
родов А1 и А2). Для всех отведений задавали частоту опроса 250 Гц, полосы филь-
трации 0,5–60 Гц (12 дБ/октаву), импеданс менее 10 кОм. Для каждого участника 
исследования были получены записи ЭЭГ в состоянии покоя с закрытыми глазами, 
которые обрабатывались методом спектрально-корреляционного анализа на основе 
быстрого преобразования Фурье (БПФ). Для спектрального анализа сигнала ЭЭГ 
выбирались фрагменты длительностью около 15 секунд, не содержащие артефак-
ты, с помощью программы «ЭНЦЕФАЛАН 131-03» рассчитывались относитель-
ные мощности сигнала, затем полученные значения усреднялись.

Для анализа пространственного распределения мощностей ритмов ЭЭГ вычис-
лялись коэффициенты, равные отношению мощностей в париетальных отведениях 
к мощностям во фронтальных отведениях P = (P3A1�P4A2)/(F3A1�F4A2) для каж-
дой полосы частот.

Для статистической обработки всех полученных результатов использовалась 
программное обеспечение Word Excel и Statistica v. 8.0.

Анализ речевого сигнала выявил отличия показателя нелинейной составляю-
щей D2 больных от контрольной группы, а также особенности его динамики в про-
цессе лечения и в зависимости от диагноза.

На рис. 1 представлено распределение значений индивидуального стандартно-
го отклонения D2 речевого сигнала среди участников обследования контрольной 
группы и группы больных. Стандартное отклонение рассчитывалось для каждого 
участника по значениям D2 прочитанных вопросов.

По приведенным выше графикам стандартного отклонения видно, что у боль-
ных распределение значений стандартного отклонения стремится к нормальному и 
имеет выраженный пик в интервале 0,04–0,05. Это является свидетельством того, 
что эта группа, в отличие от контрольной, имеет относительно одинаковую вари-
абельность нелинейной характеристики речевого сигнала, то есть межиндивиду-
альные различия больных аффективными расстройствами выражены значительно 
слабее, чем у здоровых людей.
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Анализ осуществлялся отдельно для каждой группы с одинаковым диагнозом. 
На рис. 2 представлено пять скаттерограмм, где координаты (x, y) каждой точки – 
значения D2 для двух последовательно зачитанных вопросов для одного человека.

Как видно из рисунка, в контрольной группе сильнее проявляются межиндиви-
дуальные различия, и скаттерограмма имеет вытянутую форму. На скатерограммах 
больных точки лежат более плотно, т.е. вариабельность речи пациентов значитель-
но меньше, чем у здоровых, болезнь нивелирует индивидуальные различия, хотя в 
случае смешанного расстройства такая тенденция не так заметна. Этот результат 
коррелирует с приведенными выше данными по распределению значений стандар-
тного отклонения среди больных, согласно которому межиндивидуальные разли-
чия больных выражены слабее.

Кроме того, была проанализирована нелинейная характеристика речевого сиг-
нала каждого больного до и после лечения. На рис. 3 представлены скаттерограм-
мы групп пациентов с разными диагнозами до и после терапии.

Рис. 1. Распределение значений индивидуального стандартного отклонения D2 речевого сигнала 
среди испытуемых двух групп – контрольной (А) и группы пациентов (Б)

По оси х – значения стандартного отклонения, по оси y – количество испытуемых, для которых 
стандартное отклонение попадает в данный интервал
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Изменения речевого сигнала после лечения зависят от диагноза больных. У не-
которых больных происходит уменьшение значений корреляционной размерности 
(как при депрессивном (А) и смешанном (D) расстройствах), увеличение гармони-
ческой составляющей речи. На слух такое изменение воспринимается как увеличе-
ние мелодичности голоса. У других пациентов появляется больше обертонов. Эти 
изменения отражаются в увеличении значений D2 (как при паническом расстройст-
ве, B). Это согласуется с данными, представленными выше, согласно которым меж-

Рис. 2. Скаттерограммы для: А – кон-
трольной группы; пациентов с разными 
диагнозами – В – смешанное тревожное и 
депрессивное, C – ипохондрическое рас-
стройство, D –  паническое расстройство,  
E – депрессивное расстройство
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индивидуальная изменчивость  в группе  людей с психическими расстройствами 
снижена, а после лечения она восстанавливается. Голосовой сигнал для разных 
людей может очень сильно различаться – у одних голос плавный, у других, напро-
тив, более выражены шумовые компоненты. Совокупность различных голосовых 
характеристик определяет специфическую окраску голоса (тембр речи), интеграль-
ной характеристикой которого является корреляционная размерность D2. Разно-D2. Разно-2. Разно-
направленные изменения этой величины после лечения объясняются различием 
самого понятия «нормы» этой характеристики для каждого конкретного человека.

Следует отметить, что если некоторые аффективные расстройства «усредня-
ют» всех больных, и в процессе лечения изменения, в частности речевого сигнала, 
происходят разнонаправленно, как при паническом расстройстве, то пациенты с 
другим диагнозом показывают однонаправленные изменения, как при депрессив-
ных расстройствах.

Таким образом, уточнение влияния каждого вида аффективных расстройств на 
речевой сигнал и механизмов этого влияния требует дальнейших исследований на 
большей выборке пациентов.

Рис. 3. Скаттерограммы значений D2 пациентов с различными диагнозами до и после лечения
А – депрессивные расстройства; B – паническое расстройство; C – ипохондрическое расстрой- 

ство; D – смешанное тревожное и депрессивное расстройство
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Регистрация электроэнцефалограммы (ЭЭГ) производилась во время функ-
циональных проб в состоянии покоя с закрытыми и открытыми глазами. Анализ от-
носительных мощностей ритмов ЭЭГ по 19 каналам показал, что у пациентов с па-
ническим и депрессивными расстройствами относительная мощность α-ритма при 
закрытых глазах достоверно (по критерию Дункана, р<0,05) ниже, чем у здоровых 
испытуемых и пациентов с другими типами расстройств. При этом больные с па-
ническими расстройствами демонстрируют повышенную мощность δ- и β-ритмов, 
а пациенты с депрессивными расстройствами – повышенную θ-активность.

После лечения наблюдается достоверное (по критерию Дункана, р<0,05) увели-
чение мощности θ-ритма практически у всех больных. Альфа-активность снижает-
ся у всех групп пациентов кроме больных депрессивными расстройствами.

Анализ относительных мощностей ЭЭГ-ритмов при открытых глазах пока-
зал еще большую неоднородность среди различных групп пациентов. У больных 
ипохондрическим расстройством в состоянии покоя с открытыми глазами наблю-
дается доминирование медленноволновой активности (δ- и θ-ритмов), у больных 
смешанным тревожно-депрессивным расстройством – гиперсинхронный α-ритм в 
сенсомоторных областях, пациенты с паническим расстройством демонстрируют 
повышенную δ- и β-активность (как и в состоянии с закрытыми глазами), а у испы-
туемых с депрессивными расстройствами можно наблюдать преобладание более 
низкочастотной (порой снижающейся до θ-диапазона) α-активности в центральных 
областях.

После лечения также наблюдаются изменения ритмической структуры ЭЭГ 
больных по сравнению со здоровой группой испытуемых, свидетельствующие о 
неблагоприятном функциональном состоянии коры больших полушарий. Однако 
можно видеть и положительную динамику – у пациентов со смешанным тревожно-
депрессивным расстройством снизилась доля сенсомоторного α-ритма, у больных 
депрессивными расстройствами повысилась частота и мощность α-активности и 
при этом уменьшилась доля θ-ритма.

Значение доминантной частоты α-ритма у больных паническим и депрессив-
ными расстройствами достоверно ниже, чем у здоровых, пик α-активности сдви-
гается в сторону θ-диапазона. Частота пика θ-ритма у пациентов с ипохондричес-
ким и смешанным тревожным и депрессивным расстройствами достоверно ниже 
(по критерию Дункана, р<0,05), чем у здоровых испытуемых. Кроме того, спектр 
мощности α-ритма у больных зачастую характеризуется наличием двух или трех 
выраженных пиков, тогда как у контрольной группы в спектре преобладает один 
пик α-активности.

У контрольной группы испытуемых α-активность локализована в париетально-
окципитальных областях, тогда как у больных α-активность доминирует в цент-
ральных областях и имеет более диффузный характер. Распределение α-активности 
у пациентов значительно отличается от распределения в контрольной группе. При 
этом после лечения у пациентов с ипохондрическим расстройством α-активность 
перераспределяется ближе к затылочным областям, а у больных паническим рас-
стройством, наоборот, α-активность доминирует в центральных областях.
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* * *
По результатам анализа речевого сигнала и биоэлектрической активности коры 

можно отметить, что наименьшие изменения относительно контрольной группы 
наблюдались в группе смешанных тревожных и депрессивных расстройств: рас-
пределение D2 речевого сигнала было аналогичным контрольной группе, в состо-
янии спокойного бодрствования с закрытыми глазами изменения касались только 
неправильного пространственного распределения α-активности.

Изменения D2 речевого сигнала при ипохондрическом расстройстве характе-
ризовались значительным снижением вариабельности, электроэнцефалограмма 
покоя с открытыми глазами характеризовалась повышенной мощностью δ-ритма и 
сниженной частотой θ-активности. После терапии изменения D2 речевого сигнала 
не наблюдалось.

У пациентов с депрессивными расстройствами распределение D2 речевого сиг-D2 речевого сиг-2 речевого сиг-
нала характеризовалось сниженной вариабельностью. В ЭЭГ в состоянии покоя 
по сравнению со здоровыми испытуемыми наблюдалось повышение мощности те-
та-ритма, снижение частоты α-ритма и инвертирование локализации α-активности. 
При этом после лечения мощность θ-активности приближалась к норме, а D2 рече-D2 рече-2 рече-
вого сигнала снижалась.

Наиболее заметные изменения наблюдались у пациентов с паническим рас-
стройством: структура ЭЭГ в состоянии покоя характеризовалась сниженной мощ-
ностью α-ритма и повышенной долей δ- и β-ритмов, причем после лечения измене-
ний не происходило. Частоты α- и θ-ритмов были ниже нормы, пространственное 
распределение α-активности было смещено к центральным областям, а после ле-
чения еще сильнее сместилось к фронтально-центральным областям. Нелинейная 
характеристика речевого сигнала D2 характеризовалась отсутствием межиндиви-
дуальной вариабельности, при этом после лечения значения D2 повысились только 
у данной группы пациентов.
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1. Введение

Шизофрения и ранний детский аутизм представляют собой гетерогенные за-
болевания, в которых участвуют как генетический фактор, так и ранние стрессы 
со стороны окружающей среды (Andreasen, 2001; Uhlhaas, Singer, 2010; Matson et 
al., 2011). Шизофрения – наиболее разрушительное из всех психических заболева-
ний, которым, по статистике, страдает 1% населения. В настоящее время сущес-
твуют различные точки зрения на природу аутизма. Некоторые авторы полагают, 
что аутизм является отдельным заболеванием; другие полагают, что детский аутизм 
может предшествовать развитию шизофрении или являться одним из вариантов 
шизофрении, поскольку в клинике расстройств аутистического спектра (РАС) по-
казана возможность появления позитивных симптомов и перехода РАС в процес-
суальное расстройство (Башина, 1999; Тиганов, Башина, 2005). Исторически РАС 
было выделено из расстройств шизофренического круга и стал рассматриваться как 
самостоятельное заболевание. Первые упоминания об аутистических симптомах в 
круге шизофрении и шизоидных личностных расстройств встречаются в работах 
Г. Сухаревой (1925), Т. Симсон (1929), позже – в работе М. Вроно (Вроно, Башина, 
1975). Представление об аутистическом расстройстве как отдельной клинической 
единице сформировалось после его описания Л. Каннером (Kanner, 1944). Из сов-
ременной научной литературы известно, что у детей, больных РАС, нарушается 
перцептивно-когнитивная переработка информации и формирование внутреннего 
образа внешнего раздражителя, что препятствует адекватной оценке действитель-
ности и адаптивному поведению (Dinstein et al., 2010). Аутизм связан с нарушени-
ями в интеграции получаемой информации, вызываемыми утратой связей между 
специализированными локальными нейронными сетями, а также излишними свя-
зями внутри изолированных нейронных ансамблей (Rippon et al., 2007). Подобные 
нарушения находят и при шизофрении (Strelets et al., 2002, Uhlhaas et al.,2010; Mo-

Сокращения: РАС – расстройства аутического спектра.
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ran, Hong, 2011 и др.). Знания о сходстве и различиях этих расстройств смогут по-
мочь в их ранней диагностике и лечении. На сегодняшний момент доклиническая 
диагностика шизофрении является одной из наиболее трудных задач. До настояще-
го времени остаются неисследованными общие черты и различия нейрофизиологи-
ческих механизмов некоторых когнитивных функций у детей с аутизмом и больных 
шизофренией (первый эпизод заболевания).

Ранее нами было показано, что у больных аутизмом мощность α-ритма в фоне 
снижена по сравнению с нормой, особенно в правом полушарии, а мощность 
γ-ритма – повышена (Лущекина и др., 2011, 2013). Было обнаружено, что наруше-
ния синхронизации и мощности, особенно в полосе γ-частот, являются фундамен-
тальными особенностями нейрофизиологических механизмов шизофрении (Stre-Stre-
lets et al., 2002). Была высказана гипотеза о том, что сопряженность характеристик 
симметрии мощности и синхронизации мозговых ритмов является необходимым 
условием нормального восприятия, когнитивной деятельности и поведения (Стре-
лец и др., 2006, 2007; Стрелец, 2009). В ходе выполнения проекта «Фундаменталь-
ные науки – медицине» 2012 года нами было выявлено, что характеристики спек-
тральной мощности и когерентности γ-ритма у детей с РАС и взрослых больных с 
негативной симптоматикой имеют сходство, что подтверждается и клиническими 
проявлениями этих заболеваний.

Аутизм и шизофрения в значительной мере характеризуются дефицитом соци-
альных и коммуникативных навыков, внутренней модели сознания другого («The-The-
ory of Mind»), подражания, эмпатии. Исследования показывают, что в основе этих 
нарушения может лежать дисфункция системы зеркальных нейронов. Так, работы 
с использованием методов нейровизуализации продемонстрировали при шизофре-
нии и аутизме сниженную активность «зеркальных» клеток (Enticott et al., 2008; 
Park et al., 2011 и др.).

Зеркальные нейроны представляют собой класс клеток, первоначально найден-
ных в поле F5 премоторной коры макаки. Данные клетки разряжались как в случае 
выполнения обезьяной некоторого действия (например хватания), так и в случае, 
когда она наблюдала за тем, как это действие выполняет экспериментатор или дру-
гая обезьяна. За эту их особенность Г. Ризолатти назвал эти клетки зеркальными. 
Позже клетки со сходными характеристиками были найдены также в передней 
части нижней височной дольки (зона PF) (Rizzolatti, Craighero, 2004). Существует 
большое количество нейрофизиологических работ и работ с использованием мето-
дов нейровизуализации, позволяющих предположить существование в мозге чело-
века подобной системы зеркальных нейронов, которая принимает также участие в 
основанной на подражании форме понимания мысленных состояний других. Это 
заставляет предположить, что зеркальные нейроны кодируют также и намерение, 
связанное с наблюдаемым действием (Iacoboni, Mazziotta, 2007).

Активность зеркальных нейронов можно изучать посредством анализа μ-ритма 
ЭЭГ (8–13 Гц) (Muthukumaraswamy et al., 2004). Так, было обнаружено изменение 
электрической активности в сенсомоторной коре во время движений руки испы-
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туемого (Gastaut, Bert, 1954), а также при наблюдении за двигающейся рукой дру-
гого человека (Pineda et al., 2000; Muthukumaraswamy et al., 2004; Pfurtscheller et 
al., 2006). Данные факты могут свидетельствовать о том, что во время выполнения 
движения или наблюдения за ним сенсомоторные нейроны асинхронно активиру-
ются, что проявляется как подавление спектральной мощности μ-ритма (Salmein 
et al., 1994). Подавление μ-ритма при моторной деятельности в настоящее время 
считается вероятностным индексом активности зеркальных нейронов (Hari et al., 
1998). Было показано, что μ-ритм в центральных корковых областях снижается не 
только при инициировании движений, но и при их представлении (моторное вооб-
ражение) и наблюдении за чьими-либо движениями (Babiloni et al., 1999; Pineda et 
al., 2000). Такие исследования проводились в основном на здоровых испытуемых. 
Таким образом, феноменология μ-ритма имеет заметное сходство с феноменоло-
гией активности зеркальных нейронов. Оба явления чувствительны к движению, 
а также к восприятию моторных образов, например наблюдению осмысленных 
движений. Их частично совпадающие анатомические субстраты в сенсомоторных 
лобно-теменных сетях поддерживают предположение о том, что они играют опре-
деленную роль в связи с восприятием и движением, которая может лежать в основе 
более высокоуровневых процессов (Pineda, 2005).

У больных аутизмом в единичных работах продемонстрировано снижение по 
сравнению с нормой подавления μ-ритма при выполнении движений (Oberman, 
Ramachandran, 2008; Martineau et al., 2008). Исследования нарушения подавления 
μ-ритма у больных шизофренией малочисленны и противоречивы (Singh et al., 
2011), они показали сниженное по сравнению со здоровыми испытуемыми подав-
ление μ-ритма при наблюдении за движением, а в работе (McCormick et al., 2012), 
напротив, отмечено увеличенное подавление μ-ритма сенсомоторного кортекса ле-
вого полушария при исследовании эмпатии.

До настоящего времени остаются неисследованными общие черты и различия 
нейрофизиологических механизмов дефицита социальных и коммуникативных 
функций у детей с аутизмом и больных шизофренией. Нет также четкого представ-
ления о характере нарушений показателя подавления μ-ритма при этих заболева-
ниях. В основе исследования лежит представление о том, что система зеркальных 
нейронов, принимающая участие в восприятии и понимании движений, также иг-
рает важную роль в когнитивных процессах высшего порядка, таких как имитация, 
эмпатия, языковые и социальные навыки, которые нарушены у лиц с расстройства-
ми и шизофренического, и аутистического спектров. Поскольку μ-колебания часто-
той 8–13 Гц сенсомоторной коры, как считается, отражают активность зеркальных 
нейронов, исследование изменения этого ритма ЭЭГ на фактическое, наблюдаемое 
или воображаемое движение может служить одним из методов проверки целост-
ности функционирования системы зеркальных клеток при этих заболеваниях.

Таким образом, цель настоящего исследования – выявить общие черты и разли-
чия характера изменений μ-ритма при представлении или наблюдении за движени-
ем у детей с расстройствами аутистического спектра и взрослых больных шизоф-
ренией с первым приступом заболевания.
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2. Метод пространственно-спектрального выделения μ-ритма

Характеристика используемого в работе подхода: в предыдущих исследовани-
ях μ-ритм рассматривался в структуре α-ритма (в том же частотном диапазоне 8– 
13 Гц, но в центральных отведениях), вместе с тем имеются существенные отличия 
от α-ритма. Кортикальный источник α-волн находится в теменно-затылочной коре, 
в то время как μ-волны распространяются вдоль соматосенсорной коры (Hari et al., 
1998). В сравнении с α-ритмом, μ-ритм не снижается при зрительной стимуляции, 
но ослабляется с началом моторной активности (Gastaut, 1952). Для обнаружения и 
выделения μ-ритма ЭЭГ человека по записи ЭЭГ в условиях воображаемого движе-
ния нами был предложен метод и создана специальная программа (свидетельство о 
государственной регистрации программы для ЭВМ № 2012618160 «Пространствен-
но-спектральное выделение μ-ритма электроэнцефалограммы человека» Авторы: Но-
вотоцкий-Власов В.Ю., Гарах Ж.В., Зайцева Ю.С., Гурович И.Я., Стрелец В.Б. (2012 
г.). Программа может применяться для определения характеристик (топографии и 
мощности) μ-ритма в экспериментальных и клинических исследованиях, по услови-
ям которых затруднительно или невозможно использование дополнительных функци-
ональных нагрузок.

Программа обеспечивает выполнение следующих функций:
– выявление μ-ритма по характерной реакции на открывание глаз и выполнение 

воображаемого движения;
– определение топографии μ-ритма;
– пространственно-частотную фильтрацию ЭЭГ для выделения μ-ритма в чис-

том виде.
Исследование проводилось на базе ФГУ «Московский НИИ психиатрии Мин-

здравсоцразвития» (отделение 1-го эпизода болезни) и Центра психолого-медико-
социального сопровождения детей и подростков «Северо-запад», на базе которого 
нами проводится электроэнцефалографическое и психологическое обследование 
детей с РАС.

В группу больных шизофренией и расстройствами шизофренического спектра 
вошел 141 человек в возрасте от 17 до 54 лет в подостром состоянии. Диагноз ста-
вился клиницистами отделения первого эпизода болезни по Международной клас-
сификации МКБ-10. Все пациенты получали терапию атипичными антипсихотика-
ми в течение 3–20 дней. У больных шизофренией определялось преобладание по-
зитивных или негативных симптомов по шкале PANSS. Такое разделение больных 
на две группы позволяет более точно проанализировать нейрофизиологические 
механизмы когнитивных дисфункций при продуктивной и дефицитарной симпто-
матике. По шкале PANSS к позитивным симптомам относятся: бред, расстройства 
мышления, галлюцинации, возбуждение, идеи величия, подозрительность, враж-
дебность. К негативным симптомам относятся: притупленный аффект, эмоцио-
нальная отгороженность, трудности в общении, пассивно-апатическая социальная 
отгороженность, нарушения абстрактного мышления, нарушения спонтанности и 
плавности речи, стереотипное мышление. По каждой из шкал вычислялась сумма 
баллов выраженности каждого симптома.
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В качестве контрольной группы здоровых испытуемых исследовано 112 здоро-
вых испытуемых в возрасте от 17 до 57 лет.

В исследование отбирались, как в группу контроля, так и в группу больных ши-
зофренией и расстройствами шизофренического спектра, соматически здоровые 
правши. Статистически значимых различий по полу, возрасту и уровню образова-
ния между исследованными группами не обнаружено (р>0,1).

С помощью созданного нами метода μ-ритм из комплекса с α-ритмом выде-
лился у 90% испытуемых. Таким образом, в группы сравнения вошло 126 человек 
больных шизофренического спектра с первым эпизодом болезни (69 мужчин и 57 
женщин, средний возраст – 26,1 лет) и 100 человек здоровых испытуемых (53 муж-
чины и 47 женщин), средний возраст – 26,52 года.

В группу детей, страдающих расстройствами аутистического спектра, включе-
но 8 человек в возрасте 5–7 лет. Контрольная группа здоровых детей того же воз-
раста – 25 человек.

Все испытуемые (или родители обследуемых детей) давали письменное согла-
сие на участие в исследовании.

ЭЭГ у всех испытуемых регистрировали в состоянии покоя (с закрытыми гла-
зами), при открытых глазах и в процессе выполнения задачи на мысленное пред-
ставление собственного движения (глаза закрыты). В инструкции испытуемому 
предлагалось представить, как он идет по хорошо знакомой дороге. Регистрацию 
ЭЭГ при предъявлении теста проводили с последующим контролем полученных 
результатов. Испытуемые во время записи ЭЭГ сидели в кресле в затемненной, 
относительно звукоизолированной, экранированной камере.

Электроды располагали по международной схеме 10–20%. Фильтры высоких 
частот были установлены на 70 Гц, постоянная времени – 0,3 с, частота квантова-
ния 200 Гц. Запись ЭЭГ проводили от 19 отведений: Fp1, Fp2, F3, F4, F7, F8, C3, C4, 
T3, T4, T5, T6, P3, P4, O1, O2, Fz, Cz и Pz на установке, состоящей из 19-канального 
усилителя фирмы МБН (Москва) и персонального компьютера (частота опроса 200 
Гц). Запись монополярная. Референтные электроды – ушные. ЭЭГ регистрировали 
в течение 120 с в каждом функциональном состоянии. При расчете спектральных 
показателей проводили усреднение данных анализа 10–15 эпох длительностью 5 с.

Для подавления ЭОГ (электроокулограммы), пульсовых и других артефактов ис-
пользовали метод, представляющий собой сочетание двух методик, реализуемых пос-
ледовательно: фильтрация ЭЭГ и обработка результатов с помощью разновидности 
факторного анализа – метода главных компонент (Новотоцкий-Власов и др., 2007).

В работе сравнивались показатели спектральной мощности μ-ритма между 
группами здоровых испытуемых и больных шизофренией, между группами боль-
ных шизофренией с преобладанием негативной и позитивной симптоматики, а 
также между группами здоровых детей и детей с РАС. Статистическая обработка 
полученных спектральных показателей проводилась с помощью пакета программ 
STATISTICA 6.0. Исследовали спектральную мощность μ-ритма ЭЭГ в централь- 6.0. Исследовали спектральную мощность μ-ритма ЭЭГ в централь-
ных и фронтальных корковых областях. В качестве анализируемого показателя 
использовали натуральный логарифм спектральной мощности для нормализации 
данных. Статистическая обработка проводилась с помощью критерия Стьюдента.
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Исследование подавления μ-ритма у взрослых здоровых испытуемых и боль- 
ных шизофренией при когнитивных нагрузках проводили для проекций сенсомо-
торной зоны – в областях C3, C4 и Cz, а также во фронтальных областях – Fp1, 
Fp2, F3, F4, F7 и F8. Анализировали показатель подавления μ-ритма по сравне-
нию с состоянием покоя. Необходимо отметить, что в парадигмах исследования 
воображаемого движения до настоящего времени использовали сравнение элект-
рофизиологических показателей при реальном выполнении двигательного акта и 
воображаемом. Лишь в одной работе применяется сопоставление с состоянием по-
коя (Höller et al., 2013). Авторы в своей работе отметили перспективность данного 
сопоставления.

3. Анализ спектральной мощности μ-ритма в фоне

Согласно картам распределения спектральной мощности, в норме μ-ритм рас-
пределен неравномерно по поверхности коры. Высокие значения у здоровых детей 
регистрировались в левом лобном отведении F3 (3,034 мкв2/Гц), в заднелобном от-
ведении F7 (2,242 мкв2/Гц) и в переднелобном отведении Fр1 (1,438 мкв2/Гц). У 
детей, страдающих расстройствами аутистического спектра, высокие значения мю-
ритма регистрировались в правом лобном отведении F4 (5,636 мкв2/Гц), в правом 
переднелобном отведении Fр2 (4,502 мкв2/Гц) и в правом лобно-височном отведе-
нии F8 (4,317 мкв2/Гц). При этом спектральная мощность у больных детей почти в 
2 раза превышает нормальные значения.

Сравнение спектральной мощности μ-ритма у взрослых здоровых испытуемых 
и больных шизофренией в состоянии спокойного бодрствования выявило, что этот 
показатель больше у больных, чем у здоровых, во всех исследуемых корковых об-
ластях, кроме С3: Fp1 (p<0,05), Fp2 (p<0,05), F3 (p<0,01), F4 (p<0,01), F7 (p<0,0001), 
F8 (p<0,05), С4 (p<0,001), Fz (p<0,01) и Сz (p<0,01). При сравнении данного пока-
зателя у больных шизофренией с преобладанием позитивной и негативной симпто-
матики достоверных различий не обнаружено.

Следовательно, обнаружено, что и у детей с ранним детским аутизмом, и у 
взрослых больных шизофренией и расстройствами шизофренического спектра 
спектральная мощность μ-ритма в состоянии спокойного бодрствования больше, 
чем у здоровых испытуемых.

4. Анализ спектральной мощности μ-ритма 
при представлении движения

У детей с аутизмом при представлении движения мощность μ-ритма была боль-
ше, чем у здоровых детей того же возраста (p<0,05).

В состоянии спокойного бодрствования спектральная мощность μ-ритма была 
больше у больных шизофренией, чем у здоровых испытуемых во всех корковых 
областях (p<0,05), кроме С3. При сравнении данного показателя у больных ши-
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зофренией с преобладанием позитивной и негативной симптоматики достоверных 
различий не обнаружено, кроме правой префронтальной корковой области (Fp2), 
где мощность μ-ритма была больше у больных с преобладанием позитивных симп-
томов на уровне тенденции (p<0,06).

Таким образом, как и в состоянии спокойного бодрствования, так и при пред-
ставлении движения, у детей с ранним детским аутизмом и у взрослых больных ши-
зофренией спектральная мощность μ-ритма больше, чем у здоровых испытуемых.

5. Межполушарная асимметрия μ-ритма

Показано, что в состоянии спокойного бодрствования с закрытыми глазами и 
при представлении движения фокус μ-активности у здоровых детей локализуется 
во фронтальной области левого полушария, а у детей с расстройствами аутистичес-
кого спектра – правого (рис. 1).

У взрослых здоровых испытуемых выявлена асимметрия спектральной мощ-
ности μ-ритма как в состоянии покоя (рис. 2), так и при представлении собствен-
ного движения только в центральных корковых зонах: С3>С4 (p<0,0001). Во фрон-
тальных областях коры головного мозга у здоровых испытуемых межполушарной 
асимметрии мощности μ-ритма в покое и при выполнении задания не было. У 
больных шизофренией и расстройствами шизофренического спектра межполушар-
ной асимметрии спектральной мощности μ-ритма ни в фоне, ни при представлении 
движения не обнаружено.

Следовательно, и у взрослых больных шизофренией с первым эпизодом, и у 
детей с расстройствами аутистического спектра обнаружено нарушение преобла-
дания спектральной мощности μ-ритма в левом полушарии.

Рис. 1. В состоянии спокойного бодрствования с закрытыми глазами фокус μ-активности у здоро-
вых детей локализуется в отведении F3 левого полушария, а у детей с расстройствами аутистического 
спектра в отведении F4 правого полушария

При этом спектральная мощность у больных детей почти в 2 раза превышает нормальные зна-
чения
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6. Подавление μ-ритма при представлении движения

Подавление μ-ритма при моторном воображении по сравнению с фоном было 
выражено как у здоровых детей, так и у детей с РАС. Однако если у здоровых детей 
μ-ритм при представлении движения снижался почти в 3 раза, то у детей с РАС – 
только в 0,5 раза. Следовательно, показатель подавления μ-ритма у детей с аутиз-
мом был выражен меньше, чем в норме.

У здоровых взрослых испытуемых подавление спектральной мощности 
μ-ритма при представлении движения в уме по сравнению с состоянием спокой-
ного бодрствования было выражено во всех исследуемых корковых зонах, кроме 
правой фронтальной области (F4). В отведениях Fp1, Fp2, F3, F8, C3, C4, Fz и Cz 
уровень значимости достигал p<0,000001, в отведении F7 – p<0,01. У больных ши-
зофренией также показатель подавления μ-ритма при представлении собственного 
движения был выражен во всех фронтальных и центральных корковых зонах не 
избирательно (p<0,000001).

Далее мы проводили сравнение разницы спектральной мощности μ-ритма в 
функциональной пробе при представлении собственного движения и в состоянии 
спокойного бодрствования, то есть характеристики подавления этого показателя. 
Подавление μ-ритма было выражено меньше у больных шизофренией по сравне-
нию со здоровыми испытуемыми в правой центральной области С4 (р<0,01), а так-
же на уровне тенденции в левой центральной (р<0,06) и правой передневисочной 
F8 (р<0,07) корковых областях. В остальных исследованных зонах сниженное по-8 (р<0,07) корковых областях. В остальных исследованных зонах сниженное по-
давление μ-ритма при представлении движения у больных шизофренией по срав-
нению со здоровыми испытуемыми не достигало уровня значимости.

Сравнение этого показателя у больных шизофренией с преобладанием негатив-
ной и позитивной симптоматики показало, что подавление μ-ритма при представ-
лении движения меньше выражено при наличии позитивных симптомов. Значимые 

Рис. 2. Максимум μ-ритма имел локализацию в центральных корковых областях у всех испыту-
емых

У здоровых испытуемых мощность μ-ритма ЭЭГ во всех функциональных пробах больше в ле-
вом полушарии (p<0,0001), тогда как у больных шизофренией межполушарной асимметрии этого 
показателя не обнаружено
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различия обнаружены в префронтальной Fp2 (p<0,05), фронтальной F4 (p<0,05) и 
передневисочной F8 (p<0,05) областях правого полушария (рис. 3).

7. Заключение

Полученные в работе показатели нарушения спектральной мощности μ-ритма 
ЭЭГ при шизофрении и аутизме могут свидетельствовать об отсутствии целост-
ности функционирования системы «зеркальных» клеток у этих больных.

В нашей работе после выделения μ-ритма его максимум имел локализацию в 
центральных корковых областях, в отличие от α-ритма. И у здоровых испытуемых, 
и у больных шизофренией отмечалось выраженное подавление μ-ритма при пред-
ставлении собственного движения в уме, но не при открывании глаз и счете. Таким 
образом, впервые в мировой практике выполнено выделение μ-ритма из «смеси» с 
α-ритмом.

У здоровых испытуемых мощность μ-ритма ЭЭГ в фоне и во всех функцио-
нальных пробах была больше в левом полушарии, тогда как у больных шизоф-
ренией межполушарной асимметрии этого показателя не обнаружено. Этот факт 
согласуется с данными о левостороннем преобладании мощности μ-ритма у здо-
ровых детей в фоне, но отсутствии асимметрии у детей с аутизмом (Stroganova 
et al., 2007). Однако в нашем исследовании у детей с РАС имел место правополу-
шарный фокус максимума μ-ритма во всех функциональных пробах. Отсутствие 
асимметрии скорее всего не специфично только для шизофрении и аутизма, так как 

Рис. 3. Различия подавления μ-ритма у двух групп больных шизофренией
Ось ординат – изменение натурального логарифма спектральной мощности μ-ритма при 

моторном воображении по сравнению с фоном. Ось абсцисс – корковые области
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наблюдаются и у людей с синдромом Дауна, и при эпилепсии (Lewin et al., 1993). 
Асимметричное левостороннее распределение μ-ритма у правшей может быть свя-
зано с повышенным нисходящим контролем над сенсомоторными зонами левого 
полушария, в то время как снижение асимметрии – с нарушением такого контроля 
(Billeci et al., 2013).

Мы впервые получили данные о том, что спектральная мощность μ-ритма была 
больше у больных шизофренией, чем у контрольной группы испытуемых и в фоне, 
и при представлении движения преимущественно в правом полушарии. Такие ха-
рактеристики μ-ритма не зависели от преобладания негативных или позитивных 
симптомов при шизофрении. Кроме того, у детей с аутизмом спектральная мощ-
ность μ-ритма почти в 2 раза превышает нормальные значения. В работе показано, 
что спектральная мощность μ-ритма у больных шизофренией и у детей с аутиз-
мом больше, чем у здоровых испытуемых, что может означать более низкую актив-
ность у них системы «зеркальных» нейронов уже в фоне. Однако до настоящего 
времени дискутируется степень отражения в показателе подавления μ-ритма ЭЭГ 
при двигательных актах функционирования «зеркальных» нейронов, так как на 
«зеркальные» нейроны приходится только небольшой процент от общих нейронов 
любой области мозга, и они имеют локализацию не только в сенсомоторной коре 
(Braadbaart et al., 2013).

При шизофрении показатель подавления μ-ритма при представлении в уме дви-
жения был меньше, чем в норме. Сравнительный анализ подавления μ-ритма у боль-
ных с позитивными и негативными симптомами показал, что при преобладании по-
зитивной симптоматики этот параметр меньше, чем при преобладании негативной. 
Существует мнение о том, что параметр подавления μ-ритма может коррелировать 
с выраженностью психотических симптомов: чем больше тяжесть психопатологи-
ческой симптоматики, тем больше подавляется μ-ритм. Однако по сравнению со 
здоровыми испытуемыми этот показатель снижен (Singh, 2011). В другой работе, 
напротив, отмечено увеличенное подавление μ-ритма сенсомоторного кортекса ле-
вого полушария при исследовании эмпатии (McCormick et al., 2012).

Исследования функций зеркальных нейронов при шизофрении с использовани-
ем различных методов нейровизуализации показали, что у больных шизофренией 
наблюдается снижение их активности (Enticott et al., 2008), что может также ассо-
циироваться со сниженной способностью различать действия себя и других (Schur-Schur-
mann et al., 2007) или сопереживать (Varcin et al., 2010). Также предполагается, что 
сниженная степень эмпатии и социальной когниции при шизофрении может быть 
непосредственно связана с болезненным состоянием (острый психоз) (Andreasen et 
al., 1986; Frith, Corcoran, 1996; Fahim et al., 2004; Salvatore et al., 2007).

Одним из общих механизмов, лежащих в основе нарушений работы мозга при 
расстройствах аутистического спектра и шизофрении, является дисфункция систе-
мы зеркальных нейронов, приводящая к нарушению отношений «я–другой» (Ber-Ber-
nier еt аl., 2013; Enticott еt аl., 2012; King, Lord, 2011; Martineau et al., 2010; Williams, 
2008; Hamilton, 2013). На работе системы зеркальных нейронов базируется фун-
даментальная связь между выполнением движений и действий самим субъектом 
и прослеживанием за тем, как это делают другие (Marshall, Мeltzoff, 2011). Эта 
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связь, позволяющая сравнивать себя с другими путем выявления сходства и разли-
чия в параметрах движений и действий, страдает при аутизме (Williams, 2008). На-
рушение работы системы зеркальных нейронов проявляется на ЭЭГ в изменении 
μ-ритма. Мю-ритм частотой 8–13 Гц у взрослых и от 6 Гц у детей регистрируется 
в сенсомоторных областях коры и в норме изменяется по амплитуде при выполне-
нии действий и при наблюдении за действиями другого человека. При шизофрении 
(King, Lord, 2011) и аутизме (Williams, 2008) работа системы зеркальных нейронов 
нарушена. Это проявляется в том, что у больных реакция зеркальных нейронов на 
собственное и чужое действие различается больше, чем в норме. Так, в норме у 
детей регистрируется левостороннее преобладание μ-ритма в сенсомоторных об-
ластях, а при аутизме этого преобладания не наблюдается (Stroganova et al., 2007). 
У аутистов при наблюдении за движением руки отмечается более выраженная, чем 
в норме, активация оперкулярной части нижней фронтальной борозды, принадле-
жащей к системе зеркальных нейронов (Martineau et al., 2010). При аутизме описа-
но уменьшение кортикоспинальной возбудимости при наблюдении за жестом, по 
сравнению с наблюдением за неподвижной рукой. Это изменение является отраже-
нием уменьшения активности системы зеркальных нейронов в вентральной премо-
торной коре и нижней фронтальной борозде. Обнаруживается обратная корреляция 
между активностью зеркальных нейронов в этих областях мозга и выраженностью 
нарушений в социальной сфере (Enticott еt аl., 2012).

Различные субпопуляции зеркальных нейронов, имеющие различную локали-
зацию, вносят разный вклад в становление социально когнитивных функций. Так, 
зеркальные нейроны, принимающие участие в кодировании направления движе-
ния, необходимы для развития внимания к собственным действиям и, следова-
тельно, ориентированы на собственную личность. Другие подсистемы включены 
в различные типы социального обучения от простой «автоматической имитации», 
на основе которой наиболее вероятно формируется эмпатия, до обучения сложным 
формам поведения, основанным на имитации. Другая система, включающая об-
ласти миндалины и орбитофронтальной коры, принимает участие в обеспечении 
представлений, связанных с «моделью психического» (Williams, 2008).

Полученные в настоящей работе данные о нарушении показателей μ-ритма при 
шизофрении и аутизме подтверждаются нашими предыдущими исследованиями о 
том, что характеристики спектральной мощности и когерентности у детей с РАС и 
взрослых больных с негативной симптоматикой имеют сходство, что подтвержда-
ется клиническими проявлениями этих заболеваний. Некоторые авторы предпола-
гают, что дисфункция работы зеркальных нейронов может отражать нейрофизио-
логические характеристики дефицита связности работы различных отделов мозга, 
общие для аутизма и шизофрении (Enticott еt аl., 2008). Достижения в нейрофизио-
логических исследованиях аутизма и шизофрении дают все больше доказательств 
того, что их фенотипы могут перекрываться. Эти знания могут помочь в плане ран-
него выявления и лечения таких психических расстройств.

Таким образом, в работе показано отсутствие целостности функционирования 
системы «зеркальных» клеток у обеих групп больных (шизофрения и аутизм), что 
проявлялось в нарушениях межполушарной асимметрии и больших показателях 
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мощности μ-ритма ЭЭГ, чем у здоровых испытуемых. Подтверждено наше предпо-
ложение о снижении подавления μ-ритма при представлении движения у больных 
шизофренией по сравнению со здоровыми испытуемыми.

Перспективность дальнейших исследований и инновационный характер рабо-
ты определяется тем, что с помощью разработанного нами метода μ-ритм из смеси 
с α-ритмом выделяется в «чистом» виде у 90% испытуемых. Метод может быть 
использован в клинической практике, так как он является недорогим и простым в 
применении. Мы предполагаем, что использование данного метода может помочь 
получить новые данные в вопросах патогенеза аутизма и шизофрении. Исследова-
ние μ-колебаний сенсомоторной коры, отражающих активность зеркальных нейро-
нов, может служить одним из методов проверки целостности функционирования 
системы зеркальных клеток при этих заболеваниях.
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Болезнь Альцгеймера – клиника, диагностика 
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1. Введение

Болезнь Альцгеймера (первичная дегенеративная деменция альцгеймеровского 
типа) — наиболее распространенная форма первичных дегенеративных деменций 
позднего возраста с постепенным началом в пресенильном или старческом возрас-
те, неуклонным прогрессированием расстройств памяти и высших корковых функ-
ций вплоть до тотального распада интеллекта и психической деятельности в целом. 
Имеет характерный комплекс нейропатологических признаков.

Болезнь Альцгеймера (БА) – самая частая причина деменции в пожилом и стар-
ческом возрасте. По данным международных исследований, распространенность 
БА после 60 лет удваивается с каждым пятилетием, достигая 4,0% в возрасте 75 
лет, 16,0% – в 85 лет и 32% – в 90 лет и старше. По данным клинико-эпидемиоло-
гического исследования репрезентативных групп пожилого населения Москвы, БА 
страдает 4,5% лиц в возрасте 60 лет и старше, причем повозрастные показатели 
заболеваемости растут по мере увеличения возраста обследованных: в возрастной 
группе 60–69 лет распространенность заболевания составляла 0,6%, в возрасте 
70–79 лет – 3,6% и в возрасте 80 лет и старше – 15%, при этом, показатели частоты 

Сокращения: АХ – ацетилхолин; АХЭ – ацетилхолинэстераза; БА – болезнь Альцгеймера; КТ – 
компьютерная томография; МРС – магнитно-резонансная спектроскопия; МРТ – магнитно-резонанс-
ная томография; НРФ – нейротрофические ростовые факторы; ОФЭКТ – однофотонная эмиссионная 
компьютерная томография; ПЭТ – позитронно-эмиссионная томография; АроЕ – аполипопротеин Е; 
NAA – N-ацетиласпартат; NGF – фактор роста нервной ткани; PSN – пресенилин; β-АРР – белок 
предшественник амилоида.
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БА среди пожилых женщин существенно выше по сравнению с мужчинами того же 
возраста (Гаврилова, Калын, 2002).

Обобщенные данные популяционных исследований, проведенных в Европе, 
свидетельствуют, что в возрасте 65 лет и старше показатели частоты (prevalence) 
деменции и БА составляют соответственно 6,4% и 4,4%. В США показатель часто-
ты БА для лиц в возрасте 70 лет и старше составляет 9,7%. Общемировой показа-
тель частоты деменции для населения 60 лет и старше равен 3,9%, а региональные 
показатели колеблются от 1,6% (для Африки) до 6,4% (для Северной Америки).

По данным Всемирной Организации Здравоохранения и Международной ассо-
циации обществ болезни Альцгеймера («Alzheimer’s Disease International»), общее 
число больных в мире, страдающих деменцией, в 2013 году составило 44,5 млн 
человек, к 2030 году оно вырастет до 75,5 млн человек, а к 2050 году – до 135,5 млн 
человек, при этом на долю БА приходится от 50 до 70% пациентов.

Экстраполяция поло-возрастных показателей БА, установленных посредством 
популяционного исследования, проведенного на ограниченной территории России, 
на поло-возрастную структуру населения страны в целом позволила определить, 
что численность популяции больных БА составляет 1 млн 248 тыс. человек, по 
прогнозу она увеличится до 1 млн 354 тыс. к 2020 г. и составит 1% от общего насе-
ления России (Белоусов и др., 2009).

Диагностика, лечение и уход за больными с деменцией ложатся тяжелым эко-
номическим бременем на государственный бюджет. Только прямые расходы на ле-
чение и уход за больными в развитых странах достигают 38 тыс. долларов в рас-
чете на одного больного в год, а общие затраты в мире на пациентов с деменцией 
ежегодно превышают 600 млд долларов (WHO..., 2010), а региональные расходы 
значительно превышают расходную часть бюджета многих стран.

Расходы на лечение и уход за больными с БА имеют тенденцию к неуклонному 
росту: в частности, в Великобритании в 2010 г. такие расходы составили около 20 
млрд фунтов стерлингов, а к 2016 г. прогнозируется рост соответствующих финан-
совых затрат до 27 млрд фунтов стерлингов.

2. Эволюция представлений о диагностике 
и систематике болезни Альцгеймера

Болезнь Альцгеймера была впервые описана A. Альцгеймером в 1906 г. 
(Alzheimer, 1907) как своеобразное заболевание коры головного мозга, на-
чинающееся в пресенильном возрасте и сопровождающееся развитием то-
тальной деменции с выраженными нарушениями высших корковых фун-
кций (афато-апракто-агностическая деменция).  A. Альцгеймер выделил 
свойственные этому заболеванию нейроморфологические изменения: соче-
тание сенильных бляшек и характерных изменений нейрофибрилл, позднее 
получивших название альцгеймеровских изменений нейрофибрилл.  A. Альц- 
геймер в то время считал, что речь идет о новом заболевании, отличном от сениль-
ной деменции. Однако позднее (Alzheimer, 1911) он высказал суждение о том, что 
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описанное им заболевание представляет собой атипичную форму сенильной де-
менции. С тех пор взгляды как отечественных, так и зарубежных исследователей 
на взаимоотношения между БА и сенильной деменцией неоднократно менялись. 
Большинство немецких психиатров первой половины ХХ века признавали эти за-
болевания в нозологическом плане различными. Такая же точка зрения преоблада-
ла в то время в англо-американской, французской и итальянской психиатрии. Позд-
нее (60–80-е годы ХХ века) и в отечественной геронтопсихиатрии последовательно 
высказывалось мнение об относительной клинической самостоятельности упомя-
нутых форм деменций позднего возраста, которое обосновывалось своеобразием 
их клинико-психопатологических проявлений и особенностей течения. Вопрос об 
их нозологической общности или самостоятельности отечественные ученые остав-
ляли, однако, открытым ввиду отсутствия убедительных данных об общности или 
различиях их этиопатогенетических механизмов (Штернберг, 1967, 1977, 1983). 
Тем не менее, в разработанных в то время классификационных схемах, в том числе 
и в Международной классификации болезней 9-го пересмотра, указанные формы 
деменций диагностировались под различными названиями.

Начиная с конца 60-х – начала 70-х годов в зарубежной и особенно в англо-
американской психиатрии стала преобладать тенденция к изменению содержания 
понятия БА и расширению ее диагностических границ за счет включения в эту 
нозологическую категорию значительной части случаев сенильной деменции. Ос-
нованием для такой трансформации взглядов послужило накопление нейроморфо-
логических данных об общности гистопатологических признаков, выявляемых при 
нейропатологическом исследовании мозга умерших пациентов.

Это привело к тому, что в последние десятилетия традиционные представления 
о диагностических критериях и границах БА подверглись существенному пере-
смотру. В соответствии с диагностическими рекомендациями – NINCDS/ADRDA 
(McKhann et al., 1984), DSM-IV и CERAD (Mirra et al., 1993) и утвержденной Все-
мирной Организацией Здравоохранения Международной классификацией болез-
ней 10-го пересмотра (International..., 1992), диагностическая рубрика «болезнь 
Альцгеймера» стала охватывать как относительно редкую форму пресенильной де-
менции, в целом соответствующую классическому описанию  A. Альцгеймера, так 
и широко распространенную в населении старших возрастов сенильную деменцию 
альцгеймеровского типа.

Современная классификация БА основана на возрастном принципе. В соот-
ветствии с международной классификацией болезней и причин смерти 10-го пере-
смотра (1992 г.) выделяют следующие варианты БА:

1. Болезнь Альцгеймера с ранним (до 65 лет) началом (тип 2 болезни Альцгей-
мера, пресенильная деменция альцгеймеровского типа). Эта форма соответствует 
классической БА, и в литературе ее иногда обозначают как «чистая» БА.

2. Болезнь Альцгеймера с поздним (после 65 лет) началом (тип 1 болезни Альц-
геймера, сенильная деменция альцгеймеровского типа).

3. Атипичная болезнь Альцгеймера.
Основные клинические формы заболевания различаются не только по возрасту 

больных к началу заболевания (тем более что возраст появления первых симптомов 
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бывает часто невозможно точно установить), но имеют существенные различия в 
клинической картине и особенностях прогрессирования заболевания.

Атипичная БА, или деменция смешанного типа, характеризуется сочетанием 
клинических и нейроморфологических признаков, характерных для БА и демен-
ции иного генеза (сосудистой деменции, болезни Паркинсона, деменции с тельца-
ми Леви).

3. Этиология

Генетически обусловленные («семейные») формы БА составляют не более 10% 
случаев заболевания. Выявлены три гена, ответственные за их развитие. На хромо-
соме 21 расположен ген амилоидного предшественника (β-АРР); на хромосоме 14 
– пресенилин-1 (PSN-1) и на хромосоме 1 – пресенилин-2 (PSN-2).

Мутации в гене β-АРР ответственны за 3–5% случаев всех пресенильных се-
мейных форм болезни Альцгеймера (наследование происходит по аутосомно-до-
минантному типу), мутации в гене PSN-1 – выявляются в 60–70% (для мутаций 
в этом гене характерна полная пенетрантность, заболевание обязательно проявля-
ется в возрасте от 30 до 50 лет). Мутации в гене PSN-2 выявляются чрезвычайно 
редко, и они обусловливают развитие как ранних, так и поздних семейных форм 
болезни (для них характерна неполная пенетрантность).

Роль мутаций, или полиморфизмов, генов пресенилинов при развитии спора-
дических случаев поздней БА (сенильной деменции альцгеймеровского типа) пока 
остается недостаточно выясненной. Выявленный недавно ε4-изоморфный вариант 
гена аполипопротеина Е (АроЕ4) в настоящее время считают основным генетичес-
ким фактором риска развития БА.

4. Диагностика

В соответствии с диагностическими рекомендациями, разработанными между-
народными экспертными группами NINCDS/ADRDA, DSM-IV, CERAD, и в соот-
ветствии с утвержденной ВОЗ и принятой в РФ Международной классификацией 
болезней десятого пересмотра, прижизненный диагноз болезни Альцгеймера осно-
ван на присутствии следующих облигатных признаков:

• наличие синдрома деменции;
• множественный прогрессирующий дефицит познавательных (когнитивных) 

функций, т.е. сочетание расстройств памяти и признаков, по крайней мере, одного 
из следующих когнитивных нарушений: афазии (нарушение речевой функции), ап-
раксии (нарушение способности к выполнению двигательной активности, несмотря 
на сохранные двигательные функции), агнозии (невозможность распознавать или 
идентифицировать объекты, несмотря на сохранное чувственное восприятие), на-
рушения собственно интеллектуальной деятельности (ее планирования и програм-
мирования, абстрагирования, установления причинно-следственных связей и др.);
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• снижение социальной или профессиональной адаптации больного по сравне-
нию с ее прежним уровнем вследствие нарушения памяти и когнитивных функций;

• малозаметное начало и неуклонное прогрессирование заболевания;
• при клиническом исследовании исключены другие заболевания центральной 

нервной системы (например, заболевания сосудов головного мозга, болезнь Пар-
кинсона или Пика, хорея Гентингтона, субдуральная гематома, нормотензивная гид-
роцефалия и др.) или иные заболевания, которые могут вызывать синдром так назы-
ваемой вторичной деменции (например, гипотиреоз, недостаточность витамина В12 
или фолиевой кислоты, гиперкальциемия, нейросифилис, ВИЧ-инфекция, тяжелая 
органная патология и др.), а также интоксикация, в том числе медикаментозная;

• признаки вышеперечисленных когнитивных нарушений присутствуют вне со-
стояний помрачения сознания;

• анамнестические сведения и данные клинического исследования исключают 
связь расстройств когнитивных функций с каким-либо другим психическим забо-
леванием (например, с депрессией, шизофренией, умственной отсталостью и др.).

Применение перечисленных диагностических критериев позволило повысить 
точность прижизненной клинической диагностики БА до 90–95%, однако досто-
верное подтверждение диагноза возможно только с помощью данных нейроморфо-
логического (как правило, посмертного) исследования головного мозга.

Необходимо подчеркнуть, что достоверная объективная информация о разви-
тии заболевания играет часто более важную роль в диагностике БА по сравнению 
с многочисленными лабораторными и/или инструментальными методами исследо-
вания, поскольку ни одно из прижизненных параклинических исследований, в том 
числе и данные КТ/МРТ-исследования, не обладают высокой специфичностью и 
несомненной диагностической значимостью.

В последние годы происходит новая ревизия диагностических границ БА (см. 
сл. раздел).

5. Параклинические диагностические методы

Из инструментальных методов для диагностики БА наиболее широко использу-
ют компьютерную томографию (КТ) и магнитно-резонансную томографию (МРТ). 
Они входят в диагностический стандарт при обследовании больных, страдающих 
деменцией, так как позволяют выявить заболевания или повреждения головного 
мозга, которые могут быть причиной ее развития.

К диагностическим КТ/МРТ-признакам, подтверждающим диагноз деменции 
альцгеймеровского типа, относят диффузную (лобно-височно-теменную или на 
ранних этапах – височно-теменную) атрофию (уменьшение объема) вещества го-
ловного мозга. При сенильной деменции альцгеймеровского типа также может вы-
являться поражение белого вещества головного мозга в перивентрикулярной зоне 
и области полувальных центров.

К диагностически значимым линейным КТ/МРТ-признакам, позволяющим от-
граничить БА от возрастных изменений, относятся: увеличенное по сравнению с 
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возрастной нормой межкрючковое расстояние; расширение перигиппокампальных 
щелей; уменьшение объема гиппокампа — один из ранних диагностических при-
знаков БА. Наиболее важные для ранней диагностики БА данные получены при 
исследовании метаболических процессов в головном мозге. Позитронно-эмисси-
онная томография (ПЭТ) – радиоизотопный метод исследования, позволяющий, в 
частности, определить уровень метаболизма глюкозы в головном мозге. Установ-
лено, что снижение метаболизма глюкозы в теменно-височных областях мозга яв-
ляется ранним диагностическим признаком БА, хотя чувствительность и специ-
фичность метода значительно выше на стадии умеренной и тяжелой деменции. 
Протонная магнитно-резонансная спектроскопия (МРС) позволяет определять со-
держание различных метаболитов, в частности, N-acetylaspartate (NAA) – маркера 
нейрональной функции. При БА наблюдается снижение уровня NAA в задних отде-NAA в задних отде- в задних отде-
лах поясной извилины, в которых наиболее рано происходит утрата нейронов, что 
может быть использовано в качестве раннего диагностического признака. Другим 
нейроинтраскопическим параметром, значительно изменяющимся при БА, являет-
ся мозговой кровоток, исследование которого проводится методами однофотонной 
эмиссионной компьютерной томографии (ОФЭКТ) и перфузионной МРТ.

Билатеральное уменьшение кровотока в височно-теменных отделах коры (по 
данным ОФЭКТ) и атрофия височных долей (по данным КТ и ОФЭКT) призна-
ются диагностически значимыми функциональными характеристиками мозговых 
структур при БА. В настоящее время все методы нейровизуализации, кроме струк-
турных МРТ и КТ, малодоступны и используются в основном для исследователь-
ских целей.

Электроэнцефалографическое исследование (ЭЭГ): патологические измене-
ния ЭЭГ при деменциях альцгеймеровского типа отмечаются у большинства боль-
ных. Наиболее типичны: нарастание медленноволновой активности, преимущес-
твенно ее тета-диапазона, чаще низкой или средней амплитуды, и дельта-актив-
ности, а также редукция альфа-ритма в виде снижения его амплитуды и сглажен-
ности региональных различий по сравнению с возрастной нормой. Выраженность 
бета-активности, как правило, также снижена. Довольно часто (у трети больных) 
наблюдаются генерализованные билатерально-синхронные тета- и дельта-волны, 
превышающие по амплитуде основную активность (Пономарева и др., 1991).

Нейроморфология болезни Альцгеймера, к настоящему времени детально изу-
ченная, характеризуется рядом типичных признаков, к числу которых относятся 
следующие: атрофия вещества головного мозга, утрата нейронов и синапсов, гра-
нуловакуолярная дегенерация, глиоз, сенильные (нейритические) бляшки и ней-
рофибрилярные клубки, а также амилоидная ангиопатия. Однако только два из  
них – сенильные бляшки и нейрофибриллярные клубки, рассматриваются как клю-
чевые нейроморфологические феномены заболевания и имеют диагностическое 
значение.

В соответствии с диагностическими указаниями, разработанными международ-
ной группой экспертов (Mirra et al., 1993), патоморфологический диагноз деменции 
альцгеймеровского типа (болезни Альцгеймера) postmortem основывается на ко-postmortem основывается на ко- основывается на ко-
личественной оценке сенильных (нейритических) бляшек и нейрофибриллярных 
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клубков, минимальное число которых в неокортексе и/или гиппокампе, необходи-
мое для подтверждения диагноза, варьирует в зависимости от возраста больного к 
моменту смерти. Например, численность сенильных (нейритических) бляшек (при 
одновременном присутствии и нейрофибриллярных клубков) в любом из регионов 
неокортекса должна составлять в возрасте до 50 лет не менее 2–5/мм2, в 50–65 лет 
– 8/мм2; в 66–75 лет – >10/мм2; и для лиц старше 75 лет – >15/мм2. Введение ука-
занных количественных параметров для установления облигатных (основных) диа-
гностических патоморфологических признаков БА обусловлено тем, что сходные 
нейроморфологические изменения могут обнаруживаться не только при деменции 
альцгеймеровского типа, но и у пожилых людей, не имевших признаков деменции, 
а также при некоторых других формах патологии головного мозга.

6. Клиника

В течении болезни традиционно выделяются 3 основные стадии: начальная, 
которая в свою очередь подразделяется на этапы доклинических проявлений и мяг-
кой деменции, а также стадии умеренной и тяжелой деменции.

Начальная стадия характеризуется начальными признаками мнестико-интел-
лектуального снижения. На преклиническом этапе (так называемая сомнительная 
деменция (question able dementia) по (Berg et al., 1993), или «симптоматическая» 
стадия БА по NIA критериям БА (Jack et al., 2011))* обнаруживается только посто-
янная легкая забывчивость, неполное воспроизведение событий, небольшие затруд-
нения в определении временных взаимоотношений и в мыслительных операциях 
(например, в определении сходства–различия). Отмечается также незначительное 
ухудшение в социальной и профессиональной деятельности при полной сохран-
ности повседневных видов активности (возможно только снижение интеллектуаль-
ных интересов). Уже на этом этапе появляются легкие дисфазические нарушения 
либо элементы нарушений праксиса, личностные изменения по типу акцентуации 
или нивелировки личностных особенностей, а также снижение психической актив-
ности. На этом наиболее раннем этапе развития заболевания больным, как правило, 
удается скрывать или компенсировать имеющиеся у них расстройства.

На этой стадии «мягкой» деменции (mild dementia) нарушения памяти стано-
вятся более отчетливыми (особенно на текущие события), появляются трудности 
в хронологической, а также в географической ориентировке. Возникают явные за-
труднения в мыслительных операциях, при этом особенно страдает абстрактное 
мышление, возможности обобщения, суждения, сравнения.

Постепенное нарастание нарушений памяти и других симптомов когнитивного 
снижения является общей закономерностью развития деменции альцгеймеровско-
го типа. Уже на этой ранней стадии расстройства памяти сочетаются с личностны-
ми изменениями по типу так называемой трансиндивидуальной (сенильной) пере-
стройки структуры личности, реже сопровождаются резким, иногда гротескным 

* см. следующий раздел.
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заострением характерологических особенностей. Лишь в исключительно редких 
случаях с самого начала болезни отчетливо выступают признаки снижения психи-
ческой активности и аспонтанности.

На фоне личностных изменений нередко развивается склонность к бредооб-
разованию. Более чем у половины больных обнаруживаются эпизодические, как 
правило, мало разработанные и несистематизированные бредовые идеи, чаще в 
форме мелочного конкретного бреда воровства, ущерба, мелкого притеснения, ко-
торый обычно бывает направлен против лиц из ближайшего окружения больных. 
Аффективные расстройства на раннем этапе болезни чаще всего представлены суб-
депрессивными реакциями, возникающими как реакция на собственную несостоя-
тельность или при актуализации бредовых идей ущерба.

На стадии умеренно выраженной деменции (moderate dementia) клиническую 
картину болезни определяет синдром амнестического слабоумия, который характе-
ризуется прогрессирующим распадом всех сторон психической деятельности. Его 
ядром является амнестический синдром, достигающий на этом этапе значительной 
тяжести. Становятся все более выраженными проявления фиксационной амнезии. 
Заучивание какой-либо новой информации делается невозможным. Больные прак-
тически утрачивают способность к воспроизведению хронологии автобиографи-
ческих или основных общественно-исторических событий и даже их последова-
тельности. Они уже не могут ориентироваться во времени, а часто и в окружающей 
обстановке. Постепенно воспоминания о прошлом становятся все более неполны-
ми и неточными, распадается и запас приобретенных знаний. Этот распад следует 
закономерностям прогрессирующей амнезии: запасы памяти и знаний утрачивают-
ся в последовательности, обратной их приобретению в течение жизни. Наиболее 
долго сохраняются рано приобретенные и наиболее упроченные знания.

По мере углубления деменции у больных развивается картина амнестической 
дезориентировки, нередко в сопровождении феномена «сдвига ситуации в про-
шлое», т.е. амнестической дезориентировки с патологическим оживлением вос-
поминаний о далеком прошлом и ложными узнаваниями окружающих, которых 
больные принимают за лиц из своей прошлой жизни. «Сдвиг в прошлое» распро-
страняется в дальнейшем и на представления о собственной личности: например, 
больные называют свой возраст, свое семейное положение и род занятий соответс-
твенно тому периоду своего прошлого, в котором они в этот момент как бы «жи-
вут». Максимальным выражением такого рода расстройств является так называ-
емый старческий, или ложный, делирий (Жислин, 1965), сопровождающийся по-
вышенной активностью больных, непродуктивной «деловитостью», постоянным 
стремлением к псевдодеятельности. При этом больные, как правило, неизменно 
сохраняют благодушный аффект, живость и разговорчивость.

На этапе умеренной деменции отчетливо выявляются нарушения высших кор-
ковых функций: признаки амнестической афазии, лицевая дисгнозия, нарушения 
мнестического компонента праксиса (утрата последовательности выполнения от-
дельных элементов привычной деятельности), а в части случаев – и признаки конс-
труктивной апраксии. У пациентов с сенильным типом заболевания в отличие от 
пресенильной БА долго сохраняется темп, живость и выразительность речи, повы-
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шенная речевая готовность, а также наблюдается длительная сохранность мотор-
ного компонента праксиса.

На стадии тяжелой деменции (severe dementia) состояние больных характери-severe dementia) состояние больных характери- dementia) состояние больных характери-dementia) состояние больных характери-) состояние больных характери-
зуется тотальной деменцией с глубоким распадом памяти, полной фиксационной 
амнезией и амнестической дезориентировкой, близкой к тотальной. Больные пол-
ностью утрачивают представления о времени и окружающей обстановке и имеют 
крайне скудные представления о собственной личности. Распад интеллектуальных 
функций достигает такой тяжести, что способность больных к суждениям и умо-
заключениям практически полностью утрачивается. Они не в состоянии разрешать 
какие-либо житейские проблемы и утрачивают возможность независимого сущест-
вования. Нарушения речи, гнозиса и праксиса достигают (особенно при пресениль-
ном типе болезни) степени тяжелого распада соответствующих функций.

По мере углубления слабоумия у больных все виды восприятия ими окружа-
ющего мира становятся фрагментарными, они не могут интегрироваться в единое 
целое, чему способствует также слабость их активного внимания, рассеянность и 
отвлекаемость. Внешние раздражители вызывают только наиболее автоматизиро-
ванные, шаблонные формы реагирования. Типичным примером такого поведения 
являются так называемые «мнимые беседы» между больными, в которых сохраня-
ется только внешняя ситуация беседы при полной бессмысленности ее содержа-
ния. Настроение больных становится все более отчетливо беспечным или эйфорич-
ным, а в дальнейшем у них наступает полное эмоциональное опустошение. У части 
больных, напротив, преобладает гневливость, злобность, агрессивность.

На этом этапе болезни все больше нарастает регресс поведения: больные ста-
новятся прожорливыми, неряшливыми и неопрятными, а позднее – совершенно 
беспомощными. Часто наблюдается извращение ритма сон–бодрствование. Ноч-
ной сон делается поверхностным, прерывистым, а днем больные обычно дремлют. 
Одновременно учащаются эпизоды ночного двигательного беспокойства и спутан-
ности с суетливостью и типичными «сборами в дорогу». Бредовые высказывания 
и конфабуляторная продукция на этом этапе постепенно оскудевают, становятся 
фрагментарными, а затем исчезают и полностью амнезируются больными.

На стадии тяжелой деменции у большинства больных обнаруживаются выра-
женные нарушения высших корковых функций, характер и тяжесть которых во 
многом определяются типом БА.

На стадии тяжелой деменции неврологическая симптоматика, появляющаяся 
уже на более ранних этапах болезни, достигает наибольшей выраженности. При 
сенильном типе заболевания она представлена подкорковыми нарушениями, обыч-
но в виде так называемого сенильного тремора и «старческих» изменений поход-
ки (последняя становится семенящей и шаркающей). Но даже на этапе исходного 
состояния при сенильной деменции не наблюдается тех грубых неврологических 
расстройств (хватательные и оральные автоматизмы, амиостатические синдромы 
или гиперкинезы), которые характерны для конечного этапа пресенильной БА.

На заключительном этапе тяжелого слабоумия (конечное или исходное состо-
яние) разрушается вся психическая деятельность больных. Распад достигает та-
кой степени, какая очень редко встречается при других дегенеративных процес-
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сах, например, при болезни Пика или хорее Гентингтона (Штернберг, 1967). На 
конечном этапе болезни появляются такие тяжелые неврологические расстройства, 
как развитие вынужденной («эмбриональной») позы, контрактур, множественные 
насильственные двигательные феномены, автоматизмы и примитивные рефлексы, 
насильственные гримасы плача и смеха, нередко – эпилептические припадки. Од-
новременно, как правило, развиваются выраженные общесоматические изменения: 
похудание, доходящее до кахексии, крайнее одряхление, булимия, трофические 
нарушения (пролежни), эндокринные расстройства (например маскулинизация у 
женщин), вслед за которыми наступает смерть.

Клиническая феноменология БА на всех этапах ее развития имеет существен-
ные особенности, зависящие от клинического типа заболевания (пресенильного 
или сенильного). Основные признаки, дифференцирующие клинические типы БА 
приведены в таблице.

7. Медикаментозная терапия болезни Альцгеймера

Современная патогенетическая терапия БА предусматривает сочетание ком-
пенсаторной (холинергической или глутаматергической) и нейропротективной 
(нейротрофической) методики медикаментозного воздействия.

Основные направления в фармакотерапии БА традиционно основывались на 
доказательствах холинергической недостаточности, развивающейся в связи с про-
грессирующей дегенерацией холинергических нейронов уже на ранних этапах раз-
вития болезни. Доказано, что дефицит нейромедиатора ацетилхолина (АХ) лежит в 

Таблица
Параметры, применяемые в дифференциации основных клинических форм  

болезни Альцгеймера. Цит. по (Гаврилова, 1999)
Пресенильный тип болезни Альцгеймера

(синоним: пресенильная деменция альцгейме-
ровского типа)

Сенильный тип болезни Альцгеймера
(синоним: сенильная деменция альцгеймеров-

ского типа)
Начало преимущественно в пресенильном 
возрасте

Начало преимущественно в старческом воз-
расте

Медленное развитие болезни на инициальном 
этапе и быстрое прогрессирование на этапе 
клинически выраженной деменции

Менее прогредиентное развитие болезни на 
всех этапах ее течения, за исключением конеч-
ного

Появление корковых дисфункций уже на ранних 
этапах болезни

Нарушение высших корковых функций на 
этапе далеко зашедшей деменции

Множественное тяжелое поражение высших 
корковых функций на этапе тяжелой деменции, 
вплоть до «неврологизации» расстройств

Общее ухудшение высших корковых функций, 
которое редко достигает степени явных очаго-
вых расстройств

Длительная сохранность реакции пациента на 
болезнь и основных его личностных особеннос-
тей

Выраженные изменения личности и утрата 
критики к болезни уже на ранних ее этапах

Относительно гомогенная клиническая картина 
на развернутом этапе деменции (афато-апракто-
агностическая деменция)

Гетерогенная клиническая картина (различные 
клинические формы) деменции
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основе проявлений когнитивной недостаточности и последующего формирования 
тотальной деменции. На основе этих данных были разработаны предпосылки хо-
линергического направления терапии БА. Выраженность холинергических нару-
шений коррелирует со степенью деменции, гибелью нейронов, а также с числом 
сенильных бляшек и нейрофибриллярных клубков – основных морфологических 
признаков БА. При БА утрачивается от 30 до 95% холинергических нейронов, осо-
бенно в коре и гиппокампе. В настоящее время для преодоления холинергической 
недостаточности используются главным образом ингибиторы ацетилхолинэстера-
зы (АХЭ). Наибольшую распространенность в последнее время приобрели инги-
биторы АХЭ второго поколения: ривастигмин (экселон), галантамин (реминил) 
и донепезил (арисепт). Терапевтические эффекты этих препаратов, так же как и 
безопасность их применения у больных с мягкой–умеренной деменцией, обуслов-
ленной БА, были убедительно показаны в многочисленных отечественных и зару-
бежных клинических исследованиях.

Имеются также ограниченные доказательства эффективности ингибитора АХЭ 
первого поколения – ипидакрина (амиридин, аксамон).

Получены убедительные доказательства вовлечения в нейродегенеративный 
патологический процесс, лежащий в основе деменции альцгеймеровского типа, 
не только холинергической, но также и других нейротрансмиттерных систем, и в 
первую очередь – глутаматергической. Установлено, что при БА существенно 
снижено число глутаматных рецепторов в области гиппокампа – ключевой зоне 
развития нейродегенерации альцгеймеровского типа, причем уровень снижения 
достоверно коррелирует с тяжестью деменции. Разработана концепция глутама-
топосредованной эксайтотоксичности и получены экспериментальные и нейро-
патологические данные, подтверждающие участие этого механизма в процессе 
нейродегенерации альцгеймеровского типа. Нейродегенерация, происходящая по 
механизму так называемой медленной («метаболической») эксайтотоксичности, 
развивается при нормальном содержании кальция, но в условиях снижения энер-
гетического состояния клетки, а роль пускового механизма в этом случае играет 
нарушение АТФ-производящей функции митохондрий. Следствием этого про-
цесса является снижение активности АТФ-зависимых ферментов, и в частности  
Na�/K�-АТФаз, которые выполняют функцию поддерживания мембранного потен-
циала клетки. Нарушение этой функции даже при нормальной концентрации и ак-
тивности возбуждающих аминокислот влечет за собой медленную деполяризацию 
клетки, что приводит к снятию магниевого блока у NMDA-рецепторов. Вслед за 
этим ионы кальция массированно проникают в нейроны, чем запускается каскад 
внутриклеточных нейродегенеративных реакций. Представленные выше данные 
позволяют считать глутамат и NMDA-рецепторы важными факторами, участвую-
щими в патогенезе БА. В связи с этим применение высоко эффективных средств 
для лечения БА на основе лигандов глутаматергической системы стало в настоя-
щее время одним из ведущих направлений в фармакотерапии БА.

Мемантин – активное вещество препарата акатинол мемантин является некон-
курентным низкоаффинным антагонистом NMDA-рецепторов. Он позволяет фи-
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зиологически активировать NMDA-рецепторы в процессе нейрональной передачи 
сигнала и одновременно блокирует обусловленную нейродегенеративным процес-
сом патологическую активацию NMDA-рецепторов. Акатинол мемантин, приме-
няемый на стадии мягкой и умеренной деменции, обеспечивает симптоматическое 
улучшение когнитивных функций, за счет того, что блокирует патологическую ак-
тивацию NMDA-рецепторов и снижает «шум», обусловленный длительной повы-
шенной концентрацией глутамата или гиперактивацией NMDA-рецепторов и свя-
занным с этими процессами патологическим притоком кальция в постсинаптичес-
кие нейроны. При применении на стадии умеренно тяжелой и тяжелой деменции 
акатинол мемантин способен вызывать позитивный симптоматический эффект на 
уровне еще сохранившихся глутаматергических синапсов, что способствует подде-
ржанию повседневной активности пациента.

На основе полученных в последнее десятилетие доказательств вовлечения в па-
тогенез первичных нейродегенеративных заболеваний, и в первую очередь – БА, 
дефицита нейротрофических ростовых факторов (НРФ) разработана нейропро-
тективная (нейротрофическая) стратегия терапии. Поскольку было установле-
но, что фактор роста нервной ткани (NGF) и некоторые другие НРФ препятству-
ют развитию нейроапоптоза, введение нейротрофинов было признано значимым 
направлением нейропротективной (нейротрофической) терапии БА, способной, с 
одной стороны, сохранять дегенерирующие холинергические нейроны, а с другой – 
усиливать функции еще сохранных нейронов. Открытие нейротрофических эффек-
тов церебролизина, сходных с активностью NGF, вызвало новый интерес к этому 
препарату. Церебролизин способен редуцировать процесс аномального амилоидо-
генеза, препятствовать активации клеток нейроглии и продукции воспалительных 
цитокинов, тормозить процесс нейроапоптоза, стимулировать производство ство-
ловых клеток – предшественников нейронов, а также рост дендритов и формиро-
вание синапсов и таким образом препятствовать реализации различных патогене-
тических механизмов, ведущих к нейродегенерации и нейрональной гибели при 
БА (Rockenstein et al., 2000). Достоверные симптоматические эффекты курсовой 
терапии церебролизином при лечении БА, так же как и безопасность его приме-
нения в высоких суточных дозах (20–30 мл в 100 мл физиологического раствора 
хлорида натрия по 20 в/в инфузий на курс), к настоящему времени доказана в ряде 
клинических плацебо-контролируемых исследований (Ruther et al., 1994; Гаврило-
ва, 2007; Reiner et al., 1997).

Получены также доказательства болезнь-модифицирующего эффекта церебро-
лизина при применении повторных курсов терапии по указанной выше методике в 
течение длительного времени (Гаврилова, 2007). Долговременная курсовая терапия 
церебролизином позволяет замедлить течение нейродегенеративного процесса не 
только на стадии мягкой, но даже на этапе умеренной деменции. Применение це-
ребролизина не рекомендуется при наличии судорожной активности, психотичес-
ких расстройств, а также на стадии тяжелой деменции.
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1. Введение

Болезнь Альцгеймера (БА), впервые описанная в 1906 г. Алоисом Альцгейме-
ром как редкая форма пресенильной деменции со специфическим стереотипом 
развития и набором нейропатологических признаков, в настоящее время является 
наиболее частым и дорогостоящим заболеванием, приводящим к инвалидизации 
больных. По этим медицинским и социально-экономическим показателям в бли-
жайшие годы ожидается экспоненциальный рост в связи демографическими про-
цессами, т.е. увеличением продожительности жизни и числа больных с деменцией, 
которые наблюдаются не только в экономически развитых, но и в развивающихся 
странах.

По прогнозу экспертов (Alzheimer Disease International..., 2011), число людей с 
деменцией в мире возрастет с 36 млн в 2010 г. до 66 млн в 2030 г. и до 115 млн – к 
2050 г. Это означает, что в ближайшие 30-40 лет почти каждый человек в течение 
своей жизни окажется жертвой деменции либо как пациент, либо как лицо, которое 
вынуждено ухаживать за дементным больным. Наибольший рост заболеваемости 
ожидается в так называемых странах с низким и средним доходом, к последним 
можно причислить и Россию. Прогнозируется, что доля больных с деменцией в 
этих странах вырастет с 58 до 71% от мировой популяции пациентов, страдающих 
слабоумием (Гаврилова, 2003).

Несмотря на огромные усилия мирового научного и медицинского сообщества 
за 30-летний период активных научных исследований в области нейробиологии и 
нейрофармакологии БА, так и не удалось разработать метода лечения, способного 
не только уменьшить тяжесть клинических симптомов болезни, но и достоверно 

Сокращения: БА – Болезнь Альцгеймера; НЕП – неприлизин.
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модифицировать ее течение, т.е. остановить или явно замедлить ее прогрессирова-
ние. Одной из главных причин более чем скромных достижений в лечении БА, по 
мнению специалистов в этой области, является позднее начало терапевтического 
вмешательства, ибо диагноз БА впервые ставится и соответственно лечение начи-
нается только тогда, когда у пациента диагностируется синдром деменции. Фор-
мирование же последнего свидетельствует о выраженности и распространенности 
процесса нейродегенерации и истощении компенсаторных резервов мозга. Поэто-
му сегодня со всей остротой встает вопрос о необходимости диагностики БА на 
ранней, т.е. додементной или даже еще более ранней – досимптомной, стадии раз-
вития нейродегенеративного заболевания. Продолжительность додементного этапа 
БА, по оценке специалистов, может составлять не менее 10–15 лет.

Не менее актуальная задача – поиск эффективных методов фармакологического 
вмешательства, способных остановить или существенно замедлить начавшееся раз-
витие нейродегенеративного процесса и тем самым предотвратить или отложить на 
ряд лет формирование слабоумия. Без решения именно этой задачи «сверхранняя» 
диагностика БА или другого прогрессирующего нейродегенеративного заболева-
ния, приводящего к развитию деменции, становится чисто схоластическим дейс-
твием, которое не способно не только оказать помощь больному, но может даже 
нанести ему существенный вред, став причиной хронического психологического 
стресса и депрессии, что само по себе является фактором риска развития БА.

Очень важным направлением научных исследований последнего пятилетия 
стала разработка критериев диагностики БА на додементной стадии ее развития. С 
этой целью в США создавались специальные рабочие группы под эгидой Нацио-
нального института старения и Американской альцгеймеровской ассоциации (NIA-
AA) c участием специалистов из Великобритании и Франции.

По результатам деятельности этих рабочих групп были опубликованы «Диа-
гностические рекомендации NIA-AA», которые включают два раздела: первый 
состоит из набора клинических критериев, которые могут использоваться в прак-
тическом здравоохранении и не требуют высокотехнологичных нейровизуализа-
ционных исследований или анализа ликвора пациентов. Второй – представляет 
собой набор исследовательских критериев для использования в научно-исследова-
тельских учреждениях и в клинических испытаниях (Jack et al., 2010). Этот второй 
набор критериев NIA-AA предназначен для диагностики БА на додементном этапе 
ее развития, клинически соответствующем синдрому мягкого когнитивного сни-
жения (Mild cognitive impairment – MCI). Этот исследовательский набор включает 
использование биомаркеров, основанных на нейровизуализационных данных или 
исследование состава ликвора. Он имеет 4 уровня определенности, зависящие от 
присутствия и природы биомаркеров БА.

По заключению разработчиков, необходима дальнейшая значительная работа 
по валидизации критериев, использующих биомаркеры, и по стандартизации био-
маркерного анализа, прежде чем их можно будет использовать в службах оказания 
помощи пациентам. По мнению авторов, в дальнейшем некоторые аспекты иссле-
довательских критериев могут потребовать пересмотра. Предполагается, что такая 
работа будет проводиться регулярно по мере появления новой информации.
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В исследовательских рекомендациях NIA-AA используется термин «MCI 
вследствие БА», который соответствует синдрому MCI амнестического типа и мо-
жет рассматриваться как симптоматическая додементная фаза БА. В рекоменда-
циях подчеркивается, что, аналогично тому, как диагностируется альцгеймеровс-
кая деменция, «MCI вследствие БА» не может быть определена только с помощью 
лабораторных тестов, а требует заключения клинициста. Другими словами, MCI 
рассматривается как синдром, определяемый клиническими, когнитивными и фун-
кциональными критериями (Jack et al., 2011).

Современные «Диагностические критерии NIA-AA» существенно отлича-
ются от использовавшихся для диагностики БА более четверти века «Критериев 
NINCDS-ADRDA» (McKhann et al., 1984). В новые критерии введена формализа-
ция диагностических критериев не только для деменции, обусловленной БА, но и 
для двух додементных стадий: для наиболее ранней – асимптоматической, и ран-
ней симптоматической (последняя соответствует диагнозу MCI вследствие БА). В 
соответствии с «критериями NIA-AA», диагноз БА может быть поставлен еще до 
того, как сформировался синдром деменции, на основании сочетания амнестичес-
кого синдрома гиппокампального (амнестического) типа и специфических биомар-
керов. К последним относятся биомаркеры, отражающие накопление β-амилоида 
в мозге больных, о чем свидетельствует снижение содержания амилоида β-42 в 
ликворе и/или накопление амилоидного трейсера по данным PIB PET, и биомар-
керы, подтверждающие наличие нейрональной дегенерации: повышение в ликво-
ре содержания тау-белка (общего и фосфорилированного), снижение метаболизма 
глюкозы в височно-теменной коре по данным FDG PET, а также наличие атрофии 
вещества мозга в височно-теменных структурах и гиппокампе.

Был определен уровень диагностической значимости как показателей PET с 
амилоидным лигандом (PIB PET), так и для биомаркеров, содержащихся в ликворе 
(Ruether et al., 2001). К маркерам высокой диагностической значимости, т.е. с боль-
шой вероятностью прогнозирующих развитие у больных с синдромом MCI амнес-
тического типа в ближайшие 5 лет деменции, обусловленной БА, относят наличие 
в ликворе обоих биомаркеров: амилоидоза (CSFAβ) и нейронального повреждения 
(CSFtau/ptau); к маркерам промежуточной значимости относят наличие в ликворе 
одного из биомаркеров БА: Aβ и τ/pτ.

Следует отметить, что биомаркеры как церебрального амилоидоза, так и нейро-
нальной дегенерации встречаются и при других церебральных заболеваниях. Су-
щественным недостатком рассматриваемых диагностических критериев является 
отсутствие стандартизированных показателей для каждого из биомаркеров.

Значимость предложенных критериев ранней (додементной) диагностики БА 
была изучена в пятилетнем «когортном» исследовании, проведенном С.Г.Б. Восом 
с соавторами (Vos et al., 2013). Большая когорта, состоящая из 227 пожилых участ-
ников (ср. возраст 72,9 � 6,0), 55% из которых составляли женщины, были оценены 
с использованием шкалы MMSE и батареи когнитивных тестов и исследованы на 
ликворные биомаркеры БА. В соответствии с исходными оценками когнитивных 
функций и содержанием CSF-маркеров все участники исследования были распре-
делены в 5 групп в соответствии с критериями, приведенными в табл.1.
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Таблица 1
Критерии диагностики преклинических стадий БА

Норма
CDR 0, нет амилоида или нейронального повреждения, нет даже очень легкого 
когнитивного снижения
Преклиническая БА, стадия 1
CDR 0, амилоид (�), нейрональное повреждение (–), очень легкое когнитивное снижение (–)
Преклиническая БА, стадия 2 (N=36)
CDR 0, амилоид (�), нейрональное повреждение (�), очень легкое когнитивное снижение (–)
Преклиническая БА, стадия 3 (N=13)
CDR 0, амилоид (�), нейрональное повреждение (�), очень легкое когнитивное снижение (�)
SNAP – предположительно неальцгеймеровская патология (N=12)
CDR 0, CSF тау или фосфо-тау (�), амилоид (–)
Симптоматическая БА (MCI  амнестического типа)
CDR ≥ 0,5 память и еще 1 домен по CDR ≥ 0,5; суждение клинициста о том, 
что MCI обусловлен БА (безотносительно к биомаркерам)

В течение 5 лет наблюдений авторы оценили частоту диагностики синдрома 
MCI у включенных в когорту пожилых людей. Частота развития этого клиничес-
кого синдрома оказалась минимальной среди лиц, исходно оцененных как норма, 
и среди тех, у кого исходно была диагностирована предположительно неальцгей-
меровская патология. Среди лиц, исходно соответствовавших разным стадиям 
преклинической БА, показатели перехода в синдром MCI неуклонно возрастали от 
стадии 1 к стадиям 2 и 3 (соответственно: 11.26 и 56%).

В настоящее время высокоактуальным современным направлением в разра-
ботке превентивных стратегий БА является поиск так называемых периферичес-
ких биомаркеров БА, определяемых в сыворотке крови или других биологических 
жидкостях организма (моча, слюна), которые не требуют применения травматич-
ных инвазивных методов (например спинномозговой пункции) или использования 
чрезвычайно дорогостоящих и не доступных в широком масштабе высокотехноло-
гичных методик (таких как PIB PET, FDG PET и др.)

В последние годы удалось достигнуть определенного прогресса в изучении пе-
риферических биомаркеров БА. С использованием современных методологичес-
ких подходов (протеомика, метаболомика, масспектрометрия) открыт ряд наборов 
(панелей) протеинов или их метаболитов, которые могут быть потенциальными 
периферическими биомаркерами (Bazenet et al., 2012). Однако для подтверждения 
их диагностической значимости требуется валидизация этих маркеров в проспек-
тивных исследованиях.

Учитывая мультифакториальный характер альцгеймеровской нейродегенера-
ции и фенотипическую ее неоднородность, более оправданным представляется 
создание мультимодальной панели биомаркеров, нежели ожидание того, что будет 
обнаружен один единственный биомаркер, способный надежно подтвердить альц-
геймеровскую природу начального когнитивного снижения. Как известно, разви-
тие БА определяется интеграцией множества факторов, в том числе генетических, 
средовых, конституциональных, соматических, хроногенных. Неоднородность 
таких комбинаций ответственна за разные фенотипы БА (семейные, спорадичес-
кие, пресенильные, сенильные, смешанные, т.е. сочетающиеся с иными видами 
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церебральной патологии). По этой причине мультимодальная панель биомаркеров 
гипотетически должна лучше отражать комплексный характер этого заболевания, 
хотя способ оценки таких данных сопряжен с рядом дополнительных трудностей, и 
алгоритм предстоящего анализа их диагностической значимости еще только пред-
стоит создать.

Оценивая в целом значимость новых диагностических технологий, предназна-
ченных для диагностики БА на предементном этапе и даже на асимптоматичес-
кой стадии нейродегенеративного процесса, следует подчеркнуть, что эти новые 
знания, сопряженные с большими научными ожиданиями, создают и много новых 
проблем. В частности, не ясно, какова их роль в оказании помощи здоровым с кли-
нической точки зрения пожилым людям, у которых предположительно в ближай-
шие годы может обнаружиться когнитивное снижение или разовьется деменция.

Вторая проблема – скорее морально-этического свойства. В условиях, когда 
отсутствует способ излечения от БА или остановки ее развития, предоставление 
пациенту информации о неизбежном заболевании может оказать негативное влия-
ние на его индивидуальную свободу и частную жизнь или даже будет способство-
вать ухудшению его здоровья и качества жизни. Например, в ответ на сообщение о 
неизбежном заболевании может развиться психологически понятная депрессивная 
реакция дезадаптации, что, само по себе, возможно, станет «триггером» в прогрес-
сировании каскада патологических событий, характерных для БА. Многие ученые 
в этой связи задаются вопросом, до какой степени можно позволить новым вы-
соким технологиям формировать жизнь людей на доклиническом (асимптомати-
ческом) этапе развития БА. По мнению большинства клиницистов, необходимо 
предварительно тщательно разработать процедуры информированного согласия 
лиц, предположительно имеющих асимптоматическую стадию БА, на применение 
новых диагностических технологий, позволяющих диагностировать болезнь в про-
дромальной стадии ее развития.

По мнению специалистов, в настоящее время существует необходимость (по 
крайней мере в исследовательских целях) в идентификации и последующем тес-
тировании в клинических условиях достоверных биомаркеров БА. Представления 
об «идеальном» для БА диагностическом маркере должны соответствовать следу-
ющим критериям: 1) специфичность, т.е. способность определять именно альц-
геймеровскую нейропатологию; 2) более чем 80-процентная чувствительность;  
3) специфичность в разграничении с другими деменциями на уровне более 80%;  
4) достоверность; 5) неинвазивность; 6) простота в выполнении; 7) невысокая сто-
имость.

Ни один из предложенных в настоящее время биомаркеров, за исключением, 
возможно, трех генетических – АРР, PSEN1 и PSNEN2 (ответственных не более 
чем за 5–10% всех случаев БА), не соответствует признакам «идеального» маркера.

Новым вероятным генетическим биомаркером преклинической БА является 
недавно открытый ген ТOMM40 (Johnson et al., 2011), ответственный за митохонд-
риальную дисфункцию, которая влияет на патофизиологические процессы при БА 
через взаимодействие с Аβ и его предшественником РРАβ. Недавно было установ-
лено, что 3 аллеля гена ТОММ 40 (rs 157580; rs 2075650 и rs 1156505) накаплива-
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ются в популяции больных БА, и их уровень коррелирует с ликворными маркера-
ми БА. В соответствии с гипотезой митохондриального каскада, предполагается, 
что именно митохондриальная дисфункция, регулируемая аллельными вариантами 
гена ТОММ 40, является первичным патологическим событием при БА, предшест-
вующим нарушениям амилоидного каскада (Roses, 2010).

Среди кандидатов в ранние диагностические маркеры БА в настоящее время 
рассматриваются P-glucoprotein (P-gp); микроRNAS (miRNAS) и свободные ионы 
меди (Bazenet et al., 2012). Отечественные исследователи в качестве новых диа-
гностических маркеров предлагают следующие: снижение уровня экспрессии или 
активности неприлизина (НЕП) и других амилоид-деградирующих ферментов (На-
ливаева и др., 2010); нарушение баланса сфинголипидов, таких как сфингомиелин 
и церамид (Алесенко и др., 2014).

Исследования чувствительности, специфичности и достоверности всех упомя-
нутых биомаркеров для диагностики БА на предементном ее этапе в настоящее 
время находятся в процессе разработки.

2. Психопатологические и нейропсихологические подходы 
в разработке методов диагностики БА на додементном 
этапе ее развития

Проспективное исследование родственников 1 степени родства пациентов с БА. 
Серия исследований, направленных на поиск предвестников развития БА у родс-
твенников 1 степени родства больных БА, а также возрастных показателей риска 
развития болезни, привела к изучению возможных нейропсихологических марке-
ров БА у родственников пациентов (Jarvik et al., 2005; Small et al., 1997; Small et al., 
2000). Основанием для таких исследований стала гипотеза о возможном сущест-
вовании на додементном этапе болезни специфических когнитивных нарушений 
у лиц с высоким риском развития болезни, т.е. у родственников 1 степени родства 
больных БА.

При проведении такого рода исследований было установлено, что показатели 
когнитивных функций могут быть использованы для идентификации лиц среднего 
возраста, имеющих повышенный риск развития БА задолго до появления у них 
симптомов деменции. В 22-летнем исследовании обнаружили, что более низкие 
оценки по тестам вербальной памяти и абстрактного мышления имеют те лица, у 
которых спустя 10 лет после базисного обследования была диагностирована БА 
(Elias et al., 2000).

Сходные результаты получены C.Х. Kaвасом с сотрудниками (Kawas et al., 
2003) при обследовании группы риска. Авторы установили, что через 15 лет после 
базисного тестирования БА развивалась в 2 раза чаще у обследованных лиц с более 
низкими показателями по тестам, оценивающим зрительную память. Другие ис-
следователи (Snowdon et al., 1996) при изучении вербальных функций обнаружили 
их дефицитарность за 20 лет до начала БА. В другом 20-летнем проспективном 
исследовании было установлено, что значимо более низкие показатели по шкале 
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MMSE имели дети пациентов с БА по сравнению с группой контроля (Jarvik et al., 
2005).

В работе Л. Бэкмана c соавторами (Backman et al., 2005) при анализе риска 
развития БА у родственников 1 степени родства в сравнении с группой контроля 
показана определенная связь ряда низких когнитивных показателей (способность 
к обучению, кратковременная память, исполнительные и вербальные функции) с 
последующим развитием деменции в группе родственников, достигших 65-летнего 
возраста. При этом временной интервал, предшествующий клиническим симпто-
мам БА, составил от 2 до 10 лет.

Сравнение результатов выполнения теста вербального обучения в когорте из 
623 детей, родители которых страдали БА (средний возраст 53 г.), и группы контро-
ля (157 чел.) показало, что у детей пациентов отмечаются достоверно более низкие 
результаты опосредованного воспроизведения (La Rue et al., 2008).

При изучении 100 семей детей, у которых оба родителя страдали БА, определи-
ли увеличение риска развития БА, коррелирующего с их возрастом (Jayadev et al., 
2008). В 22,6% случаев в группе детей (297 чел.) БА развилась в возрасте до 60 лет, 
риск развития БА у детей старше 60 лет составил 31,0%, после 70 лет он вырос до  
41,8%.

В более поздних исследованиях большое внимание уделялось роли носительс-
тва ε4 аллеля АроЕ-гена у родственников пациентов с БА. Л.А. Копплес с соавто-
рами (Cupples et al., 2004) и Х. Паями с коллегами (Payami et al., 1997), в частности, 
показали, что риск развития БА у родственников 1 степени родства больных БА, 
имеющих АроЕ4(�)-генотип, является максимальным.

В недавнем 33-месячном исследовании (Caselli et al., 2004) выявились более 
низкие показатели вербальной памяти (запоминание и воспроизведение) и усво-
ения практических навыков у 87 родственников 1 степени родства больных БА 
(средний возраст – 60 лет) – носителей АроЕ4(�)-гена, по сравнению с 93 родс-
твенниками-неносителями ε4-аллеля.

Сходную закономерность обнаружили Дж.А. Леви с сотрудниками (Levy et al., 
2004). У родственников пациентов с БА – носителей ε4-аллеля, в отличие от нено-
сителей ε4-аллеля, установлены более низкие результаты по тестам, оценивающим 
вербальное запоминание и воспроизведение, внимание, а также рабочую память.

В исследовании M.A. Сагера и др. (Sager et al., 2005) при обследовании 452 родс-
твенников больных БА (45% из которых являлись гетеро- или, реже, гомозиготными 
по ε4-аллелю АроЕ-гена) обнаружили у пожилых родственников больных – носи-
телей ε4-аллеля, достоверно более низкие результаты оценки зрительно-пространс-
твенной функции, а также худшие результаты в выполнении некоторых тестов.

Полученные в предшествующих исследованиях данные определили необходи-
мость направленного поиска специфических маркеров психических нарушений ког-
нитивного и некогнитивного спектра, которые могли бы с высокой вероятностью 
свидетельствовать о будущем развитии БА у их родственников 1 степени родства.

В 2008–2013 гг. в НЦПЗ РАМН проводился поиск специфических психопато-
логических и нейропсихологических предикторов прогрессирования когнитивных 
нарушений, позволяющих оценить прогноз нарастания когнитивного дефицита и/
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или развития БА среди родственников 1 степени родства пациентов с БА в рамках 
проспективного мультидисциплинарного исследования. В когорту проспективного 
изучения было включено 134 родственника 1 степени родства пациентов с БА в 
возрасте от 24 до 79 лет (средний возраст – 47,6±12,4 года), в том числе 110 детей 
и 24 сибса со средним возрастом соответственно: 44,1±9,5 и 63,0±10,8 года (Селез-
нева и др., 2013).

Использовались следующие инструменты исследования: 1) клиническая кар-
та обследуемого; 2) формализованный инструмент клинической и психопатоло-
гической оценки состояния пациента, включающий шкалу MMSE (Mini-Mental 
State Examination – Мини-тест оценки когнитивных функций) (Folstein еt al., 1975); 
шкалу Гамильтона для оценки депрессии (Hamilton, 1959); шкалу Гамильтона для 
оценки тревоги (Hamilton, 1959); Модифицированную шкалу Хачински (Hachinski, 
1978) для дифференциации первично дегенеративных состояний от сосудистых 
церебральных заболеваний; 3) психодиагностический комплекс, направленный на 
оценку когнитивной и личностной сферы. В психодиагностический комплекс вхо-
дили: 1) Экспресс-методика для исследования когнитивной сферы (Корсакова и др., 
2009); 2) Тест Мюнстерберга (Райгородский, 2011); 3) 6 субтест теста Векслера;  
4) Тест Кеттела; 5) Тест Спилбергера–Ханина (Райгородский, 2011).

Молекулярно-генетическое обследование проводилось в лаборатории молеку-
лярной генетики мозга НЦПЗ РАМН. Геномная ДНК выделялась из лейкоцитов 
периферической крови с помощью стандартной методики фенол/хлороформной 
экстракции. Генотипирование АроЕ-аллелей проводилось методом полимеразной 
цепной реакции по стандартной процедуре (Коровайцева и др., 2001).

Группа контроля состояла из 22 чел., не имевших среди родственников пациентов 
с БА (4 м., 18 ж.) в возрасте от 28 лет до 71 года (средний возраст – 42,1±11,3 года). 
Половина обследованных из группы контроля получила высшее образование, поло-
вина – среднее или среднее специальное. Наличие ε4-аллеля АроЕ-гена установлено 
только в двух случаях из 20 (9,1%). По среднему возрасту и распределению по полу 
обследованных группы родственников и контроля не различались. В группе контро-
ля статистически достоверно (по сравнению с основной группой) преобладало число 
лиц со средним образованием (р=0,01) и с генотипом АроЕ4(–) (р=0,008).

При анализе ретроспективных анамнестических данных у включенных в ис-
следование родственников больных БА была установлена высокая частота (68,7%) 
признаков конституциональной когнитивной недостаточности в анамнезе (Селез-
нева и др., 2012).

Большинство обследованных родственников указывали на имевшие место в 
школьном возрасте трудности усвоения точных наук (21,6%) и запоминания циф-
рового материала (25,4%), затруднения в ориентировке в пространстве (23,1%) и 
усвоении мануальных навыков (27,6%). Еще чаще (31,3%) они отмечали затрудне-
ния при запоминании имен и фамилий, реже – трудности запоминания лиц (16,4%), 
моторную неловкость (12,7%) и «корявость» почерка (7,5%).

При объективном исследовании те или иные когнитивные нарушения были вы-
явлены у 66,2% родственников; чаще всего в виде трудностей концентрации вни-
мания (36,9%) и/или усвоения новой информации (34,4%).
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При психопатологическом обследовании у 31,3% родственников диагности-
ровалась депрессивная реакция дезадаптации, более чем у трети обследованных 
(35,8%) – астенические расстройства (пониженная работоспособность, связанная с 
переутомлением или стрессогенными факторами, и повышенная утомляемость), а 
также нарушения сна (14,9%).

У значительной части родственников (68,7%) отмечены различные фобии 
(чаще всего – альцгеймерофобия). Более чем у половины обследованных выявлены 
признаки эмоциональной лабильности (52,2%) и раздражительности (53,7%) или 
сниженное настроение (51,2%). Тревожные реакции имели место у 44,0% обсле-
дованных.

43,3% родственников высказывали так называемые церебральные жалобы (го-
ловные боли, головокружения, чувство тяжести в голове), которые они связывали 
с последствиями осложненных родов, перенесенных в детстве ЧМТ, менингитом, 
или с повышенным или пониженным АД, метеозависимостью, переутомлением и 
др.

Более чем у трети обследованных обнаружены личностные девиации, которые 
соответствовали акцентуации по возбудимому типу (14,9%), эмоционально-ла-
бильному (9,7%), тревожно-мнительному (9,0%) или истероидному (9%) типам.

В группе контроля частота легких признаков конституциональной когнитив-
ной недостаточности в анамнезе встречалась статистически достоверно реже, чем 
в группе родственников (р=0,03). В группе контроля в 2,4 раза реже отмечались 
затруднения усвоения точных наук, в 1,6 раз реже – трудности запоминания имен 
и фамилий, в 4,3 раза реже – затруднения в усвоении мануальных навыков по срав-
нению с группой родственников. Различий между группами родственников и кон-
троля по частоте признаков дефицитарности в ориентировке в пространстве и в 
запоминании цифрового материала и лиц не обнаружено. Такие проявления, как 
«корявость» почерка и признаки моторной дефицитарности, были обнаружены 
только среди родственников больных БА.

Среди родственников 1 степени родства также достоверно чаще по сравнению 
с группой контроля обнаруживались психопатологические расстройства: невроти-
ческие симптомы и нарушения астенического спектра (утомляемость, пониженная 
работоспособность, раздражительная слабость), а также депрессивная реакция де-
задаптации.

Подтверждением полученных данных служат результаты исследования (Kawas 
et al., 2003), свидетельствующие о большей частоте у родственников 1 степени 
родства когнитивного дефицита по сравнению с группой контроля (соответтвенно: 
55% и 20%) (Kawas et al., 2003), а также данные о более раннем и более выражен-
ном когнитивном дефиците у родственников больных с ранним началом БА, по 
сравнению с заболевшими в позднем возрасте или группой контроля (Jarvik et al., 
2005).

При молекулярно-генетическом обследовании 38,1% обследованных родствен-
ников 1 степени родства оказались носителями АроЕ4(�)-генотипа. При этом у де-
тей больных с диагностированным синдромом MCI (4 чел.) генотип АроЕ4(�) встре-
чался в 1,7 раза чаще, чем генотип АроЕ4(–) (различия статистически незначимы).



104

Ретроспективная оценка частоты разных видов конституциональной когни-
тивной недостаточности в зависимости от АроЕ-генотипа показала, что в группе 
родственников в целом трудности запоминания цифрового материала и усвоения 
мануальных навыков статистически значимо чаще отмечены у лиц, имеющих ге-
нотип АроЕ4(�). Трудности усвоения точных наук, запоминания имен и фамилий, 
трудности ориентировки в пространстве и запоминания лиц, «корявость» почерка 
и моторная неловкость также несколько чаще встречались у родственников с гено-
типом АроЕ4(�) (различия статистически незначимы). При этом как у детей, так 
и у сибсов, имеющих генотип АроЕ4(�), по анамнестическим данным, выявлена 
большая частота практически всех вышеперечисленных видов конституциональ-
ной когнитивной недостаточности (но различия не достигли статистической зна-
чимости).

Сравнительный анализ частоты когнитивных и некогнитивных расстройств, 
выявленных при обследовании детей и сибсов больных БА, выявил ряд различий. 
Симптомы депрессивного круга определены у 50,0% детей и у 58,3% сибсов. В 
общей группе и среди детей симптомы депрессии чаще (статистически незначимо) 
отмечались у лиц с генотипом АроЕ4(�). В группе сибсов частота депрессивных 
расстройств не зависела от генотипа АроЕ4(�).

Астенические расстройства (пониженная работоспособность, повышенная 
утомляемость), обусловленные утомлением и стрессом и длящиеся от 1 до 10 лет, 
в группе детей встречались с частотой 38,3% и не ассоциировались с генотипом 
АроЕ. В группе сибсов частота лиц с указанными проявлениями в 1,7 раза преоб-
ладала при наличии генотипа АроЕ4(�): 33,3% и 20,0% соответственно (различия 
статистически незначимы).

Готовность к тревожным реакциям выявлена у 45,4% детей и 37,5% сибсов. Ас-
социации симптомов тревоги у детей с АроЕ-генотипом не установлено, а в груп-
пе сибсов тревожные реакции чаще (незначимо) встречались у лиц с генотипом 
АроЕ4(�).

Различий в частоте фобий у детей и сибсов (в том числе альцгеймерофобии) не 
обнаружено (соответственно: у 69,1% детей и у 66,7% сибсов), ассоциации между 
выявлением фобий и АроЕ4(�)-генотипом также не было установлено. «Цереб-
ральные» жалобы (головные боли, головокружения, тяжесть в голове) высказыва-
ли 40,0% детей и 54,2% сибсов. Ассоциации «церебральных» жалоб с генотипом 
АроЕ4 также не было установлено.

Результаты нейропсихологического и психодиагностического исследования 
родственников 1 степени родства больных БА показали, что при выполнении теста 
Мюнстерберга (произвольное внимание) по двум параметрам («количество най-
денных слов» и «количество пропущенных слов») у них наблюдались более низ-
кие результаты по сравнению с группой контроля, значимые различия получены по 
параметру «количество пропущенных слов» (р=0,05). По результатам выполнения 
Субтеста 6 из теста Векслера у родственников обнаружен значимо (р=0,05) мень-
ший объем воспроизведения цифр в обратном порядке по сравнению с контролем.

По «Опроснику Реактивной и Личностной тревожности» получены значимо 
(р=0,02) более высокие показатели уровня реактивной тревожности у родствен-



105

ников 1 степени родства больных БА. Сравнение результатов выполнения «Экс-
пресс-методики для исследования мнестико-интеллектуальной сферы» показало, 
что значимо более низкие результаты по общему баллу и 7 субтестам показали 
родственники по сравнению с контрольной группой (различия достигали уровня 
значимости (р=0,05) по параметрам зрительной и слухо-речевой памяти).

Применение «Экспресс-методики для исследования мнестико-интеллектуаль-
ной сферы» у родственников-носителей АроЕ4(�)- и АроЕ4(–)-генотипов показало, 
что из 12 по 9 субтестам и общему баллу у родственников с АроЕ4(�)-генотипом 
наблюдались более низкие результаты, чем у родственников-носителей АроЕ4(–) 
-генотипа. Значимые различия (р=0,05) наблюдались при выполнении серийного 
вычитания (100–7) и рисунка трех геометрических фигур по инструкции (конс-
труктивная деятельность). Также более низкие результаты показали родственники 
с АроЕ4(�) при заучивании 10 слов (произвольная слухо-речевая память), однако 
эти различия не достигали уровня значимости.

Анализ выполнения экспресс-методики детьми и сибсами больных БА обна-
ружил неоднородность полученных результатов. У сибсов обнаружено наличие 
значимых различий (р=0,05) в зависимости от генотипа по 3-му субтесту (рису-
нок трех геометрических фигур по инструкции) и по 8-му субтесту (заучивание 
10 слов): у сибсов с АроЕ4(–)-генотипом результаты оказались значимо хуже, хотя 
по общему баллу различия не достигали уровня значимости. У детей с АроЕ4(–
)-генотипом наблюдались достоверно худшие результаты (р=0,05) только по 8-му 
субтесту (заучивание 10 слов).

Субтест 6 из теста Векслера (воспроизведение цифровых рядов в прямом и об-
ратном порядке) использовался для оценки кратковременной вербальной памяти. 
Результаты показали, что по всем параметрам (общий балл, объем воспроизведе-
ния в прямом и обратном порядке) у родственников с АроЕ4(–)-генотипом оцен-
ки были выше, чем у родственников с АроЕ4(�)-генотипом. При этом по общему 
баллу и объему воспроизведения в обратном порядке различия достигали уровня 
значимости (р=0,02).

Сравнение результатов у сибсов в зависимости от генотипа показало, что у сиб-
сов с АроЕ4(�)-генотипом обнаружены достоверно худшие результаты по общему 
баллу и объему воспроизведения в обратном порядке. Аналогичное сравнение в 
группе детей показало достоверно худшие результаты (р=0,05) у детей с АроЕ4(�) 
-генотипом только по объему воспроизведения в обратном порядке.

Результаты выполнения теста Мюнстерберга (произвольное внимание) по пара-
метру «количество найденных слов» оказались выше у родственников с АроЕ4(–)-
генотипом, но эти различия не достигали уровня достоверности. По параметру «ко-
личество пропущенных слов» результаты были достоверно (р=0,05) хуже у родс-
твенников с АроЕ4(�)-генотипом. Эти данные указывают на снижение показателей 
произвольного внимания и контроля у родственников-носителей АроЕ4(�)-геноти-
па. Сопоставление результатов выполнения этого теста у детей и сибсов больных в 
зависимости от их генотипа показало, что по параметру «количество пропущенных 
слов» достоверно худшие результаты (р=0,02) наблюдались как у детей, так и сиб-
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сов с АроЕ4(�)-генотипом. Аналогичная зависимость обнаружена у детей боль- 
ных БА.

Таким образом, по результатам нейропсихологического и психодиагностичес-
кого исследования у родственников 1 степени родства больных БА по сравнению с 
группой контроля установлены достоверно худшие параметры произвольного вни-
мания и контроля, объема кратковременной слухо-речевой и зрительной памяти и 
достоверно более высокий уровень реактивной тревожности.

У группы родственников АроЕ4(�)-генотип достоверно коррелировал с худши-
ми параметрами конструктивной деятельности, объема кратковременной слухо-ре-
чевой памяти, произвольного внимания и контроля.

Между детьми и сибсами-носителями АРОЕ4(�)-генотипа наблюдались досто-
верные различия по двум показателям: у детей – более высокие показатели реак-
тивной тревожности, у сибсов – худшие параметры конструктивной деятельности.

По данным катамнестической оценки, группы фенотипически здоровых родс-
твенников 1 степени родства спустя 4 года после первичного их обследования в 
2,9% случаев была диагностирована БА, а в 10,4% – синдром MCI. При этом в 
группе детей БА развивалась в 3 раза чаще, чем у сибсов (различия статистически 
значимы, р=0,04). У сибсов в 1,3 раза чаще (по сравнению с группой детей) раз-
вивался синдром MCI (различия статистически значимы, р=0,005). При наличии 
генотипа АроЕ4(�) у родственников 1 степени родства синдром MCI развивался 
достоверно чаще (р=0,004), тогда как БА значимо чаще развивалась у родственни-
ков-носителей генотипа АроЕ4(–) (р=0,02).

По оценке нейропсихологических данных у всех обследованных родственни-
ков 1 степени родства, у которых через 4 года развивалась БА или синдром MCI, 
при первичном обследовании были установлены более низкие показатели произ-
вольного внимания, объема непосредственного запоминания в слухо-речевой мо-
дальности, отсроченного воспроизведения, дефицитарность динамического прак-
сиса, снижение уровня выполнения заданий на конструктивный праксис, хотя по 
сравнению с родственниками, у которых за этот период не наблюдалось нарастания 
когнитивного дефицита, первичная оценка когнитивного функционирования (по 
шкале MMSE) у тех и других соответствовала норме (28–29 баллов). В анамнезе 
родственников с прогрессированием когнитивного дефицита отмечались призна-
ки конституциональной недостаточности когнитивных функций в виде трудностей 
усвоения точных предметов в школе и запоминания цифровой информации, имен, 
фамилий и лиц или в сфере пространственной ориентировки, в усвоении мануаль-
ных навыков.

Таким образом, исходя из установленных данных, можно предполагать, что 
возможными предикторами развития деменции, обусловленной БА, или синдрома 
MCI в ближайшие 4 года могут быть указанные выше дефицитарные показатели 
когнитивной деятельности. В отношении этих лиц, относящихся к группе высокого 
риска по БА, должны проводиться программы коррекционно-реабилитационных 
мероприятий, направленных на профилактику прогрессирования когнитивного де-
фицита.
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3. Прогностическая значимость синдрома «мягкого 
когнитивного снижения» по данным длительного 
комплексного исследования

Для определения прогностической значимости синдрома «мягкого когнитив-
ного снижения» (Mild cognitive impairment, MCI) было предпринято клиническое 
исследование невыборочной когорты пожилых людей, соответствующих совре-
менным критериям диагностики амнестического типа синдрома MCI (Marilyn et 
al., 2011), который в настоящее время предположительно оценивается как преде-
ментная стадия БА.

В когорту проспективного исследования включались пациенты в возрасте 50 лет 
и старше, которые соответствовали приведенным ниже операциональным критери-
ям, основанным на соглашении международной исследовательской группы по MCI 
(Petersen et al., 2005), т.е. на основании предъявляемых пациентом и подтверждае-
мых объективным информантом жалоб на снижение памяти и/или легкие когнитив-
ные нарушения, которые можно было подтвердить с помощью нейропсихологичес-
кого тестирования; выраженность когнитивного снижения должна соответствовать 
оценке >24 баллов по шкале MMSE (Folstein еt al., 1975), оценке <1 по шкале тя-
жести деменции (Clinical Dementia Rating – CDR) (Morris, 1993), и 1 – 3 стадии по 
шкале общего ухудшения (Global Deterioration Scale – GDS) (Reisberg et al., 1982) 
при сохранной повседневной активности пациентов (возможно только легкое ухуд-
шение в наиболее сложных видах повседневной или социальной активности); диа-
гноз деменции в соответствии с критериями МКБ-10 еще не может быть поставлен.

Критериями исключения являлись любые неврологические, психические или 
соматические заболевания, которые могли быть ответственны за когнитивную не-
достаточность пациента.

В работе был применен мультидисциплинарный методический подход, вклю-
чающий клинико-катамнестический, психопатологический, психометрический, 
нейропсихологический, нейроинтраскопический (МРТ или КТ) и молекулярно-ге-
нетический (определение генотипа АроЕ4) методы исследования.

Для первичной и динамической оценки состояния когнитивных функций па-
циентов применялись следующие психометрические тесты и клинические шкалы: 
мини-тест психического состояния (MMSE), батарея лобной дисфункции (Frontal 
Assessment Battery – FAB) (Dubois, 2000), тест рисования часов (Clock Drawing Test 
– CDT) (Shulman, 1986), тест воспроизведения «10 слов» (Лурия, 1962), тест «Уз-
навание рисунков» (Лурия, 1962), бостонский тест называния (Boston Naming Test 
– BNT) (Kaplan et al., 1983), тесты «Повторение цифр» и «Звуковые ассоциации» из 
шкалы Векслера для взрослых (Wechsler, 1974).

Для исключения вероятной связи когнитивного снижения с церебрально-сосудис-
той патологией или с депрессивными расстройствами в дополнение к клиническим 
методам использовались клинические диагностические шкалы: модифицирован-
ная шкала Хачинского (Modified Hachinski Ischemia Scale – MIS) (Hachinski, 1978) и  
гериатрическая шкала депрессии (Geriatric Depression Scale – GDeprS) (Yesavage  
et al., 1983).
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Состояние высших психических функций (ВПФ) у всех включенных в когорту 
лиц также оценивалось с применением нейропсихологического подхода, основан-
ного на адаптированной для данного контингента пациентов методике А.Р. Лурии. 
Использовалась шкала количественной оценки степени выраженности нарушений 
различных составляющих психической деятельности (Рощина, Жариков, 1998).

Для исключения объемных образований, воспалительных, травматических или 
иных органических повреждений головного мозга, оценки выраженности расши-
рения ликворной системы и очаговых (сосудистых) изменений проводилось МРТ-
исследование головного мозга. МРТ-картина у пациентов обследованной когор-
ты характеризовалась преимущественно слабой или реже умеренной наружной и 
внутренней сообщающейся гидроцефалией, но более чем у половины пациентов 
были выявлены единичные мелкоочаговые изменения в подкорковых структурах.

Генетическое исследование проводилось в лаборатории молекулярной генетики 
мозга ФГБУ «НЦПЗ» РАМН. Геномная ДНК выделялась из лейкоцитов перифери-
ческой крови с помощью стандартной методики фенол/хлороформной экстракции. 
Генотипирование АроЕ 4 аллелей проводилось методом полимеразной цепной ре-
акции по стандартной процедуре.

Анамнестические сведения на всех пациентов восстанавливались ретроспективно 
на основании данных, полученных как с их слов, так и от одного или двух объектив-
ных информантов, а также из имеющейся медицинской документации (амбулаторные 
карты поликлиник, истории болезни или выписки соматических стационаров).

В соответствии с указанными критериями отбора в когорту проспективного ис-
следования было включено 79 пожилых лиц (29 мужчин и 50 женщин) в возрасте 
от 50 до 90 лет (средний возраст 68,03±8,58 года), отобранных из числа лиц, обра-
тившихся за консультативной помощью в отделение болезни Альцгеймера и ассо-
циированных с ней расстройств ФГБУ «НЦПЗ» РАМН и соответствовавших крите-
риям «включения–исключения». Большинство пациентов (63,3%) были в возрасте 
старше 65 лет. Меньшая часть обследованных (36,7%) относилась к возрастной 
группе от 50 до 64 лет.

Большинство включенных в исследование пациентов (75%) имели высшее об-
разование, остальные – среднее специальное образование. Треть из них на момент 
первичного обследования занимались трудовой деятельностью. Остальные паци-
енты были пенсионерами по возрасту или в связи с инвалидностью по совокупнос-
ти соматических заболеваний.

При первичном исследовании клиническая картина синдрома MCI у включен-
ных в исследование пациентов определялась широким спектром легких когнитив-
ных дисфункций, в целом соответствующих тем, которые были описаны ранее на 
доклиническом этапе течения БА по ретроспективным анамнестическим данным 
(Селезнева, 1990; Калын, 1990; Федорова, 2006). У всех без исключения пациентов 
объективно выявлялись легкие амнестические расстройства, преимущественно на-
рушения запоминания новой информации и воспроизведения событий недавнего 
прошлого. Кроме того, у всех пациентов были установлены другие легкие когни-
тивные дисфункции, которые охватывали разные сферы когнитивной деятельнос-
ти, в том числе функции речи, праксиса, оптико-пространственной деятельности, 
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счета, письма, внимания и собственно интеллектуальной, то есть аналитико-синте-
тической деятельности. В целом структура синдрома MCI у лиц, включенных в ис-
следование, соответствовала амнестическому моно- или мультифункциональному 
типу синдрома MCI (Petersen, 2000).

Продолжительность периода проспективного наблюдения составила не менее 2 
лет. У 83,5% пациентов (66 человек) период проспективного наблюдения составил 
4 года.

Через 2 года проспективного наблюдения у 65,8% состояние когнитивного фун-
кционирования оставалось стабильным, не наблюдалось и нарастания нарушений 
повседневной деятельности. У 21,5% пациентов за этот период произошло нарас-
тание когнитивного дефицита (без деменции) и 12,7% – был поставлен диагноз 
деменции, обусловленной БА.

Через 4 года наблюдения состояние только у 53,1% пациентов осталось ста-
бильным, а диагноз деменции вследствие БА получили уже 22,7% от общей чис-
ленности первично обследованной когорты пациентов. У 24,2% установлено на-
растание когнитивного дефицита без деменции, при этом 11 из них (16,6%) при 
катамнестической оценке через 2 года наблюдения были отнесены к числу лиц со 
стабильным состоянием.

Оценка прогностической значимости когнитивных и некогнитивных симпто-
мов синдрома MCI была проанализирована для группы пациентов, прослеженных 
на протяжении 2 лет и получивших исчерпывающую патопсихологическую, пси-
хометрическую и нейропсихологическую оценку динамики различных составля-
ющих синдрома MCI, в том числе, в зависимости от наличия у них генетического 
фактора риска по БА – генотипа АроЕ4(�). Эта группа состояла из 40 пациентов 
(12 мужчин и 28 женщин) среднего и пожилого возраста (от 50 до 80 лет, средний 
возраст 69,3±7,2). Преобладали пациенты в возрасте от 65 до 74 лет (60%), возраст-
ные группы от 50 до 64 лет и старше 75 лет составили по 20% от общего числа лиц, 
включенных в анализируемую группу.

У трети из этих пациентов помимо когнитивных дисфункций при первич-
ном обследовании были также определены легкие аффективные нарушения: по-
ниженное настроение, в основном ситуационно обусловленное неблагоприятной 
служебной или семейной ситуацией или в связи с появившимися когнитивными 
дисфункциями. Гипотимический аффект сопровождался снижением психической 
и физической активности, ограничением контактов с друзьями, коллегами и родс-
твенниками. Длительность таких состояний до включения пациентов в исследова-
ние была различной: от 1 месяца до 1 года. У 15% включенных в когорту лиц были 
выявлены псевдоневрастенические расстройства (повышенная утомляемость, не-
переносимость обычных нагрузок, постоянное отсутствие бодрости, повышенная 
чувствительность к внешним раздражителям, жалобы на периодические головные 
боли и снижение работоспособности). В части случаев псевдоневрастенические 
расстройства сочетались со сниженным настроением, раздражительностью и плак-
сивостью.

У 37,5% пациентов при первичном обследовании обнаружены нерезко выра-
женные личностные изменения. В ряде случаев они сочетались с дистимическим 
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аффектом. Личностные изменения у половины из них носили характер психопато-
подобных (с возбудимостью, вспыльчивостью, требовательностью, нетерпимостью 
к возражениям, обидчивостью). Реже отмечалось сглаживание личностных особен-
ностей с ослаблением эмоциональных привязанностей, появлением равнодушия к 
близким, безразличия к своему внешнему виду, снижение прежних интересов и 
активности. У 20% включенных в эту когорту лиц личностные изменения прибли-
жались к сенильноподобным, т.е характеризовались появлением придирчивости, 
мелочности, эгоистичности, подозрительности, не свойственных им раннее. При-
знаки сенильноподобного личностного сдвига в основном выявлялись у пациентов 
старше 65 лет, тогда как психопатоподобные характерологические изменения глав-
ным образом встречались у лиц, не достигших 65-летнего возраста.

За 2-летний период проспективного исследования 10% из анализируемой ко-
горты выпали из наблюдения по причинам немедицинского характера.

Для оценки прогностической значимости исходных клинических, генетичес-
ких и психометрических характеристик синдрома MCI амнестического типа ис-
пользовались данные только тех пациентов, которые были оценены через 2 года 
по той же методике, что и при стартовом обследовании (36 человек). По данным 
катамнестической оценки, у 63,9% из них на протяжении 2 лет не наблюдалось на-
растания когнитивной недостаточности или признаков функционального снижения 
(1 группа). У 36,1% пациентов установлено нарастание когнитивного снижения (2 
группа).

В качестве критериев прогрессирования когнитивного снижения рассматри-
валось нарастание объективных признаков функциональной недостаточности в 
повседневной, социальной или профессиональной сфере в сочетании с наличием 
двух или более перечисленных ниже признаков: 1) снижение оценки по MMSE на 
1 балл и более; 2) снижение оценки в Бостонском тесте называния более чем на 1 
балл; 3) снижение оценки в тесте рисования часов на 1 балл и более; 4) снижение 
суммарной оценки нарушений высших психических функций (ВПФ) по данным 
нейропсихологического обследования не менее чем на 0,5 балла в любом из трех 
блоков мозга.

Более чем у трети  пациентов 2-й группы, т.е. у 13,9%  от общего числа просле-
женных пациентов когорты, при катамнестической оценке была диагностирована 
деменция, обусловленная БА (подгруппа 2-А). У остальных двух третей пациентов 
с прогрессированием когнитивного дефицита, т.е. у 22,2% от общего числа паци-
ентов когорты (подгруппа 2-Б), несмотря на нарастание когнитивного дефицита 
диагноз деменции еще не мог быть поставлен.

Подтверждением стабильного состояния пациентов 1-й  группы на протяжении 
2-летнего периода наблюдения служило отсутствие негативной динамики (по пока-
зателям тестовой оценки) их когнитивного функционирования. На рис. 1 представ-
лены результаты оценки в баллах (ось ординат) по основным психометрическим и 
клиническим шкалам  и тестам (ось абсцисс) пациентов 1-й группы при  первичном 
обследовании и через 2 года наблюдения. Статистический анализ (статистическая 
обработка проводилась с использованием программы «Statistica Electronic Manual 
6,0» на персональном компьютере типа IBM) не выявил у этой группы пациентов 
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значимых статистических различий между исходной и катамнестической оценками 
по когнитивным тестам. Достоверно изменились только оценки по гериатрической 
шкале депрессии в сторону уменьшения субдепрессивных симптомов, выявленных 
у этих пациентов при первичном обследовании.

У пациентов 2-А-подгруппы (рис. 2), с диагностированной к моменту катам-
нестического обследования БА, напротив, установлено статистически значимое 

Рис. 1. Динамика клинических и психометрических показателей у  пациентов 1-й группы

Рис. 2. Динамика клинических и психометрических показателей у  пациентов 2-А-подгруппы



112

ухудшение показателей практически по всем психометрическим тестам и шкалам. 
При этом не было установлено различий по Гериатрической шкале депрессии и по 
модифицированной шкале Хачинского, отражающих выраженность соответствен-
но депрессии и церебральной сосудистой патологии, что служит подтверждением 
того, что негативная динамика когнитивного функционирования у этих пациентов 
не была обусловлена нарастанием за период наблюдения депрессивных или цереб-
рально-сосудистых расстройств.

У пациентов 2-Б-подгруппы (рис. 3), у которых установлено прогрессирование 
когнитивного дефицита, но без перехода в деменцию, также не было определено 
значимых различий ни по Гериатрической шкале депрессии, ни по модифициро-
ванной шкале Хачинского, что подтверждает спонтанную отрицательную динами-
ку когнитивного дефицита и в этой подгруппе. В отличие от пациентов 2-А-под-
группы у пациентов 2-Б-подгруппы достоверно ухудшились показатели только по 5 
из 8 применявшихся когнитивных тестов и шкал, тогда как показатели 3 остальных 
тестов (рисования часов, воспроизведения 10 слов и шкалы MMSE) ухудшились 
только в минимальной степени.

Для установления возможных прогностических критериев динамики синдрома 
MCI в течение следующего за первичной оценкой двухлетнего периода были про-
анализированы межгрупповые различия в исходных клинических и психометри-
ческих характеристиках пациентов по традиционно используемому для этих целей 
критерию Стьюдента при уровне значимости 0,05. Пациенты «стабильной» группы 
оказались достоверно моложе пациентов из группы с прогрессированием когни-

Рис. 3. Динамика клинических и психометрических показателей у  пациентов 2-Б-подгруппы
Оценки в баллах (ось ординат) по основным психометрическим и клиническим шкалам и тестам 

(ось абсцисс) пациентов при первичном обследовании и через 2 года наблюдения
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тивного дефицита, средний возраст пациентов составил соответственно: 67,7±7,1 
(в 1-ой группе) и 73,3±4,4 (во 2-й группе). В то же время достоверных различий 
между 1-ой группой и 2-А-подгруппой не было, хотя средний возраст больных 2-А 
-группы превышал таковой у пациентов 1-й группы (соответственно: 72,0±6,2 и 
67,7±7,1). Достоверных возрастных различий между прогрессирующей до демен-
ции (2-А) и прогрессирующей без деменции (2-Б) подгруппах также не было (соот-
ветственно: 72,0±6,2 и 74,1±3,0).

Сравнительная характеристика исходной психопатологической структуры син-
дрома MCI и сравнительная частота генетического фактора риска по БА – генотипа 
АроЕ4 – в зависимости от 2-летней динамики синдрома представлена в табл. 2. 
Исходное функциональное состояние всех обследованных пациентов соответство-
вало оценке CDR–0,5, но среднегрупповые исходные оценки по шкале MMSE у па-
циентов 1-й группы оказались достоверно лучшими, нежели у пациентов 2-й груп-
пы. Достоверные межгрупповые различия по модифицированной шкале Хачинско-
го (в обеих группах показатели этой шкалы были минимальными) отсутствовали. 
В отличие от 1-й и 2-Б-подгрупп у пациентов 2-А-подгруппы исходные средние 
групповые показатели GDeprS указывали на наличие признаков субдепрессии 
(12,20±4,87). Признаки сенильноподобного характерологического сдвига в струк-
туре синдрома MCI у пациентов 2-й группы встречались в 12,5 раз чаще, нежели 
у пациентов 1-ой группы, причем частота этого признака оказалась максимальной 

Таблица 2
Сравнительная характеристика исходной психопатологической структуры синдрома MCI и 

частоты генотипа АроЕ4 в зависимости от его 2-летней динамики

* – достоверные различия (р <0,05) между 1-й и 2-й группами; ** – достоверные различия (р <0,05) 
между 1-й группой и 2-А-подгруппой; *** – достоверные различия (р <0,05) между 1-й группой и 
2-Б-подгруппой

Группы
Возраст
(годы)
М±SD

MMSE
(Mini-Men-

tal Stata
Examina- 

tion)
М±SD

MIS
(Модифи-

ци-
рованная

шкала Ха-
чинского),

баллы,
М±SD

GDeprS
(Geriatric

Depression
Scale),
баллы,
М±SD

Частота
сенильно- 
подобного
характеро- 

логического
сдвига

абс.          %

ApoE4(�)
генотип

абс.    %

1 группа
(N=23) 67,7±7,1 28±0,9 2,0±0,8 9,09±4,1       1        4,3    9     39,1

2 группа
(N=13)

В том чис-
ле:

73,3±4,4* 26,5±0,7 1,9±1,0 9,08±4,2
      
      7       53,8   10     76,9

2-А
подгруппа 

(N=5) 72,0±6,2 26,6±0,6** 2,0±1,4 12,20±4,9       4          80    4       80

2-Б
подгруппа

(N=8) 74,1±3,0*** 26,4±0,8*** 1,8±0,7 7,13±2,2       3       37,5      6      75
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у пациентов 2-А-подгруппы (80%). Среди пациентов 2-Б-подгруппы его частота 
также оказалась в 8,7 раз выше, нежели у пациентов 1-ой (стабильной) группы 
(соответственно: 37,5% и 4,3%). Достоверные межгрупповые различия были, кро-
ме того, установлены по частоте генотипа АроЕ 4(�): в случае прогрессирующего 
течения синдрома MCI генотип АроЕ 4(�) выявлялся у пациентов 2-А- и 2-Б-под-
групп соответственно в 2,0 и 1,9 раза чаще, нежели у пациентов 1-ой группы.

Для определения 2-летней прогностической значимости исходной тестовой 
оценки когнитивных функций был проведен дополнительный статистический ана-
лиз их внутригрупповых различий по всем изучавшимся психометрическим па-
раметрам. Достоверные различия исходных психометрических показателей меж-
ду 1-ой (стабильной) группой и прогрессирующей до деменции (2-А) подгруппой 
были установлены помимо ранее упоминавшейся шкалы MMSE (соответственно: 
28±0,9 и 26,6±0,6; р=0,003),также в тестах FAB (соответственно: 16,7±0,8 и 12±2,4; 
p=0,00001), CDT (соответственно: 9,5±0,9 и 8,5±1,0; p=0,03) и «Звуковые ассоциа-
ции» (соответственно: 14,6±3,5 и 9,6±4,0; р=0,009). При сравнении 1-ой группы и 
2-Б-подгруппы достоверные различия выявлены только по шкале MMSE (соответс-
твенно: 28±0,9 и 26,4±0,8, р=0,001) и тесту «Воспроизведение 10 слов» (соответс-
твенно: 8,1±1,2 и 6,8±1,3, р=0,01). Как наиболее прогностически значимые психо-
метрические тесты, коррелирующие с вероятностью развития деменции у лиц с 
синдромом MCI в течение ближайших двух лет, были определены тесты FAB, CDT, 
тест «Звуковые ассоциации».

Оценка прогностической значимости медикаментозного лечения не входила в 
задачи настоящего исследования. Однако для повышения достоверности получен-
ных результатов мы сравнили 2-летний исход синдрома MCI у пациентов, полу-
чавших в течение первых 6 месяцев исследования стандартный курс лечения пре-
паратом танакан (EGb 761) в дозах 240 мг/сут (перорально), и у тех пациентов, 
кто не получал такого лечения. Как показали результаты сравнительного анализа, 
проведение на начальном этапе исследования курса терапии не оказало влияния на 
последующий отдаленный исход. Среди больных с прогрессированием когнитив-
ного дефицита доля лиц, получавших полугодовую терапию танаканом, оказалась 
почти вдвое выше, нежели в группе пациентов со «стабилизацией» состояния (со-
ответственно: 92,3 и 56,5%).

Таким образом, анализ психопатологической структуры, клинических и пси-
хометрических характеристик пациентов, соответствующих международным 
критериям диагностики синдрома MCI, показал клиническую и генетическую 
неоднородность этого синдрома. Двухлетний катамнез когорты таких пациентов 
обнаружил различную динамику когнитивного и функционального дефицита: от 
стабилизации состояния (63,9% от общего числа катамнезированных пациентов) 
до развития деменции альцгеймеровского типа (13,9%) или прогрессирования ког-
нитивного дефицита, которое за период наблюдения не достигло уровня деменции 
(22,2%).

Анализ исходных межгрупповых различий у пациентов с разной динамикой 
синдрома MCI позволил установить неблагоприятные прогностические характе-
ристики синдрома. Пациенты с прогрессированием когнитивного дефицита в те-
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чение ближайших двух лет были достоверно старше по возрасту, нежели лица со 
стабильным состоянием когнитивных функций.

Пациенты, у которых спустя 2 года был поставлен диагноз БА, отличались от 
«стабильной» группы девятнадцатикратно большей частотой присутствия в струк-
туре синдрома признаков сенильноподобного характерологического сдвига (соот-
ветственно 80 и 4,3%), а также вдвое большей частотой генотипа АроЕ 4(�) соот-
ветственно: 80 и 39,1%. По исходным психометрическим характеристикам досто-
верные различия между стабильным и прогрессирующим до деменции вариантами 
синдрома MCI установлены только по четырем из восьми применявшихся психо-
метрических тестов: MMSE, Батарее лобной дисфункции, тесту рисования часов и 
тесту «Звуковые ассоциации», причем наиболее значимыми из них следует считать 
показатели Батареи лобной дисфункции.

4. Прогностическая значимость нейропсихологического 
подхода для доклинической диагностики БА

Дополнительно были проанализированы возможности применения нейропси-
хологического подхода, основанного на традиционном для отечественной нейро-
психологии методе синдромного анализа нарушений психических функций при 
нормальном старении, а также при деменциях позднего возраста. Для изучения 
диффузных изменений в церебральном функционировании при нормальном и па-
тологическом старении в отечественной нейропсихологии используется структур-
но-функциональная модель мозга (ФБМ) (Лурия, 1973).

Применение этой модели к решению задач ранней диагностики БА на преде-
ментном этапе в группе из 54 пациентов (средний возраст – 69,3±7,2) с синдромом 
MCI в течение 4-летнего периода проспективного наблюдения позволило выделить 
основные составляющие нейропсихологического синдрома снижения высших пси-
хических функций (ВПФ) и их иерархию у пациентов с MCI. Количественная об-
работка результатов нейропсихологического исследования проводилась с примене-
нием шкалы количественной оценки нарушений ВПФ у больных позднего возраста 
(Рощина, Жариков, 1998). Сравнение структуры нарушений ВПФ при первичном и 
катамнестическом обследовании позволяет сделать выводы о нейропсихологичес-
ких критериях прогноза МСI на основе концепции ФБМ.

Через четыре года после первичного обследования когорта пациентов распре-
делилась на две подгруппы. В первую подгруппу вошли 59,3%, у которых не на-
блюдалось отрицательной динамики когнитивной сферы. При этом 38,8% из них 
при первом обследовании были отнесены к «энергетическому» варианту (1 блок 
мозга) нормального старения с незначительным усилением тормозимости следов 
памяти и сужением объема психической деятельности. Вторая часть этой стабиль-
ной подгруппы (20,4%) имела дефициты симультанности в переработке информа-
ции (в большей степени зрительно-пространственной), т.е. соответствовала вари-
анту старения с ограничениями в уровне функционирования 2-го блока мозга (зона 
ТРО правого полушария).
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Таким образом, возрастное когнитивное снижение, связанное с дисфункцией 
1-го и 2-го блоков мозга, не характеризовалось прогредиентностью. Констатация 
стабилизации состояния пациентов является важным основанием для реализации 
абилитационных программ психологической поддержки и сопровождения. Этих 
пожилых людей достаточно информировать о «слабых» звеньях ВПФ и предло-
жить им стратегии ауторегуляции и смыслового наполнения жизни на фоне подде-
рживающей фармакотерапии.

Иная картина имела место во второй подгруппе (40,7%), где уже при первом 
нейропсихологическом обследовании выявлялись симптомы, указывающие на им-
пульсивность при решении арифметических задач и в целом снижение контроля за 
деятельностью и ее произвольной регуляцией (при выполнении проб на динами-
ческий праксис и проб «реакция выбора»). У 18,5% пациентов второй подгруппы 
наблюдалась явная дефицитарность со стороны лобных систем мозга (тенденция к 
персеверациям и полевому поведению).

Вторая часть этой подгруппы (22,2%) при первичном обследовании обнаружи-
вала в сочетании симптомы дисфункции 1-го и 3-го блоков мозга (модально-неспе-
цифическое снижение памяти, обусловленное повышенной тормозимостью следов 
при отсроченном воспроизведении, колебания продуктивности деятельности, со-
кращение или потеря программы начатого действия, импульсивность при выпол-
нении проб «реакция выбора», снижение контролирующей и регулирующей роли 
речи в построении программ движений и действий). В этой подгруппе 4-летний пе-
риод жизни пациентов, несмотря на поддерживающую терапию, характеризовался 
нарастанием не только ранее выявленных симптомов, но и общим когнитивным 
снижением и социальной дезадаптацией. Четырем из этих пациентов на момент 
второго обследования был поставлен диагноз болезни Альцгеймера.

Данные синдромного анализа нарушений ВПФ у лиц с MCI позволяют гово-
рить о том, что сочетание симптомов со стороны глубинных и лобных структур 
мозга является неблагоприятным прогностическим признаком, свидетельствую-
щим о дальнейшем нарастании мнестико-интеллектуального дефицита. В отноше-
нии лиц с синдромом MCI амнестического типа, имеющих указанные клинические 
характеристики, должны применяться дополнительные методы исследования и ме-
тоды фармакологического и нефармакологического терапевтического воздействия, 
аналогичные тем, которые рекомендованы для пациентов с БА.

5. Выводы

1. Полученные данные позволяют рассматривать пожилых пациентов с синд-
ромом MCI-носителей генотипа АроЕ4(�), имеющих признаки сенильноподобного 
характерологического сдвига в структуре синдрома, оценку по шкале MMSE <27 
баллов, а также снижение показателей по психометрическим тестам (FAB, CDT и 
«Звуковые ассоциации») как группу максимального риска по развитию деменции, 
обусловленной БА, или как пациентов с предементной стадией БА.
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2. Нейропсихологическая оценка сочетания симптомов со стороны глубинных 
и лобных структур мозга указывает на высокий риск прогрессирования мнестико-
интеллектуального снижения у пациентов с синдромом MCI.

3. По отношению к пациентам, имеющим указанные характеристики синдрома 
MCI и относящимся, следовательно, к группе высокого риска по БА, по-видимому, 
должны применяться те же терапевтические и коррекционно-реабилитационные 
подходы, что и к больным с БА.

4. Полученные данные о частоте и характере нарушений когнитивного и не-
когнитивного спектра у родственников 1 степени родства пациентов с БА и у лиц, 
имеющих указанные выше характеристики синдрома MCI, могут быть положены 
в основу выделения групп высокого риска по БА, которые должны в дальнейшем 
подвергаться диагностическому обследованию с применением более точных, но 
и более дорогостоящих высокотехнологичных или инвазивных методов. Эти же 
группы лиц следует рассматривать как объект для поиска биомаркеров, позволя-
ющих диагностировать БА на предементном (или даже асимптоматическом) ее 
этапе, не прибегая к травматичным или высокозатратным нейровизуализационным 
обследованиям. Определение диагностических биомаркеров, в свою очередь, поз-
волит создать диагностический инструмент, доступный для проведения массовых 
скринингов населения.

6. Превентивные терапевтические подходы: отечественный опыт

Методы первичной и вторичной превентивной терапии БА начали разрабаты-
ваться еще с конца прошлого столетия и за прошедшие 15 лет их методология пре-
терпела значительные изменения как в плане совершенствования критериев вы-
бора исследуемых популяций, так и по методам оценки полученных результатов 
(Green, DeKosky, 2006). В течение последнего десятилетия неоднократно предпри-
нимались попытки применения различных медикаментозных средств с предпола-
гаемым болезнь-модифицирующим эффектом, вносились изменения и в дизайн 
исследований (табл. 3).

К сожалению, ни одно из исследований не дало достоверного подтверждения 
эффективности проведенной терапии. Выполненные позднее проспективные ис-
следования превентивной эффективности медикаментозных препаратов, зарегис-
трированных FDA и широко применяющихся для лечения БА (донепезил, ривас-
тигмин, галантамин), у лиц с синдромом MCI также не дали достоверного под-
тверждения наличия у этих препаратов превентивного эффекта, т.е. возможности 
предупредить или замедлить развитие деменции.

Анализ применявшихся до сих пор методов превентивного терапевтического 
воздействия показал, что в подавляющем большинстве случаев цели терапии были 
направлены на блокирование тех или иных патогенетических звеньев БА или на 
уменьшение последствий уже начавшейся нейродегенерации. Вместе с тем попы-
ток воздействия на систему внутренней защиты и восстановления мозга до настоя-
щего времени не предпринималось.
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Эндогенная система защиты мозга включает ряд естественных нейробиологи-
ческих процессов: нейропротекцию, нейротрофическую регуляцию, нейроплас-
тичность и нейрогенез, обеспечивающих выживаемость нейронов в условиях воз-
действия тех или иных патогенных факторов. Под нейропротекцией понимают всю 
совокупность механизмов, направленных против повреждающих факторов. Ней-
ропластичность обеспечивается за счет роста аксонов (спраутинга), образования 
новых синаптических связей между нейронами с реорганизацией работы головного 
мозга для замещения сохранными нейронами утраченных функций поврежденных 
мозговых структур. Нейрогенез обеспечивается активным образованием нейронов 
и клеток глии из клеток-предшественников.

В естественных условиях упомянутые компоненты эндогенной системы защи-
ты и восстановления мозга регулируются естественными нейротрофинами: NGF, 
BDNF и др. Нейротрофины, в частности NGF, в последнее десятилетие стали весь-
ма обнадеживающими кандидатами для лечения БА, поскольку было доказано, что 
сниженная нейротрофическая поддержка играет важную роль в патогенезе альцгей-
меровской нейродегенерации. NGF предотвращает холинергическую дегенерацию 
после экспериментального повреждения ядер септогиппокампальных и базальных 

Таблица 3
Клинические исследования превентивной терапии БА,

по (Green, DeKosky, 2006)
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отделов переднего мозга крыс и препятствует развитию у них когнитивных рас-
стройств. Было проведено несколько клинических испытаний для исследования 
эффективности NGF при БА, но они потерпели неудачу. Поскольку NGF не может 
проникать через гематоэнцефалический барьер, было предпринято испытание с 
интрацеребровентрикулярным введением NGF, однако не было получено позитив-
ных результатов, вероятно из-за инвазивного недифференцированного способа его 
введения (Гаврилова и др., 2008).

Церебролизин представляет собой ноотропный препарат, произведенный био-
технологическим методом с использованием стандартизированного расщепления 
протеинов очищенного головного мозга свиньи. Он состоит из 25% биологически 
активных пептидов с низким молекулярным весом и свободных аминокислот, ко-
торые могут проникать через гематоэнцефалический барьер, вызывая нейротрофи-
ческое действие на нейроны в периферической или центральной нервной системе. 
Основные компоненты нейропротективного действия церебролизина включают 
нейротрофическую регуляцию и повышенный транспорт глюкозы через гематоэн-
цефалический барьер, стимуляцию нейро- и синаптогенеза. Церебролизин сейчас 
широко используется в лечении деменции (сосудистой и альцгеймеровского типа), 
инсульта и черепно-мозговой травмы в более чем 30 странах.

В течение последних 20 лет было выполнено 7 двойных слепых плацебо-конт-
ролируемых исследований эффективности и безопасности инфузий церебролизина 
при БА на стадии мягкой–умеренной деменции (Гаврилова и др., 2000; Гомазков, 
2011; Alvares et al., 2006; Bae et al. 2000; Ruether et al., 1994; Ruether et al., 2001), 
результаты которых подтвердили, с одной стороны, наличие достоверного симп-
томатического терапевтического ответа при хорошей переносимости, а с другой 
– пролонгированного терапевтического эффекта (на протяжении периода от 2 до 6 
мес.) после окончания курса инфузий церебролизина. Наряду с этим были получе-
ны и новые экспериментальные данные, свидетельствующие о пролонгированных 
эффектах препарата в отношении нейропатологических проявлений БА: введение 
церебролизина уменьшает накопление амилоидных бляшек и синаптический дефи-
цит у экспериментальных животных (Rockenstein et al., 2007).

Упомянутые результаты, а также полученные недавно доказательства участия 
механизмов нейропластичности, обеспечивающих компенсационный резерв моз-
га и сохранение когнитивных функций при уже начавшемся нейродегенеративном 
процессе, привели нас к предположению о целесообразности включения церебро-
лизина в схему стандартной терапии БА, а также дали основание для использова-
ния его с целью предотвращения прогрессирования нейродегенеративного процес-
са на его предементном этапе, когда состояние пациента определяется синдромом 
MCI амнестического типа.

Результаты небольшого открытого клинического исследования эффективности 
церебролизина у больных с синдромом MCI, успешно выполненного в рамках пи-
лотного проекта на группе из 50 больных, показали перспективность такого подхо-
да и необходимость получения более надежных доказательств его эффективности 
для предотвращения или замедления перехода синдрома MCI в деменцию альцгей-
меровского типа (Гаврилова и др., 2008).
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С этой целью было предпринято трехлетнее проспективное сравнительное 
многоцентровое клиническое исследование, проводившееся в трех центрах: в отде-
ле по изучению болезни Альцгеймера НЦПЗ РАМН, на кафедре нервных болезней 
Военно-медицинской академии и на кафедре неврологии, нейрохирургии и психи-
атрии Нижегородской медицинской академии (Гаврилова и др., 2010). В исследова-
ние были включены 110 пациентов в возрасте 60 лет и старше, рандомизированных 
в 2 группы: основную и контрольную, равные по численности и не различавшиеся 
по поло-возрастному распределению, по соотношению носителей и неносителей 
генетического фактора риска по БА – генотипа АроЕ 4(�) и по исходным оценоч-
ным параметрам когнитивного функционирования. Пациенты основной группы 
дважды в год получали курсовую инфузионную терапию церебролизином из 20 
в/в инфузий по 30 мл в 100 мл изотонического раствора хлорида натрия. Пациенты 
контрольной группы получали с той же периодичностью винпоцетин (кавинтон) 
перорально по 15 мг/сут. Оценка эффективности терапии проводилась с помощью 
психометрической оценки с использованием набора из двух клинических шкал 
(MMSE и CDR) и батареи из 14 нейропсихологических тестов.

К окончанию трехлетнего периода наблюдения деменция альцгеймеровского 
типа была диагностирована у 12,7% пациентов контрольной группы и только у 
3,8% лиц основной группы.

Сравнение динамики параметров когнитивного функционирования подтверди-
ло эффективность церебролизина по сравнению с кавинтоном. Улучшение когни-
тивных функций по сравнению с исходной оценкой в основной группе наблюдалось 
по 10 из 14 тестов и шкал, в том числе в трех из них на статистически значимом 
уровне, тогда как в контрольной группе к окончанию исследования улучшились 
показатели по 6 тестам, большей частью на уровне незначимых минимальных зна-
чений. И напротив, ухудшение показателей установлено в контрольной группе по 6 
тестам, тогда как в основной группе только по одному из них.

Таким образом, проведенное исследование обнаружило несомненный позитив-
ный эффект трехлетней курсовой инфузионной терапии церебролизином в предо-
твращении (или замедлении) прогрессирования когнитивной недостаточности у 
лиц с синдромом MCI амнестического типа до деменции, обусловленной БА.

Безусловно, полученные данные требуют подтверждения в более масштабных 
двойных слепых плацебо-контролируемых рандомизированных проспективных 
исследованиях. Однако уже сейчас считаем целесообразным рекомендовать такую 
превентивную терапевтическую стратегию у лиц с наиболее высоким риском по 
БА – у родственников больных БА 1 степени родства с синдромом MCI амнести-
ческого типа и особенно у тех из них, которые имеют генетический фактор риска 
по БА – генотип АроЕ4 (�).

Изучение новых превентивных стратегий БА требует дальнейшего неотложно-
го развития в рамках широкомасштабных многоцентровых проспективных клини-
ческих исследований с применением как церебролизина, так и новых терапевти-
ческих агентов с доказанным болезнь-модифицирующим потенциалом.
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1. Ведение

Существующие в настоящее время подходы к диагностике болезни Альцгеймера 
(БА) позволяют надежно констатировать наличие этого заболевания только 
на стадии клинически выраженного слабоумия с применением тестирования 
интеллектуальных функций, включая память, с использованием MMSE (Mini-
mental state examination) и ADAS-cog (Alzheimer’s disease assessment scale-cognitive 
subscale) тестов (Waldemar et al., 2007; Velayudhan et al., 2014; Posner et al., 2013). 
Также диагноз БА подтверждается при посмертном выявлении в ткани мозга 
сенильных бляшек, состоящих из агрегированного амилоидного пептида (Аβ) 
и нейрофибриллярных клубков (образованных гиперфосфорилированным тау-
белком), которые являются основными морфологическими признаками данного 
заболевания (McKhann et al., 2011), хотя не всегда их число соответствует тяжести 
развития деменции (Villemagne et al., 2011). Установлено, что с момента начала 
первичного нейродегенеративного процесса до первых клинических проявлений БА 
проходит не менее 20 лет и есть основания полагать, что новые методы терапии БА, 
которые в настоящее время находятся в стадии разработки, позволят существенно 
замедлить нейродегенеративные процессы и, соответственно, отодвинуть 
развитие слабоумия и связанной с ним инвалидизации больных. Однако этого 
можно достичь только в том случае, если лечение будет начато на доклинической 
стадии заболевания, в связи с чем особую актуальность приобретает разработка 
новых методов ранней доклинической диагностики БА, а также поиск надежных 
биомаркеров.

2. Методологические подходы к поиску биомаркеров

Помимо генетического анализа на наличие у пациентов уже установленных 
мутаций  генов, ведущих  к развитию пресенильной  формы БА (см. с. 224–273), 
в настоящее время данные полногеномного поиска ассоциаций (Genome-Wide 
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Association Study – GWAS) предлагают также рассматривать в качестве возможных 
критериев предрасположенности к развитию старческой формы БА наличие 
мутаций целого ряда генов, список которых продолжает расти (Shi et al., 2012; 
Lambert et al., 2013; Miyashita et al., 2013; Escott-Price et al., 2014).

Другим методом ранней диагностики БА в настоящее время является 
прижизненное сканирование мозга с помощью медицинской нейровизуализации при 
помощи компьютерной магнитно-резонансной томографии (МРТ) и позитронно-
эмиссионной томографии (Brown et al., 2014; Dennis, Thompson, 2014; Drzezga et 
al., 2014), позволяющих не только исследовать изменения объема и метаболизма 
разных участков мозга, но также выявлять и прижизненно анализировать число 
сенильных бляшек (Drzezga, 2010). С помощью этих методов были выявлены 
наиболее существенные изменения, коррелирующие со степенью развития 
деменции, в височных долях мозга (Сhincarini et al., 2011), а также в гиппокампе 
пациентов с когнитивными нарушениями (Jack et al., 2010). Однако, несмотря на 
эффективность этих методов исследования, для них требуются дорогостоящее 
оборудование и высококвалифицированный облуживающий персонал, что 
снижает их доступность для массовых клинических исследований. В связи с этим 
поиск доступных молекулярных маркеров для ранней и надежной диагностики 
развития деменции и БА является первостепенной задачей исследователей. 
Особенно это важно для правильной диагностики на стадии мягкого когнитивного 
снижения (mild cognitive impairment, MCI или МКС) и оценки эффективности 
медикаментозного вмешательства, направленного на предотвращение развития БА. 
В настоящее время накоплено значительное число данных, свидетельствующих 
о наличии нейропатологических особенностей MКC, характеризующих его как 
раннюю стадию развития БА. К ним можно отнести такие показатели, как наличие 
определенного числа бляшек, нейрофибриллярных клубков, синаптический и 
нейротрансмиттерный дефицит, а также обусловленный этими явлениями уровень 
клеточной гибели (Haroutunian et al., 2009).

В настоящее время для диагностических целей и поиска биомаркеров МКС 
и БА разработан и применяется широкий спектр методов протеомики (рис.). 
Многие из них основаны на традиционных биохимических методах исследования 
(электрофорез, иммуноблоттинг, определение ферментативной активности). 
Также все большее значение приобретают новые высокочувствительные электро-
аналитические (основанные на использовании меченых соединений) и SPR-
диагностические (основанные на явлении плазменного поверхностного резонанса) 
биосенсоры, которые могут в перспективе быть базой для создания средств 
проведения широкого спектра анализов (Yang et al., 2014).

Несмотря на наличие большого числа исследований, в недавно проведенном 
систематическом анализе имеющихся в литературе данных с привлечением когорты 
исследователей из разных стран мира (Ritchie et al., 2014), было показано, что 
многие из предлагаемых биомакеров пока не являются достаточно убедительными 
диагностическими критериями. Даже определение такого важного показате- 
ля, как содержание Аβ в плазме крови с применением самых чувствительных на 
сегодняшний день методов, не может служить окончательным диагностическим 
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Рис. Основные потенциальные стратегии для поиска и анализа возможных биомаркеров
Образцы биологического материала могут быть проанализированы при помощи большого числа 

современных методов. Они включают в себя анализ интактных белков традиционными методами 
электрофореза в ПААГ (как одно-, так и двумерного, 2D), иммуноблотинга, иммунопреципитации 
(ELISA), радиоиммунными методами (RIA) или с использованием более современных анализаторов, 
основанных на матрично-активированной (MALDI) или поверхностно-усиленной (SELDI) лазерной 
десорбции/ионизации. Крупные белки также могут быть расщеплены на более мелкие пептидные 
фрагменты, которые подвергаются масс-пектрометрическому анализу или негелевому анализу с ис-
пользованием стабильных изотопов (ICAT и iTRAQ). Анализ РНК, изолированной из биологического 
материала может быть проанализирован как на содержание мРНК, так и микро-РНК методами качес-
твенной и количественной ПЦР (qRT-PCR). Наличие корреляции между биохимическими данными и 
дигностическими критериями, полученными при клинических исследованиях пациентов, обрабаты-
ваются методами биоинформатики и статистического анализа. (Адаптировано из Dudley et al., 2011)
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критерием для прогноза перехода МКС в БА. Более того, метаанализ существующих 
в литературе данных свидетельствует, что все исследования по применимости того 
или иного критерия в качестве биомаркера не являются достаточно объемными или 
законченными, и в них часто отсутствует важная информация, необходимая для 
корреляционных вычислений, что делает острой необходимость стандартизировать 
и развивать более четкие методологические и технические подходы к проведению 
и обобщению результатов таких исследований (Noel-Storr et al., 2013).

3. Источники исследования биомаркеров

Существующие в настоящее время данные клинических исследований 
и литературы свидетельствуют, что некоторые биохимические показатели 
спинномозговой жидкости (СМЖ) убедительно коррелируют с уровнем развития 
БА (Frankfort et al., 2008). К их числу относятся содержание Аβ1-42 и тау181, 
поскольку их комбинированный анализ приближает правильность диагностических 
критериев к 90%, что делает их незаменимыми дополнительными параметрами 
для постановки правильного диагноза (Maddalena et al., 2003; Maccioni et al., 
2004). Тем не менее, эти показатели не всегда позволяют четко различать такие  
патологии, как БА и деменция с тельцами Леви (DLB), которая является вторым 
по частоте встречаемости нейродегенеративным заболеванием (Slaets et al., 2013). 
Имеются данные, что повышенная иммунореактивность СМЖ к фактору роста 
нервов (NGF-like immunoreactivity) также коррелирует с развитием у пациентов 
БА (Marksteiner et al., 2008). Несмотря на потенциальную значимость показателей 
СМЖ для диагностики, значительные ограничения их применимости на начальных 
этапах клинического тестирования или широкого скриннинга обусловлены 
инвазивностью люмбальной пункции. В плане применения маркеров СМЖ для 
дифференциальной диагности МКС и БА такие факторы, как отсутствие четкого 
клинического диагноза, недостаточность сроков наблюдения за пациентами с 
МКС, более низкая аккуратность проведения тестирования памяти в поликлиниках 
по сравнению со специализированными клиниками, а также вариабельность 
методических подходов, являются лимитирующими. Тем не менее, проведение 
более длительных и диагностически адекватных комплексных исследований с 
применением предлагаемых в настоящее время основных биомаркеров СМЖ 
может привести к созданию более надежных диагностических и прогностических 
тестов для оценки хода развития заболевания и его лечения (Ferreira et al., 2014).

По сравнению с процедурами томографии и любальной пункции забор 
крови для клинических исследований является наиболее приемлемым и менее 
дорогостоящим. Этим обусловлено наличие большого числа исследований, 
направленных на выявление биомаркеров MКC и БА в плазме крови, результаты 
которых предполагают, что ряд соединений плазмы могут иметь потенциальную 
диагностическую ценность (Lista et al., 2013), однако многие из них отражают лишь 
наличие вторичных патологических процессов (например воспаления), вызванных 
нейродегенерацией. Более того, наличие сопутствующих заболеваний у пациентов 
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с деменцией является результатом того, что многие из исследованных параметров 
довольно трудно воспроизводимы (Björkqvist et al., 2013). Этим объясняется тот факт, 
что до сих пор не предложен ни один надежный показатель анализа состояния плазмы 
крови для постановки диагноза МКС и установления риска его перехода в БА.

В качестве источника менее вариабельных маркеров в настоящее время рядом 
авторов предлагается использовать тромбоциты, которые, по мнению исследова- 
телей, отражают перестройки на клеточном уровне, сходные с нейрональными  
(Talib et al., 2012). Так, было показано, что метаболизм предшественника амилоид- 
ного пептида (АРР) в тромбоцитах при БА изменяется так же, как и в нейронах, 
при этом ускоряются амилоидогенные процессы, приводящие к образованию и на-
коплению Аβ (Tang et al., 2006). Еще одним показателем метаболизма тромбоцитов, 
который ряд авторов связывает с центральными нарушениями при БА, является 
снижение в них содержания серотонина за счет недостатка его транспорта (Spigset 
et al., 2000; Prok�elj et al., 2014), однако эти данные не всегда являются воспроизво-
димыми. К числу других показателей нарушений в тромбоцитах, которые предпо-
ложительно могут быть связаны с БА, относят уровень гиперфосфорилированного 
тау-белка, киназы гликоген-синтазы 3β, накопление NO и продуктов перекисного 
окисления, а также активности моноаминооксидазы и фосфолипазы А (Veitinger et 
al., 2014). Однако многие из них не являются специфическими характеристиками 
БА и корреляция их изменений при развитии МКС и БА еще нуждается в под-
тверждении.

К числу других тромбоцитарных маркеров развития БА можно отнести 
цитохром с-оксидазу (ЦО), активность которой в митохондриях клеток мозга при 
БА существенно снижена (Manczak et al., 2004). Поскольку ген ЦО подвержен 
системной регуляции в организме человека, «дефект» ЦО также обнаруживается 
при БА и в тромбоцитах крови (Cardoso et al., 2004). К числу ферментов, связанных 
с патогенезом БА и представляющих интерес для клиницистов, также относятся 
глутаматдегидрогеназа (ГД) и глутаминсинтетаза (ГС), обеспечивающие баланс 
возбуждающего нейротрансмиттера глутамата. В лаборатории нейрохимии 
НЦПЗ РАМН было обнаружено, что в мозге человека присутствуют как минимум 
два фермента (один из этих ферментов идентифицирован по аминокислотной 
последовательности как аналог глутаминсинтетазы – ГС, а второй назван белком, 
подобным ГС – ГСПБ) (Boksha et al., 2002; Burbaeva et al., 2005; Бурбаева и др., 
2012). Эти ферменты обладают in vitro одинаковой способностью катализировать 
трансферазную реакцию, используемую в рутинных анализах для определения 
активности ГС – ключевого фермента глутамат/глутаминового цикла. Предположи- 
тельно изменения количества ГСПБ как элемента системы метаболизма глу- 
тамата, нарушающегося задолго до проявления БА, носят системный характер и 
количество этого белка аномально повышено не только в мозге, но и в тромбоцитах 
периферической крови больных. При определении активности ЦО было показано, 
что тромбоцитарная активность этого фермента в группах пациентов с MКС и 
БА статистически достоверно снижена по сравнению с контролем. Более того, 
в тромбоцитах плазмы крови у пациентов этих групп содержание ГСПБ также 
было статистически достоверно изменено по сравнению с контролем, тогда как 
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количество ГД было на границе достоверности. Это дает основание полагать, что 
данные биохимические параметры с определенной степенью достоверности могут 
быть прогностическими маркерами развития патологии.

Поскольку воспалительные процессы часто сопутствуют нейродегенеративным 
заболеваниям, поиск корреляции между изменением формулы крови и критериями, 
характеризующими степень развития МКС и БА, также представляет определенный 
интерес. Такого рода исследования свидетельствтвуют, что уровень моноцитов и 
нейтрофилов у пациентов с диагностированной БА независимо от пола и возраста 
существенно выше, чем в контрольной группе, в то время как уровень лимфоцитов и 
базофилов достоверно снижен (Shad et al., 2013). Повышенный уровень моноцитов 
и нейтрофилов свидетельствует о наличии хронического воспаления, которое может 
быть предпосылкой развития БА, в то время как снижение продукции лейкоцитов 
обуславливает недостаточную способность организма противостоять инфекциям. 
Низкий уровень базофилов в свою очередь указывает на их истощение в результате 
хронической аллергической реакции. Изучение продуктов, вырабатываемых 
лейкоцитами, в частности цитокин TNFα, а также моноцитами (IL-1 и IL-12), 
могут быть важными критериями для многофакторного прогнозирования риска 
развития БА. В дополнение к этим критериям недавно было показано, что уровень 
экспрессии трансмембранного гликопротеина CD33 (лектин, также известный как 
Siglec-3, принимающий участие в регуляции клеточного ответа) на поверхности 
моноцитов и макрофагов отражает предрасположенность к развитию БА и может 
служить в качестве маркера ранних изменений, приводящих к этому заболеванию 
(Bradshaw et al., 2013).

Одним из источников биологического материала, удобных для сбора в 
поликлинических условиях и для поиска биомаркеров БА, является моча. 
Данные литературы свидетельствуют, что содержание ряда белков в моче 
пациентов с БА существенно изменено. Так, уровень содержания нейронального 
мембраносвязанного фосфорилированного белка (Neural Тhread Рrotein, NTP) 
был существенно выше в моче пациентов с дигностированной БА по сравнению 
с контролем и другими нейродегенеративными заболеваниями, в частности 
болезнью Паркинсона (Youn et al., 2011). Более того, в моче также определяется 
широкий спектр коротких некодирующих микро-РНК (Cheng et al., 2013), которые 
в настоящее время приобретают все более важную роль как в фундаментальных 
научных исследованиях, так и в диагностической практике, и уже есть исследования, 
свидетельствующие о наличии специфических изменений их состава при БА 
(Lukiw et al., 2013) и МКС (Sheinerman et al., 2013).

Еще одним объектом для поиска биомеркров являются клетки эпителия ротовой 
полости, которые в настоящее время широко используются для анализа ДНК в 
криминологии или при установлении отцовства. Сравнительно легкий способ 
забора этого материала, а также слюны пациентов может сделать их удобными 
объектами для скриннинга большого числа молекул и ферментов, в том числе 
для диагностики МКС и БА (François et al., 2014b). Так, в проведенном недавно 
исследовании с помощью лазерной сканирующей цитометрии были показаны 
различия в соотношении разного типа клеток в ротовой полости, содержания 
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в них ДНК и состава нейтральных липидов между пациентами с клинически 
установленными диагнозами МКС и БА по сравнению с соответствующими 
контролями по возрасту и полу (François et al., 2014a).

4. Потенциальные биомаркеры плазмы крови

Как уже было упомянуто ранее, плазма крови является наиболее оптимальным 
объектом для широкого скриннинга биологических показателей как при 
профилактических осмотрах в поликлиниках, так и у пациентов в стационарах, 
что позволяет проведение систематических исследований на протяженном периоде 
времени. Однако периферическая кровь и выделенная из нее плазма также являются 
сложными биологическими образованиями, содержащими белки, берущими 
начало из разных органов, что часто снижает их специфичность для диагностики 
поражений мозга. В частности, уровень содержания Аβ колеблется в плазме крови 
в довольно широком диапазоне вследствие его протеолитического расщепления 
ферментами печени, почек и самой крови, что не позволяет установить корреляцию 
между его содержанием и уровнем развития БА, хотя в ткани мозга этот показатель 
соответствует степени тяжести заболевания (Rissman et al., 2012). Тем не менее, 
появляющиеся данные все более убедительно свидетельствуют о том, что целый 
ряд белков и ферментов крови может служить в качестве биомаркеров МКС и БА 
(O’Bryant et al., 2010). В сравнительно недавнем комплексном анализе данных 
21 исследования, проведенного с использованием широкого спектра методов 
протеомики, было выделено 163 потенциальных биомаркера, способных отражать 
характер и степень развития БА. Среди них в пяти независимых исследованиях 
было показано наличие корреляции с фенотипом БА у таких соединений, как α-1-
антитрипсин, α-2-макроглобулин, аполипопротеин Е (АроЕ) и комплимент С3. 
В состав другой группы из 9 потенциальных биомаркеров были отнесены также 
молекулы, представляющие системы комплимента, сигнального каскада Toll-
подобных рецепторов, рака мочевого пузыря, диабета 1 типа, прионы и т.д. (Kiddle 
et al., 2014). Некоторые из них были также идентифицированы при анализе 1001 
белка из плазмы крови пациентов с БА, который добавил к предыдущему списку 
такие соединения, как специфический антиген рака предстательной железы, 
панкреатический прогормон (этот белок имеет прямое отношение к наличию 
атрофии энторинальной коры мозга при БА), кластерин и фетуин В (последний 
входит в суперсемейство ингибиторов сериновых протеаз) (Sattlecker et al., 2014).

В настоящее время патогенез спорадической формы БА тесным образом связы-
вают с нарушениями в системе расщепления и выведения из ткани мозга излишков 
Аβ (Sagare et al, 2012). Согласно данным наших исследований, а также данным 
литературы, в нормально функционирующем мозге содержание Аβ определяется 
балансом между процессами его формирования и катаболизма. Показано, что неко-
торые металлопептидазы мозга, например неприлизин (НЕП), эндотелин-конвер-
тирующий фермент и инсулин-деградирующий фермент (инсулиназа), способны 
расщеплять Аb, препятствуя его накоплению, что делает их важной мишенью в 
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терапии болезни Альцгеймера (Наливаева и др., 2008; Nalivaeva et al, 2012a,b). Со-Nalivaeva et al, 2012a,          -
держание и активность НЕП в ткани мозга снижается с возрастом и при различных 
заболеваниях (Tikkanen et al., 1996; Wang et al., 2010). Литературные данные так-
же свидетельствуют о том, что содержание мРНК НЕП и активность его гомолога 
НЕП2, который также способен расщеплять Аb, снижаются в головном мозге паци-
ентов с MКC и БА в средне-височной и средне-лобной извилинах, хвостатом ядре 
и мозжечке (Huang et al., 2012). На периферии активность НЕП наиболее высока в 
почках, а также в плазме, что делает его удобным объектом для клинических иссле-
дований. Было высказано предположение, что уровень Аβ в плазме регулирует его 
выведение из мозга по периваскулярным путям вследствие существующего балан-
са его содержания в мозге и на периферии (Liu et al., 2010). Из этого следует, что де-
фицит активности НЕП в плазме будет приводить к повышению в ней содержания 
Аβ, снижению его транспорта из мозга в кровь и накопление этого пептида в ткани 
мозга. Чтобы проверить это предположение, нами было проведено исследование 
уровня активности НЕП у пациентов с амнестическим типом МКС (аМКС) и БА, 
которые наблюдались в отделении болезни Альцгеймера и ассоциированных с ней 
расстройств отдела гериатрической психиатрии ФГБУ «НЦПЗ» ФАНО, а также у 
пожилых людей, не имеющих нарушений когнитивных функций (табл.).

Пациенты из группы аМКС соответствовали современным критериям диагнос-
тики в соответствии с международным протоколом (Petersen, 2003). Для постанов-
ки этого диагноза необходимо наличие совокупности ряда критериев, включающих 
жалобы больного на снижение памяти, подтверждаемые информантом, выражен-
ность когнитивного дефицита в рамках параметров двух шкал: соответствие 3-й 
стадии по шкале общего ухудшения когнитивных функций (Global Deterioration 
Scale – GDS) и оценка 0,5 по шкале тяжести деменции (Clinical Dementia Rating – 
CDR). При этом повседневная деятельность пациентов должна оставаться сохран-
ной, хотя возможно легкое ухудшение в наиболее сложных видах повседневной 
и/или профессиональной активности. Пациенты из группы БА характеризовались 
выраженным нарушением когнитивных функций и повседневного функционирова-
ния, свидетельствующим о том, что изменения в ЦНС уже являются необратимыми 
и сопровождаются нарушениями в различных медиаторных системах, в метаболи-
ческих путях нервной ткани и массовой гибелью клеток. Согласно современным 
представлениям, при развитии деменции каждый пациент проходит «промежуточ-

Таблица
Характеристики пациентов, принявших участие в исследовании,  

и показатели их когнитивных способностей

Диагноз Тип 
заболевания

Этап забо-
левания

Количество 
пациентов

Средний 
возраст MMSE ADAS

БА сенильный умеренная 
деменция 19 72,12±3,31 19,87±5,16 30,12±16,11

аМКС амнести- 
ческий

без демен-
ции 20 69,0±9,65 27,75±0,78 2,0±0,0

Конт-
роль 14 59,13±7,52 30,0±0,0 1,0±0,0
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ную» (додементную) стадию – начальных когнитивных расстройств, не достигаю-
щих уровня деменции, которая с большой степенью вероятности может перейти в 
БА или иную деменцию (Яхно, 2006; Гаврилова и др., 2010; Petersen et al., 2001).

Анализ активности НЕП в плазме крови пациентов проводили с использованием 
флуорисцентного энзиматического метода (Fisk et al., 2007). Полученные данные 
показали, что активность НЕП в плазме крови пациентов с аМКС ниже активности 
этого фермента у пациентов без нарушений внимания и памяти (Журавин и др., 
2011). У пациентов с диагнозом БА активность неприлизина в плазме крови была 
снижена по отношению к двум первым группам в среднем на 8%. Несмотря на то 
что снижение активности НЕП в плазме было сравнительно невелико, постоянный 
дефицит этого фермента в течение длительного времени может приводить к 
существенному изменению баланса метаболизма и накоплению Аβ в ткани мозга, 
что является основой развития нейродегенеративных изменений.

При развитии деменции и БА существенным образом страдает холинергическая 
система мозга (Schifilliti et al., 2010). Из литературных данных известно, что 
активность ацетилхолинэстеразы (АХЭ) и бутирилхолинэстеразы (БХЭ) снижается 
в СМЖ пациентов с БА (Appleyard, McDonald, 1992), а в коре головного мозга 
снижается соотношение активности АХЭ и БХЭ (Arendt et al., 1992). Однако 
исследований активности данных ферментов в плазме крови как наиболее доступном 
для исследования клиническом материале при МКС и БА пока не проводилось. В 
этой связи нами был проведен анализ активности АХЭ и БХЭ в плазме пациентов 
из перечисленных выше групп с использованием метода Эллмана в разработанной 
нами модификации (Наливаева и др., 2011). Полученные данные свидетельствуют о 
том, что активность БХЭ в плазме крови пациентов с диагнозом аМКС достоверно 
(в среднем на 9%) ниже активности данного фермента в контрольной группе 
(184,80±3,28 и 175,40±3,16 пмолей субстрата/мг белка в мин, соответственно). 
Активность БХЭ в плазме крови пациентов с БА снижена по сравнению с аМКС 
на 16% и контролем на 22%. Аналогичные изменения были продемонстрированы 
и при исследовании активности АХЭ в тех же группах пациентов. Так, активность 
АХЭ в плазме крови пациентов с аМКС была снижена по отношению к 
контрольной группе на 9% (6,69±0,08 и 5,15±0,18 пмолей субстрата/мг белка в мин, 
соответственно), а в группе с диагностированной БА – на 22% (3,67±0,17 пмолей 
субстрата/мг белка в мин). Слабо выраженное снижение активности АХЭ и БХЭ 
в плазме крови пациентов с аМКС может быть объяснено тем, что у пациентов 
данной группы патологические изменения еще не достигают степени тяжести 
деменции и являются обратимыми, в то время как у пациентов с выраженной БА 
уже наступили необратимые метаболические изменения, приводящие в том числе 
к нарушению функционирования ферментов различных медиаторных систем.

Лечение пациентов обеих групп нейропротективным препаратом цераксон 
(Гаврилова и др., 2011а) приводило к повышению активности как АХЭ, так и БХЭ 
в среднем на 12% по отношению к группе аналогичных пациентов, получавших 
плацебо. Известно, что данный препарат эффективен при лечении когнитивных 
нарушений как нейродегенеративной, так и сосудистой этиологии, и показатель 
активности АХЭ и БХЭ у пациентов отражает позитивную динамику действия 
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данного препарата, соответствующую улучшению их когнитивных показателей, 
связанных с холинэргической передачей, в том числе памяти (Гаврилова и др., 
2011б). Применение препарата цераксон также приводило к достоверному 
повышению активности НЕП в плазме крови пациентов c аMКС до контрольных 
величин.

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о том, что уровень 
активности АХЭ, БХЭ и НЕП может потенциально служить преклиническим 
маркером МКС и БА и использоваться для прослеживания динамики развития и 
эффективности использования терапевтических препаратов.

5. Заключение

В связи с важностью поиска надежных биомаркеров ранних стадий развития 
БА и дифференциальной диагностики синдрома МКС, а также создания удобных 
и недорогих тестов для их широкого практического применения необходимо 
учитывать, что любые предлагаемые молекулярные характеристики должны пройти 
глубокое и всестороннее тестирование с использованием как можно больших когорт 
пациентов с четко установленным диагнозом, а также фено- и генотипированием. 
Такие исследования требуют координации усилий специалистов из разных областей 
науки и медицины. Несомненно, уже есть предпосылки для создания тестов с 
использованием ряда биомаркеров, которые могут быть использованы в пилотных 
исследованиях в самом недалеком будущем, однако перспектива их широкого 
применения в большой степени зависит от успеха фундаментальных исследований 
и развития программ их финансирования на государственном и международном 
уровнях.
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1. Введение

Болезнь Альцгеймера (БА) является наиболее распространенным возрастным 
нейродегенеративным расстройством и наиболее частой причиной деменции среди 
пожилых людей (Завалишин и др., 2001; Brookmeyer et al., 1998; Thies et al., 2013). 
Большинство форм БА являются спорадическими. Появление симптомов, как пра-
вило, начинается после 65–70 лет – это так называемые формы с поздним нача-
лом (Late Onset Alzheimer’s Disease, LOAD). В небольшом числе случаев, однако, 
выявлен Менделевский тип наследования, и такие варианты выделяются в группу 
семейных форм БА (Familial Alzheimer’s Disease, FAD). Установлено, что мутации в 
трех различных генах: белка предшественника амилоида, пресенелинов-1 и -2 (APP, 
PSEN1, PSEN2, соответственно), приводят к развитию наследственных форм забо-
левания, которые характеризуются ранним началом появления клинических сим-
птомов (до 65 лет) (Chartier-Harlin et al., 1991; Goate, 2006; Goate et al., 1991; Sher-
rington et al., 1995). Нейропатологически и семейные, и спорадические формы БА 
удивительно похожи и характеризуются наличием двух типов белковых агрегатов в 
нервных тканях больных: амилоидных бляшек и нейрофибриллярных клубков.

Амилоидные бляшки – компактные сферические внеклеточные отложения, со-
стоящие из небольшого белка (�4 кДа), называемого β-амилоидным пептидом (Aβ) 
(Glenner et al., 1984). Эти внеклеточные включения обычно обнаруживаются в от-

Сокращения: АХ – ацетилхолин; БА – болезнь Альцгеймера; БуХЭ – бутирилхолинэстераза; 
ИХЭ – ингибиторы холинэстераз; ФТД – фронтотемпоральная дегенерация; APLP – амилоид-подоб-
ный белок; APP – белок предшественник амилоида; Aβ – β-амилоидный пептид; IL – интерлейкин; 
IRS-1 – субстрат инсулинового рецептора 1; LTP – долговременная потенциация; nAChR – никотино-
вые ацетилхолиновые рецепторы; NFTs – нейрофибриллярные клубки; PSEN – пресенелин; RAGE 
– рецептор высокогликозилированных конечных продуктов.
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делах лимбической системы мозга, таких как гиппокамп и миндалевидное тело, а 
также в корковых и подкорковых отделах. Большинство бляшек в мозге пациентов 
с БА являются структурами диффузного типа, они окружены всего лишь несколь-
кими дистрофическими дендритами и аксонами. Гораздо меньше при патогистоло-
гическом анализе аутопсийного материала, полученного от больных, выявляется 
амилоидных отложений (нейритных бляшек), которые плотно окружены дистро-
фическими нейритами.

Нейрофибриллярные клубки – это внутриклеточные агрегаты, основным ком-
понентом которых являются агрегированные формы гиперфосфорилированного 
белка тау (Goedert et al., 1988; Grundke-Iqbal et al., 1986a). Эти нитевидные вклю-
чения встречаются как в аксонах, так и в телах нейронов. Наличие белковых аг-
регатов в мозге пациентов с БА сочетается с дополнительными патологическими 
изменениями, которые включают потерю синапсов, атрофию мозгового вещества, 
выборочное истощение нейромедиаторных систем (например ацетилхолиновой) и 
в ряде случаев присутствие патогистологических структур другого типа, например 
телец Леви (Giasson et al., 2003; Hansen et al., 1993; Selkoe, 1991).

БА была впервые описана Алоисом Альцгеймером в 1907 году. Изучение па-
тогенеза этого заболевания привело к появлению большого количества гипотез, 
и, несмотря на значительный прогресс в нейробиологии и медицине за последние 
несколько десятилетий, целостную картину развития заболевания окончательно 
установить не удалось. Остается неясной и его этиология. В то же время, удалось 
выявить важнейшие составляющие патогенеза БА, в том числе и на молекулярном 
уровне (Maccioni et al., 2009). Согласно современным представлениям, БА является 
протеинопатией, развивающейся вследствие нарушения метаболизма белка – пред-
шественника амилоида и тау-белка (Шелковникова и др., 2012; Nussbaum et al., 2013; 
Walker et al., 2013). Ключевым патологическим событием является потеря белком 
его нормальной конформации, что приводит к накоплению олигомеров, состоящих 
из нескольких пептидов, которые в свою очередь объединяются в промежуточные 
формы агрегатов и, наконец, образуют нерастворимые агрегаты. Растворимые оли-
гомеры и промежуточные продукты агрегации являются наиболее токсичными для 
нервных клеток, тогда как конечные продукты агрегации относительно инертны. Это 
характерно как для β-амилоида так и для тау-белка (Khlistunova et al., 2006; Walsh  
et al., 2007). Нарушения когнитивных функций у человека и модельных животных 
коррелируют именно с количеством олигомеров в мозге, а не с общим содержанием 
патогенного белка (Lee et al., 2005; Lue et al., 1999; Oddo et al., 2006; Santacruz et 
al., 2005). Исходя из этого можно предположить, что образование нерастворимых 
агрегатов является своего рода защитным механизмом, направленным на выведение 
токсичных продуктов из функционального пространства клетки.

2. Роль β-амилоида в патогенезе БА

β-амилоидный пептид, являющийся основным белковым компонентом диффуз-
ных и нейритных бляшек, образуется путем протеолиза из белка – предшественни-
ка амилоида (APP, рис. 1).
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APP относится к трансмембранным белкам 1 типа: C-конец Aβ-пептида пог-
ружен в клеточную мембрану. Процессинг APP может протекать двумя различны-
ми путями. Неамилоидогенное расщепление происходит в нейронах при участии 
белков семейства α-секретаз. Основным ферментом с α-секретазной активностью 
является белок ADAM10 (Jorissen et al., 2010; Kuhn et al., 2010). Мембрано-ассо-
циированная металлопротеаза α-секретаза расщепляет APP внутри Aβ-домена 
между 16 и 17 аминокислотными остатками (Esch et al., 1990), тем самым пре-
дотвращая образование Aβ. Вместо этого образуется растворимая N-часть APP 
(APPsα) и C-концевой фрагмент, состоящий из 83 аминокислотных остатков (C83). 
C83-фрагмент может подвергаться дальнейшему расщеплению γ-секретазой с вы-
свобождением p3-пептида, который считается неамилоидогенным, хотя он и от-
кладывается в диффузных бляшках. При амилоидогенном способе расщепления 
APP проходят две последовательные эндопротеолитические стадии, осуществля-
емые ферментами β- и γ-секретазой. β-секретаза (BACE1) расщепляет APP в об- 
ласти N-конца Aβ-пептида. В результате образуется более короткий растворимый 
N-конец (sAPPβ) и амилоидогенный C-концевой фрагмент (C99). Дальнейшее 
расщепление фрагмента C99 γ-секретазой высвобождает Aβ и C-концевой учас-
ток из 50 аминокислот, который известен как внутриклеточный домен белка APP 
(AICD) (LaFerla, Oddo, 2005). Под действием γ-секретазы могут образовываться 
амилоидные пептиды различной длины. Чаще всего образуется пептид длиной 40 
аминокислот (Aβ40), в меньшем количестве – 42-аминокислотный вариант (Aβ42). 
Секретазы α и β функционируют независимо, и ингибирование одного из путей 
протеолиза не оказывает влияния на другой (Sinha et al., 1999). Стоит отметить, 
что образование Aβ представляет собой нормальный физиологический процесс, 
причем амилоидогенный путь расщепления белка APP более выражен в культурах 
клеток нейронального происхождения (Haass et al., 1992; Seubert et al., 1993).

Функция цельного белка APP до конца еще не ясна. У генетически модифици-
рованных мышей, из генома которых удален ген APP, выявлены лишь незначитель-
ные неврологические нарушения (Muller et al., 1994; Zheng et al., 1995). Отсутствие 
явного фенотипа, возможно, объясняется компенсаторным эффектом, опосредо-

Рис. 1. Различные пути протеолиза белка APP с помощью α-, β- и γ-секретазы
Серый прямоугольник – участок белковой молекулы, соответствующий Aβ-пептиду, темно-се-

рый прямоугольник – участок белковой молекулы, соответствующий внутриклеточному домену APP 
(AICD). APPsα, APPSβ, C83, C99, P3 – фрагменты белка APP
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ванным двумя другими членами семейства генов APP – предшественниками ами-
лоид-подобных белков 1 и 2 (APLP1, APLP2) (Wasco et al., 1992). Эта точка зрения 
подтверждается данными, показывающими, что совместное удаление генов APP и 
APLP2, либо двух APLP, либо всех трех членов семейства приводит к ранней пост-
натальной смерти (Heber et al., 2000). Экспериментальные данные показывают, что 
APP играет важную роль в процессах клеточного роста и пролиферации, а также 
может служить трофическим фактором и влияет на рост нейритов и синаптогенез 
(Dawkins et al., 2014).

3. Роль тау-белка в развитии БА

Нейрофибриллярные клубки – это нитевидные включения, которые накаплива-
ются в значительном числе нейронов мозга пациентов с БА. Данные патологичес-
кие включения также встречаются и при других нейродегенеративных расстройс-
твах, включая фронтотемпоральную деменцию с паркинсонизмом, сцепленную с 
17-й хромосомой (Frontotemporal dementia with parkinsonism-17, FTDP-17), болезнь 
Пика, прогрессивный супрануклеарный паралич (Progressive Supranuclear Palsy, 
PSP) и кортикобазальную дегенерацию (Corticobasal degeneration, CBD). Основным 
компонентом нейрофибриллярных клубков является белок тау, ассоциированный с 
микротрубочками (Goedert et al., 1988; Grundke-Iqbal et al., 1986a). В нормальном 
состоянии тау представляет собой растворимый белок, который способствует сбор-
ке и стабилизации микротрубочек. При гиперфосфорилировании тау-белка он пе-
реходит в патологическое состояние с последующим формированием нитевидных 
структур (рис. 2) (Goedert et al., 1992; Grundke-Iqbal et al., 1986b).

Было показано, что гиперфосфорилированный тау проявляет сниженное сродс-
тво к микротрубочкам (Biernat et al., 1993; Bramblett et al., 1993). Белок тау кодиру-
ется в геноме мыши и человека единственным геном (MAPT), расположенным на 
17-й хромосоме, а в результате альтернативного сплайсинга в мозге взрослого че-
ловека образуются шесть основных изоформ белка (Goedert et al., 1989). Ген MAPT 
содержит 15 экзонов; 2-й, 3-й и 10-й могут подвергаться альтернативному сплай-

Рис. 2. Роль тау-белка в патогенезе БА в рамках тау-гипотезы
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сингу. Четыре несовершенных тандемных повтора кодируются экзонами 9–12, 
поэтому альтернативный сплайсинг 10-го экзона дает изоформы, содержащие по 
три или по четыре домена с повторами, обозначаемые как 3R- и 4R-формы тау, 
в зависимости от того, отсутствует или присутствует 10-й экзон, соответственно. 
Альтернативный сплайсинг экзонов 2 и 3 дает варианты, содержащие ноль (0N), 
одну (1N) или две (2N) вставки на N-конце, так что формируется шесть изоформ 
тау: 3R0N, 3R1N, 3R2N, 4R0N, 4R1N и 4R2N. В мозге взрослого человека соот-
ношение 3R к 4R тау составляет 1:1, в то время как в мозге взрослых мышей тау 
представлен единственной изоформой 4R (Gotz et al., 1995; Janke et al., 1999). Тау-
патии могут быть дополнительно классифицированы в зависимости от того, со-
стоят ли клубки из 3R- или 4R-изоформы. Например, при БА оба варианта (3R и 
4R) тау накапливаются в нейрофибриллярных клубках, при других заболеваниях 
отмечаются только 3R- (например болезнь Пика) или 4R-формы тау (например при 
прогрессирующем супрануклеарном параличе и кортикобазальной дегенерации) 
(Delacourte et al., 1998; Sergeant et al., 1999). При БА тау-патология наблюдается 
только в нейронах, однако при других тау-патиях, таких как 4R тау-патии, харак-
терные для прогрессирующего супрануклеарного паралича и кортикобазальной 
дегенерации, тау-включения наблюдаются также и в глии (Lee et al., 2001). Ген, 
кодирующий тау, генетически не ассоциирован с БА, а выявленные в нем мутации 
ассоциированы с некоторыми формами фронтотемпоральной дегенерации (ФТД) 
(Spillantini et al., 1998). В результате идентификации патогенных мутаций в гене, 
кодирующем тау (MAPT), было показано, что дисфункции тау самой по себе до-
статочно для того, чтобы вызвать нейродегенерацию (Hutton et al., 1998). Однако 
отсутствие генетической связи с БА указывает на то, что тау-патология в каскаде 
процессов нейродегенерации находится после развития амилоидоза мозга. Это не 
означает, что тау-патология не имеет значения в патогенезе БА, более того, нейро-
дегенерация, вызванная дисфункцией тау, может играть центральную роль при БА. 
Возможно, что тау-патология может быть вызвана различными механизмами – как 
зависящими от Aβ, так и не зависящими от нарушения процессинга АPP.

4. Основные гипотезы патогенеза БА

В течение последних двух десятилетий в теории патогенеза БА центральной 
являлась амилоидная гипотеза, основанная на представлениях о том, что патологи-
ческие события, вызванные каскадной агрегацией β-амилоида (Aβ), – это главный 
инициатор нейродегенеративного процесса.

Данная гипотеза (рис. 3) предполагает, что накопление амилоидных пептидов 
в мозге является первоначальным фактором в патогенезе, а далее в процессе раз-
вития заболевания продолжается как результат дисбаланса между образованием и 
выведением Aβ (Hardy, Selkoe, 2002).

Убедительные доказательства этой гипотезы вытекают из молекулярно-генети-
ческих исследований трех генов (APP, PS1, PS2), ассоциированных с наследствен-
ными формами БА, так как все они регулируют в той или иной степени метаболизм 
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Aβ, повышая его склонность к агрегации (Scheuner et al., 1996). Кроме того, на-
личие ε4-алелля гена аполипопротеина Е, который является основным фактором 
риска для болезни с поздним началом, влияет на скорость агрегации Aβ (Bales et al., 
1999). Тем не менее, клинические испытания препаратов, изменяющих метаболизм 
и катаболизм амилоидных пептидов, оказались неубедительными. Фактически 
амилоидная гипотеза привела к малопродуктивным подходам в поиске терапии БА 
(Hardy, 2009). Это относится к вакцинам против Aβ, антителам против β-амилоида, 
ингибиторам γ-секретазы и препаратам, непосредственно блокирующим агрега-
цию Aβ (http://www.jnj.com; Extance, 2010; Rinne et al., 2010; Vellas et al., 2013).

Относительно форм заболевания с ранней манифестацией существует пред-
ставление об объединении генетических факторов и/или факторов окружающей 
среды, ведущих к болезни, и повышении их роли по мере старения (Glatz et al., 
2006; Maccioni et al., 2010). В процессе развития заболевания запускается кас-
кадный механизм патологических событий, среди которых выделяют накопление 
олигомеров Aβ, перенасыщение железом, образование активных форм кислоро-
да и другие. Это, в свою очередь, отражается на функционировании микроглии и 
вызывает изменения в сигналах, передаваемых к нейронам (Maccioni et al., 2009; 
Fernandez et al., 2008; Morales et al., 2010). Развивается нейрональная дисфункция, 
нарушения нейромедиаторных систем, что приводит к гибели клеток и появлению 
клинических признаков деменции.

Долгое время считалось, что нарушение метаболизма APP в центральной не-
рвной системе приводит к образованию сенильных бляшек (Hardy, 2009; Hardy, 
Selkoe, 2002). Основная проблема данной гипотезы связана с тем, что у значитель-. 
ного числа здоровых людей обнаруживаются сенильные бляшки при отсутствии 
признаков когнитивной дисфункции (Aizenstein et al., 2008; Klunk, Perani, 2013). 

Рис. 3. Роль Aβ в патогенезе БА в рамках амилоидной гипотезы, из статьи (LaFerla, Oddo, 2005), 
с изменениями
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Кроме того, клинические испытания различных анти-амилоидных препаратов, не-
смотря на установленный эффект на преклинической стадии, показали отсутствие 
когнитивных и/или функциональных улучшений у пациентов на развитой стадии 
БА (Aizenstein et al., 2008; Panza et al., 2011). В данном контексте амилоидно-кас-
кадная гипотеза не смогла дать интегративного объяснения патогенеза БА. При 
этом постоянно растет интерес к гипотезе тау-патии (см. рис. 2), согласно кото-
рой нарушение фосфорилирования тау-белка, вероятно, приводит к образованию 
нейрофибриллярных клубков и последующей гибели нейронов, а нарушения фун-
кционирования тау рассматривается как одна из основных причин когнитивных 
нарушений при БА (Navarrete et al., 2011). Существуют также предположения о 
возможной связи между APP и тау (Alvarez et al., 2001; Czapski et al., 2011; Otth 
et al., 2003). Исследования на мышах, моделирующих церебральный амилоидоз и 
скрещенных с мутантами по гену белка тау, инъекции Aβ в мозг мышей линии 
тау, а также эксперименты с культурами нейронов подтверждают, что Aβ-агрегаты 
могут активировать прогрессию тау-патии и стимулировать формирование нейро-
фибриллярных клубков в нейронах модельных животных (Hernandez et al., 2009; 
Kocherhans et al., 2010; Otth et al., 2003).

5. Взаимосвязь между Aβ и тау

Амилоидно-каскадная гипотеза постулирует, что формирование патогенных Aβ 
пептидов является триггером для всех случаев БА и что агрегация тау и другие де-
генеративные изменения являются вторичными по отношению к амилоидной пато-
логии (Hardy, Selkoe, 2002). Следуя данной логике, трансгенез конструктов, коди-
рующих APP или пресенилины (PS) с патогенными мутациями, должен приводить 
к развитию широкого спектра нейропатологических изменений, связанных с БА, у 
модельных генетически модифицированных животных. Хотя у мышей, несущих 
мутантные формы APP или одновременно мутантные APP и PS1, образуется боль-
шое количество амилоидных отложений, оказалось, что этого недостаточно, чтобы 
инициировать остальные ключевые составляющие молекулярного патогенеза БА 
(Borchelt et al., 1997; Games et al., 1995; Holcomb et al., 1998; Hsiao et al., 1996). 
В частности, у таких трансгенных мышей не наблюдается существенной нейро-
фибриллярной патологии. Противники амилоидно-каскадной гипотезы указывают 
на эти факты как на критический недостаток гипотезы, хотя объективно могут су-
ществовать причины проявления данного эффекта. Например, продолжительность 
жизни мышей может быть слишком короткой для того, чтобы амилоидная патоло-
гия вызвала появление нейрофибриллярных клубков.

Нейрофибриллярная патология может быть смоделирована в мышах путем вве-
дения мутаций, ассоциированных с FTDP-17, в ген MAPT. При этом развивается 
выраженная тау-патия с последующей нейродегенерацией (Allen et al., 2002; Lewis 
et al., 2000). Дж. Льюис с сотрудниками провели скрещивание мышей, мутантных 
по APP и MAPT (Lewis et al., 2001). Они обнаружили, что у животных, несущих 
обе трансгенные кассеты, развивается более выраженная нейрофибриллярная 
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патология в сравнении с мышами, мутантными только по гену MAPT. Дж. Готс 
с сотрудниками показали, что интракраниальное введение раствора Aβ пептидов 
мышам, мутантным по тау, приводит к образованию клубков в миндалевидном 
теле (Gotz et al., 2001). Имеются и другие данные о том, что Aβ может вызывать 
или усиливать тау-патию (Oddo et al., 2003). Например, при сравнении мышей ли-
нии 3xTg-AD, несущих человеческие мутантные гены APP (Шведская мутация 
KM670/671NL), MAPT (hP301L) и PSEN1 (M146V), и мышей – двойных трансге-
нов по мутантному PSEN1 и мутантному MAPT (тау), полученных на том же гене-
тическом фоне, что и 3xTg-AD, было выявлено, что у последних не развивается 
какой-либо Aβ-патологии. При этом уровень экспрессии гена, кодирующего тау, 
шестикратно превышает уровень эндогенного мышиного гена у 3xTg-AD мышей. 
Однако у таких мышей, мутантных по PS1/tau, развивается менее тяжелая патоло-
гия с более поздним началом по сравнению с 3xTg-AD-мышами, что указывает на 
способность Aβ модулировать начало и прогрессирование тау-патологии.

Подтверждением взаимного влияния Aβ и тау являются данные С. Oддо с кол-
легами о том, что выведение Aβ с помощью иммунотерапии приводит к блокиро-
ванию ранней тау-патологии (Oddo et al., 2004). Исчезновение обоих нарушений 
происходит иерархически: после одной инъекции в гиппокамп антител против Aβ, 
очистка от Aβ предшествовала исчезновению признаков ранней тау-патологии. Бо-
лее того, как только антитела самовыводились или деградировали, сначала восста-
навливалась Aβ-патология, а затем тау-патология. Эти результаты служат убеди-
тельным доказательством амилоидно-каскадной гипотезы. Дж. Oддo с сотрудни-
ками также показали, что гиперфосфорилированные и окрашивающиеся серебром 
тау включения проявляют устойчивость к выведению с помощью иммунотерапии, 
направленной против Aβ. Эти данные согласуются с существованием двух различ-
ных этапов тау-патологии: ранней стадии, при которой тау накапливается в сома-
тодендритном компартменте и не окрашивается методом импрегнации серебром 
по Джейлису, при этом тау может быть выведен с использованием противо-Aβ-
подхода, и поздней стадии, при которой тау окрашивается по Джейлису, и не может 
быть выведен с использованием антител против Aβ.

Достигнут определенный успех в понимании механизмов, посредством которых 
амилоидные пептиды способны стимулировать гиперфосфорилирование тау. По-
казано, что Aβ взаимодействует с никотиновыми ацетилхолиновыми рецепторами 
(nAChR), при этом облегчается переход амилоидного пептида из α- в β-складчатую 
структуру (Maatuk, Samson, 2013; Wang et al., 2003). Одновременно с этим наблю-
дается активация митоген-активируемых киназ JNK-1 и ERK. Блокирование вза-
имодействия Aβ42 с nAChR, а также ингибирование указанных киназ приводит к 
уменьшению гиперфосфорилирования белка тау (Wang et al., 2003). В качестве еще 
одного механизма действия Aβ на тау-патологию, рассматривается инсулин-зави-
симый сигнальный путь. Активация JNK-1 ведет к деградации адаптера субстрата 
инсулинового рецептора 1 (IRS-1), а также к нарушению инсулин-зависимого фос-
форилирования киназ Akt и GSK3β (Ma et al., 2009; Tokutake et al., 2012). Все эти 
события сопряжены с повышением уровня гиперфосфорилированного тау, а при их 
коррекции наблюдается ослабление тау-патологии.
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6. Синаптическая дисфункция при БА

Важнейшим патологическим событием при БА является нарушение синапти-
ческой передачи (Selkoe, 2002). У пациентов со средней тяжестью заболевания на-
блюдается снижение количества пресинаптического белка синаптофизина на 25% 
(Masliah et al., 2001). По мере развития заболевания наблюдается преимуществен-
ная потеря синапсов в сравнении с потерей нейронов, и этот процесс коррелирует с 
прогрессией деменции (DeKosky, Sheff, 1990; Terry et al., 1991).

Воспроизведение амилоидоза и нейрофибриллярной патологии в модельных 
организмах позволяет установить взаимосвязь этих белковых структур с важней-
шими неврологическими процессами в мозге, такими как обучение и память, си-
наптическая пластичность и нейровоспаление. Известно, что у 3xTg-AD-мышей 
нарушена память, пространственное и условное обучение, а тяжесть этих нару-
шений коррелирует с возрастом. В частности, начало когнитивных нарушений ре-
гистрируется до развития выраженной симптоматики, связанной с амилоидными 
бляшками или нейрофибриллярными клубками, и обусловлено накоплением внут-
ри нейронов Aβ (Billings et al., 2005). Удаление таких включений иммунотерапией 
предотвращает развитие когнитивных нарушений, однако после отмены терапии 
эти нарушения восстанавливаются. Свидетельства того, что Aβ, накапливающийся 
внутри нейронов, провоцирует развитие когнитивных нарушений, согласуются с 
данными о том, что он вызывает синаптическую дисфункцию. Как и в случае с 
изменениями в когнитивной сфере, нарушения в синаптической пластичности про-
являются до накопления выявляемых при микроскопическом анализе включений 
и лучше коррелируют с накоплением Aβ внутри клеток. Однако остается неясным 
вопрос, происходит ли накопление амилоидных пептидов в пре- или постсинапти-
ческих клетках. В целом эти результаты показывают, что синаптическая дисфун-
кция и когнитивные нарушения являются ранними событиями в патогенезе БА. 
Они также согласуются с данными, полученными на другой трансгенной модели 
(PDGF-APPInd), для которой было показано, что синаптический дефицит предшест-
вует накоплению амилоидных бляшек (Hsia et al., 1999).

Для того чтобы идентифицировать молекулярные детерминанты, лежащие в ос-
нове нарушений синаптической пластичности, было проведено сравнение основ-
ной передачи, суммации импульсов и долговременной потенциации (LTP) между 
трансгенными мышами различных генотипов (NonTg, PS1KI, PS1KI/tau и 3xTg-
AD) (Oddo et al., 2003). В результате было показано, что нарушения синаптической 
пластичности развиваются и прогрессируют с возрастом. В возрасте одного ме-
сяца все группы демонстрировали сравнимые электрофизиологические профили, 
что свидетельствует о том, что наличие трансгена само по себе не достаточно для 
изменения синаптической передачи и что мыши при рождении являются здоровы-
ми. У сравнительно молодых 3xTg-AD-животных, в возрасте шести месяцев, раз-
виваются уже глубокие нарушения LTP, в то время как у PS1KI/tau-мышей того же 
возраста изменений не наблюдалось, несмотря на сравнимый уровень экспрессии 
мутантного тау в обеих линиях. Более того, у PS1KI-мышей не отмечалось при 
этом нарушений LTP. Данное исследование показало, что накопление внутрикле-
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точного Aβ в пирамидальных нейронах является исключительно важным событием 
для инициирования синаптических нарушений у 3xTg-AD-мышей.

Одной из причин гибели синапсов и нейронов при БА является дестабилизиру-
ющее влияние Aβ на митохондрии (Бачурин, 2001; Шевцова и др., 2001; Mungarro-
Menchaca et al., 2002). Амилоидные пептиды способны ингибировать ключевые 
ферменты митохондрий, в особенности цитохром C оксидазу (Caspersen et al., 2005; 
Hauptmann et al., 2006; Reddy, Beal, 2008). Следствием нарушений в работе мито-
хондрий является высвобождение свободных радикалов и оксидативный стресс, а 
также запуск апоптоза (Good et al., 1996; Smith et al., 1996).

Описанные исследования сыграли важную роль для развития данного направ-
ления, поскольку выявили патофизиологическую роль внутриклеточного Aβ в воз-
никновении нейрональной и синаптической дисфункции. Непосредственная роль 
белка тау в развитии синаптической дисфункции до конца еще не ясна. Показано, 
что в норме в мозге человека тау локализуется в аксонах, а также в пре- и пост-
синаптических терминалях (Tai et al., 2012), в то время как у пациентов с БА тау 
находится в гиперфосфорилированном состоянии, агрегирует и обнаруживается 
также в телах нейронов. Накопление гиперфосфорилированной формы тау в си-
напсах ассоциировано с увеличением количества 26S-субъединицы протеасом и 
шаперона VCP, который доставляет субстраты к протеасомам. Предполагается, что 
ранняя тау-патология развивается не в результате потери нейронов, а из-за наруше-
ния в работе синапсов, вызванного накоплением гиперфосфорилированного тау в 
дендритных шипиках, что приводит к ухудшению процессов перемещения и заяко-
ривания глутаматных рецепторов (Hoover et al., 2010).

7. Гипотеза нейроиммуномодуляции

Представления, сложившиеся в рамках амилоидной и тау-гипотез, не могли 
объяснить весь фактический материал, накопленный в многочисленных исследо-
ваниях. Постепенно происходило формирование более широких представлений 
о патогенезе БА, в которых рассматривались все патологические составляющие 
заболевания, что, в свою очередь, позволило определить новые терапевтические 
мишени. При рассмотрении БА с позиции ее мультифакторной природы ряд иссле-
дователей придерживается мнения, что возникающая цепь сигналов о поврежде-
нии передается различным клеткам мозга (главным образом микроглии), которые, 
в свою очередь, запускают ответные реакции со стороны системы нейроиммуно-
модуляции. Предполагается, что такие патологические сигналы в конечном итоге 
могут приводить к самоагрегации тау-белка с образованием олигомеров и фибрилл 
(Maccioni et al., 2010).

Воспаление – это процесс, тесно связанный с развитием целого ряда нейроде-
генеративных расстройств, в том числе БА. Многие существующие гипотезы объ-
ясняют патогенез БА, но не дают ясности относительно ранних событий, которые 
инициировали метаболические и клеточные изменения, приведшие к нейродегене-
ративным процессам (Rojo et al., 2008). В течение последних пяти лет появились 
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дополнительные свидетельства в поддержку представлений о том, что нарушения 
в работе системы взаимодействия между глиальными клетками и нейронами иг-
рают важную роль в процессе нейрональной дегенерации. Нейроны и клетки глии 
совместно с кровеносными сосудами образуют интегрированную систему функци-
онирования мозга. Изучение патологических изменений в сигнальных связях между 
нейронами и глией привело к появлению гипотезы нейроиммуномодуляции (рис. 4).

Имеющиеся данные говорят о важной роли иммунной системы при старении 
мозга и развитии нейродегенеративных болезней, при этом взаимодействие между 
указанными системами определяет прогрессию патологического процесса (Lucin, 
Wyss-Coray, 2009). В данном контексте микроглия и резидентные макрофаги цент-. В данном контексте микроглия и резидентные макрофаги цент-
ральной нервной системы являются ключевым фактором в регулировании локаль-
ной окружающей среды клеток и определяют статус воспалительного процесса. 
Длительное активирование микроглии после острого повреждения и при хрони-
ческих заболеваниях говорит в пользу того, что эти клетки имеют иммунную па-
мять о тканевом повреждении и дегенерации. Фенотип микроглии также изменя-
ется при системных инфекциях или воспалении (Perry et al., 2010). Идея о том, что 
изменения в иммуномодуляции критичны для патогенеза БА, представляет собой 
наиболее интегративный взгляд на развитие патологии, а дальнейшие исследова-
ния позволят выявить роль воспалительного процесса при данном заболевании.

Исследования на культурах клеток микроглии и нейронов совместно с экспе-
риментами на животных моделях, а также клинические данные подтверждают, что 
эндогенные повреждающие факторы, такие как Aβ-олигомеры, активные формы 
кислорода, перенасыщение железом, недостаток фолата, травмы головы, опреде-
ленные виды липопротеинов низкой плотности и гомоцистеин, являются триг-
гером для активации клеток микроглии. Провоспалительные цитокины играют 
двойственную роль и могут как усиливать нейродегенеративный процесс, так и 
оказывать нейропротекторное действие. Это равновесие смещается в сторону ней-
родегенерации под действием целого набора выявленных факторов риска, которые 
запускают врожденные системы передачи сигналов о повреждении, активируют 

Рис. 4. Патогенез БА в рамках гипотезы нейроиммуномодуляции
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микроглию и способствуют высвобождению провоспалительных цитокинов (Fer-(Fer-
nandez et al., 2008; Maccioni et al., 2009).

Развитие патологического процесса при БА сопровождается накоплением пов-
реждений паренхимы мозга, которые предшествуют манифестации клинических 
симптомов. Считается, что нарушения в функционировании ткани инициируют 
систему сигналов о повреждении и запускают нейровоспалительный процесс. Та-
кие сигналы через Toll-подобные рецепторы, рецептор высокогликозилированных 
конечных продуктов (RAGE) или другие глиальные рецепторы активируют иммун-
ную систему, что в свою очередь приводит к аномальному высвобождению цито-
кинов и запуску каскада нейродегенерации. Описанные события сопровождаются 
активацией NFkB с последующим высвобождением цитокинов, таких как TNF-α, 
IL-6, IL-1β. Сверхпродукция данных медиаторов может приводить к активации ки-
наз GSK3β, cdk5, а также ингибированию фосфатаз, например PP1. В результате 
происходит накопление гиперфосфорилированной формы белка тау и его агрега-
ция в нейротоксичные олигомерные формы. Агрегация тау-белка – это одно из ко-
нечных ключевых событий в патогенезе БА (Farias et al., 2011; Morales et al., 2010).

Данные, свидетельствующие о связи нейровоспалительных процессов и гипер-
фосфорилирования тау, были получены в исследованиях маркеров нейропатологии 
и на трансгенных мышиных моделях БА. Активированная микроглия обнаружи-
вается post mortem в аутопсийном материале больных с различными тау-патиями, 
включая БА и ФТД (Gebicke-Haerter, 2001). У трансгенных мышей линий 3xTg и 
rTg4510, моделирующих важные аспекты БА, введение липополисахаридов, вызы-
вающих системное воспаление, усиливает гиперфосфорилирование тау (Kitazawa 
et al., 2005; Lee et al., 2010а). У мышей, моделирующих тау-патологию, активация 
микроглии предшествует формированию нейрофибриллярных клубков. К тому же, 
иммуносупрессия с помощью FK506 у молодых мышей линии P301S ослабляет 
развитие тау-патологии и увеличивает среднею продолжительность жизни модель-
ных животных (Yoshiyama et al., 2007). Таким образом, можно сделать заключение, 
что нейровоспалительная реакция связана с нарушениями в функционировании тау 
белка. В то же время, было показано, что введение липополисахарида не влияет на 
развитие церебрального амилоидоза у модельных мышей (Kitazawa et al., 2005), а 
по данным некоторых авторов, в используемых ими экспериментальных системах 
даже способствует снижению количества амилоидных отложений (DiCarlo et al., 
2001; Herber et al., 2007; Herber et al., 2004; Quinn et al., 2003). На крысиной моде-. На крысиной моде-
ли тау-патии, где причиной развития нейродегенеративного процесса служит уко-
роченная форма тау-белка человека, показана индукция воспалительного ответа, 
проявляющегося в повышении экспрессии «молекул иммунитета» (CD11a,b, CD18, 
CD4, CD45, CD48), морфологической активации клеток микроглии и инфильтра-
ции лейкоцитов (Zilka et al., 2009).

С другой стороны, медиаторы воспаления, такие как интерлейкин-1 (IL-1), ин-
терлейкин-6 (IL-6) и оксид азота, высвобождающиеся из астроцитов, могут усили-
вать фосфорилирование тау и формирование нейрофибриллярных клубков (NFTs) 
in vitro (Li Y. et al., 2003; Quintanilla R.A. et al., 2004; Saez T.E. et al., 2004). В ряде 
работ показано, что избыточное фосфорилирование тау, вызванное высвобожде-
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нием интерлейкинов, вероятно, опосредовано через сигнальные пути p38-MAPK и 
CDK5/p35. Кроме того, активация микроглии и воздействие микроглиального про-
воспалительного цитокина TNFα стимулирует образование активных форм кисло-
рода, что в свою очередь индуцирует накопление склонного к агрегации тау в ней-
ритах (Gorlovoy et al., 2009).

Было обнаружено, что рецептор к фракталкину (CX3CR1), принимающий 
участие в коммуникации между клетками микроглии и нейронами, играет ключе-
вую роль в развитии когнитивных нарушений при БА. У трансгенных мышей с 
мутантным геном белка тау человека и нокаутных по гену Cx3cr1, наблюдается 
усиление тау-патологии, которое коррелирует с повышенным уровнем активности 
p38-MAPK. Эксперименты in vitro показывают, что активация микроглии повыша-
ет уровень активной p38-MAPK и усиливает гиперфосфорилирование тау в ней-
ронах, и эти эффекты могут быть заблокированы антагонистами рецептора к IL-1 
и специфическими ингибиторами p38-MAPK. Эти данные указывают на то, что 
CX3CR1 и IL-1/p38-MAPK-пути могут служить новой терапевтической мишенью 
для разработки терапии тау-патий (Bhaskar et al., 2010). Интересным представляет-
ся тот факт, что недостаточность CX3CR1 способна ослаблять Aβ-патологию, пре-
пятствуя гибели нейронов кортикального слоя II в мозгу 3xTg-мышей (Fuhrmann 
et al., 2010). Исследования на моделях церебрального амилоидоза без тау-патоло-
гии показали, что блокировка сигнального пути CX3CL1-CX3CR1 (лиганд-рецеп-
тор) действительно снижает накопление Aβ, оказывая влияние на микроглиальный 
фагоцитоз внеклеточных Aβ-агрегатов (Lee et al., 2010b; Liu et al., 2010). Таким 
образом, недостаточность CX3CR1 оказывает разнонаправленное действие на две 
основных патологических составляющих БА: формирование внеклеточных амило-
идных отложений и образование внутриклеточных агрегатов тау-белка (Bhaskar et 
al., 2010). В данных работах не была проведена оценка функционального состояния 
животных, в то время как в работе С. Чо с сотрудниками на модели hAPP-J20 было 
показано, что при удалении CX3CR1 вместе с уменьшением количества амилоид-
ных отложений наблюдается нарушение когнитивной функции, что выявляется при 
анализе памяти в тестах «пассивное избегание» и «распознавание нового объекта» 
(Cho et al., 2011).

Еще одним подтверждением гипотезы нейроиммуномодуляции являются эпи-
демиологические данные, показывающие, что у пациентов, хронически принима-
ющих нестероидные противовоспалительные средства, снижен риск БА (McGeer et 
al., 2006) и наблюдается значительно менее выраженная манифестация БА. Таким 
образом, ослабление воспалительного процесса в мозге способствует замедлению 
развития заболевания (McGeer et al., 1996). Однако проведенные клинические ис-
пытания основных нестероидных противовоспалительных средств не показали 
выраженного эффекта при лечении БА (Rojo et al., 2008). Генетические и эпиде-
миологические исследования показали, что повышенная выработка TNFα является 
фактором риска для БА. У пациентов с БА обнаруживается избыток TNFα в це-
реброспинальной жидкости, а положительный эффект ингибитора TNFα – препа-
рата этанерцепта – указывает на обратимый характер TNFα-зависимого патофизи-
ологического механизма БА и схожих заболеваний (Tobinick, 2010).
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8. Новые подходы к лечению БА

Несмотря на огромные усилия и финансовые затраты, направленные на поиск 
новых эффективных средств для лечения болезни Альцгеймера, за последние 11 
лет на рынок не было выведено ни одного нового препарата для лечения этого за-
болевания. К настоящему времени в клинической практике наиболее активно ис-
пользуются 4 препарата: донепезил (арисепт), галантамин (реминил), ривастигмин 
(экселон) и мемантин (нооджерон). Три первых являются ингибиторами ацетилхо-
линэстеразы.

Ингибиторы холинэстераз (ИХЭ) являются исторически первой и наиболее раз-
витой группой препаратов, предложенных для лечения БА. В рамках классических 
представлений о роли АХЭ в нейромедиаторной передаче считается, что основной 
эффект ИХЭ связан с увеличением времени действия и концентрации нейромедиа-
тора ацетилхолина (АХ) в межсипаптическом пространстве, за счет чего потенци-
руется активация холинэргических рецепторов, сниженная при патологии типа БА. 
Эффективность действия ИХЭ зависит, однако, от целостности пресинаптических 
нейронов и, очевидно, будет снижаться на более глубоких стадиях заболевания, ког-
да общее количество терминалей холинэргических нейронов резко уменьшается.

Препараты первого поколения ИХЭ, такие как физостигмин и такрин, не селек-
тивно ингибировали АХЭ по отношению к другому ферменту этой группы – бути-
рилхолинэстеразе (БуХЭ), и проявляли низкую органоспецифичность. В настоя-
щее время они практически не применяются, за исключением препарата ипидак-
рин (нейромидин, амиридин), гепатотоксичность и седативные свойства которого 
выражены слабее, чем у такрина, что делает его более перспективным в плане хро-
нического применения (Damulin et al., 2011).

Один из примененных подходов к улучшению переносимости препаратов 
класса ИХЭ предполагал увеличение селективности ингибирования АХЭ по от-
ношению к БуХЭ, что должно было понижать периферическую токсичность этих 
соединений. Этот принцип были реализован при разработке препаратов ИХЭ вто-
рого поколения, таких как арисепт и галантамин, проявляющих выраженную се-
лективность по отношению к АХЭ. Другой подход, успешно воплощенный фирмой 
Novartis на препарате ривастигмин, заключается в создании веществ с выраженной 
региоселективностью, обеспечивающей селективное ингибирование АХЭ мозга по 
сравнению с периферическими формами холинэстераз. Все эти препараты перено-
сятся существенно лучше, чем Такрин, и проявляют определенную эффективность 
на ранних и умеренных стадиях БА. В последние годы было также показано, что 
помимо антихолинэргического действия эти препараты влияют на процессинг бел-
ка АРР и, таким образом, могут иметь определенную перспективу в плане замедле-
ния развития нейродегенеративных процессов при БА (Nordberg, 2006). С другой 
стороны, ИХЭ часто могут приводить к увеличению уровня фосфорилированного 
тау (Chalmers et al., 2009), что потенциально снижает их терапевтическую привле-
кательность.

Последнее лекарство, которое было выведено на рынок для лечения умерен-
ных и тяжелых форм БА в 2003 г., – препарат мемантин является неконкурентным 
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низкоаффинным блокатором внутриканального сайта NMDA-подтипа глутамат-
ных рецепторов. Первоначально считалось, что его когнитивно-стимулирующие 
свойства обеспечиваются за счет улучшения соотношения сигнал/шум при глута-
матэргической передаче нервного импульса благодаря оптимальной потенциал-за-
висимой блокаде внутриканального сайта NMDA-рецепторов мозга (Danysz et al., 
2000). Результаты исследований последних лет позволили предположить, что тера-
певтический эффект мемантина связан со способностью блокировать токсическое 
действие β-амилоидного пептида, реализующееся с участием NMDA-рецепторов 
мозга (Danysz, Parsons, 2012).

В последние годы стратегия поиска препаратов для лечения БА существенно 
изменилась. Анализ современных подходов к поиску и созданию новых эффектив-
ных средств для лечения БА позволяет выявить следующие основные тенденции.

1. Разработка препаратов, действующих на основные стадии патогенеза забо-
левания (т.н. «болезнь-модифицирующие лекарства»). Такие препараты способны 
замедлять развитие структурных и функциональных нарушений в ЦНС и давать 
устойчивое улучшение когнитивных функций (в случае БА), которое сохраняет-
ся даже после отмены препарата (Salomone et al., 2012). В случае БА основные 
направления поиска таких препаратов нацелены на снижение образования и сти-
мулирование удаления основных патоморфологических структурных образований 
– амилоидных пептидов и нейрофибриллярных клубков. В качестве молекулярных 
мишеней наибольшее внимание привлекают ферменты формирования и деграда-
ции β-амилоидного пептида (β, γ- и α-секретазы), а также ферменты, участвующие 
в каскаде фосфорилирования тау-белка (Cdk-5). Отдельное внимание привлекает 
возможность фармакологической коррекции белков системы АроЕ как способа 
удаления патогенных олигомеров β-амилоида.

2. Мультифакторная природа многих НДЗ, в том числе БА, обуславливает инте-
рес к поиску препаратов, действующих одновременно на несколько молекулярных 
мишеней, участвующих в патогенезе заболевания (т.н. «мультитаргетные препара-
ты») (Carreiras et al., 2013). В качестве таких подходов можно отметить совмеще-
ние в одной структуре ингибиторных свойств холинэстеразы и моноаминоокси-
дазы, антиоксидантных и металлохелатирующих свойств, способности выступать 
лигандами одновременно нескольких рецепторов, введение дополнительных NO-
генерирующих фрагментов в базовую структуру лиганда. Примерами таких муль-
титаргетных агентов являются препарат лагостиджил (Youdim, 2013) и отечетсвен-
ный препарат димебон, успешно прошедший 2-ю фазу клинических испытаний в 
России (Bharadwaj et al., 2013).

3. Поиск и валидация новых молекулярных мишеней и путей, участвующих в 
патогенезе заболевания. Так, в последние годы было предложено несколько перс-
пективных подходов к фармакологической коррекции БА, в частности стабилиза-
ция функций митохондрий (митопротекторы), блокада патологической агрегации 
белков при НДЗ (препараты, препятствующие развитию протеинопатии), актива-
ция эндогенных механизмов защиты клеток путем стимулирования аутофагии и 
нейрогенеза. Предложено несколько перспективных групп соединений, реализую-
щих эти механизмы на модельных системах.
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Как известно, поиск и создание новых лекарственных препаратов является дли-
тельным (10–15 лет) дорогостоящим (сотни миллионов долларов) и рискованным 
процессом. Так, в области БА за последние 10 лет более 20 препаратов успешно 
прошли 2-ю фазу клинических испытаний, но ни один не прошел 3-ю фазу. Это 
связано как с недостаточностью знаний о механизме развития заболеваний (кото-
рые часто являются группой близких патологий с различной этиологией), так и 
с трудностью моделирования на животных сложных НДЗ человека. В этой связи 
очень привлекательным с точки зрения упрощения прохождения клинических ис-
пытаний является исследование возможности использования уже известных пре-
паратов по новому применению. Этот подход, получивший название «репозицио-
нирование лекарств» (Corbett et al., 2012), представляется крайне привлекательным 
и с инвестиционной точки зрения. Интересно, что изучение случаев успешного 
применения известных препаратов для лечения нейродегенеративных заболеваний 
приводит часто к открытию новых фармакологических мишеней.

Отмеченные тенденции хорошо подтверждает анализ базы данных Thomson 
Reutors (ТР). На 1 июня 2014 г. в активной фазе исследований в качестве потен-
циальных средств, заявленных для лечения БА, находилось 219 синтетических 
соединений и биологических субстанций. При этом на стадии доклинических ис-
следований было 57 препаратов, на первой фазе клинических испытаний было 53 
препарата, на фазах I/II и II – 65 препаратов, на фазах II/III и III было 13 препаратов, 
стадии пререгистрации проходили 2 препарата. Для 25 препаратов, уже находя-
щихся на рынке по другому применению, в настоящее время проводится изуче-
ние возможности их использования для лечения БА. Как уже отмечалось ранее, 4 
препарата: арисепт, галантамин, ривастигмин и мемантин, активно применяются в 
терапии БА. Согласно докладу «Alzheimer’s Disease Therapeutics and Diagnostics: 
World Market 2013–2023», объем мировых продаж лекарственных средств для тера-
пии болезни Альцгеймера к 2017 г. может достичь 8,3 млрд дол. США.

Распределение препаратов по вероятным мишеням действия крайне разнооб-
разно и гетерогенно. Всего для данных препаратов заявлено более 140 вероятных 
мишеней их действия. Причем для большинства препаратов в качестве вероятной 
мишени терапевтического действия заявлялась, как правило, несколько мишеней. 
Но при этом наиболее часто «используемых» мишеней значительно меньше. Так, у 
примерно 60 препаратов основным объектом действия является система образова-
ния и деградации β-амилоидного пептида, на порядок меньше препаратов проходят 
испытания, имеющие мишенью действия систему тау-белков. Ферменты класса хо-
линэстераз с учетом их новой роли в процессе образования β-амилоидного пептида 
являются объектом разработки 16 препаратов, а основные рецепторные системы, 
участвующие в регуляции нейромедиаторных процессов, связанных с формиро-
ванием памяти и синаптических эффектов амилоидного пепетида (в частности, 
серотониновые рецепторы, никотиновый α7 и NMDA-рецепторы) используются 
в качестве мишеней примерно у сорока препаратов. В более чем 70 случаях опре-
деленная мишень упоминается только один раз, 20 наиболее часто упоминаемых 
мишеней вновь разрабатываемых препаратов приведены в табл. 1.



153

Таким образом, наблюдаемые тенденции в поиске новых препаратов для ле-
чения БА и родственных форм деменций подтверждают существующий тренд в 
конструировании мультитаргетных препаратов, действующих на патогенез заболе-
вания. Вместе с тем, значительных успехов в поиске болезнь-модифицирующих 
препаратов, действующих на β-амилоидный каскад, достичь пока не удалось. Так, 
многие соединения, действие которых направлено на блокирование процесса аг-
регации Aβ, оказались не способны остановить развитие заболевания (Navarrete et 
al., 2011). Иммунизация против Aβ уменьшает количество амилоидных отложений, 
но оказывает незначительный эффект на когнитивные функции (Lemere, 2013; Li et 
al., 2013). Клинические испытания ингибитора γ-секретазы показали его неэффек-
тивность (Lleo, Saura, 2011).

Все это привело к появлению альтернативной стратегии поиска терапии БА, 
направленной на предотвращение нарушений нативной конформации белка тау и 
компенсацию потери им нормальной функции. Терапевтические подходы к лече-
нию тау-патологии могут быть направлены либо на процесс агрегации, либо на 
изменение уровня фосфорилирования белка тау. Помимо этого, в качестве препа-
ратов, воздействующих на данное звено патогенеза БА, рассматриваются соедине-
ния, способные стабилизировать микротрубочки (Maccioni, 2011; Navarrete et al., 
2011). Таким образом, сложилось направление по поиску терапевтических агентов, 
воздействующих на тау-патию, имеющую место при БА и ряде родственных забо-
леваний.

Таблица 1
Мишени для разрабатываемых препаратов против БА

Вероятная мишень действия Количество препаратов на испытаниях
Белок АРР 24
Амилоидный β-пептид 20
Фермент гамма-секретаза (ингибирование) 10
Фермент ацетилхолинэстераза 9
5-НТ6 рецептор 8
Фермент бутирилхолинэстераза 7
МАРТ (тау) белки 6
5-НТ4В рецептор 6
5-НТ4 рецептор (не указан подтип) 6
Цитохром Р450 3А5 5
NMDA-рецептор 5
β-секретаза 5
Никотиновый α7-рецептор 5
α-секретаза (не указан подтип) 4
Цитохром Р450 3А4 4
МАО-Б 4
Мускариновый М1-рецептор 4
Нейротрофический фактор (не указан подтип) 4
Натриевые каналы (не указан подтип) 4
Сигма-1-рецептор 4
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В нормальных физиологических условиях белок тау стабилизирует структуру 
микротрубочек. В настоящий момент считается, что в нейронах пациентов с БА 
система микротрубочек нарушена, что, в свою очередь, ведет к дефициту аксональ-
ного транспорта и дегенерации аксонов, а затем и тел нейронов (Farias et al., 2011). 
Ряд данных свидетельствует в пользу того, что агрегация тау – это главное событие 
нейродегенеративного процесса, происходящее вследствие перехода растворимого 
тау или его олигомеров в нерастворимые филаменты. Этот процесс коррелирует с 
прогрессированием клинических признаков БА и ухудшением когнитивных спо-
собностей (Maccioni et al., 2009). Идентификация мутации в гене, кодирующем тау, 
у пациентов с семейной ФТД выявила центральную роль тау-патии в патогенезе 
данного заболевания. На клеточных моделях со сверхэкспрессией тау было пока-
зано, что формируемые внутриклеточные агрегаты обладают цитотоксичностью.

В регуляцию процессов укладки и агрегации тау-белка вовлечены различные 
внутриклеточные белки, которые также могут влиять на выведение агрегатов и 
молекул с нарушенной конформацией. Убиквитин лигаза CHIP способна полиуби-
квитинировать тау и, возможно, играет ключевую роль в предотвращении накоп-
ления фосфорилированных форм тау и нейрофибриллярных клубков. Существу-
ют данные, что воздействие на CHIP и убиквитин-протеосомную систему может 
модулировать развитие и прогрессию тау-патологии. Так, белки теплового шока 
рассматриваются в качестве мишеней для модификации патологического процесса 
при тау-патиях. Ингибиторы HSP90 уменьшают уровень фосфорилирования тау по 
определенным сайтам (S396/S404 и S202/T20) и в настоящее время тестируются в 
качестве противораковых препаратов (Dickey et al., 2007; Fuentes, Сatalan, 2011).

Ведется активный поиск низкомолекулярных соединений, способных либо ин-
гибировать образование патологических тау-филаментов, либо дезагрегировать их. 
В рамках данного подхода рассматривается соединение – хлорид тетраметилтио-
нина, известное как метиленовый синий, для которого была показана способность 
ингибировать агрегацию белка тау. Фаза II клинических испытаний показала, что 
хронический прием метиленового синего стабилизирует состояние когнитивной 
функции у пациентов с БА и выраженность дисфункции по некоторым показате-
лям на 81% ниже в сравнении с группой плацебо (Medina et al., 2011; Wischik et 
al., 1996). Недавно было показано, что препарат Димебон и ряд его оригинальных 
аналогов способен влиять на процессы агрегации тау-белков (Peters et al., 2013), 
что может являться одним из важных элементов его нейропротекторного действия. 
Исследования, проведенные нами в рамках научной программы «Фундаменталь-
ные науки – медицине», на трансгенных мышах линии tauP301S, моделирующих 
тау-патию, показали, что хроническое применение Димебона замедляет развитие 
моторной дисфункции у tau-трансгенных мышей. Тестирование проводилось еже-
месячно, между третьим и шестым месяцем жизни. Животные, получавшие ди-
мебон, показали лучшие результаты при выполнении инструментальных тестов в 
сравнении с контрольной группой. У контрольных трансгенных животных с воз-
растом отмечалось прогрессивное накопление нейронов, содержащих гиперфос-
форилированные формы tau-белка, в вентральных рогах спинного мозга, тогда как 
в группе животных, получавших димебон, наблюдалась тенденция к уменьшению 
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количества таких нейронов, а к шестому месяцу жизни эти различия становились 
статистически достоверными (рис. 5).

Общее количество гиперфосфорилированного белка tau в спинном мозге опыт-
ных животных к шестому месяцу наблюдения было значимо меньше по сравне-
нию с контрольной группой. Нейропротекторное действие димебона в условиях 
развития нейродегенеративного процесса было также показано на трансгенных жи-
вотных (линия Thy1mγSN), моделирующих протеинопатию, связанную с патоло-
гической агрегацией другого белка – γ-синуклеина (Bachurin et al., 2012). Димебон 
существенно замедлял развитие нарушений баланса и координации, являющихся 
типичными проявлениями патологии в использованной модели протеинопатии. 
Гистологическое исследование срезов спинного мозга двенадцатимесячных живот-
ных, которые получали димебон в течение шести месяцев, показал значительное 
уменьшение числа окрашиваемых Конго красным амилоидных отложений по срав-
нению с животными такого же возраста, которые не получали препарата (рис. 6). 
Таким образом, полученные данные говорят в пользу того, что димебон может быть 
использован в качестве основы для разработки патогенетической терапии ряда ней-
родегенеративных заболеваний, которые относятся к группе протеинопатий.

Развитие как острых, так и медленнотекущих нейродегенеративных заболева-
ний сопровождается массовой гибелью клеток нервной системы. Необходимым 
компонентом комплексной терапии нейродегенеративных заболеваний представ-
ляется репарация поврежденных или уже утерянных клеточных структур, что 
теоретически может быть достигнуто стимуляцией регенеративных процессов в 
нейрогенных зонах мозга. Ведутся активные исследования по разработке соедине-
ний, способных стимулировать пролиферацию и дифференцировку нейрональных 
клеток в субвентрикулярной зоне и зубчатой фасции взрослого мозга для лечения 
распространенных нейродегенеративных заболеваний, таких как БА, боковой ами-
отрофический склероз и др. (Кубатиев, Пальцын, 2012; De Jesus-Cortes et al., 2012; 

Рис. 5. Количество нейронов, содержащих гиперфосфорилированные формы белка тау, в опыт-
ных и контрольных группах трансгенных животных tauP301S

а – иммуногистохимеческая окраска антителами AT8 срезов грудного отдела спинного мозга 
tauP301S-мышей; б – результаты для димебона (* – p<0,05)
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Pieper et al., 2010; Tesla et al., 2012). Дальнейшие исследования покажут перспек-
тивность таких подходов для лечения БА и других деменций.
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1. Введение

Болезнь Альцгеймера (БА) является наиболее распространенным нейродегене-
ративным заболеванием, характеризующимся постепенной потерей памяти и ког-
нитивных способностей. Этиология БА до конца не изучена. В связи с этим не су-
ществует эффективного лечения этого заболевания. Различные гипотезы, объясня-
ющие природу патологии БА, приводили к разработке соответствующих лекарств, 
но, несмотря на десятилетия исследований и клинических испытаний, имеющиеся 
в использовании препараты в лучшем случае способны замедлять прогрессию за-
болевания, но не способны вылечить саму болезнь. В данной работе рассматрива-
ется одна из современных гипотез патогенеза БА, по которой нарушение кальцие-
вого гомеостаза является ключевым событием для развития нейродегенеративных 
процессов.

Развитие БА связано с обширной потерей синапсов и гибелью нейронов в об-
ласти гиппокампа и коры больших полушарий. При БА происходит значительная 
атрофия гиппокампа (более 60% нейронов в CA1-секторе) с ассоциированным се-
лективным расширением смежного височного рога латерального желудочка. Мас-
совое отмирание нейронов происходит также в неокортексе. До 90% нейронов гиб-

Сокращения: БА – болезнь Альцгеймера; БЛМ – бислойных липидных мембран; НБА – на-
следственная форма болезни Альцгеймера; α7-nAChR – никотиновый ацетилхолиновый рецептор; 
Aβ – амилоид-β; Aβ40 – 40 аминокислотный экстраклеточный фрагмент амилоида-β; Aβ42 – 
42-аминокислотный экстраклеточный фрагмент амилоида-β; ApoE – аполипопротеин E;                     APP – пред- – пред-
шественник амилоида; PSEN1 – пресенилин-1; PSEN2 – пресенилин-2.
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нет в энторинальной области коры больших полушарий, верхней височной изви-
лине и надкраевой извилине. Смерть нейронов происходит также в обонятельной 
луковице, миндалевидном теле и голубоватом пятне (Duyckaerts et al., 2009).

Одним из главных диагностических признаков БА является наличие нейро-
фибриллярных узелков и амилоидных бляшек в тканях головного мозга. Главный 
компонент амилоидных бляшек – амилоид-β (Aβ). Aβ образуется в результате раз-
резания трансмембранного белка-предшественника амилоида (APP) ферментами 
секретазами (Nunan, Smal, 2000). Существует 2 изоформы Aβ у человека – пеп-
тид длиной 40 аминокислот (Aβ40) и пептид длиной 42 аминокислоты (Aβ42). Оба 
пептида способны олигомеризоваться и образовывать нерастворимые амилоидные 
бляшки, Aβ42, тем не менее, более склонен к олигомеризации. Изоформы Aβ40 
и Aβ42 также встречаются у человека в норме и образуют амилоидные бляшки в 
стареющем мозге (Goedert, Spillantini, 2006). Однако в мозге пациентов с БА про-
исходит более интенсивное образование амилоидных бляшек, и распределение их 
в мозге не является случайным и зависит от стадии заболевания: преимущественно 
поражаются неокортекс и гиппокамп (Duyckaerts et al., 2009). При БА происходит 
либо изменение соотношения Aβ42:Aβ40 за счет увеличения количества фрагмента 
Aβ42 или уменьшения количества Aβ40, либо увеличение количества обеих изо-
форм (Demuro et al., 2010; Kuperstein et al., 2010). Нейрофибриллярные узелки об-
разуются в цитоплазме нейронов и состоят из нерастворимых агрегатов гиперфос-
форилированного белка тау. Накопление гиперфосфорилированного белка тау про-
исходит как в сомато-дендритной области, так и в аксонах (Duyckaerts et al., 2009).

Таким образом, важной задачей является поиск новых мишеней для разработки 
терапии БА (Ballard et al., 2011; Fan, Chiu, 2010).

2. Гены, ассоциированные с болезнью Альцгеймера. 
Наследственная болезнь Альцгеймера

Большинство случаев БА являются спорадическими и характеризуются позд-
ним проявлением симптомов – в возрасте от 60–65 лет. Несмотря на то что близ-
нецовый метод указывает на генетическую причину БА с поздним проявлением 
симптомов, ген, ассоциированный c этим заболеванием, так и не был обнаружен 
(Bekris et al., 2010). Единственный ген, чья связь со спорадической формой БА 
была доказана, – это ApoE (аполипопротеин E) (Roses, 2006; Coon et al., 2007). Од-
нако даже носители аллели ApoEε4, которая увеличивает риск развития заболева-
ния в 3 раза, а в случае гомозиготы по данной аллели – в 12 раз, могут дожить до 90 
лет без каких-либо признаков заболевания (Bekris et al., 2010). Это дает основания 
предполагать, что дополнительным фактором служат либо внешние условия, либо 
другие гены. На данный момент как возможные факторы риска развития споради-
ческой формы БА рассматриваются более 10 генов. Полный список исследуемых 
генов, предположительно связанных с БА, можно посмотреть на сайте http://www.
alzforum.org/res/com/gen/alzgene/default.asp
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Около 6% всех случаев заболевания БА характеризуются ранним проявлением 
симптомов – в возрасте от 40 до 60 лет – 13% таких случаев являются генетически 
наследуемыми по аутосомно-доминантному типу, т.е. наследственной формой бо-
лезни Альцгеймера (НБА). НБА связана с мутациями в трех генах: APP, PSEN1 и 
PSEN2 (Bekris et al., 2010; Scheuner et al., 1996).

Тот факт, что у людей с синдромом Дауна, достигших возраста около 40 лет, 
присутствуют амилоидные образования в мозге, позволило связать ген APP, лока-
лизованный на 21 хромосоме, с БА (Giaccone et al., 1989). Ген APP кодирует белок-
предшественник амилоида (Thinakaran, Koo, 2008). Существует несколько изоформ 
белка APP, образующихся за счет альтернативного сплайсинга, которые отличаются 
друг от друга по длине аминокислотной последовательности и по распределению 
в тканях организма. В центральной нервной системе преимущественно экспрес-
сируется APP695; изоформы APP751 и APP770 экспрессируются и в центральной, 
и в периферической нервных системах. Изоформа APP770, которая в результате 
ферментативного разрезания превращается в Aβ, экспрессируется не только в ней-
ронах, но и в клетках других тканей (Golde et al., 1990; Yoshikai et al., 1990).

Мутации в гене APP составляют 15% случаев НБА с ранним проявлением симп-
томов в возрасте от 40 до 50 лет (Janssen et al., 2003; Raux et al., 2005). Было иденти-
фицировано более 32 мутаций в гене белка предшественника амилоида, связанных 
с НБА и локализованных преимущественно в сайте ферментативного разрезания 
секретазами. Наиболее изученными являются мутации APPswe (обозначаемая в ли-
тературе также как «Swedish», APPSW, APPKM670/671NL) и APPlon (обозначаемая 
«London», APPLON, APP717I), приводящие к усиленной продукции Aβ42 (Bekris 
et al., 2010). Расщепление белка APP α-секретазой (изоформы ADAM-9, ADAM-10, 
ADAM-17) приводит к образованию C-терминального фрагмента C83, альтерна-
тивное разрезание β-секретазой (изоформы BACE1, BACE2) приводит к образо-
ванию фрагмента C99. Процессинг C83- и C99-фрагментов завершает γ-секретаза 
с образованием фрагментов p3 и Aβ соответственно. В зависимости от точки раз-
резания γ-секретазой фрагмента C99 образуется либо 40 аминокислотный (Aβ40), 
либо 42 аминокислотный (Aβ42) экстраклеточный фрагмент Aβ (Thinakaran et al., 
2008). В случае БА равновесие между данными формами смещено в сторону Aβ42, 
более склонного к олигомеризации и формированию бляшек. Многие мутации в 
гене APP или фармакологическое ингибирование α-секретазы приводят к преоб-
ладанию β-секретазного пути процессинга над α-секретазным путем процессинга 
APP и повышенному образованию Aβ (Nunan, Smal, 2000). Активность α-секретазы 
находится под контролем протеинкиназы С (PKC) и зависит от концентрации каль-
ция в цитоплазме (Nelson et al., 2009). Наиболее токсичными считаются раствори-
мые олигомеры Aβ, состоящие из 2–12 пептидов (Demuro et al., 2010; Lacor et al., 
2007). Нерастворимая форма амилоидных образований рассматривается некоторы-
ми исследователями как способ утилизации и инактивации токсичных раствори-
мых форм Aβ (Demuro et al., 2010; Berridge, 2010).

Белки пресенилины известны как основные компоненты протеазного комплек-
са γ-секретазы – аспартиловой протеазы, осуществляющей разрезание белка APP 
(Thinakaran et al., 2008). Мутации в гене белка пресенилин-1 (PSEN1) относятся к 
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40% случаев аутосомно-доминантного наследования БА с ранним началом прояв-
ления симптомов в возрасте от 40 лет, и только 1% случаев приходится на мутации 
в гене белка пресенилин-2 (PSEN2). Более 176 разных мутаций, связанных с НБА, 
известны в гене белка пресенилин-1 и 14 мутаций в гене белка пресенилин-2. Де-
фекты в гене белка пресенилин-1 приводят к быстрой прогрессии заболевания, со-
провождающейся паркинсонизмом (Bekris et al., 2010; Wolfe, 2007).

Ген PSEN1 локализован на 14-й хромосоме и кодирует трансмембранный белок 
пресенилин-1 (PS1), состоящий из 467 аминокислот. Его гомолог PSEN2 локализо-
ван на 1-й хромосоме и кодирует белок пресенилин-2 (PS                                            2), состоящий из 448 ами-
нокислот. Белки PS1 и PS2 экспрессируются преимущественно в тканях головного 
мозга. Они имеют массу около 50 кДa, состоят из 9 трансмембранных доменов и 
локализованы в мембранах аппарата Гольджи и эндоплазматического ретикулума 
(ЭР) (Bekris et al., 2010). Было показано, что PS1 и PS2 способны формировать 
ионные каналы с низкой проводимостью. Эти каналы опосредуют выход кальция 
из просвета ЭР в цитоплазму за счет градиента концентрации кальция (Nelson et 
al., 2007; Tu et al., 2006). Кроме того, пресенилины подвергаются эндопротеолизу с 
образованием С-концевого (CTF) и N-концевого (NTF) фрагментов массой 18 кДa 
и 28 кДa для PS1 и 23 кДa и 35 кДa для PS2 соответственно. Разрезание происходит 
внутри гидрофильной петли между 6 и 7 трансмембранными доменами (HL), что, 
по всей видимости, изменяет конформацию фермента и переводит его в активное 
состояние. Ключевым моментом в активации эндопротеолиза является связывание 
белка PS1 с белком PSENEN (                                                                                            presenilin enhancer 2). Мутантный белок                    и-PS1 с делец
ей 9 экзона (PS1 DE9), кодирующего участок HL, демонстрирует ферментативную 
активность в отсутствие PSENEN и эндопротеолиза (Ahn et al., 2010). В комплексе 
с белками никастрин (Nct), Aph-1 (anterior pharynx defective 1) и PSENEN оба фраг-
мента пресенилинов входят в состав γ-секретазного комплекса (De Strooper, 2003; 
Sato et al., 2007). Этот комплекс осуществляет ферментативное разрезание многих 
трансмембранных белков, в том числе APP, Notch, белков E- и N-кадгеринов, a- и 
b-катенинов, нейрегулина внутри их трансмембранного домена (Georgakopoulos et 
al., 1999; Marambaud et al., 2003; Wiley et al., 2005; Dejaegere et al., 2008).

Мыши с нокаутом гена белка  PS1 нежизнеспособны (PSEN1-/-). Мыши с услов-
ным двойным нокаутом гена в переднем мозге в постнатальном периоде жизнеспо-
собны, но демонстрируют нарушения когнитивных способностей – запоминания и 
ориентации в пространстве (Shen et al., 1997; Yu et al., 2001). В нейронах таких мышей 
были обнаружены нарушения процесса выброса нейромедиаторов, долгосрочной по-
тенциации, и сниженная экспрессия белков, находящихся под контролем транскрип-
ционного фактора CREB (Saura et al., 2004; Watanabe et al., 2009; Zhang et al., 2009а, 
2010). Было показано, что данные нарушения кальций-зависимы (Zhang et al., 2010). 
Мыши PSEN2-/- практически не отличаются от мышей дикого типа. По всей видимос-
ти, белок PS1 более важен для нормального развития и функционирования нервной 
системы, чем белок PS2, что может объяснять преобладающее количество мутаций в 
гене белка PS1, связанных с БА (Elder et al., 2010). Мутации в генах PSEN1 и PSEN2 
приводят к увеличению продукции Aβ42 и изменению соотношения Aβ42:Aβ40 в 
пользу Aβ42 (Bentahir et al., 2006; Page et al., 2007; Kuperstein et al., 2010).
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Каким образом реализуется данный процесс, точно неизвестно. Существо-
вало предположение, что мутации приводят к усилению функции γ-секретазы. 
Однако ряд исследований показал, что мутации приводят скорее к гипофункции 
γ-секретазы (Wolfe, 2007). С помощью компьютерного анализа было установлено, 
что около 75% мутаций в гене PSEN1 локализуются в наиболее консервативных 
участках и, вероятнее всего, приводят к потере функции γ-секретазы (Kim, Kim, 
2008). При этом в трансгенных мышиных моделях БА с одновременной вставкой 
мутантных генов APP и PSEN1 происходит многократное увеличение числа амило-
идных образований по сравнению с трансгенной моделью, экспрессирующей толь-
ко мутантный APP (Kohler et al., 2005; Flood et al., 2002). Комбинация мутантной 
аллели PSEN1 c PSEN1-/- вызывает увеличение количества Aβ42, но комбинация ал-Aβ42, но комбинация ал-42, но комбинация ал-
лели PSEN1 дикого типа с той же мутантной аллелью не приводит к такому эффек-
ту (Wang et al., 2006). Следовательно, общее увеличение активности γ-секретазы не 
является причиной увеличения количества Aβ42. Некоторые исследователи счита-Aβ42. Некоторые исследователи счита-42. Некоторые исследователи счита-
ют, что гипофункция γ-секретазы приводит к недорезанию фрагмента APP с обра-APP с обра- с обра-
зованием более длинных форм Aβ (De Strooper, 2007; Wolfe, 2007).

Другим объяснением влияния мутаций в гене PSEN1 на образование Aβ явля-Aβ явля- явля-
ется преобладание пути разрезания белка APP β-секретазой BACE1 за счет умень-APP β-секретазой BACE1 за счет умень- β-секретазой BACE1 за счет умень-BACE1 за счет умень-1 за счет умень-
шения роли α-секретазы и/или повышения роли секретазы BACE1. Увеличение 
экспрессии и активности секретазы BACE1 было обнаружено в мышиных фиброб-BACE1 было обнаружено в мышиных фиброб-1 было обнаружено в мышиных фиброб-
ластах экспрессирующих белки с мутациями PS1 M146V, S170F и L392V (Giliberto 
et al., 2008). Данные изменения могут быть связаны с влиянием белков PS1 и PS2 
на кальциевый гомеостаз, так как экспрессия секретазы BACE1 находится под кон-BACE1 находится под кон-1 находится под кон-
тролем транскрипционного фактора NFκB или CREB (Nunan, Smal, 2000; Buggia-
Prevot et al., 2008), а активность α-секретазы находится под контролем PKC (Hung 
et al., 1993; Sinha, Lieberburg, 1999), регулируемых, в свою очередь, концентрацией 
внутриклеточного кальция.

3. Трансгенные мыши как модель наследственной 
болезни Альцгеймера

С того момента как было обнаружено, что мутации в генах APP и PSEN1 яв-
ляются причиной БА, не прекращались попытки создания трансгенных моделей 
данного заболевания.

Увеличение экспрессии мышиного APP никогда не приводило к образованию 
амилоидных бляшек и развитию патологий в мозге трансгенных мышей (Dewachter 
et al., 2000; Kohler et al., 2005). Это объясняется различной аминокислотной после- al., 2000; Kohler et al., 2005). Это объясняется различной аминокислотной после-al., 2000; Kohler et al., 2005). Это объясняется различной аминокислотной после-., 2000; Kohler et al., 2005). Это объясняется различной аминокислотной после-Kohler et al., 2005). Это объясняется различной аминокислотной после- et al., 2005). Это объясняется различной аминокислотной после-et al., 2005). Это объясняется различной аминокислотной после- al., 2005). Это объясняется различной аминокислотной после-al., 2005). Это объясняется различной аминокислотной после-., 2005). Это объясняется различной аминокислотной после-
довательностью человеческого и мышиного APP, отличающейся на 17 аминокис-APP, отличающейся на 17 аминокис-, отличающейся на 17 аминокис-
лот, 3 из которых локализованы в последовательности Aβ. Для развития патологии 
у мышей необходима экспрессия мутантного человеческого APP (hAPP) (Crews et 
al., 2010). В различных моделях экспрессия мутантного hAPP приводила к образо-., 2010). В различных моделях экспрессия мутантного hAPP приводила к образо-hAPP приводила к образо- приводила к образо-
ванию амилоидных бляшек, потере синапсов и смерти нейронов и как следствие  – 
нарушению когнитивных способностей. Однако все эти эффекты имели слабовы-
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раженный характер. Это обстоятельство привело к выводу, что данная модель не 
может отражать полный фенотип патологии БА, но может быть использована для 
изучения патологического влияния Aβ на нейроны (Duyckaerts et al., 2008).

Мыши с экспрессией мутантных PS1 под контролем специфичного для нейро-PS1 под контролем специфичного для нейро-1 под контролем специфичного для нейро-
нов промотора Thy-1 имели признаки нейродегенеративных процессов в мозге – 
потерю синапсов и гибель нейронов в области гиппокампа и неокортекса (Scheuner 
et al., 1996; Auffret et al., 2009). Увеличение уровня экспрессии PS1 не могло пос- al., 1996; Auffret et al., 2009). Увеличение уровня экспрессии PS1 не могло пос-al., 1996; Auffret et al., 2009). Увеличение уровня экспрессии PS1 не могло пос-., 1996; Auffret et al., 2009). Увеличение уровня экспрессии PS1 не могло пос-Auffret et al., 2009). Увеличение уровня экспрессии PS1 не могло пос- et al., 2009). Увеличение уровня экспрессии PS1 не могло пос-et al., 2009). Увеличение уровня экспрессии PS1 не могло пос- al., 2009). Увеличение уровня экспрессии PS1 не могло пос-al., 2009). Увеличение уровня экспрессии PS1 не могло пос-., 2009). Увеличение уровня экспрессии PS1 не могло пос-PS1 не могло пос-1 не могло пос-
лужить причиной данных изменений, т.к. они не были обнаружены у трансгенных 
мышей со вставкой дополнительного гена PS1 (Elder et al., 2010). В мозге мышей с 
экспрессией мутантных PS1 не было выявлено образования амилоидных бляшек, 
тем не менее, уровень Aβ42 был значительно повышен по сравнению с Aβ40. В 
случае мутаций PS1 I213T, A246E и PS1 �E9 было показано образование гипер-PS1 I213T, A246E и PS1 �E9 было показано образование гипер-1 I213T, A246E и PS1 �E9 было показано образование гипер-I213T, A246E и PS1 �E9 было показано образование гипер-213T, A246E и PS1 �E9 было показано образование гипер-T, A246E и PS1 �E9 было показано образование гипер-, A246E и PS1 �E9 было показано образование гипер-A246E и PS1 �E9 было показано образование гипер-246E и PS1 �E9 было показано образование гипер-E и PS1 �E9 было показано образование гипер- и PS1 �E9 было показано образование гипер-PS1 �E9 было показано образование гипер-1 �E9 было показано образование гипер-E9 было показано образование гипер-9 было показано образование гипер-
фосфориллированного белка тау (Lazarov et al., 2006; Tanemura et al., 2006). В мозге 
трансгенных мышей с мутациями PS1 L286V, M146V, M146L и A246E был обна-PS1 L286V, M146V, M146L и A246E был обна-1 L286V, M146V, M146L и A246E был обна-L286V, M146V, M146L и A246E был обна-286V, M146V, M146L и A246E был обна-V, M146V, M146L и A246E был обна-, M146V, M146L и A246E был обна-M146V, M146L и A246E был обна-146V, M146L и A246E был обна-V, M146L и A246E был обна-, M146L и A246E был обна-M146L и A246E был обна-146L и A246E был обна-L и A246E был обна- и A246E был обна-A246E был обна-246E был обна-E был обна- был обна-
ружен ряд патологических изменений, включающих потерю синапсов и массовую 
гибель нейронов в гиппокампе и неокортексе, усиливающихся с возрастом (Rutten 
et al., 2005; Priller et al., 2007; Auffer et al., 2009; Elder et al., 2010).

С целью дополнить фенотип модели на основе трансгенных лабораторных жи-
вотных при создании линий дважды трансгенных мышей APP/PS1 ряд мутаций в 
гене белка PS1 был скомбинирован с мутантным геном APPswe (APPKM670/671NL). 
В мозге APP/PS1-мышей была отмечена потеря нейронов в области гиппокампа 
и неокортекса, соответствующая фенотипу БА. У таких мышей были обнаруже-
ны гистологические признаки БА, включающие образование амилоидных бляшек 
и наличие гиперфосфорилированного белка тау. При этом у дважды трансгенных 
мышей APP/PS1 уровень амилоидных образований был значительно повышен по 
сравнению с трансгенными мышами со вставкой одного гена APPswe. Для дважды 
трансгенных мышей также были показаны изменения в поведении, связанные с 
запоминанием и обучением (Duyckaerts et al., 2008; Elder et al., 2010).

У трансгенных моделей животных со вставкой мутантных APP и PS1 раздельно 
или вместе, тем не менее, не было показано образование нейрофибриллярных узел-
ков из гиперфосфорилированного тау. Мутации в гене белка тау связаны с наследу-тау. Мутации в гене белка тау связаны с наследу-. Мутации в гене белка тау связаны с наследу-тау связаны с наследу- связаны с наследу-
емой формой лобно-височной деменции, характеризующейся образованием нейро-
фибриллярных узелков и массовой гибелью нейронов в лобных и височных долях 
головного мозга (Terwel et al., 2005). Мутант тау P301L был использован для со-Terwel et al., 2005). Мутант тау P301L был использован для со- et al., 2005). Мутант тау P301L был использован для со-et al., 2005). Мутант тау P301L был использован для со- al., 2005). Мутант тау P301L был использован для со-al., 2005). Мутант тау P301L был использован для со-., 2005). Мутант тау P301L был использован для со-тау P301L был использован для со- P301L был использован для со-
здания трижды трансгенных мышей 3XTG в качестве модели БА. Мыши 3XTG со 
вставкой генов APPKM670/671NL, PS1 M146V и тау P301L демонстрируют более 
полный фенотип БА. Также как у пациентов с БА, в мозге 3XTG-мышей происходит 
образование амилоидных бляшек и нейрофибриллярных узелков, сопровождающе-
еся гибелью нейронов гиппокампа и неокортекса (Duyckaerts et al., 2008). В гиппо-Duyckaerts et al., 2008). В гиппо- et al., 2008). В гиппо-et al., 2008). В гиппо- al., 2008). В гиппо-al., 2008). В гиппо-., 2008). В гиппо-
кампе 3XTG-мышей было показано понижение уровня синаптической передачи и 
долгосрочной потенциации, развивающееся к шести месяцам жизни. В нейронах 
гиппокампа этих мышей было обнаружено нарушение кальциевого гомеостаза: по-
вышение содержания кальция в просвете ЭР, повышение уровня экспрессии RyR и 
подавление депо-управляемого входа кальция (Zhang et al., 2009b). У 3XTG-мышей 
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были обнаружены нарушения памяти и обучения, развивающиеся с возрастом. 
Поведение этих мышей в возрасте 6 месяцев отличается от поведения контроль-
ных животных. При выполнении различных заданий 3XTG-мыши демонстрируют 
высокий уровень беспокойства, повышение уровня реакций замирания, снижение 
показателей исследовательского поведения, понижение сенсомоторных реакций, 
локомоторной активности и снижение способности повторного узнавания объекта 
(Oddo et al., 2003). Эти изменения соответствуют нарушению работы гиппокампа и 
миндалевидного тела, а также соотносятся с нейропсихиатрическими симптомами 
БА у человека (Sterniczuk et al., 2010a,b). Таким образом, на данный момент наибо-Sterniczuk et al., 2010a,b). Таким образом, на данный момент наибо- et al., 2010a,b). Таким образом, на данный момент наибо-et al., 2010a,b). Таким образом, на данный момент наибо- al., 2010a,b). Таким образом, на данный момент наибо-al., 2010a,b). Таким образом, на данный момент наибо-., 2010a,b). Таким образом, на данный момент наибо-a,b). Таким образом, на данный момент наибо-,b). Таким образом, на данный момент наибо-b). Таким образом, на данный момент наибо-). Таким образом, на данный момент наибо-
лее удачной моделью БА являются трансгенные мыши 3XTG, демонстрирующие 
наибольшее совпадение с фенотипом данного заболевания.

4. Роль амилоида-β в болезни Альцгеймера

Причина БА не известна. Однако является общепринятым, что центральную 
роль в патологии как спорадической, так и наследственной БА играет Aβ, олиго-Aβ, олиго-β, олиго-
меры которого образуют бляшки в тканях головного мозга. Данная гипотеза носит 
название «амилоидной гипотезы», а события, происходящие в результате патологи-
ческого воздействия Aβ на нейроны, называются «амилоидным каскадом» (Demuro 
et al., 2010). Существует общее мнение, что мишенью для амилоидных олигомеров 
являются синапсы, в частности постсинаптические окончания. Наиболее вероятны-
ми претендентами на роль рецептора к амилоиду являются: прионный белок, α-7-
никотиновый рецептор, метаботропный глутаматный рецептор (mGluR) и NMDA-
рецептор (Wang et al., 2000; Demuro et al., 2010; Ferreira et al., 2012). В соответствии 
с амилоидной гипотезой образование агрегатов Aβ предшествует образованию 
нейрофибриллярных узелков из гиперфосфорилированного белка тау, который в 
свою очередь опосредует токсическое влияние Aβ на нейроны (Ittner et al., 2010; 
Ittner, Gotz, 2011). В норме белок тау ассоциирован с микротрубочками и участвует 
в процессе аксонального транспорта в нейронах. Способность белка тау связывать-тау связывать- связывать-
ся с микротрубочками регулируется за счет фосфорилирования (Duyckaerts et al., 
2009). При БА происходит увеличение сайтов фосфорилирования белка тау, сайты 
Thr231 и Ser262 считаются специфичными для БА (Alonso et al., 2010). Причины 
появления гиперфосфорилированной формы белка тау, не характерной для диффе-тау, не характерной для диффе-, не характерной для диффе-
ренцированных нейронов в норме, до конца не ясны. Предположительно, гипер-
фосфорилирование белка тау осуществляется киназой GSK-3β. Взаимосвязь меж-тау осуществляется киназой GSK-3β. Взаимосвязь меж- осуществляется киназой GSK-3β. Взаимосвязь меж-GSK-3β. Взаимосвязь меж--3β. Взаимосвязь меж-
ду активностью данной киназы и образованием нейрофибриллярных узелков была 
показана в нейронах мышиных трансгенных моделей НБА (Caccamo et al., 2007). 
Вторичность возникновения нейрофибриллярных узелков и тау-опосредуемая реа-тау-опосредуемая реа--опосредуемая реа-
лизация цитотоксичности были подтверждены в исследованиях, в которых исполь-
зование иммунизации против Aβ снижало уровень образования нейрофибрилляр-Aβ снижало уровень образования нейрофибрилляр-β снижало уровень образования нейрофибрилляр-
ных узелков, а также в исследованиях с использованием тау-/- мышей, демонстри-
ровавших снижение токсического влияния Aβ на нейроны в условиях отсутствия 
экспрессии гена белка tau. Возможно, что воздействие гиперфосфорилированного 
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белка tau на чувствительность NMDAR к Aβ опосредовано киназой FYN (Ittner et 
al., 2010; Ittner, Gotz, 2011). Таким образом, взаимное влияние белка тау и Aβ можно 
описать как своеобразное цитотоксическое «pasdedeux» (Ittner, Gotz, 2011).

Один из результатов негативного действия Aβ на нейроны – это нарушение 
кальциевого гомеостаза. Известно, что аппликация Aβ к культуре нейронов приво-Aβ к культуре нейронов приво-β к культуре нейронов приво-
дит к повышению уровня концентрации кальция в цитоплазме (Mattson et al., 1992). 
Было показано, что Aβ может оказывать влияние на активность потенциал-управ-Aβ может оказывать влияние на активность потенциал-управ-β может оказывать влияние на активность потенциал-управ-
ляемых кальциевых каналов (N-, P- и Q-типов) на никотиновый ацетилхолиновый 
рецептор (α7-nAChR), ионотропные глутаматные рецепторы AMPA и NMDA, до-nAChR), ионотропные глутаматные рецепторы AMPA и NMDA, до-), ионотропные глутаматные рецепторы AMPA и NMDA, до-AMPA и NMDA, до- и NMDA, до-NMDA, до-, до-
паминовые и серотониновые рецепторы. Существуют доказательства связи меж-
ду Aβ и холинэргической и глутаматэргической нейромедиаторными системами в 
патологии БА. Такие рецепторы, как α7-nAChR, AMPA, NMDA, проводят кальций 
из внеклеточной среды и экспрессируются в большом количестве в коре больших 
полушарий и гиппокампе, где при БА происходит массовая потеря нейронов (De-De-
muro et al., 2010). Также было показано, что Aβ способен формировать неселек- et al., 2010). Также было показано, что Aβ способен формировать неселек-et al., 2010). Также было показано, что Aβ способен формировать неселек- al., 2010). Также было показано, что Aβ способен формировать неселек-al., 2010). Также было показано, что Aβ способен формировать неселек-., 2010). Также было показано, что Aβ способен формировать неселек-Aβ способен формировать неселек-β способен формировать неселек-
тивные ионные каналы в плазматической мембране, обогащенной фосфатидилсе-
рином, нарушая тем самым обмен ионов между клеткой и внеклеточной средой. 
Повышенный уровень фосфатидилсерина характерен для клеток с пониженным 
уровнем обеспечения клеток энергией митохондриями. Таким образом, Aβ может 
принимать участие в гибели нейронов в результате нарушения работы митохонд-
рий (Demuro et al., 2010; Supnet, Bezprozvanny, 2010).

5. Кальциевая гипотеза болезни Альцгеймера

Нарушение кальциевого гомеостаза рассматривается как причина патологии 
БА в так называемой «кальциевой гипотезе». Для кальциевой гипотезы нехарак-
терно отрицание роли Aβ или белка тау в прогрессии заболевания. Существенным 
отличием кальциевой гипотезы является предположение о том, что нарушение 
кальциевого гомеостаза предшествует появлению амилоидных бляшек, нейрофиб-
риллярных узелков и массовой гибели нейронов. Согласно данной гипотезе, в ре-
зультате первичного нарушения кальциевого гомеостаза происходит образование 
амилоидных бляшек, которые в свою очередь оказывают влияние на кальциевые 
каналы, рецепторы и другие сигнальные молекулы, действуя по принципу положи-
тельной обратной связи (Berridge, 2010; Demuro et al., 2010; Mattson, 2010; Supnet, 
Bezprozvanny, 2010).

Подтверждением этой гипотезы служат данные о том, что деполяризация мем-
браны и активация кальциевых каналов L-типа, аппликация к культуре нейронов 
кальциевых ионофоров или повышение внутриклеточной концентрации кальция в 
таких условиях, как ишемия, приводят к увеличению продукции Aβ42 (Pierrot et al., 
2004; Berridge, 2010). Более того, в исследованиях, проведенных на фибробластах 
людей с НБА и мышиных трансгенных моделях БА, было показано, что нарушение 
кальциевого гомеостаза предшествует проявлению симптомов и гистологических 
маркеров БА (Ito et al., 1994; Gibson et al., 1996). Существует также связь между 
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нарушением кальциевого гомеостаза и появлением нейрофибриллярных узелков, 
образованных цитоскелетным белком tau. Было показано, что нейроны с высоким 
уровнем экспрессии кальций-зависимой протеазы кальпаин и кальмодулин-зависи-
мой киназы II с наибольшей вероятностью образуют нейрофибриллярные узелки 
на ранних стадиях развития заболевания в мозге больных БА (McKee et al., 1990). 
Чрезмерная активация глутаматных рецепторов в нейронах гиппокампа приводит 
к изменениям в работе тау и микротрубочек и образованию структур, подобных 
нейрофибриллярным узелкам (Mattson, 1990). Также на первичной культуре корти-Mattson, 1990). Также на первичной культуре корти-, 1990). Также на первичной культуре корти-
кальных нейронов было напрямую показано кальций-зависимое фосфорилирова-
ние и дефосфорилирование белка тау, опосредованное киназой GSK-3β и фосфата-тау, опосредованное киназой GSK-3β и фосфата-, опосредованное киназой GSK-3β и фосфата-GSK-3β и фосфата--3β и фосфата-
зой кальцинейрин (Pierrot et al., 2006).

Уникальность иона кальция заключается в его участии в большом количестве 
клеточных процессов: возбудимости мембраны, выбросе нейромедиаторов, росте 
аксона, активности митохондрий, внутриклеточной передаче сигналов и экспрессии 
генов, клеточной дифференцировке и апоптозе. Кальций является универсальным 
вторичным посредником и участвует в передаче сигналов, регулируя активность 
многих ферментов, таких как кальмодулин-зависимые киназы, протеинкиназа С, 
NO-синтаза, протеаза кальпаин, фосфотаза кальцинейрин, а также транскрипци--синтаза, протеаза кальпаин, фосфотаза кальцинейрин, а также транскрипци-
онных факторов NFκB, NFAT и CREB (Bito et al., 2003; Toescu, Verkhratsky, 2007; 
Amici et al., 2009).

В регуляцию концентрации Ca2� в нейронах вовлекается большое количест-
во Ca2�-каналов: потенциал-управляемые Ca2�-каналы плазматической мембраны 
(VGCC), NMDA рецепторы, AMPA-рецепторы, кальциевый канал CALHM1 и де-CALHM1 и де-1 и де-
по-управляемые кальциевые каналы. Высвобождение Ca2� из ЭР осуществляется 
рецепторами инозитол-1,4,5-трисфосфата (IP3R) и рианодиновыми рецепторами 
(RyR) (LaFerla, 2002; Thibault et al., 2007; Emptage et al., 2010; Gallego-Sandin et al., 
2011). Помпа SERCA в ЭР, Ca2�-помпа плазматической мембраны и Na�/Ca2�-об-
менник плазматической мембраны контролируют концентрацию Ca2� в цитоплазме 
в узком диапазоне значений. В формировании цитоплазматических Са2�-сигналов 
важную роль играют митохондрии. Митохондриальный Ca2�-переносчик (MCU) 
является ионным каналом, который вовлекается в мощный и быстрый вход кальция 
в митохондрии (LaFеrla, 2002) (рис. 1).

Внутриклеточная концентрация кальция в нейронах регулируется, в том числе 
за счет кальциевых буферов, основу которых представляют кальций-связывающие 
белки. К таким белкам относятся кальбандин, парвальбумин и кальретинин, ши-
роко экспрессирующиеся в центральной нервной системе. Отделы головного моз-
га, нейроны внутри одного отдела мозга и нейроны различных нейромедиаторных 
систем отличаются по преобладающей форме, уровню экспрессии кальций-связы-
вающего буферного белка и, соответственно, по буферной емкости. Таким образом, 
нейроны отличаются по чувствительности к изменению концентрации кальция 
(Toescu, Verkhratsky, 2007).

Такое многообразие Ca2�-зависимых элементов обеспечивает возможность тон-
кой Ca2�-зависимой регуляции нейрональных функций во временной шкале, варь-
ирующей от микросекунд (как в случае с Сa2�-зависимым слиянием синаптичес-
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кого пузырька с пресинаптической мембраной) до секунд и минут (как в случае с 
Ca2�-зависимым фосфорилированием и дефосфорилированием) и до дней и даже 
лет (как в случае с Ca2�-зависимыми изменениями в нейрональной экспрессии ге-
нов). Эти Ca2�-зависимые процессы ведут к кратковременным и долговременным 
изменениям возбудимости нейронов (посредством изменения активности ионных 
каналов и характера их экспрессии) и к изменениям синаптической передачи (пос-
редством модификации синаптической «машинерии» и облегчения формирования 
или разобщения синаптических связей) (Harney et al., 2006).

Процесс запоминания связан с активацией долгосрочной потенциации и увели-
чением пластичности глутаматергических синапсов в гиппокампе. Долгосрочная 
потенциация запускается за счет достижения критической концентрации Са2� в ней-
ронах при активации глутаматных рецепторов AMPAR, NMDAR и mGluR в ответ 
на выброс глутамата из пресинаптических окончаний. Поддержание долгосрочной 
потенциации происходит за счет Са2� в качестве вторичного посредника (Harney et 
al., 2006). Процесс стирания памяти связан с активацией долгосрочной депрессии, 
которая происходит при меньших концентрациях Са2� в цитоплазме. Основная роль 
в регуляции долгосрочной депрессии в гиппокампе отводится mGluR и кальций-за-mGluR и кальций-за- и кальций-за-
висимой фосфатазе кальцинейрин. Кальцинейрин может активировать эндоцитоз 

Рис. 1. Регуляция концентрации кальция в нейронах. Цитируется по (La Ferla, 2002) с изменени-
ями. Объяснение в тексте
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AMPAR и NMDAR, уменьшая, таким образом, силу синаптической связи между 
нейронами (Foster, 2007; Toescu, Verkhratsky, 2007).

Риск развития БА увеличивается с возрастом. Для объяснения временных из-
менений в мозге, способствующих развитию заболевания, была предложена ин-
тегральная модель зависимых от возраста изменений в обороте гиппокампального 
Ca2� (Gant et al., 2006). Сравнительные исследования нейронов молодых и старых 
грызунов показали, что основные элементы Са2�-сигнализации в нейронах под-
вергаются значительным возрастным изменениям (Toescu, Verkhratsky, 2007) В 
стареющих нейронах было обнаружено увеличение концентрации Ca2� через уси-
ление высвобождения Ca2� из внутриклеточных депо через IP3R и RyR, усиление 
входа Ca2� через потенциал-активируемые кальциевые каналы L-типа, увеличение 
медленной следовой гиперполяризации вследствие активации Ca2�-зависимых K�-
каналов, уменьшение вклада NMDAR-опосредованного входа Ca2�, уменьшение 
цитоплазматической буферной емкости. Такие изменения приводят к усилению 
восприимчивости к индукции долгосрочной депрессии и к увеличению пороговой 
частоты для запуска долгосрочной потенциации в стареющих нейронах (Foster, 
2007). Таким образом, возрастные изменения могут способствовать усилению тех 
патологических изменений в кальциевой сигнализации, которые предшествуют 
развитию симптомов БА.

6. Мутации в гене белка пресенилин-1 
приводят к нарушению гомеостаза кальция

Известно более 176 мутаций в гене белка пресенилин-1 (PS1), связанных с 
НБА, на долю этих мутаций приходится около 40% случаев НБА. Первоначально 
связь между PS1 и Ca2�-сигнализацией была установлена, когда появилось сооб-
щение об аномально большом выбросе кальция из ЭР в ответ на действие IP3 в 
фибробластах пациентов с НБА (Ito et al., 1994; Etcheberrigaray et al., 1998). Сход-Ito et al., 1994; Etcheberrigaray et al., 1998). Сход- et al., 1994; Etcheberrigaray et al., 1998). Сход-et al., 1994; Etcheberrigaray et al., 1998). Сход- al., 1994; Etcheberrigaray et al., 1998). Сход-al., 1994; Etcheberrigaray et al., 1998). Сход-., 1994; Etcheberrigaray et al., 1998). Сход-Etcheberrigaray et al., 1998). Сход- et al., 1998). Сход-et al., 1998). Сход- al., 1998). Сход-al., 1998). Сход-., 1998). Сход-
ные данные были получены в экспериментах на ооцитах Xenopus laevis (Leissring 
et al., 1999), на фибробластах и кортикальных нейронах мышей, экспрессирующих 
мутантные формы PS1, характерные для НБА (Leissring et al., 2000; Stutzmann et 
al., 2004, 2006). Кальций-индуцируемый кальциевый ответ через RyR также был 
увеличен в клетках линии PC12, линии SH-SY5 и кортикальных нейронах мышей, 
экспрессирующих мутантные формы PS1, характерные для НБА (Chan et al., 2000; 
Stutzmann et al., 2006; Rybalchenko et al., 2008). Изучение влияния мутаций в PS1 на 
биофизические свойства каналов RyR и IP3R (Cheung et al., 2008; Rybalchenko et al., 
2008) показали увеличение вероятности их открытого состояния и, как следствие, 
увеличение индуцированного выхода кальция из ЭР. По всей видимости, к такому 
эффекту приводит повышенная концентрация кальция в ЭР, показанная в нейронах 
и фибробластах мышей, экспрессирующих мутантные формы PS1. Изменение кон-PS1. Изменение кон-1. Изменение кон-
центрации кальция в ЭР рассматривается как основная причина нарушения депо-
управляемого входа кальция, связанного с мутациями в гене белка PS1 (Tu et al., 
2006; Nelson et al., 2007).
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Увеличение выброса кальция из ЭР за счет RyR или IP3R и нарушение депо-уп- и нарушение депо-уп-
равляемого входа кальция могут оказывать действие на индуцированный выброс 
глутамата в синаптическую щель и, как следствие, на синаптическую пластичность 
(Chakroborty et al., 2009). Нарушение синаптической передачи было обнаружено в 
переживающих срезах гиппокампа трансгенных мышей с экспрессией мутантных 
форм PS1. В гиппокампе мышей с мутацией PS1 M146V нарушена холинэргичес-PS1. В гиппокампе мышей с мутацией PS1 M146V нарушена холинэргичес-1. В гиппокампе мышей с мутацией PS1 M146V нарушена холинэргичес-PS1 M146V нарушена холинэргичес-1 M146V нарушена холинэргичес-M146V нарушена холинэргичес-146V нарушена холинэргичес-V нарушена холинэргичес- нарушена холинэргичес-
кая модуляция долгосрочной потенциации. По сравнению с мышами дикого типа 
у трансгенных мышей в нейронах гиппокампа были отмечены ингибирование дол-
госрочной потенциации в ответ на активацию мускаринового ацетилхолинового 
рецептора и пониженная активность NMDAR (Wang et al., 2000). В культуре корти-NMDAR (Wang et al., 2000). В культуре корти- (Wang et al., 2000). В культуре корти-Wang et al., 2000). В культуре корти- et al., 2000). В культуре корти-et al., 2000). В культуре корти- al., 2000). В культуре корти-al., 2000). В культуре корти-., 2000). В культуре корти-
кальных нейронов мышей PS1 L286V и PS1 A246E была обнаружена повышенная 
чувствительность к токсическому действию глутамата, индуцирующему гибель 
нейронов. Предположительно, токсическое действие глутамата связано с большим 
выбросом Са2� из ЭР в ответ на активацию RyR и IP3R. Гипотеза о Са2�-зависи-
мой токсичности глутамата подтверждается тем, что использование специфичес-
ких блокаторов RyR и кальциевых каналов L-типа предотвращает его токсическое 
действие на нейроны с мутантными PS1 (Scheuner et al., 1996; Guo et al., 1999; 
Schneider et al., 2001).

Увеличение концентрации кальция в ЭР в результате мутаций в белке PS1 яв-PS1 яв-1 яв-
ляется наиболее вероятной причиной описанных выше нарушений. По всей ви-
димости, к такому результату приводит потеря функции канала белком PS1, опос-PS1, опос-1, опос-
редующим конститутивный выход кальция из ЭР в цитоплазму за счет градиента 
концентрации (Zhang et al., 2009b).

7. Белок пресенилин-1 работает как канал «утечки» кальция
из эндоплазматического ретикулума

В экспериментах с использованием бислойных липидных мембран (БЛМ) было 
показано, что белок PS1 способен формировать ионные каналы низкой проводи-PS1 способен формировать ионные каналы низкой проводи-1 способен формировать ионные каналы низкой проводи-
мости, опосредующие транспорт ионов Ba2�. При исследовании влияния мутаций, 
характерных для НБА, на функцию канала белка PS1 было показано, что мутации 
PS1 M146V, L166P, E273A, G384A, P436Q приводят к потере функции канала бел-1 M146V, L166P, E273A, G384A, P436Q приводят к потере функции канала бел-M146V, L166P, E273A, G384A, P436Q приводят к потере функции канала бел-146V, L166P, E273A, G384A, P436Q приводят к потере функции канала бел-V, L166P, E273A, G384A, P436Q приводят к потере функции канала бел-, L166P, E273A, G384A, P436Q приводят к потере функции канала бел-L166P, E273A, G384A, P436Q приводят к потере функции канала бел-166P, E273A, G384A, P436Q приводят к потере функции канала бел-P, E273A, G384A, P436Q приводят к потере функции канала бел-, E273A, G384A, P436Q приводят к потере функции канала бел-E273A, G384A, P436Q приводят к потере функции канала бел-273A, G384A, P436Q приводят к потере функции канала бел-A, G384A, P436Q приводят к потере функции канала бел-, G384A, P436Q приводят к потере функции канала бел-G384A, P436Q приводят к потере функции канала бел-384A, P436Q приводят к потере функции канала бел-A, P436Q приводят к потере функции канала бел-, P436Q приводят к потере функции канала бел-P436Q приводят к потере функции канала бел-436Q приводят к потере функции канала бел-Q приводят к потере функции канала бел- приводят к потере функции канала бел-
ком PS1, мутация PS1 �E9 оказывает обратный эффект и усиливает транспорт ио-PS1 �E9 оказывает обратный эффект и усиливает транспорт ио-1 �E9 оказывает обратный эффект и усиливает транспорт ио-�E9 оказывает обратный эффект и усиливает транспорт ио-9 оказывает обратный эффект и усиливает транспорт ио-
нов через канал, а мутации PS1 D257A, L113P, G183V и PS1-Rins352 не оказывают 
влияния на ток ионов через данный канал (Tu et al., 2006; Nelson et al., 2007). По 
аналогии с другими известными ионными каналами, функциональные каналы PS1, 
вероятно, являются мультимерами нескольких субъединиц PS1. Мутантный белок 
PS1 M146V оказывает негативное влияние на способность канала PS1 проводить 
ионы Ba2� через БЛМ, образуя, по всей видимости, нефункциональный мультимер 
PS1:PS1 M146V (Tu et al., 2006) (рис. 2).

Генетическое удаление PS1 приводит к многократному повышению концентра-PS1 приводит к многократному повышению концентра-1 приводит к многократному повышению концентра-
ции кальция в ЭР фибробластов мышей, а также к уменьшению в 5,6 раз скорости 
пассивной утечки Ca2�, свидетельствуя о том, что пресенилины ответственны при-
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мерно за 80% общей эндогенной активности пассивной утечки Ca2� из ЭР (Tu et 
al., 2006; Nelson et al., 2007). Аналогичные результаты были получены на нейронах 
гиппокампа мышей с двойным нокаутом PS1 (DKO) и на нейронах гиппокампа 
мышиной модели БА со вставкой гена PS1 M146V (Zhang et al., 2009b). При экс-Zhang et al., 2009b). При экс- et al., 2009b). При экс-et al., 2009b). При экс- al., 2009b). При экс-al., 2009b). При экс-., 2009b). При экс-
прессии в фибробластах и нейронах гиппокампа DKO мышей мутантов PS1 �E9 и 
PS1 D257A или PS1 дикого типа происходило восстановление нормальной концен-1 D257A или PS1 дикого типа происходило восстановление нормальной концен-D257A или PS1 дикого типа происходило восстановление нормальной концен-257A или PS1 дикого типа происходило восстановление нормальной концен-A или PS1 дикого типа происходило восстановление нормальной концен- или PS1 дикого типа происходило восстановление нормальной концен-
трации кальция в просвете ЭР, чего не наблюдалось при экспрессии мутантов PS1 
M146V, L166P, A246E, E273A, G384A и P436Q (Tu et al., 2006; Nelson et al., 2007). 
Увеличение концентрации Ca2� в просвете ЭР и уменьшение скорости утечки Ca2� 
из ЭР были обнаружены в фибробластах пациентов с мутацией PS1 A246E (Nelson 
et al., 2007).

Функция PS1 в качестве канала в ЭР не зависит от активности γ-секретазы, т.к. 
мутант PS1 D257A, вызывающий потерю активности γ-секретазы вследствие заме-PS1 D257A, вызывающий потерю активности γ-секретазы вследствие заме-1 D257A, вызывающий потерю активности γ-секретазы вследствие заме-D257A, вызывающий потерю активности γ-секретазы вследствие заме-257A, вызывающий потерю активности γ-секретазы вследствие заме-A, вызывающий потерю активности γ-секретазы вследствие заме-, вызывающий потерю активности γ-секретазы вследствие заме-
ны функционального аспартата (Berezovska et al., 2000), не нарушает работу канала 
PS1 и восстанавливает концентрацию кальция до нормального уровня в нейронах 
и фибробластах мышей с двойным нокаутом гена PS1. Интересно, что мутанты PS1 
L113P, G183V и PS1-Rins352 не связаны с БА, а были идентифицированы как мута-113P, G183V и PS1-Rins352 не связаны с БА, а были идентифицированы как мута-P, G183V и PS1-Rins352 не связаны с БА, а были идентифицированы как мута-, G183V и PS1-Rins352 не связаны с БА, а были идентифицированы как мута-G183V и PS1-Rins352 не связаны с БА, а были идентифицированы как мута-183V и PS1-Rins352 не связаны с БА, а были идентифицированы как мута-V и PS1-Rins352 не связаны с БА, а были идентифицированы как мута- и PS1-Rins352 не связаны с БА, а были идентифицированы как мута-PS1-Rins352 не связаны с БА, а были идентифицированы как мута-1-Rins352 не связаны с БА, а были идентифицированы как мута-Rins352 не связаны с БА, а были идентифицированы как мута-352 не связаны с БА, а были идентифицированы как мута-
ции, приводящие к другому нейродегенеративному заболеванию – лобно-височной 
деменции, характеризующейся потерей нейронов в области лобных и височных до-
лей коры головного мозга (Hutton, 2004).

Тем не менее, ряд других групп не подтверждают участия белка PS1 в прове-PS1 в прове-1 в прове-
дении утечки кальция из ЭР в цитоплазму (Shilling et al., 2012; Wu et al., 2013). Ис-Shilling et al., 2012; Wu et al., 2013). Ис- et al., 2012; Wu et al., 2013). Ис-et al., 2012; Wu et al., 2013). Ис- al., 2012; Wu et al., 2013). Ис-al., 2012; Wu et al., 2013). Ис-., 2012; Wu et al., 2013). Ис-Wu et al., 2013). Ис- et al., 2013). Ис-et al., 2013). Ис- al., 2013). Ис-al., 2013). Ис-., 2013). Ис-
следования на тех же трансгенных мышах линии 3XTG и фибробластах с двойным 
нокаутом гена PS1 не показали изменения в утечке кальция из ЭР (Shilling et al., 
2012). Другая группа в то же время подтвердила роль белка PS2 в регуляции утечки 
кальция из ЭР (Bandara et al., 2013). Наша группа также обнаружила другой меха-Bandara et al., 2013). Наша группа также обнаружила другой меха- et al., 2013). Наша группа также обнаружила другой меха-et al., 2013). Наша группа также обнаружила другой меха- al., 2013). Наша группа также обнаружила другой меха-al., 2013). Наша группа также обнаружила другой меха-., 2013). Наша группа также обнаружила другой меха-
низм влияния мутаций в гене PS1 на содержание кальция в депо (Ryazantseva et al., 
2013). Полученные данные свидетельствуют о том, что нарушения депонирования 
кальция связаны с гиперактивностью кальциевых сенсоров ЭР STIM, регулирую-STIM, регулирую-, регулирую-
щих активность депо-управляемых кальциевых каналов и концентрацию кальция в 
депо и цитоплазме. Таким образом, гипотеза о роли PS1 в качестве каналов утечки 
кальция на данный момент остается противоречивой.

Рис. 2. PS1 формируют низкопроводящие катионные каналы в бислойных липидных мембра-
нах. Цитируется по (Tu et al., 2006) с изменениями

Показаны токи Ba2� регистрируемые в экспериментах на БЛМ для пустых мембран (БЛМ), для 
микросом из неинфицированных клеток Sf9 (Sf9) и для микросом из клеток Sf9, инфицированных 
бакуловирусами с белками PS1 дикого типа и мутантными PS1
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8. Изменения активности депо-управляемых 
и потенциал-управляемых кальциевых каналов, 
связанные с мутациями в гене белка PS1

Кальциевые сенсоры STIM1 и STIM2 находятся в мембране ЭР и реагируют на 
изменения концентрации кальция в его просвете. При понижении концентрации 
кальция в ЭР сенсоры STIM активируют депо-управляемые кальциевые каналы. 
Для сенсора STIM1 было также показано, что он ингибирует активность потенци-STIM1 было также показано, что он ингибирует активность потенци-1 было также показано, что он ингибирует активность потенци-
ал-управляемых кальциевых каналов T-типа и L-типа (Harraz, Alter, 2014). За счет 
различий в строении сенсоры STIM1 и STIM2 также отличаются по чувствитель-STIM1 и STIM2 также отличаются по чувствитель-1 и STIM2 также отличаются по чувствитель-STIM2 также отличаются по чувствитель-2 также отличаются по чувствитель-
ности к изменениям концентрации кальция. STIM2 чувствителен к небольшим из-STIM2 чувствителен к небольшим из-2 чувствителен к небольшим из-
менениям в концентрации кальция и может активироваться даже в состоянии покоя 
клетки. STIM1, напротив, работает по механизму «все или ничего» и нуждается в 
сильном сигнале понижения концентрации кальция (Brandman et al., 2007). В рам-Brandman et al., 2007). В рам- et al., 2007). В рам-et al., 2007). В рам- al., 2007). В рам-al., 2007). В рам-., 2007). В рам-
ках выполнения проекта по программе Президиума РАН «Фундаментальные науки 
– медицине» нами было продемонстрировано, что мутации в гене PS1 приводят к 
гиперактивности сенсоров STIM (Ryazantseva et al., 2013). Гиперактивность сенсо-STIM (Ryazantseva et al., 2013). Гиперактивность сенсо- (Ryazantseva et al., 2013). Гиперактивность сенсо-Ryazantseva et al., 2013). Гиперактивность сенсо- et al., 2013). Гиперактивность сенсо-et al., 2013). Гиперактивность сенсо- al., 2013). Гиперактивность сенсо-al., 2013). Гиперактивность сенсо-., 2013). Гиперактивность сенсо-
ров STIM приводит к нарушениям регуляции депо-управляемых и потенциал-уп-STIM приводит к нарушениям регуляции депо-управляемых и потенциал-уп- приводит к нарушениям регуляции депо-управляемых и потенциал-уп-
равляемых кальциевых каналов (Ryazantseva et al., 2014). Подавление активности 
депо-управляемых каналов имело положительные эффект для устранения наруше-
ний памяти в трансгенных моделях БА на основе Drosophila melanogaster, экспрес-
сирующих мутантные человеческие PS1 (неопубликованные данные).

9. Заключение

Не менее ста лет исследований пролили свет на некоторые механизмы нейро-
дегенерации, сопровождающие БА (Goedert, Spillantini, 2006). В процессе нейроде-Goedert, Spillantini, 2006). В процессе нейроде- Spillantini, 2006). В процессе нейроде-Spillantini, 2006). В процессе нейроде-, 2006). В процессе нейроде-
генерации при БА принимает участие множество молекул и сигнальных путей. Об 
этом свидетельствуют исследования генетики БА, связавшие более 10 различных 
генов с риском развития данного заболевания (Bekris et al., 2010). В настоящий 
момент очевидна роль амилоидного каскада в развитии указанной патологии (De-De-
muro et al., 2010). Тем не менее, неизвестно, что именно в определенном возрасте 
приводит к накоплению амилоида, более склонного к формированию токсических 
олигомеров, нарушение какого процесса является ключевым для начала развития 
заболевания, т.к. большинство случаев болезни являются спорадическими. С этим 
связана и сложность моделирования БА на животных, подразумевающая генети-
ческую модификацию сразу несколькими человеческими мутантными генами (El-El-
der et al., 2010).

Кальциевая гипотеза БА предполагает, что изменения в кальциевом гомеостазе 
могут быть как начальным фактором для развития заболевания, так и сопровождать 
сам процесс нейродегенерации (Emptage et al., 2010; Mattson, 2010; Supnet, Bezpro-Emptage et al., 2010; Mattson, 2010; Supnet, Bezpro- et al., 2010; Mattson, 2010; Supnet, Bezpro-et al., 2010; Mattson, 2010; Supnet, Bezpro- al., 2010; Mattson, 2010; Supnet, Bezpro-al., 2010; Mattson, 2010; Supnet, Bezpro-., 2010; Mattson, 2010; Supnet, Bezpro-Mattson, 2010; Supnet, Bezpro-, 2010; Supnet, Bezpro-Supnet, Bezpro-, Bezpro-Bezpro-
zvanny, 2010; Ballard et al., 2011). Однако в рамках этой гипотезы также остается 
много вопросов: какой кальций-зависимый сигнальный каскад напрямую влияет на 
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патологический процессинг Aβ?; какие кальциевые каналы вовлечены в этот про-Aβ?; какие кальциевые каналы вовлечены в этот про-?; какие кальциевые каналы вовлечены в этот про-
цесс?; какие возрастные нарушения регуляции кальциевого гомеостаза в нейронах 
могут стать ключевыми факторами риска развития БА?; можно ли использовать 
нарушения кальциевого гомеостаза в клетках в качестве диагностического маркера 
БА для пожилых людей до развития симптомов?

На данный момент участие кальциевых сигнальных путей в патологии БА по-
казано во многих исследованиях. Фармакологический препарат, модулирующий 
активность кальциевого канала NMDAR – мемантин – хорошо показал себя в кли-NMDAR – мемантин – хорошо показал себя в кли- – мемантин – хорошо показал себя в кли-
нических испытаниях и используется в практике лечения БА (Ballard et al., 2011). 
Таким образом, поиск новых мишеней и фармакологических агентов, затрагиваю-
щих регуляцию кальциевого гомеостаза, имеет большое значение для разработки 
новых подходов в терапии БА.
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1. Введение

Болезнь Альцгеймера (БА) представляет все возрастающую проблему для на-
циональных систем здравоохранения мирового сообщества (Salloway et al., 2008). 
Распространение БА напрямую связано с высокой продолжительностью жизни, 
достигнутой в развитых странах. В возрастной группе 55–75 лет число случаев БА 
удваивается каждые 5 лет.

По данным Альцгеймеровской ассоциации, в США в 2007 г. зарегистрировано 
5,1 млн пациентов с БА, а к 2050 г. количество пациентов составит 13 млн (Мальцев, 
Галзитская, 2010). По данным международной группы экспертов, в 2005 г. 24,3 млн 

Сокращения: АК – аминокислоты; АРС – аминоацил-тРНКсинтетазы; БА – болезнь Альцгей-
мера; ИНФС – интранейрональные нейрофибриллярные сплетения; ММ – молекулярные массы; НДЗ 
– нейродегенеративные заболевания; СМЖ – спинномозговая жидкость; ТБ – тау-белок; APP – белок 
предшественник амилоида; Aβ – β-амилоидный пептид; CDK-5 – циклин-зависимая киназа-5; GSK-
3β – киназа гликоген синтазы-3β; SAPK-1 – киназа стресс-активированного белка-1; SELDI-TOF-MS 
– масс-спектрометрия с поверхностной матричной лазерной десорбцией/ионизацией образца.
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человек во всем мире страдали деменцией, в большинстве случаев обусловленной 
БА. Прогнозируется, что к 2020 г. в мире 42,3 млн человек будут страдать демен-
цией, а к 2040 г. их численность достигнет 81,1 млн (Low, Anstey, 2009). Обще-
ственные затраты на преодоление последствий БА очень высоки и продолжают 
расти. В их число входят прямые медицинские расходы на лечение и реабилитацию 
больных, содержание домов престарелых, и немедицинские – на домашний уход 
за больным, а также непрямые – за счет потери производительности как пациента, 
так и человека, заботящегося о нем (Meek et al., 1998). Приводимые в фармакоэко-
номических исследованиях оценки показывают, что ежегодные затраты на БА по 
всему миру составляют около 160 млрд. долларов (Wimo et al., 2006), из них только 
в США расходуется до 100 млрд. долларов.

Показатели отечественной медицинской статистики распространения БА яв-
ляются значительно заниженными по сравнению с мировыми данными. Популя-
ционное эпидемиологическое исследование, проведенное в Центре по изучению 
болезни Альцгеймера (Гаврилова и др., 2010; Герасимов, 2000), показало, что 4,5% 
пожилых жителей Москвы (60 лет и старше) страдают БА. На территории РФ в 
2004 г. проживало около 2 млн человек с деменцией (Белоусов и др., 2005), при 
этом ежегодные прямые и косвенные затраты в связи с данным заболеванием со-
ставляют в РФ до 5 млрд долларов.

Более ста лет назад Альцгеймер показал, что при БА на срезах мозга больных 
обязательно присутствуют сенильные бляшки и фибриллы. Посмертная диагности-
ка БА выявляет в различных отделах мозга специфические белковые отложения в 
форме протофибрилл, фибрилл и бляшек, состоящих из Аβ-пептида и других бел-
ков. Факты экспериментальных и клинических исследований свидетельствуют о 
«системном кризисе здравоохранения в отношении БА» в мировом масштабе: в 
настоящее время не существует ни эффективных диагностических средств (Louw 
et al., 2007), ни прижизненной профилактики и терапии этих заболеваний. Несмот-
ря на то что БА возникает спорадически в 95% случаев (Hoyer, 2000) или более 
чем в 98% случаев (Bertram et al., 2005), изучение процессинга АРР, образования 
Аβ-пептида (Аβ) и процесса гибели нейронов при амилоидозе основываются на 
данных, полученных при генетических исследованиях. Одно из возможных состав-
ляющих патогенеза БА генетической формы – образование патологических форм 
аполипопротеина Е. По данным авторов (Lehtimäki et al., 1995), вероятность забо-
левания БА в 18 раз возрастает у лиц, носящих гетеро- или гомозиготные формы 
аполипопротеина Е ε4 (Williams et al., 1997).

Многие исследователи до сих пор считают, что основным виновником в раз-
витии спорадических форм БА являются Аβ-пептиды, которые входят в состав 
бляшек и фибрилл. При этом определенная роль отводится повышению синтеза 
белка предшественника Аβ-пептида (АРР, amyloid precursor protein) и переключе-
нию процессинга АРР на амилоидный путь с образованием больших концентраций 
молекул Аβ (Li et al., 2012; Ma et al., 2012).

Первопричиной амилоидоза нейронов и их гибели при БА является накопление 
постсинтетических фрагментов Аβ, содержащих 40 или 42 аминокислотных остат-
ков. Часть фрагментов приобретает структуру нормально функционирующих Аβ, 



184

другая часть конформационно модифицируется в структуру патогенных Аβ. Веро-
ятно, настало время пересмотреть имеющийся экспериментальный и клинический 
материал с новых позиций. Требуются новые знания о спорадических формах БА, 
о природе пусковых факторов конформационных перевоплощений фрагментов Аβ 
из нормально функционирующих белков в качественно новые образования нано-
β-амилоиды (нано-Аβ), которые выходят из-под контроля нейронов и организма и 
ведут «самостоятельный образ существования», приводя к гибели нейронов.

2. Метаболизм Аβ-пептидов в нормально 
функционирующих нейронах

В результате многочисленных исследований сформировались представления, 
согласно которым Аβ-пептиды являются небольшими фрагментами большого бел-
ка предшественника амилоидов (АРР). В результате протеолитического расщеп-
ления АРР β-секретазой образуется фрагмент С99, а затем пептидные фрагменты 
Аβ(1-40) и Аβ(1-42) действием γ-секретазой (Figueiredo-Pereira et al., 1999). Было 
показано, что АРР может расщепляться каспазами. Гидролиз АРР каспазой-3, -6, -8 
или -9 приводит к образованию пептида С31, который принимает участие в гибели 
нейронов при БА и повышает продукцию Аβ-пептидов. Эти нормальные, хорошо 
растворимые в водных растворах С31-пептиды обнаруживаются в здоровом орга-
низме повсеместно: в тканях мозга, спинномозговой жидкости, плазме крови, моче, 
других органах, тканях и клетках (Shoji et al., 1992).

При физиологических концентрациях после процессинга γ-секретазами пост-
синтетические фрагменты Аβ приобретают новую конформацию в результате сво-
рачивания в системе шаперонов. В результате образуются нативные Аβ, имеющие 
в белковой структуре преобладание α-спиралей, хорошо растворимых в водных 
растворах. Эти с нормальной конформацией Аβ-пептиды выполняют физиологи-
ческие функции и попадают в спинномозговую жидкость (СМЖ). В СМЖ, а за-
тем в крови Аβ подвергаются последовательному гидролизу. Комбинированными 
методами с помощью масс-спектрометрии с поверхностной матричной лазерной 
десорбцией/ионизацией образца (SELDI-TOF-MS) и при участии моноклонального 
антитела 6Е10 в СМЖ здоровых добровольцев и пациентов с БА были обнаруже-
ны многочисленные промежуточные продукты гидролиза Аβ-пептидов: Аβ(2-14), 
Аβ(1-17), Аβ(1-18), Аβ(1-33), Аβ(1-34), Аβ(1-37), Аβ(1-38), Аβ(1-39), Аβ(1-40) и 
Аβ(1-42) (Maddalena et al., 2004). Интересно, что вводимый мышам внутривенно 
Аβ(1-40) беспорядочно гидролизируется в организме с периодом полураспада в 
2,5–3,0 мин. Через 5 минут после введения в желчи были обнаружены продукты 
гидролиза Аβ(1-40): Аβ(6-39), Аβ(1-33), Аβ(4-36), Аβ(6-20), Аβ(3-35), Аβ(4-37), 
Аβ(1-37), Аβ(1-38), Аβ(1-39), Аβ(1-40) (Ghiso et al., 2004).

Все перечисленные выше разновидности Аβ-пептидов являются фрагмента-
ми (промежуточными полупродуктами) гидролиза нормальных Аβ в результате 
протеолитического действия многочисленных неспецифических к Аβ-пептидам 
ферментов: ангиотензин-превращающего и эндотелин-превращающего фермен-
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тов, металлопротеиназы-9, инсулизина, плазмина и неприлизина (Nalivaeva et al.,  
2008).

Были изучены аминокислотные последовательности и молекулярные массы 
(ММ) Аβ-пептидов человека: Аβ(1-40) с MM 4329 и номерами аминокислот от 1 
до 40, начиная с N-конца, �H3N-Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-Val-
His-His-Gln-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-Ala-Glu-Asp-Val-Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-Ile-Ile-
Gly-Leu-Met-Val-Gly-Gly-Val-Val-CОО-, а также Аβ (1-42) с ММ 4514 и номерами 
аминокислот от 1 до 42, начиная с N-конца, отличающийся от пептида Аβ(1-40) 
двумя дополнительными аминокислотными остатками Ile-Ala на С-конце (Roher et 
al., 1993). Все аминокислоты, из которых состоят Аβ-пептиды, являются L-амино-
кислотами. Это связано с тем, что в мозге D-аминокислоты не подвергаются проте-
олитическому процессингу (Cribbs et al., 1997).

Широкие экспериментальные исследования выявили экспрессию гликопротеи-
да АРР и образование Аβ(1-40) и Аβ(1-42) в различных тканях эмбриона человека: 
высокое содержание обнаружено в мозге (Kang et al., 1987), а также в сердце, селе-
зенке и значительно меньше в печени (Mita et al., 1988), Аβ обнаружены в легких и 
плаценте (Sprecher et al., 1993), семенниках и сперме (Fardilha et al., 2007), заднем 
корешке, кишечном и тройничном ганглиях, надпочечниках, мегакариоците и гипо-
физе (Arai et al., 1991), кровеносных сосудах (Roher et al., 1993), в спинно-мозговой 
жидкости (Vigo-Pelfrey et al., 1993), плазме крови (Liu et al., 2005), фибробластах 
(Van Nostrand, Cunningham, 1987), тромбоцитах (Gevaert et al., 2003) и лейкоцитах 
(König et al., 1992). Разными авторами показано, что в цереброспинальной жидкос-
ти здоровых добровольцев и пациентов с БА физиологическая концентрация Аβ(1-
40) колеблется в широких пределах от 5 до 25 нг/мл или от 1 до 6 нМ (Gelfanova et 
al., 2007), у мышей линии Tg2576, представляющей собой трансгенную модель че-
ловеческой БА, эта концентрация составляет 20 нг/мл или 5 нМ (Lanz et al., 2006).

3. Особенности синтеза белка в нейронах

Хорошо известно, что необходимыми метаболитами для биосинтеза белков в 
клетке являются аминокислоты (АК), АТР, аминоацил-тРНКсинтетазы (АРС) и 
тРНК. Активирование АК осуществляется в два этапа: сначала на АРС в присутс-
твии АТР происходит активирование АК: АК � АТР-АРС ↔ АК-АМР-АРС � РРi, 
где АК-АМР – аминоациладенилат (он остается в комплексе с АРС), РРi – пиро-
фосфат; затем происходит акцептирование АК молекулой тРНК: АК-АМР � тРНК 
↔ АК- тРНК, где АК-тРНК – аминоацил-тРНК. На этом этапе АК присоединяется 
к 2'- или 3'-гидроксильной группе рибозы на 3'-конце молекулы тРНК (Ibba, Soll, 
2000). Для биосинтеза белка из активированных аминокислот необходимо участие 
мРНК, рибосомы и аминоацил-тРНК. Синтез белка в нейронах центральной не-
рвной системы должен незамедлительно реагировать на любые изменения гомеос-
таза снижением или увеличением интенсивности синтеза белка (по единственному 
принципу – выживает тот, кто быстрее получит информацию, обработает ее и адек-
ватно на нее прореагирует). В процессе эволюционного развития нейронов мозга 



186

для синтеза белка в нейронах были созданы особые условия и сняты все ограниче-
ния, используемые в биохимических реакциях метаболизма живой материи (Аш-
марин, 2001). Синтез белка в нейронах является основным преобразователем всех 
эндогенных и экзогенных информационных потоков, и от надежности этого про-
цесса зависит не только судьба индивида, но существование и процветание попу-
ляции в целом. АК являются для нервной ткани источником синтеза большого чис-
ла биологически важных соединений, таких как специфические белки, пептиды, 
нейромедиаторы, гормоны, витамины, биологически активные амины и др. Интен-
сивность биохимических реакций контролируется и ограничивается количеством 
каждого из субстратов, принимающих участие в реакции. Для белка единственным 
и самым важным расходным субстратом является АК, и природа позаботилась о 
том, чтобы активность важного информационного преобразователя не зависела от 
ограничения АК при продолжительном интенсивном белковом синтезе.

Постоянство качественного и количественного состава АК, АРС и АТР в мета-
болических фондах мозга обеспечивается такими взаимосвязанными процессами, 
как поступление этих метаболитов из циркулирующей крови, отток их из мозга в 
кровь и участие в реакциях внутриклеточного метаболизма. В центральной нервной 
системе организма все эти процессы сбалансированы слаженным функционирова-
нием гомеостатических механизмов, гематоэнцефалическим барьером и мембран-
ным транспортом АК (Ашмарин, 2001). Важную роль в поддержании стабильно- 
сти высоких концентраций метаболитов синтеза белка играет гибель «фуражных» 
нефункциональных нейронов от апоптоза. Ежедневно головной мозг теряет около 
5 000 000 нейронов из исходного пула в 100 млрд. (Этинген, 2003). При этом гиб-
нут нейроны, не имеющие функциональной нагрузки. В процессе гибели клеток 
происходит экспонирование на их поверхность разнообразных молекул (cell-death 
associated molecules (CDAM)). От сочетания экспонированных СDAM зависит, бу-
дет ли ответ организма специфическим или неспецифическим иммунным (Zitvogel 
et al., 2010). Показано, что в условиях апоптоза в межклеточное пространство так 
же секретируются аминокислоты и АРСазы (Wakasugi, Schimmel, 1999a). При этом 
некоторые АРСазы начинают выполнять неканонические функции и обеспечива-
ют своевременную ликвидацию продуктов апоптоза (Wakasugi, Schimmel, 1999b). 
Состав пула свободных АК мозга при нормальных физиологических условиях до-
статочно стабилен. АК фонд мозга человека составляет в среднем 34 мкмоль на 
1 г ткани, что значительно превышает их содержание, как в плазме крови, так и в 
спинномозговой жидкости (Раевский, 1988). Изучение конкурентных отношений в 
транспорте АК выявило наличие в нейронах восьми типов мембранотранспортных 
систем, имеющих ряд особенностей (Ашмарин, 2001):

● перенос АК часто происходит против высоких концентрационных гради- 
ентов;

● этот процесс энергозависим;
● на него влияют температура и рН среды;
● он ингибируется анаэробным состоянием клеток;
● перенос АК связан с активным мембранным транспортом ионов, например 

он Na�-зависим;
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● обнаружено конкурентное торможение мембранного транспорта одних АК 
другими (Ашмарин, 2001).

Эксперименты показывают, что процесс синтеза белка идет с освобождением 
большого количества свободной энергии (Четверин, Спирин, 1983). Из анализа 
энергетического баланса выше представленных реакций видно, что обе реакции 
сами по себе не дают выигрыша свободной энергии (гидролиз в стандартных усло-
виях) и, следовательно, эти реакции не должны протекать с большим сдвигом в сто-
рону синтеза. Если в естественных условиях РРi гидролизуется пирофосфатазой до 
ортофосфата в параллельной реакции, то общий энергетический баланс составит 
n۰60 кДж на 1 моль белка: nРРi � nH2O→2nР – n۰30 кДж/моль.

Недавние исследования по протеомному составу мозга умерших людей с БА 
и здоровых людей выявило 827 уникальных белков. Среди этих белков 227 были 
найдены у 9 из 10 пациентов с БА. Из этих 227 белков 69 отличались по уровню по 
сравнению со здоровым мозгом: уровень 37 белков был увеличен, а 32 – уменьшен 
значительно (Musunuri et al., 2014). Из этих 69 белков 46 ранее были уже упомя-Musunuri et al., 2014). Из этих 69 белков 46 ранее были уже упомя- et al., 2014). Из этих 69 белков 46 ранее были уже упомя-et al., 2014). Из этих 69 белков 46 ранее были уже упомя- al., 2014). Из этих 69 белков 46 ранее были уже упомя-al., 2014). Из этих 69 белков 46 ранее были уже упомя-., 2014). Из этих 69 белков 46 ранее были уже упомя-
нуты в работах по протеомному и иммуногистохимическому изучению как свя-
занные с БА. 23 белка из 69 пока никак не упоминались в качестве связанных с 
БА. Среди белков с увеличенным уровнем при БА оказались белки, связанные с 
энергетическим метаболизмом мозга, такие как: аспартатаминотрансферазы, аль-
дегид дегидрогеназы, 6-фосфоглюконатдегидрогеназы, транскетолазы, глутатион 
S-трансферазы P, карбоангидразы 2, α-енолаза, малат-дегидрогеназа и сывороточ-
ный альбумин (Musunuri et al., 2014).

4. Этиология и патогенез болезни Альцгеймера

Описано несколько генетически гетерогенных форм БА, которые составляют 
небольшую часть (5–7%) от спорадических форм БА. Некоторые специалисты (Ро-
гаев, 1999) считают, что спорадические случаи, к которым относится подавляющее 
большинство пациентов с БА, также могут быть обусловлены мутациями или по-
лиморфизмами в генах, а патогенная экспрессия генетической аномалии находится 
под влиянием других генов. Однако роль мутаций или полиморфизмов в пресени-
линах в развитии спорадических форм поздней БА (т.е. сенильной деменции альц-
геймеровского типа) пока не установлена. Показано, что некоторые мутации в гене 
белка предшественника Аβ-пептида (АРР) ответственны за увеличение продукции 
Аβ-пептида, из которого формируются амилоидные (сенильные) бляшки, которые 
представляют собой один из главных нейроморфологических феноменов заболева-
ния. В 1991 г. была предложена «амилоидная гипотеза», согласно которой базовой 
причиной заболеваний являются отложения Аβ-пептида в виде агрегированных 
скоплений (фибрилл и бляшек) в экстрацеллюлярных пространствах коры головно-
го мозга, которые обладают нейротоксическими свойствами и вызывают развитие 
дегенератитвных изменений в ближайших (окружающих) нейронах (Hardy, Allsop, 
1991; Mudher, Lovestone, 2002). В соответствии с этой гипотезой аномальный ами-
лоидогенез предшествует нейрофибриллярным изменениям, выступая в качестве 
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главной причины нейрональной дисфункции и гибели нейронов. Сравнительное 
морфометрическое исследование биопсийного и аутопсийного материала показа-
ло, что развитие (тяжесть) деменции альцгеймеровского типа, отражающее про-
грессирование заболевания, мало коррелирует с количеством амилоидных бляшек 
и фибрилл и в основном коррелирует с плотностью нейрофибриллярных волокон и 
клубков, а также с утратой синапсов (Braak, Braak, 1996).

Одна из гипотез возникновения БА базируется на интрацеребральном отло-
жении патогенных нано-Аβ, что характерно, однако, далеко не для всех случаев 
БА. Для дифференциации молекул Аβ с физиологической конформацией (фАβ) 
от молекул-частиц Аβ с модифицированной конформацией введена абривиату-
ра «нано-Аβ» для отличия этих двух продуктов β-процессинга АРР. Интрацереб-
ральное отложение патологического нано-Аβ (Lannfelt et al., 1995; Southwick et al., 
1996), помимо БА, возможно при синдроме Дауна, врожденных церебральных ге-
матомах с амилоидозом фамильной формы и нормальном старении (Fisher et al., 
1994). Нано-Аβ является нерастворимым фрагментом большого трансмембран-
ного гликопротеина, или APP. Механизм отложения нано-Аβ в настоящее время 
неизвестен. Согласно одной из предлагаемых гипотез, это обусловлено точечной 
генной мутацией, в результате которой образуется патологический Аβ (Lannfelt 
et al., 1995; Yanagisawa et al., 1992). Некоторые авторы придают важное значение 
возникающим при БА факторам, приводящим к переходу растворимого Аβ в не-
растворимый нано-Аβ. К ним, в частности, относятся сдвиг рН межклеточной 
среды в кислую сторону, недостаточность процессов митохондриального окисле-
ния, повышение содержания свободных радикалов. Показано также, что при БА 
имеет место снижение активности лизосомальных гидролаз (Smyth et al., 1994), 
что, в свою очередь, может быть причиной нарушенной резорбции Аβ. По нашему 
мнению, данные факты можно трактовать с точностью до наоборот. В некоторых 
публикациях, посвященных патоморфологии БА, приводятся противоположные 
результаты, подтверждающие нашу точку зрения (Perlick, Mattis, 1994). Хорошо 
известно, что фибриллярный амилоид откладывается на стенках церебральных со-
судов и в паренхиме головного мозга в виде так называемых «сенильных бляшек». 
Отложение амилоида приводит к гибели нейронов, находящихся рядом с сениль-
ными бляшками. Одна из гипотез, объясняющих этот феномен, – активация Аβ 
кальциевых нейрональных каналов (с возрастанием содержания внутриклеточно-
го кальция) и развитие свободнорадикального окисления нейрональных мембран 
(Wilkinson, 2001). Другие авторы (Anderson et al., 1995) предполагают, что нейро-
нальная и ненейрональная гибель клеток при БА – результат экспрессии генов-ин-
дукторов апоптоза за счет воздействия АРР и фАβ, что вполне согласуется с акти-
вацией NMDA-рецепторов с последующим увеличенным входом Са2� в клетку и 
развитием свободнорадикального окисления. Предложена гипотеза о возможности 
прямого токсического действия Аβ на глиальные структуры. Авторы убедительно 
показали (McRae et al., 1991), что при БА макрофаги микроглии активируются в 
результате предположительно прямого токсического действия фАβ. Данная гипо-
теза подтверждена другими исследователями (Maat-Schieman et al., 1994). Авторы 
считают, что результатом активации микроглии может быть деструкция нейронов. 
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В других исследованиях (Banati et al., 1995) приведены результаты, свидетельству-
ющие о способности активированной микроглии при БА de novo синтезировать 
фАβ, что, соответственно, может обеспечить цикличность и прогредиентность 
патологического процесса. Однако авторы не уточняют, каким образом осущест-
вляется этот синтез фАβ. Другим характерным морфологическим признаком БА 
являются интранейрональные нейрофибриллярные сплетения (ИНФС) (Avila et al., 
2004; Johnson, Bailey, 2002), состоящие в основном из гиперфосфорилированного 
тау-белка (ТБ). Нейрофибриллярные сплетения не являются в строгом смысле мор-
фологическим критерием БА; их наличие описано при различных церебральных 
дегенерациях (фронто-темпоральная атрофия, прогрессирующий надъядерный па-
ралич и др.) (Ksiezak-Reding et al., 1996). Некоторые исследователи в настоящий 
момент отрицают самостоятельную патогенетическую значимость ТБ и считают, 
что скорее всего нейрофибриллярные сплетения являются следствием массивной 
и генерализованной смерти клеток мозга (Mori et al., 1995). Однако большинство 
исследователей считают, что гиперфосфорилирование ТБ вызывает транспортный 
коллапс в нейроне и последующую гибель нейрона (Chun, Johnson, 2007; Iqbal et 
al., 2005).

Анализ возможных причин заболевания БА, предложенных разными авторами 
на протяжении наиболее активного периода исследований в этой области, позволя-
ет выделить три основные конкурирующие гипотезы. На начальных этапах иссле-
дований господствовала «холинергическая гипотеза» (Geula, Mesulam, 1995), со-
гласно которой БА вызывается снижением синтеза нейромедиатора ацетилхолина. 
На этой гипотезе основано большинство существующих методов терапии, которые 
имеют невысокую эффективность. В 1991–1995 гг. была предложена «амилоидная 
гипотеза» (Braak, Braak, 1996), основанная в основном на генетических исследова-
ниях (Yanagisawa et al., 1992), согласно которой базовой причиной заболевания яв-
ляются отложения Аβ-пептида. В более поздних исследованиях различные авторы 
не обнаружили достоверной корреляции накопления бляшек с потерей нейронов. 
На этом фоне была сформирована тау-гипотеза (Iqbal et al., 2005; Johnson, Bailey, 
2002), согласно которой каскад метаболических нарушений запускается гиперфос-
форилированием ТБ и образованием из него нитей, которые начинают объединять-
ся между собой, образуя нейрофибриллярные конгломераты в нервных клетках. 
Это вызывает дезинтеграцию микротрубочек и блокирует транспорт метаболитов 
практически всех метаболических систем в нейронах. Вовлечение в патологичес-
кий процесс нейрональных отростков с их синапсами приводит к нейротрансмит-
терному дефициту. Все эти события приводят к транспортному коллапсу, амилои-
дозу нейрона и его гибели (Chun, Johnson, 2007; Iqbal et al., 2005).

Клинические исследования БА показали, что основу патоморфологической 
картины БА составляют церебральный амилоидоз интра- и экстрацеллюлярной 
(преимущественно околососудистой) локализации, внутриклеточные нейрофиб-
риллярные сплетения и гибель нейронов. Данные морфологические изменения об-
разуются в определенной последовательности в разных отделах головного мозга, 
начиная с медиобазальных отделов лобных долей (т.н. «анторинальная кора»), осу-
ществляющих холинергическую медиацию задних отделов головного мозга (Deller 
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et al., 1996). Затем эти морфологические изменения распространяются на область 
гиппокампа, амигдалярного ядра и медиальных отделов височных долей. Харак-
терным для этой стадии, помимо описанных выше изменений, является достовер-
ное снижение числа и плотности нейрональных синапсов в области гиппокампа 
(Bertoni-Freddari et al., 1997). Авторы считают, что такое распространение патоло-
гического процесса может быть объяснено высоким уровнем энергетических про-
цессов в указанных областях головного мозга.

Таким образом, разные исследователи характеризуют БА двумя, на первый 
взгляд абсолютно не связанными друг с другом, явлениями, протекающими незави-
симо друг от друга: во-первых, в межнейрональном пространстве на поверхности 
капилляров, в районе синапсов откладываются амилоидные сенильные бляшки и 
фибриллярные структуры, которые, в конечном итоге, приводят к гибели нейрона; 
во-вторых, в нейронах накапливаются нейрофибриллярные структуры-клубки и 
парные фибриллы гиперфосфорилированного ТБ, также способствующие гибели 
нейрона. Достаточно хорошо изучено, какую роль в патогенезе болезни играет каж-
дый из этих процессов в отдельности, однако отсутствуют убедительные описания 
причинно-следственной связи между поражаемыми клеточными системами и гибе-
лью нейронов. Нейрофибриллярные клубки и сенильные амилоидные бляшки воз-
никают, казалось бы, независимо друг от друга и систем в целом. Не совсем ясно, 
что является пусковым звеном указанных патогенетических процессов.

Всестороннее исследование данного феномена позволяет сделать вывод о том, 
что между возникновением клубков и бляшек (то есть между гиперфосфориллиро-
ванием ТБ и образованием нано-Аβ) должна быть тесная взаимосвязь. Теоретичес-
кие исследования и сравнительный анализ многочисленных экспериментальных 
результатов свидетельствуют, что краеугольным фактором начального процесса 
патологии амилоидоза нейронов и ранней стадии БА являются особенности белко-
вого синтеза в нейронах, запрограммированные в процессе эволюции центральной 
нервной системы, и образование порочного круга обоюдной стимуляции – индуци-
рованное Аβ-увеличение интенсивности синтеза АРР, которое влечет увеличение 
концентрации молекул Аβ.

5. Белки предшественники амилоидов

АРР представляет собой крупный конститутивный трансмембранный белок. 
Существуют три изоформы АРР, отличающиеся по молекулярному весу и пред-
ставленные в разных соотношениях в нейроне (Tanaka et al., 1989). АРР входит 
в семейство интегральных мембранных белков, в котором представлены также 
APLP1 и APLP2, которые обладают высокой степенью гомологии с АРР, но не со-
держат последовательности Аβ (De Strooper, Annaert, 2000; Wasco et al., 1992, 1993). 
Хотя клеточные функции семейства АРР до сих пор остаются не вполне понят-
ными, существуют данные о том, что все три белка вовлечены в аксонный транс-
порт и необходимы для нормального развития нервной системы млекопитающих 
(Hardy, Selkoe, 2002). Он необходим для клеточной адгезии, пролиферации клеток 
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и межклеточных взаимодействий. При этом в мембраносвязанном состоянии АРР 
могут выполнять сигнальную рецепторную функцию в процессе нейрогенеза (De 
Strooper, Annaert, 2001; Wilquet, De Strooper, 2004) и принимать участие в обра-
зовании и поддержании синапсов и увеличении синаптической плотности (Moya 
et al., 1994; Roch et al., 1994). АРР в клетках локализован как в наружных плаз-
матических, так и внутриклеточных мембранах, и его амилоидогенный протеолиз 
происходит преимущественно в компартментах мембран, богатых холестерином и 
ганглиозитом GM1 (так называемых липидных рафтах) (Cordy et al., 2003; Mattson,  
1997).

Белки семейства АРР (695-770 АК) состоят из гидрофильного N-концевого 
внеклеточного домена, гидрофобного трансмембранного домена и С-концевого ци-
топлазматического домена (Kang et al., 1987) (рис. 1). Сравнение ДНК человека и 
других млекопитающих показывает высокую степень консервативности гена АРР: 
установлена 100-процентная идентичность АРР-695 из мозга человека и обезьян. 
В нейронах ЦНС доминирует изоформа АРР-695, а формы АРР-770 и АРР-751 
присутствуют в следовых количествах (Stanton, Coetzee, 2004; Ещенко, 2004). АРР 
синтезируется и гликозилируется в эндоплазматическом ретикулуме, затем перено-
сится в комплекс Гольджи для созревания перед транспортом к клеточной поверх-
ности (Molinari et al., 2004). Был идентифицирован ряд молекулярных шаперонов, 
которые принимают участие в данном процессе, в том числе при высокой темпера-
туре (HtrA) (Molinari et al., 2004). Представленные данные косвенно свидетельству-
ют об участии АРР в энергетических процессах нейронов. В норме биологическая 
функция АРР состоит в перемещении клеточного материала внутри нейронов, ре-
гуляции синапсогенеза и нейрональной трансмиссии, а также в обеспечении вне-
клеточной адгезии и миграции (Priller et al., 2006). Этот трансмембранный белок 
играет важную роль в росте нейрона, его выживании и в восстановлении после 
повреждений (Turner et al., 2003). Если молекула АРР сразу после синтеза активно 
фосфорилируется (Tarr et al., 2002), то дальнейший процессинг происходит при 
участии α-секретазы по неамилоидному пути в направлении от центра к периферии 
(см. рис.1). Фосфорилированный АРР продвигается к мембране, где от него отщеп-
ляются фосфаты (Alonso et al., 2006; von Bergen et al., 2000). При нормальных усло-
виях около 90% АРР расщепляется по неамилоидному пути (Steiner et al., 2008; На-
ливаева и др., 2008). Активация гена DYRK1A способствует фосфорилированию 
АРР по Thr-668 in vitro и in vivo, которое может приводить к образованию фрагмен-
тов. При недостаточном фосфорилировании процессинг молекул АРР переключа-
ется при участии β-секретазы на амилоидный путь. Финальное расщепление АРР 
γ-секретазой при амилоидном процессинге может происходить по нескольким учас-
ткам. В результате образуются пептиды длиной 39–43 аминокислотных остатков, 
но преимущественными вариантами являются Аβ40 и Аβ42 (Steiner et al., 2008). 
Продукты расщепления АРР α-секретазой (не амилоидный путь) также подверга-
ются дальнейшему протеолизу под действием γ-секретазы. Однако этот процесс не 
ведет к образованию амилоидного пептида. Важно отметить, что образующиеся в 
результате процессинга α- и γ-секретаз крупные и растворимые фрагменты АРР 
выполняют защитные функции: имеют нейротрофические свойства, являются ней-
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ропротекторными и необходимы для нормального функционирования нейронов, в 
частности для синаптогенеза и для формирования памяти (Turner et al., 2003, 2007). 
Как при амилоидном, так и неамилоидном процессинге АРР действие γ-секретазы 
ведет к образованию внутриклеточного концевого фрагмента (AICD), который яв-
ляется фактором транскрипции и, вероятно, регулирует уровень экспрессии как са-
мого АРР по принципу обратной связи, так и амилоид-деградирующего фермента 
неприлизина (Belyaev et al., 2009; Pardossi-Piquard et al., 2005).

6. Выявление пусковых факторов амилоидоза нейронов 
в начальной стадии болезни Альцгеймера

В ходе формирования патологического процесса при всех заболеваниях нервной 
системы, вызванных различными эндогенными и экзогенными нарушениями, ней-
ротрофические факторы сдерживают развитие болезни и способствуют процессам 
компенсации и регенерации (Завалишин и др., 2001). Природа нашла и пути для ог-
раничения фибриллогенной конформации белков. В подтверждение этого недавно 
было показано, что непарные β-тяжи, имеющиеся в нативных белках, защищаются 
от образования межмолекулярных β-листов путем замещения пролиновых и дру-
гих заряженных аминокислотных остатков (Johansson, 2001).

Пусковые факторы БА обусловлены двумя основными причинами. Около 7% 
случаев заболевания обязаны аутосомно-доминантной наследственности и связа-
ны с мутациями в одной из шести разных хромосом. У людей, имеющих мутации 
в одном из этих генов, обычно очень рано развивается БА – задолго до 60 лет. 
Детальный анализ последствий этих генных мутаций определил ключевые пути 
контроля патогенного прогрессирования этого заболевания. В литературе описано 
четыре гена, мутации которых связывают с возникновением деменции альцгеймер-
ского типа (Ещенко, 2004). При синдроме Дауна трисомия 21 хромосомы приводит 
к утроению копий гена AD1, повышению в 1,5 раза скорости синтеза АРР, задержке 
развития и прогрессирующему слабоумию к 30–40 годам (Stanton, Coetzee, 2004). 
Все генетические аномалии, вызывающие БА, проявляются и реализуются пере-
ключением процессинга АРР с неамилоидного на амилоидный. Хотя генетические 
формы БА являются чрезвычайно ценными моделями для выяснения возможных 
молекулярных механизмов нейродегенерации при БА, следует помнить, что причи-
ной более 90% случаев пусковых факторов БА являются спорадические причины 
эндогенного и экзогенного характера. Обычно врач сталкивается не с причинами и 
формой этого заболевания, а с отдельными возрастными проявлениями БА.

Учитывая высокую скорость синтеза белка и большие объемы белковой про-
дукции, можно предположить, что в нейронах имеют место специализированные 
транспортные системы, осуществляющие (специфический) транспорт АТР, АК и 
АРС к месту синтеза белка и транспортирующие из этого района PPi, фосфаты и 
АМР к митохондриям, где происходит ресинтез АТР. В нормальных физиологи-
ческих условиях интенсивность синтеза белка может колебаться в широком фи-
зиологическом интервале. Однако при различных сверхпороговых воздействиях 
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на нейроны происходит увеличение синтеза белков, на метаболизме которых они 
специализируются (Nilsson, 2004). Если эти воздействия экстремальны, нейроны 
погибают по одному из сценариев: некроза, апоптоза или амилоидоза. Мы пока-
зали характерные отличия (Каминский и др., 2005) гибели нейронов при некрозе, 
апоптозе и амилоидозе. «Амилоидоз нейронов» может начаться с экстремального 
продолжительного увеличения тотального синтеза белка, в том числе и АРР (Iwata 
et al., 2002; Smith et al., 2003), как ответная реакция нейронов на стрессовые воз-
действия. Экспериментально и в клинике показано, что мозговая травма сопровож-
дается увеличением уровня APP, Аb и нейрофибриллярного белка и даже образова-
нием бляшек (Thal et al., 1997), при этом они, как правило, локализованы в местах 
нарушенных афферентных связей (Thal et al., 1997). В активации выщепления Аb 
из АРР при травмах мозга принимает непосредственное участие каспаза-3, которая 
связывается со специфическим сайтом на АРР (Stone et al., 2002). Чрезвычайно 
интересные данные о повышении уровня мРНК APP и самого АРР в коре мозга 
были получены в экспериментах при разрушении ацетилхолинсинтезирующего 
ядра Мейнерта и моделировании прекращения поступления к корковым нейронам 
основных медиаторов – норадреналина, серотонина и дофамина (Wallace et al., 
1993). Авторы приходят к заключению, что индукция синтеза АРР в коре является 
результатом утраты функциональной иннервации со стороны подкорковых струк-
тур. И как следствие – это приводит к повышению концентрации постреакцион-
ных молекул Аβ, которые после взаимодействия с шаперонами выполняют свои 
физиологические функции, а также по принципу обратной связи дополнительно 
стимулируют белковый синтез (Giasson et al., 2003; Ашмарин, 2001). При этом в 
зоне синтеза белка увеличивается концентрация свободных фосфатов, РРi и АМP, 
а концентрация АТР падает. Таким образом, усиление синтеза АРР приводит к уве-
личению количества молекул Аβ, которые, в свою очередь, стимулируют синтез 
АРР (Giasson et al., 2003; Ашмарин, 2001).

Другой возможной причиной гиперпродукции фрагментов Аβ-пептидов может 
быть рацемизация аминокислотных остатков в Аβ при БА, которая рассматрива-
лась в обзоре (Kaneko et al., 1995). Пептиды Аβ(1-40) в форме солей соляной кис-
лоты, но не коммерческий препарат Аβ(1-40) в форме соли трифторуксусной кис-
лоты, при инкубации в фосфатном буферном солевом растворе в течение несколь-
ких часов приобретали β-структуру, образовывали фибриллы и оказывали токси-
ческое действие на культивируемые нейроны гиппокампа. Другие авторы (Kubo et 
al., 2002) показали, что Аβ(1-40) с рацемизированным аминокислотным остатком 
Ser26 ([D-Ser26] Аβ(1-40) растворим в водных растворах, не токсичен для нервных 
клеток и легко гидролизуется протеазами мозга. При изучении механизмов старе-
ния и БА авторы обратили внимание, что возможная рацемизация L-форм Ser и 
Аsp в молекуле Аβ(1-40) в D-форму (в частности Ser26) является обычной моди-
фикацией при БА и является частью нормального процесса старения (Shapira et al., 
1988). На основе этих данных была представлена гипотеза (Kaneko et al., 1995) о 
том, что процесс рацемизации сериновых аминокислотных остатков в Аβ является 
определяющим в нейродегенерации и образовании сенильных бляшек. При гисто-
патологии мозга пациентов с БА (Kubo et al., 2003) авторы выявили локализацию 
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рацемизированных остатков Ser26 внутри лимбической системы (наиболее рано 
повреждаемом месте при БА).

При БА наблюдается изменение в регуляции процессинга АРР, приводящее 
к амилоидозу нейронов. Установлено, что в нормально фукционирующих ней-
ронах триггером протеолитического расщепления белка предшественника ами-
лоида (АРР) между двумя путями процессинга: α-процессинг – неамилоидный 
и β-процессинг – амилоидный (при амилоидозе нейронов – амилоидогенный) – 
является реакция фосфорилирования АРР. Торможение фосфорилирования АРР 
приводит к переключению на амилоидный путь метаболизма с выщеплением Аβ 
(1-40) и Аβ (1-42). На роль катализаторов фосфорилирования АРР претендует це-
лый ряд ферментов: киназа гликоген синтазы-3β (GSK-3β), циклин-зависимая ки-
наза-5 (CDK-5), киназа стресс-активированного белка-1 (SAPK-1) и протеинкиназа 
С, активированная в фосфоинозитидном цикле. Угнетение киназной активности в 
отношении АРР манифестирует избыточной продукцией Аβ-пептида, что является 
одним из условий проагрегатной ситуации. Было показано, что процесс фосфори-
лирования АРР происходит сразу после синтеза и, следовательно, в большей мере 
зависит от количества АТР в зоне синтеза белка (Lu et al., 2013). Таким образом, де-Lu et al., 2013). Таким образом, де- et al., 2013). Таким образом, де-et al., 2013). Таким образом, де- al., 2013). Таким образом, де-al., 2013). Таким образом, де-., 2013). Таким образом, де-
фицит АТР вызывает подавление фосфорилирования АРР, что автоматически пере-
ключает процессинг АРР с неамилоидного на амилоидный со всеми вытекающими 
последствиями (см. рис. 1).

7. Образование конформационно модифицированных 
наноамилоидов с разной архитектурой

Не менее важным для нейронов является процесс постреакционного сворачива-
ния фрагмента белковой молекулы Аβ с участием системы шаперонов в конформа-
ционную архитектуру нативной молекулы белка, которая только в таком состоянии 
может выполнять свои уникальные функции (Narayan et al., 2012). В нормальных 
физиологических условиях все молекулы Аβ при участии шаперонов приобрета-
ют физиологическую (нормальную) конформацию, выполняют свои функции и по 
принципу обратной связи поддерживают (на одном уровне) или активируют синтез 
АРР, а затем в ликворе и крови последовательно расщепляются протеолитически-
ми ферментами (Ghiso et al., 2004).

На основе экспериментального анализа пусковых факторов амилоидоза Аβ мы 
считаем, что при сложившейся ситуации процесс биосинтеза белка выходит из-под 
контроля нейрона. В результате происходит повышение концентрации постреак-
ционных фрагментов, а затем Аβ-пептидов, которые стимулируют (по закону об-
ратной связи) в нейроне синтез белка предшественника АРР, и последующему β-, 
γ-процессингу подвергается большее количество АРР. Если процесс наращивания 
в нейроне синтеза АРР и количества Аβ-пептидов перестал регулироваться, то это 
приводит к гиперконцентрации постреакционных Аβ-фрагментов. Основная часть 
образованных Аβ-фрагментов взаимодействует с системой шаперонов и приобре-
тает физиологически нормальную конформацию Аβ-пептидов. Однако физиологи-
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ческий уровень шаперонов в нейронах, необходимый для эффективного контроля 
и коррекции сворачивания образованных de novo Аβ-фрагментов, не справляется 
с высокой концентрацией образующихся постреакционных фрагментов. Поэто-
му другая часть Аβ-фрагментов, которая осталась «не охваченной шаперонами», 
приобретает конформацию, устойчивую к окружающей среде: Аβ-фрагменты рас-
плетаются частично или полностью (обратимая денатурация). Затем под влиянием 
взаимодействия аминокислотных остатков в расплетенных Аβ-фрагментах, рН и 
ионного состава окружающей среды, концентрации фрагментов Аβ в реакционном 
пространстве формируется вторичная структура, а затем образуются мономерные 
конформационно модифицированные пептиды – нано-Аβ.

Известно, что кроме нейронов в некоторых других дифференцированных клет-
ках при определенных условиях конформационно неустойчивые фрагменты или 
молекулы белков с небольшой молекулярной массой, растворимые в водной среде 
и выполняющие транспортные или регуляторные функции, могут приобретать не-
обычную, ненативную конформацию. При взаимодействии молекул таких белков с 
диполями воды вокруг белковой молекулы формируется «крепкая» гидратная обо-
лочка. В результате формируются наномасштабированные биочастицы, устойчи-
вые к биохимическим и иммунологическим атакам клеток и организма. Образует-
ся особый класс: наночастицы биологического происхождения – бионаночастицы. 
Для некоторых нейронов это событие может послужить пусковым фактором ги-
бели нейронов от амилоидоза. Мономерные нано-Аβ плохо растворимы в водных 
растворах, имеют в своем составе преимущественно β-структурную конформацию 
и гидрофобные участки. При этом молекулы меняют свои свойства, они выходят 
из-под контроля нейронов и организма и становятся самостоятельными объектами 
нано-Аβ (размером 1,2–1,5 и более нанометров), которые обладают патогенными 
функциями по отношению к нейронам. В определенной концентрации нано-Аβ 
включают каскад событий, приводящий к амилоидозу нейронов и их гибели. На-
иболее известными являются конформационно модифицированные β-амилоиды и 
прионы – скрепи, которые обладают кроме способности к фибрилообразованию 
инфекционными свойствами (Prusiner, 1991) и могут передавать информацию о 
своей форме другим белкам (самовозобновляться) в организме у инфицированных 
животных – белковая наследственность (Prusiner, 1994, 1997). Эти объекты можно 
объединить как биогенные наночастицы, так как они имеют общие специфические 
особенности и закономерности: 1) без внешнего участия образуют олигомерные 
наночастицы больших размеров различной архитектуры: округлые, замкнутые, 
растворимые в биологических жидкостях (рис. 2а), и линейные (рис. 2б), плохо 
растворимые – предфибриллярной и фибриллярной (нерастворимые) структуры; 
2) обладают пространственной памятью или «конформационной наследственно- 
стью»; 3) не гидролизуются эндогенными ферментами.

Анализ собственных и опубликованных результатов других исследователей 
показал, что в каскаде молекулярно-клеточных событий, ведущих к повреждению 
нервных клеток, развитию амилоидоза и патогенеза БА, участвуют наночастицы, 
образованные из конформационно модифицированных Аβ и других белков, а также 
клеточные структуры с нарушенными функциями (Wall et al., 2011; Maltsev et al., 
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2011). Их участие в развитии амилоидоза нейронов и патогенеза нейродегенератив-
ных заболеваний (НДЗ) осуществляется посредством активации амилоидогенных 
ферментных систем, конформационных перестроек и межмолекулярных взаимо-
действий между различными наночастицами некоторых конформационно модифи-
цированных маркерных белков, характерных для НДЗ.

Склонность к конформационной модификации таких специфических белков 
проявляется при наличии хотя бы одного из условий: 1. Повышение локальной кон-
центрации Аβ вследствие спорадически или генетически обусловленного избытка 
синтеза или усиления процессинга предшественника (АРР). 2. Мутации, вызываю-
щие аминокислотные замены в пептидной цепи низкомолекулярных белков, кото-
рые увеличивают их склонность к агрегации. 3. Функциональная недостаточность 
в нейронах системы шаперонов и механизма убиквитин-протеасомной деградации 
белков с аномальной конформацией.

Таким образом, начинается процесс амилоидоза. Локальное образование высо-
кой концентрации гидрофобных мономерных нано-Aβ рядом с мембраной нейрона 

Рис. 2. Схема образования округлых олигомерных нано-β-амилоидов (а). Схема образования ли-
нейных олигомерных нано-β-амилоидов и протофибрилл (б)

1 – частично или полностью развернутый фрагмент β-амилоида после процессинга АРР 
γ-секретазой; 2 – образование конформационно модифицированных β-амилоидов – мономерных 
нано-Аβ; 3 – олигомеры, состоящие из мономерных нано-Аβ
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вносит коррективы в основные функции мембраны: полупроницаемость, избира-
тельность в поглощении веществ из среды, осмотическую стабильность и способ-
ность генерировать электрические потенциалы (влияя на транспорт ионов Са2�). 
Благодаря изменению электронной плотности на функциональных группах нано-
Aβ изменяется характер их взаимодействия с водой, с ионами и другими вещест-
вами. В одном состоянии карбоксильные группы нано-Aβ селективно связывают 
ионы K�, в другом – Na� (Линг, 2008) и ионы других металлов. Нано-Аβ активно 
связываются с двухвалентными металлами, которые участвуют в окислительном 
стрессе нейронов. При этом следует отметить, что многие работы указывают на 
то, что ионы Zn2� ускоряют образование амилоидных фибрилл, так как уменьша-
ется суммарный заряд нано-Аβ, увеличивается его гидрофобность и агрегаци-
онные свойства (Talmard et al., 2009). Также было показано, что ионы Zn2� спо-
собствуют агрегации Аβ, когда пептид из α-спиральной конформации переходит в 
β-амилоидную структуру (Chen et al., 2006; Talmard et al., 2009). Также была изу-
чена реакция образования координационной связи с ионами меди Cu2� для фраг-
мента Aβ и было показано методом 1H ЯМР и методом спектроскопии, что His6, 
His13, His14, Tyr10 образуют координационные связи с ионом меди (Ma et al., 2006; 
Minicozzi et al., 2008). Эти события угнетают функциональное состояние нейро-
нов, которое характеризуется изменением ряда параметров гомеостаза нейронов, 
их индукцией к дедифференцировке нейронов и вхождение в аберрантный, неско-
ординированный, летальный цикл в стадии G-2 (Гуляева, 2005). В первую очередь 
происходит резкое уменьшение синаптических контактов и уменьшение синапсов 
у нейронов (Singh et al., 2001).

Это приводит к образованию такого большого количества фрагментов молекул 
Аβ, при котором система сворачивания молекул Аβ в физиологическую конфор-
мацию с помощью шаперонов не справляется со своей задачей. Часть молекул Аβ 
минует встречу с шаперонами, оказывается в «свободном плавании», и сворачи-
вание пептида происходит не по клеточному сценарию, а «диким» образом, по за-
конам термодинамики и биохимии, в зависимости от состава окружающей среды, 
температуры и аминокислотного состава белковой молекулы. Экспериментально 
показано, что в условиях обратимой денатурации белковая молекула в зависимос-
ти от состава окружающей среды (инкубационной среды) и температуры может 
принимать широкий спектр кратковременных и устойчивых конформационных со-
стояний (Maltsev et al., 2011). Таким образом, образуются конформационно моди-
фицированные «молекулы-частицы наноамилоиды» (нано-Аβ). В структуре у этих 
нано-Аβ преобладают гидрофобные участки. В связи с этим они плохо растворимы 
в водных растворах и как следствие – обладают высокой агрессивностью к взаи-
модействию с другими молекулами, органеллами и мембранами, и предрасполо-
жены к образованию олигомеров нано-Аβ (Maltsev et al., 2011) с разной архитек-
турой. Они не контролируются нейронами и организмом, и с полным основанием 
их можно считать частицами нано-Аβ (Smyth et al., 1994). Находясь рядом с мем-
бранами нейронов, нано-Аβ подавляют их физиологические функции, ингибиру-
ют работу синапсов и мембранных каналов, угнетают активность митохондрий и 
других внутриклеточных систем, способствуют развитию окислительного стресса 
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(Wilkinson, 2001). Эта ситуация может привести к амилоидозу нейрона, а при ус-
ловии отсутствия периода покоя, в котором происходит восстановление функций 
всех клеточных систем, не исключена и гибель нейрона (Бехтерева, 1988). Плохо 
растворимые мономеры нано-Аβ обладают высокой активностью к образованию 
олигомеров нано-Аβ разной архитектуры (Maltsev et al., 2011). После образования 
олигомеров нано-Аβ их агрессивность по отношению к окружающим молекулам, 
органеллам и клеткам пропадает. Олигомеры нано-Аβ фибриллярной конфигура-
ции (архитектуры) нерастворимы и образуют предфибриллярные образования, а 
затем из них формируются синильные бляшки и фибриллы. Олигомеры нано-Аβ с 
округлой (шаровидной) архитектурой растворимы в водной среде и мигрируют в 
ликвор, а затем в кровь (Maltsev et al., 2011).

Экспериментально показано, что разрушенные аксоны, особенно в острой ста-
дии, могут служить источниками резко повышенного локально уровня АРР, что 
неминуемо сопровождается отщеплением из него Аβ-пептида (Smith et al., 2003). 
Однако существуют данные, что АРР может играть нейропротекторную и ней-
ротрофическую роль, а также защищать нейроны от эксайтотоксичности (Choi et 
al., 1995; Furukawa et al., 1996; Mucke et al., 1996).

8. Формирование наноамилоидных олигомеров 
и фибриллярных структур

Как индивидуальность мономерные наноамилоиды существуют недолго. Стре-
мясь скрыть гидрофобные участки, они взаимодействуют между собой, образуя бо-
лее крупные олигомерные наночастицы с округлой замкнутой структурой (см. рис. 
2а), внутри которой скрыты гидрофобные участки, и линейной предфибриллярной, 
а затем фибриллярной архитектурой (см. рис. 2б). При взаимодействии диполей 
воды с фиксированными зарядами аминокислотных остатков олигомера нано-Аβ 
прочность водородных связей между молекулами возрастает, и формируется упо-
рядоченная водная структура вокруг олигомера нано-Аβ. Сильные гидрофобные 
взаимодействия в олигомере и плотная гидратная оболочка выполняют барьерную 
и защитную функцию между олигомером нано-Аβ и средой.

Округлые олигомеры нано-Аβ (см. рис. 2а) (Мальцев, Галзитская, 2010) хоро-
шо растворимы в водных растворах, поэтому попадают в кровяное русло и при 
определенных условиях обнаруживаются в крови человека (Мальцев и др., 2008). 
Предфибриллярные, линейные структуры олигомеров нано-Аβ (см. рис. 2) само-
стоятельно без внешнего воздействия склонны к гомоагрегации in vitro (Chiti et al., 
1999) и отложению в виде биохимически неактивных внутриклеточных включений 
и волокон, либо внеклеточных фибрилл амилоидных и синильных бляшек (Dobson, 
1999), которые (по нашему мнению), в соответствии с нашей гипотезой, выполня-
ют важные функции для поддержания работы органов и жизненно необходимых 
процессов организма в период интенсивной гибели нейронов.

Результаты многих исследований указывают на то, что образование амилоидной 
фибриллы является фундаментальным свойством белковых молекул дифференци-
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рованных клеток в целом, а не только узкого класса так называемых амилоидоген-
ных белков, связанных с амилоидными болезнями, как считалось вплоть до недав-
него времени (Bucciantini et al., 2004; Dobson, 1999). При этом нормальные белки 
при образовании фибрилл становятся токсичными наноамилоидами (Bucciantini et 
al., 2004). В то же время известно, что незрелые водорастворимые фибриллы более 
цитотоксичны, чем зрелые нерастворимые амилоидные фибриллы. Структура этих 
токсичных незрелых фибрилл богата β-тяжами и должна быть универсальной, так 
как специфические антитела к предшественникам амилоидного пептида Aβ, свя-
занного с болезнью Альцгеймера, могут связываться также с предшественниками 
амилоидных фибрилл, образующихся и из других белков, имеющих совсем иную 
аминокислотную последовательность (Kayed et al., 2003). Механизм токсичности 
этих предшественников, кажется, тоже должен быть сходным для фибрилл, образу-
емых различными наноамилоидами.

Тот факт, что белок может свернуться неправильно или образовать частично 
развернутое состояние наноамилоида, которое в дальнейшем подвергается необ-
ратимой агрегации, указывает на проблемы, которые могут возникнуть в ходе сво-
рачивания белка. Неспособность белковой цепи свернуться в нативную структуру 
приводит к нарушению функции белка, а следовательно к болезни (Dobson, 1999). 
Среди конформационных болезней амилоидные болезни составляют особую груп-
пу. Общей чертой этих болезней является образование амилоидных фибрилл из 
нано-Аβ, в которых отдельные β-слои ориентированы перпендикулярно главной 
оси фибриллы. Образование фибрилл – яркий пример изменения конформации 
белковых молекул, связанного с увеличением доли β-структуры у наноамилоидов 
(Chiti et al., 1999; Fändrich et al., 2001). Образование фибрилл в общем случае за-
висит не от структуры белка-предшественника, а в значительной степени от его 
аминокислотной последовательности.

Понимание молекулярных механизмов образования фибрилл позволило бы 
объяснить причину возникновения этих болезней. Для некоторых белков были эк-
спериментально определены участки, которые могут отвечать за образование ами-
лоидных фибрилл. Показано, что образование фибрилл зависит от условий прове-
дения эксперимента и что денатурирующие факторы способствуют образованию 
фибрилл: чтобы агрегировать, белки должны быть развернуты или частично раз-
вернуты (Dobson, 1999).

Агрегация пептидов и белков, связанных с амилоидозами такого типа, как диабет 
типа II, болезни Альцгеймера и Паркинсона, не требует предварительного полного 
разворачивания белков, так как эти белки в основном состоят из небольшого числа 
аминокислотных остатков и при физиологических условиях уже не структурирова-
ны (Rochet, Lansbury, 2000). Однако большинство нативно развернутых белков in 
vivo не агрегирует (Uversky et al., 2000). Данный факт указывает на то, что развора-
чивание белка является необходимым, но недостаточным условием для образования 
нано-Аβ и амилоидных фибрилл. Скорее всего, должны существовать специаль-
ные мотивы аминокислотной последовательности, которые, будучи доступны для 
растворителя, более подвержены агрегации, чем другие участки аминокислотной 
последовательности. Экспериментальные факты только подтверждают гипотезу о 
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том, что небольшие области белка ответственны за образование фибриллярных на-
ноамилоидов (Von Bergen et al., 2000; Ivanova et al., 2004; Tenidis et al., 2000).

Так, встроенная в N-конец белковой молекулы амилоидогенная последователь-
ность из шести аминокислотных остатков (STVIIE) вызывает процесс образования 
фибриллы у водорастворимого белка α-спектрина, SH3-домен, который не образует 
наноамилоидные фибриллы при этих же условиях (Esteras-Chopo et al., 2005). При 
этом в ядро нанофибриллы, недоступное протеазам, входят короткие последова-
тельности из растворимого глобулярного белка, примыкающие к амилоидогенному 
участку. Таким образом, короткие амилоидогенные участки, доступные для внут-
римолекулярных взаимодействий, ускоряют реакцию самосборки, втягивая остав-
шуюся часть белка в фибриллярный агрегат.

Похожий результат был получен ранее для β2-микроглобулина мыши, который 
не образует амилоидов. В этом белке семь аминокислотных остатков были замене-
ны на семь аминокислотных остатков из β2-микроглобулина человека (образующего 
амилоиды) в том месте, где наблюдается наибольшее различие между первичными 
структурами этих белков, остатки 83–89. Такая замена в белке приводит к образова-
нию наноамилоидов in vitro (Ivanova et al., 2004). Следует отметить, что сам пептид 
(NHVTLSQ) образует наноамилоиды, а пептид, составленный из тех же аминокислот, 
но в случайном порядке (QVLHTSN), – нет (Ivanova et al., 2004). На основании полу-
ченных экспериментальных данных в работе предложена модель β-зигзагообразного 
стержня, который декорирован оставшейся частью белковой молекулы.

Идентификация таких амилоидогенных участков в белках открывает возмож-
ность использования их как мишени для предотвращения процесса образования 
нано-Aβ и амилоидных фибрилл.

9. Идентификация сайтов в белковой цепи, 
ответсвенных за β-агрегационную активность

Надежная идентификация β-агрегационных сайтов в белковой цепи важна для 
поиска терапевтических средств против таких заболеваний, как болезнь Альцгей-
мера и Паркинсона, а также других, связанных с образованием наноамилоидов и 
отложением их в виде больших агрегатов различной архитектуры.

Группа исследователей описали метод поиска агрегационных областей в по-
липептидной цепи, способствующих образованию мономерных наноамилоидов 
и амилоидных фибрилл (Pawar et al., 2005). Метод основан на построении про-
филя агрегационных свойств участка полипептидной цепи с учетом факторов, ко-
торые предложены авторами ранее для предсказания скорости агрегации (Chiti et 
al., 2003): гидрофобность рассматриваемого участка, его предрасположенность к 
образованию α-спирали и β-структуры, а также абсолютная величина суммарного 
заряда. Эти исследования указывают на то, что образование амилоидной фибриллы 
не является только основным свойством остова наноамилоида, зависящим от вне-
шних факторов, а это свойство определяется структурой аминокислотных остатков 
в определенных положениях, составляющих наноамилоид (Chiti et al., 2000).
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Нами был предложен новый метод FoldUnfold (Galzitskaya et al., 2006а,б; Гал-
зитская и др., 2006) и FoldAmyloid (Garbuzynskiy et al., 2010) для поиска амило-FoldAmyloid (Garbuzynskiy et al., 2010) для поиска амило- (Garbuzynskiy et al., 2010) для поиска амило-Garbuzynskiy et al., 2010) для поиска амило- et al., 2010) для поиска амило-et al., 2010) для поиска амило- al., 2010) для поиска амило-al., 2010) для поиска амило-., 2010) для поиска амило-
идогенных участков в белковой цепи, ответственных за образование олигомеров 
нано-Аβ, которые в процессе самосборки образуют патогенные амилоидные фиб-
риллярные структуры.

Образование достаточного числа контактов между остатками необходимо, что-
бы компенсировать потерю конформационной энтропии при сворачивании белка. 
Тем самым, нативная структура есть результат баланса между конформационной 
энтропией и энергией взаимодействия между остатками. С учетом этого факта 
было сделано два предположения. С одной стороны, если средняя плотность ок-
ружения (среднее число остатков на заданном расстоянии) меньше, чем «нормаль-
ная величина» данного параметра для глобулярных белков, то белок не свернется 
в нативную структуру, а будет нативно-развернутым. С другой стороны, если сред-
няя плотность окружения больше, чем «нормальная величина» данного параметра 
для глобулярных белков, то белковой цепи будет выгоднее образовать амилоидную 
фибриллу (в которой смогут реализоваться все ожидаемые контакты), чем натив-
ную глобулярную структуру. Предполагается, что упаковка внутри фибрилл плот-
ная (так как экспериментально было показано, что амилоидная фибрилла термос-
табильна, нечувствительна к протеазам и богата β-структурой (Kajava et al., 2004)), 
поэтому области, которые потенциально могли бы плотно упаковываться (иметь 
высокую плотность окружения), будут иметь тенденцию образовывать наноамило-
иды и амилоидные фибриллы. Данный подход был протестирован (Galzitskaya et 
al., 2006a,b; Галзитская и др., 2006), в результате чего оказалось, что участки белко-a,b; Галзитская и др., 2006), в результате чего оказалось, что участки белко-,b; Галзитская и др., 2006), в результате чего оказалось, что участки белко-b; Галзитская и др., 2006), в результате чего оказалось, что участки белко-; Галзитская и др., 2006), в результате чего оказалось, что участки белко-
вой цепи, которые обладают повышенной предполагаемой плотностью окружения, 
в большинстве случаев являются ответственными за амилоидогенные свойства 
белков, пептидов и образование наноамилоидов.

Стоит отметить, что на основании полученных экспериментальных данных по 
амилоидогенным участкам можно выделить два типа амилоидогенных фрагмен-
тов, которые ответственны за образование амилоидных фибрилл. Первый тип – 
амилоидогенный участок обогащен гидрофобными аминокислотами, и фибрилла 
стабилизируется за счет гидрофобных взаимодействий. Именно этот тип амилои-
догенных фрагментов находит уже разработанный нами подход (Galzitskaya et al., 
2006a,b). Второй тип – фибрилла стабилизируется водородными связями, образо-a,b). Второй тип – фибрилла стабилизируется водородными связями, образо-,b). Второй тип – фибрилла стабилизируется водородными связями, образо-b). Второй тип – фибрилла стабилизируется водородными связями, образо-). Второй тип – фибрилла стабилизируется водородными связями, образо-
ванными боковыми группами аминокислотных остатков. В дальнейшем предпола-
гается развитие данного подхода: поиск амилоидогенных участков второго типа и 
создание единого метода (и сервера FoldAmyloid) для предсказания амилоидоген-FoldAmyloid) для предсказания амилоидоген-) для предсказания амилоидоген-
ных участков обоих типов. Нами сделаны предсказания амилоидогенных участков 
для ряда белков, для которых положение амилоидогенных участков известно из 
экспериментальных исследований. Предложенный нами подход дает неплохое со-
гласие с экспериментом (Galzitskaya et al., 2006b; Garbuzynskiy et al., 2010).

Основываясь на теоретических расчетах, были предложены (Massi, Straub, 
2001; Thirumalai et al., 2003) несколько сценариев для агрегации нано-Аβ в фибрил-
лярные структуры при БА. Во всех этих сценариях ранним ключевым событием 
является структурная перестройка постреакционного мономера, вызванная флук-
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туациями окружающей среды, воздействием денатуранта или взаимодействием с 
другими мономерами, которые усиливают агрегационные свойства молекул. Таким 
образом, совершенно необходимо описать структурные характеристики, которые 
могут инициировать образование наноамилоидного олигомера при взаимодейс-
твии мономерных наноамилоидов. Важно расшифровать, какие изменения в струк-
туре будут усиливать мономерную форму наноамилоида.

Для Аβ-мономеров давно было показано, что остатки с 24 по 27 (VGSN) игра-
ют важную роль в локальном упорядочении, хотя считается, что они принимают 
неупорядоченную структуру (Kirschner et al., 1987). С помощью метода фотометки 
было показано, что нано-Аβ (1-40) находится в растворе в мономерной, димерной, 
трехмерной и тетрамерной формах, в то время как для нано-Аβ(1-42) превалирует 
пентамерная и гептамерная формы (Ban, Goto, 2006). На основании этого можно 
предположить, что размер критического ядра для образования наноамилоидной 
формы Аβ будет больше четырех или семи. Только в этом году нами впервые сдела-
ны расчеты числа мономеров, входящих в ядро Аβ-протофибриллы, на основании 
модели амилоидообразования, разработанной нами (Dovidchenko et al., 2014). В 
случае Аβ-пептида размер ядра первичной нуклеации составляет 3 мономера, при 
этом процесс экспоненциального роста происходит по сценарию ветвления, и раз-
мер ядра вторичной нуклеации составляет 2 мономера (Dovidchenko et al., 2014).

Для белка Ure2p было найдено, что критическое ядро протофибриллы состоит 
из шести цепей, варьируя лаг-период амилоидообразования за счет изменения кон-
центрации белка (Fay et al., 2003). Из-за сложности задачи эти данные не были под-
тверждены теоретическими расчетами. Р. Нельсон и соавторы, используя простые 
энергетические расчеты, предположили, что минимальное ядро для образования 
фибриллы пептидом GNNQQNY включает от трех до четырех цепей (Nelson et al., 
2005). Расчеты же других авторов показали, что минимальное ядро для этого пеп-
тида включает 6 цепей (Tsemekhman et al., 2007). Хотя нужно отметить, что данный 
расчет не принимает во внимание энтропийные эффекты, которые очень важны 
для нуклеационных расчетов. Рассмотрение энтропийных эффектов и полноатом-
ное описание модели позволило другим авторам, Р.Д. Хиллу и К.Л. Бруксу, найти 
критическое ядро для пептида STVIYE, которое оказалось равным пяти мономе-
рам (Hills, Brooks, 2007). Используя эмпирические потенциалы, было показано, что 
время присоединения нанофрагмента Аβ(16-22) к уже образовавшемуся пентамеру 
остается все еще большим (Nguyen et al., 2007). Из полноатомного МД-моделиро-
вания прионового фрагмента из восьми остатков можно предположить, что восемь 
цепей является минимальным размером для образования олигомерного β-листа 
(Ma, Nussinov, 2002).

Для Аβ-пептида было показано, что N-концевой фрагмент 1-19 и C-концевой 
35-40 наноамилоида более подвержены водородному обмену как в фибрилле, так и 
в протофибрилле. Фрагмент 20-34 сильно защищен от обмена в фибрилле и менее 
в протофибрилле, если предположить, что переход от протофибриллы к фибрилле 
связан с существенным упорядочением структуры в этом районе (Kheterpal et al., 
2006). На основании этих данных можно предположить, что на стадии образования 
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олигомеров наноамилоидов и протофибрилл можно заблокировать амилоидоген-
ные участки от дальнейшей структурной перестройки.

10. Энергорегулирующие защитные механизмы

Сложные стрессовые ситуации и другие причины, вызывающие в нейроне син-
тез большого количества белка, в том числе АРР, содержащего около 700 аминокис-
лотных остатков (а.о.), могут угрожать гомеостазу нейрона закритической темпе-
ратурой. Расчеты только по одной молекуле АРР в нормально функционирующем 
нейроне показали, что при активации одной АК образуется пирофосфат, который в 
присутствии пирофосфатазы расщепляется на два фосфата, и при этом выделяется 
большое количество энергии, которая диссипирует в виде тепла. При биосинтезе 
одного моля АРР в ограниченном пространстве будет выделяться в виде тепловой 
энергии около 42 000 кДж/моль. Наиболее ранние и грубые патологические из-
менения метаболизма, а также снижение числа и плотности нейрональных синап-
сов и нейронов гиппокампа, по мнению ряда авторов (Bertoni-Freddari et al., 1997; 
Uylings, de Brabander, 2002), может быть объяснено высокими энергетическими 
процессами в этих областях головного мозга, что в условиях митохондриальной 
дисфункции из-за развития свободнорадикального окисления и повышенного со-
держания внутриклеточного Са2� естественно приводит к ранней гибели нейронов 
именно этих отделов головного мозга. Было также показано, что тепловая стабиль-
ность нуклеопротеинов мозга мышей зависит от возраста и растет по мере старения 
животного (Greer, Zamenhof, 1962; Kurtz, Sinex, 1967). Для регулирования тепловой 
стабильности при интенсивном синтезе белка в нейроне должна быть биохимичес-
кая защитная система, не допускающая расщепления РРi и диссипации энергии 
в тепловую. Мы считаем, что эту проблему решают механизмы фосфорилирова-
ния транспортных белков АРР и ТБ, которые обеспечивают эвакуацию фосфатов 
и, вероятно, пирофосфатов из зоны биосинтеза белка на периферию к клеточным 
мембранам или к митохондриям для дальнейшей утилизации в процессе дефос-
форилирования. Хорошо известно, что большинство биохимических процессов, 
таких как фосфорилирование, ацетилирование и метилирование, обратимы (Шиф,  
2005).

11. Тау-белки нейронов

Другим, наиболее активным и эффективным эвакуатором фосфатов и, возмож-
но, пирофосфатов из зоны синтеза белка является ТБ. Белковая молекула ТБ явля-
ется гидрофильным и высоко асимметричным белком. N-концевой фрагмент ТБ 
взаимодействует с плазматической мембраной и цитоскелетными белками нейро-
на, принимает участие в сигнальной трансдукции, определяет расстояние между 
микротрубочками в аксоне и способен регулировать диаметр последнего (Brandt et 
al., 1995; Chen et al., 1992).
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Данный фрагмент содержит кислую и богатую пролином области в своем со-
ставе. Именно богатая пролином область ТБ интенсивно фосфорилирована в мозге 
пациентов с БА (Johnson, Jenkins, 1999). В составе N-концевого фрагмента ТБ есть 
небольшие участки связывания железа и гепарина. С-концевой фрагмент ТБ со-
держит 3 или 4 тубулин-связывающих домена длиной 31–32 остатка каждый (R) и 
один кислый регион (Alonso et al., 2006) (рис. 3). Установлено, что при активации 
гепарином GSK3β усиливается фосфорилирование ТБ по сайтам Ser199, Thr231, 
Ser235, Ser262, Ser396, Ser400, которые характерны для гиперфосфорилирован-
ного ТБ при БА (Song, Yang, 1995). Ненасыщенные жирные кислоты, входящие в 
состав фосфолипидов, и ионы металлов, особенно алюминий, также стимулиру-
ют полимеризацию ТБ (Scott et al., 1993; Wilson, Binder, 1997). В настоящее время 
рассматривается гипотеза о роли так называемых «воспламеняющих» сайтов фос-
форилирования ТБ (Johnson, Bailey, 2002). Речь идет о сайтах, фосфорилирование 
которых облегчает дальнейшее множественное фосфорилирование молекулы ТБ 
по аномальным сайтам с образованием гиперфосфорилированного белка. Как пра-
вило, «воспламеняющие» сайты в ТБ являются участками взаимодействия с други-
ми внутринейрональными протеинами, и прежде всего тубулином, которому отво-
дится ключевая роль в липид-белковых комплексах возбудимых мембран (Шноль, 
1979). Таким образом, тубулин не только входит в состав трубочек, но является 
одним из компонентов в составе протоплазмы нейрона, определяющих свойства и 
характеристики фазового перехода возбудимых мембран. К процессам, принима-
ющим участие в посттрансляционной модификации ТБ, относятся фосфорилиро-
вание, убиквитирование, гликирование, гликозилирование, окисление, нитрование, 
агрегация и др. (Cripps et al., 2006; Kuhla et al., 2007). В норме ТБ, взаимодействуя с 

Рис. 3. Схема доменной структуры 6 изоформ тау-белков. Е2, Е3 и Е10 – экзоны N-концевого и 
С-концевого фрагментов белка

Повторы R1–R4 в молекулах ТБ, содержащие дополнительные сайты, способны связывать фос-
фаты и АМФ для транспорта из зоны синтеза белка к митохондриям. # аа – число аминокислотных 
остатков в изоформах ТБ
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тубулином, скрепляет и стабилизирует микротрубочки (Biernat et al., 1993), обеспе-
чивает перенос в цитоплазме нейронов клеточных органелл и мобильных биохими-
ческих молекул (Probst et al., 2000), регулирует рост аксонов и дендритов (Dawson et 
al., 2001). Способность ТБ скреплять микротрубочки отчасти объясняется наличием 
у него нескольких фосфатных групп (см. рис. 3). При интенсивном синтезе белка в 
нейроне в зоне синтеза белка образуется большое количество молекул пирофосфата 
и АМР. Пирофосфат может подвергаться гидролизу пирофосфатазой с образовани-
ем двух молекул фосфата, а выделяющаяся при этом энергия рассеивается в виде 
тепла. Молекулы ТБ при участии киназ присоединяют молекулы фосфатов в зоне 
синтеза белка и способствуют эвакуации этих фосфатов к митохондриям. Возмож-
но, что аналогично осуществляется транспорт молекул АМР из зоны синтеза бел-
ка к митохондриям для восстановления в АТР. При продолжительном интенсивном 
синтезе белка в зоне синтеза температура может повышаться до определенного зна-
чения, при котором возникает вероятность присоединения нескольких молекул фос-
фатов к различным сайтам молекулы ТБ. Аксоногенез также регулируется уровнем 
фосфорилирования ТБ, при этом образуется градиент степени фосфорилирования 
молекул ТБ вдоль растущего аксона. Было убедительно показано, что в теле нейро-
на в основании аксона ТБ фосфорилирован по Ser199/202 и Thr205 на 80%, тогда 
как в конусе роста аксона только на 20% (Mandell, Banker, 1996). Эти результаты 
четко свидетельствуют о том, что в центральных зонах нейрона молекулы ТБ поли-
фосфорилируются, а затем, по мере перемещения ТБ от центра нейрона, фосфаты 
утилизируются. Процесс блокирования пирофосфатов имеет для нейрона важное 
значение, так как изымает из энергетического обращения энергоемкие молекулы и 
предотвращает повышение температуры в нейронах. Таким образом, формулу поли-
фосфорилирования ТБ можно записать в виде:

ТБ�nATP ↔ ТБnP�nADP.

В ряде обзоров описаны варианты предотвращения гидролиза пирофосфа-
тов пирофосфатазой в разных организмах (Rao et al., 2009; Da Silva et al., 1991; 
Terkeltaub, 2001). В нейронах, по нашему мнению, этот процесс протекает следую-
щим образом:

nАDP�nРРi ↔ nATP�nPi.

Огромную роль в изучении патогенеза БА занимают исследования генетики 
ТБ. τ-Ген располагается на 17 хромосоме (17q21 локус) и содержит по крайней 
мере 16 экзонов (Andreadis et al., 1992; Goedert et al., 1999). В настоящее время для 
τ-гена выявлен полиморфный динуклеотидный повтор в 9 интроне и 8 одинарных 
нуклеотидных полиморфизмов (Baker et al., 1999; Rizzu et al., 1999). Первичный 
эффект интронных мутаций τ-гена, находящихся рядом со сплайс-донорским учас-
тком, обусловлен изменением соотношения изоформ ТБ с различным количеством 
повторов, при этом имеет место преобладание изоформ с 4 повторами (Hong et al., 
1998; Ryoo et al., 2007). Была выявлена роль еще одного фермента в гиперфосфо-
рилировании ТБ. Речь идет о тирозин фосфорилирующей регуляторной киназе 1А 
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с двойной специфичностью (DYRK1A). Ген DYRK1A локализован на той же 21 
хромосоме, что и ген АРР. С этим ассоциирует наличие интранейрональных ней-
рофибриллярных сплетений (ИНФС) одновременно с внеклеточными сенильными 
бляшками агрегированного Аβ при трисомии 21 хромосомы (у пациентов с син-
дромом Дауна), либо при увеличении копий отдельных генов данной хромосомы 
(болезнь Альцгеймера) (Grundke-Iqbal et al., 1986; Spires et al., 2006). В мозге чело-
века идентифицировано 6 изоформ ТБ (45–65 кДа) длиной 352–441 а.к. остатков, 
экспрессирующихся в результате альтернативного мРНК-сплайсинга 2-, 3- и 10-го 
экзонов (см. рис. 3). Изоформы ТБ отличаются наличием трех (R2, R3, R4) или 
четырех (R1, R2, R3, R4) повторяющихся участков в С-концевом фрагменте моле-
кулы белка и наличием либо отсутствием одной из двух вставок (E2 и Е3) в N-кон-
цевом фрагменте. Для ТБ характерна биохимическая гетерогенность в различных 
субпопуляциях нейронов (Buée et al., 2000). Самая длинная изоформа ТБ (441 АК) 
содержит 80 остатков серина и 5 остатков тирозина, поэтому 20% молекулы потен-
циально может быть фосфорилировано (Goedert et al., 1989). Изоформы ТБ при раз-
ных заболеваниях регистрируются в разных сочетаниях. В частности, при БА иден-
тифицирован триплет ТБ (изоформы тау 55, 64 и 69 кДа), являющийся основной 
составляющей ИФНС. Все они образуются в результате гиперфосфорилирования. 
В норме для различных изоформ ТБ выявлены специфические участки фосфорили-
рования. Однако при БА наблюдается неспецифическое гиперфосфорилирование 
целого ряда изоформ ТБ по аномальным сайтам (Köpke et al., 1993). Изоформы ТБ 
с экзоном 10 содержат 2 цистеиновых остатка, без этого экзона – только один. Это 
предполагает возможность формирования димеров белка за счет образования меж-
молекулярных дисульфидных связей. Возможно, что окисление сульфгидрильных 
групп в данном белке может вносить свой вклад в его агрегацию. В нейрофибрил-
лярных сплетениях при БА обнаружены все 6 изоформ гиперфосфорилированного 
ТБ, которые при электрофоретическом разделении дают 3 основные полосы, соот-
ветствующие белкам с молекулярным весом 68, 64 и 60 кДа (Delacourte et al., 1999). 
Недавно обнаружена изоформа ТБ, представленная в ядре нейронов и других кле-
ток. Она колокализуется с ядерным белком нуклеолином и АТ-богатым участком 
сателитной ДНК и представлена в конститутивном хроматине. Авторы предпола-
гают, что ядерный ТБ принимает участие в структурировании ядра и гетерохрома-
тинизации отдельных рибосомальных генов (Sjöberg et al., 2006). ТБ может быть 
фосфорилирован в 30 сайтах, при этом в норме на 1 моль этого белка приходится 
2–3 моля фосфатных групп, тогда как у гиперфосфорилированной изоформы – от 5 
до 9 молей фосфатов (Alonso et al., 2006; Köpke et al., 1993).

Эти результаты убедительно демонстрируют ситуацию, когда сайты фосфори-
лирования присоединяют в норме по одному фосфату. В случае высокой интенсив-
ности синтеза эти же сайты могут присоединять несколько фосфатов. Также пока-
зано, что N-гликозилирование характерно для гиперфосфорилированного ТБ, тогда 
как О-гликозилирование – для немодифицированного ТБ (Arnold et al., 1996; Wang 
et al., 1996). Предполагается, что фосфорилирование и О-гликозилирование этого 
белка играет роль в его ядерной локализации, а N-гликозилирование гиперфосфо-
рилированного ТБ способствует транспорту этих комплексов к мембране нейрона.
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12. Образование нейрофибриллярных сплетений 
из гиперфосфорилированных тау-белков

При исследовании мозга пациентов, умерших от БА, кроме сенильных бля-
шек обычно обнаруживают интранейрональные нейрофибриллярные сплетения 
(ИНФС) (Avila et al., 2004; Johnson, Bailey, 2002). При электронной микроскопии 
они имеют вид парных спирально скрученных нейрофиламентов в цитоплазме 
нейронов, которые состоят из гиперфосфориллированных ТБ. При этом один фос-
фат присоединяется к одной молекуле ТБ, а второй фосфат потенциально готов 
вступить в реакцию с другой молекулой ТБ. При определенной ситуации другая 
молекула ТБ присоединяет этот фосфат и образуется димер, соединенный фосфат-
ным мостиком (Rao et al., 2009).

Логичная гипотеза о роли фосфорилирования в формировании ИНФС из ТБ была 
сформулирована в 2005 г. (Iqbal, Grundke-Iqbal, 2005). В соответствии с представле-
ниями этих авторов, молекулы ТБ образуют гомоагрегаты, в основном посредством 
доменов, которые взаимодействуют с тубулином микротрубочек (рис. 4).

Рис. 4. Схема участия сайт-специфическогогиперфосфорилирования (Ser404 и Ser396) и каспаз-
ного расщепления ТБ в процессе агрегации с образованием нейрофибриллярных сплетений

К – киназы, Ф – фосфaтазы, N- и C- – концы молекулы ТБ. Цилиндр – микротрубочка
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Гиперфосфорилирование ТБ нейтрализует данные домены, облегчая агрега-
цию и формирование ИНФС. Экспериментально было доказано, что фосфорили-
рование ТБ по сайтам Тhr231 и Ser262 существенно снижает его взаимодействие с 
тубулином микротрубочек (Biernat et al., 1993; Cripps et al., 2006). Некоторые авто-
ры считают фосфорилирование необходимым, но недостаточным условием для по-
лимеризации ТБ (Chun, Johnson, 2007a,b). Сайт-специфическое фосфорилирование 
ТБ сопровождается его расщеплением каспазой-3 по сайтам Ser422 и Ser396/404 
(Ferrari et al., 2003; Haase et al., 2004). Укороченные и гиперфосфорилированные 
молекулы этого белка существенно активнее формируют нейрофибриллярные 
сплетения. Описанное расщепление белка по Glu391 и деамидирование по АК-
остаткам аспарагина (или глутамина) также способствуют агрегации (Ding et al., 
2006). Токсичность гиперфосфорилированного ТБ, по аналогии с Аβ, ассоциирует 
с короткими олигомерами и небольшими агрегатами, а не с крупными нейрофила-
ментами (Spires-Jones et al., 2008). На нейронах мышей было продемонстрировано 
отсутствие токсического эффекта фАβ в условиях нокаута τ-гена и нейротоксич-
ность псевдофосфорилированного экзогенного ТБ (Fath et al., 2002; Rapoport et al., 
2002). По нашему мнению, добавление фАβ в условиях нокаута τ-гена не вызывает 
коллапса, так как фАβ стимулирует синтез белка в нейронах, у которых нет ТБ, по-
этому не происходит гиперфосфорилирования ТБ и последующего коллапса. Убе-
дительно показано, что при избыточной экспрессии ТБ нарушается аксональный 
транспорт в нейронах. Угнетаются быстрый кинезинзависимый антероградный 
транспорт в связи с блоком микротрубочек и медленный ретроградный транспорт, 
поскольку нейрофиламенты тяжелых цепей и ТБ конкурируют за взаимодействие с 
С-концевым фрагментом тубулина (Ebneth et al., 1998; Probst et al., 2000). ТБ транс-
портируются в основном медленным аксональным путем, при этом их избыток 
нарушает связь микротрубочек и нейрофиламентов, приводя к накоплению пос-
ледних в аксоне. Очень интересные результаты были получены большой группой 
исследователей на культурах нейронов, нокаутных по ТБ (Tau-/-) и нейронах дико-
го типа (Tau�/�) (Vossel et al., 2010). Авторы исследовали транспорт митохондрий и 
TrkA-рецепторов от синапса к телу клетки (ретроградное движение) и от тела клет-
ки к синапсу (антероградное движение). Установлено, что прибавление Aβ «вы-
зывает транспортный коллапс» у Tau�/� нейронов дикого типа (содержащих ТБ), 
но не у Tau-/- нейронов, не содержащих ТБ. Авторы не обсуждают, каким образом 
осуществляется эта связь, если Aβ не участвует в процессах фосфорилирования 
белков. В данной ситуации добавление Aβ вызывает интенсивный синтез белка в 
нейронах. Поэтому в нейронах дикого типа ТБ начинают активно фосфорилиро-
ваться в зоне синтеза белка и при длительном воздействии Aβ в нейронах начинает 
развиваться процесс гиперфосфорилирования, а затем транспортный коллапс.

13. Сбой защитных механизмов

Экспериментально показано, что на определенном этапе фосфорилирования 
ТБ растворимость белковой молекулы уменьшается, возникают зоны «застоя», он 
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начинает накапливаться в нейроне, нити белка связываются между собой дифос-
фатными мостиками, «слипаются» в нейрофибриллярные клубки и разрушают 
транспортную систему нейрона (Hernández, Avila, 2007). Некоторые исследователи 
считают, что нити гиперфосфорилированного ТБ начинают объединяться между 
собой путем образования дифосфатных связей, образуя в итоге нейрофибрилляр-
ные клубки внутри нервных клеток (Goedert et al., 1991). Все это вызывает дезин-
теграцию микротрубочек и коллапс транспортной системы внутри нейрона (Iqbal 
et al., 2005), приводит к нарушению биохимической передачи сигналов между 
клетками, а затем и к гибели самих  клеток (Chun, Johnson, 2007а). Ненасыщен-
ные жирные кислоты фосфолипидов и ионы металлов, особенно алюминий, также 
стимулируют полимеризацию ТБ (Scott et al., 1993; Wilson, Binder, 1997). Другие 
авторы показали, что регуляторная тирозинкиназа 1А (DYRK1A) с двойной специ-
фичностью (Lochhead et al., 2005) катализирует автофосфорилирование по Tyr-321 
и фосфорилирует ТБ в положениях Thr212, Ser202 и Ser404 (Korenberg et al., 1994). 
В модуляции уровня фосфорилирования ТБ in vivo кроме киназ принимают участие 
фосфатазы: а именно РР1, РР2А и РР2В (кальцинеурин) (Korenberg et al., 1994). 
Оказалось, что РР2А-фосфатаза действует на наибольшее число сайтов фосфори-
лирования и связывается с участком ТБ, ответственным за взаимодействие с тубу-
лином (Goedert et al., 2000). Экспериментальные исследования условий дезоргани-
зации цитоскелета нейрона выявили развитие гипоксии и оксидативного стресса, 
которое авторы объясняют тем, что в митохондриях, лишенных бесперебойной 
«адресной» доставки по микротрубочкам субстратов окисления и кислорода, на-
блюдается разобщение дыхательной цепи, угнетение синтеза АТР и активация сво-
боднорадикального окисления активными формами кислорода (Лю и др., 2008). 
Мы полагаем, что это является следствием повышения интенсивности синтеза 
белка и перегрузкой защитных систем нейрона. Происходит гиперфосфорилиро-
вание ТБ, образование между молекул ТБ дифосфатных мостиков и формирование 
двойных спиральных цепочек, которые заполнили микротрубочки и заблокирова-
ли доставку к митохондриям фосфатов, АМР и других компонентов, необходимых 
для синтеза АТР. Aгрегация ТБ in vitro с образованием ИНФС была отмечена при 
их инкубации с мочевиной, неэтерифицированными жирными кислотами, тРНК, 
гепарином, гепаринсульфатом или полиглутаминовой кислотой (Von Bergen et al., 
2001). Нейрофибриллы действительно образуют в мозге пациентов с БА плотные 
спиральные переплетения с микрофибриллами ТБ, который представляет собой бе-
лок, связывающийся с микротрубочками в теле и отростках нейрона. Однако ока-
залось, что нейрофибриллы ТБ неспецифичны для БА. Они обнаруживаются и при 
других нейродегенеративных заболеваниях в нейронах различных отделов мозга, 
в которых ТБ выполняют аналогичные защитные функции. Эти заболевания полу-
чили название таупатии. Выпадая в виде нейрофибрилл, ТБ теряет свою функцию 
и приобретает нейротоксические свойства. Менее изучены сайты фосфорилирова-
ния, участвующие в процессах фибриллобразования. Известно, что фосфорилиро-
вание Thr231 существенным образом снижает способность ТБ взаимодействовать 
с тубулином микротрубочек (Cho, Johnson, 2004). Напротив, фосфорилирование по 
Ser396 и Ser404 оказывает незначительный эффект (Cho, Johnson, 2003). Уровень 
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ИНФС в нейронах гиппокампа непосредственно коррелирует со степенью выра-
женности деменции при БА (Alonso et al., 2006). ИНФС присутствуют преимущес-
твенно в телах тех нейронов, дегенерирующие аксоны которых находятся в облас-
ти сенильных бляшек. Основной структурной составляющей нейрофибриллярных 
сплетений является гиперфосфорилированный ТБ. Интересные данные получены 
при исследовании взаимосвязи различных метаболических процессов с процес-
сингом Аβ и ТБ. Установлено, что олигомеры нано-Аβ провоцируют нарушение 
функций циклинзависимой киназы 5 (Cdk5) и изоформы киназы гликогенсинтазы 
β (GSK3β) (Lund et al., 2001; Takahashi et al., 2003), что вызывает гиперфосфори-
лирование ТБ и деполимеризацию тубулина микротрубочек (Завалишин, Захарова, 
2003). В норме ТБ идентифицированы исключительно в нейронах, в условиях па-
тологии они обнаруживаются также в нейроглии (Johnson, Stoothoff, 2004). В норме 
для различных изоформ ТБ выявлены специфические участки фосфорилирования. 
При БА наблюдается неспецифическое гиперфосфорилирование целого ряда изо-
форм тау по аномальным сайтам (Köpke et al., 1993).

14. Роль фосфорилирования транспортных белков в нейронах

Высокие концентрации фосфатов в зоне синтеза белка в свою очередь спо-
собствуют фосфорилированию АРР, активации β-секретазы и переключению про-
цессинга АРР на амилоидный путь (Walter et al., 1997). Это приводит к образо-
ванию дополнительного количества фАβ, которые в свою очередь дополнительно 
стимулируют синтез АРР, возникший «самостимулирующий цикл» замыкается и, 
как следствие, приводит к неконтролируемому нарастанию количества нано-Аβ 
(Wallace et al., 1993). Таким образом, механизм фосфорилирования транспортных 
белков играет в клетке как физиологическую, так и патологическую роль (рис. 5).

В качестве физиологического эффекта важно отметить участие этих белков в 
эвакуации фосфатов, можно упомянуть стимуляцию роста нейритов (Biernat et al., 
2002), регуляцию аксонального транспорта (Spittaels et al., 2000) и управление ди-
намикой сборки и поддержание стабильности микротрубочек (Probst et al., 2000) 
у нормально фосфорилированного ТБ. Гиперфосфорилирование этого белка по 
аномальным сайтам приводит к агрегации с образованием токсичных олигомеров 
(Abraha et al., 2000) и выходом ТБ из микротрубочек с дальнейшей дезорганизаци-
ей последних (Lu, Wood, 1993), что в результате способствует блокаде транспорт-
ных путей в нейроне, развитию транспортного коллапса и гибели нейрона (Ebneth 
et al., 1998). Дискуссия относительно первичности роли олигомеров Аβ или ТБ в 
патогенезе БА привела некоторых исследователей к следующим обобщениям. Ге-
нетические предпосылки БА проявляются агрегацией избытка Аβ(1-40) в олиго-
меры, которые блокируют пресинаптическую мембрану. Это вначале приводит к 
«молчанию» нейрона и разрыву в сети нейрональной передачи сигнала, а затем 
токсичный эффект Аβ обусловливает подавление функций митохондрий, мем-
бранных рецепторов, индуцирует развитие оксидативного стресса и разрушение 
цитоскелета и инициирует гибель нейрона (Лю и др., 2008). В данной гипотезе не 
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представлен механизм токсического влияния нано-Аβ на процесс интранейрональ-
ного гиперфосфорилирования ТБ и его агрегацию. Многие авторы финалом ука-
занных событий считают апоптоз, но при этом никто не описывает классическую 
картину генетически запрограммированной гибели нейронов. Ранее мы провели 
сравнительный анализ картин гибели нейронов от некроза, апоптоза и амилоидоза 
и показали, что по всем важным параметрам они резко отличаются (Maltsev et al., 
2011; Каминский и др., 2005).

Любопытно, что при БА и других нейродегенеративных заболеваниях с таупа-
тией в периферической нервной системе исследователи не обнаруживают агрега-
цию ТБ и объясняют этот феномен присутствием добавочного экзона 4А в молекуле 
ТБ периферических нейронов, что предотвращает его самоассоциацию (Pérez et al., 
2001). Однако другие факты показывают, что причиной отсутствия агрегации ТБ в 
периферической нервной системе является низкая интенсивность синтеза белка и, 
следовательно, пониженная активность защитных процессов, связанных с эвакуа-
цией фосфатов. Патологическое фосфорилирование ТБ при БА может быть следс-
твием не только гиперактивности киназ, но и недостаточности фосфатаз (например 
РР2А). К гипоактивности фосфатаз причастны такие метаболиты, как гомоцисте-
ин, витамин В12, витамин В6 и др. (Vafai, Stock, 2002). Формируясь в нейрофиб-
риллы, ТБ теряет свои физиологические функции и приобретает нейротоксические 
свойства. В норме «деполимеризация» фибрилл происходит под действием киназ 
– ферментов, переносящих фосфатные группы от АТР на белки. Фосфорилирова-
ние ТБ с помощью фосфатаз приводит к образованию депозитов ТБ, утере белком 
присущей ему функции, агрегации и нейродегенерации.

Рис. 5. Физиологическая и патологическая роль фосфорилирования ТБ в нейроне
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15. Заключение

На основании анализа большого блока экспериментальных и клинических ис-
следований мы представили описание начальных этапов физико-биохимических 
событий в нейронах, которые являются пусковыми факторами развития амилои-
доза нейронов и раннего патогенеза БА. Продолжительные стрессовые ситуации 
и информационное давление на организм сопровождаются интенсивным синтезом 
белка в нейронах. В зонах активного синтеза белка накапливаются побочные про-
дукты синтеза белка: молекулы АМР и пирофосфатов. Пирофосфаты могут при 
гидролизе выделять большое количество энергии, которая рассеивается в виде 
тепловой энергии и может негативно влиять на нейрон. Фосфорилирование пост-
синтетических молекул АРР переключает процессинг АРР на амилоидный путь 
при участии β-секретазы. Эти события вызывают эвакуацию из зоны синтеза белка 
фосфатов, блокируют гидролиз пирофосфатов и увеличивают концентрацию пос-
треакционных молекул Аβ. ТБ также принимает участие в эвакуации фосфатов и 
ингибировании гидролиза PPi, доставляя к митохондриям фосфаты, а также другие 
компоненты, необходимые для синтеза АТФ. При участии шаперонов молекулы 
Аβ приобретают физиологическую конформацию фАβ, выполняют «свои» прису-
щие им функции и в определенной ситуации индуцируют дополнительный синтез 
АРР в нейроне. В исключительных случаях процесс может выйти из-под контроля: 
фАβ индуцируют дополнительный синтез АРР, как следствие – фосфорилирован-
ный АРР при процессировании увеличивает количество молекул Аβ. При высокой 
концентрации фАβ может индуцировать дополнительный синтез АРР в соседних 
нейронах и провоцировать в них развитие аналогичных патологических процес-
сов. При высоких концентрациях фрагментов Аβ часть из них, минуя шапероны, 
приобретают «дикую» коформацию нано-Аβ. Увеличение продукции молекул Аβ 
предопределяет процессирование мономерных нано-Аβ, которые негативно воз-
действуют на синапсы и мембраны нейронов, а также образуют олигомеры нано-
Аβ разной архитектуры: фибриллярные, выпадающие в виде фибрилл и бляшек, 
или округлые. Прогрессирующее поражение синапсов и клеточных мембран вы-
зывает дисфункцию митохондрий (Filosto et al., 2011), ведет к нарушению ионного 
обмена нейронов, что вызывает генерирование реактивных радикалов и окислов, 
формирующих оксидативный стресс (Facecchia et al., 2011). При продолжительном 
отсутствии восстановительного периода покоя в нейроне происходит перегрузка 
защитных систем, которая вызывает изменения условий эвакуации фосфатов и 
других метаболитов из зоны синтеза белка. Перегрузка ТБ фосфатами приводит 
к гиперфосфорилированию ТБ, образованию между молекулами ТБ дифосфатных 
мостиков (Уверский и др., 1999) и формированию двойных спиральных цепочек, 
которые заполняют микротрубочки и препятствуют доставку к митохондриям ис-
ходных компонентов, необходимых для синтеза АТР. Это дополнительно вызывает 
дисфункцию митохондрий, липидного и углеводного обмена, образование нейро-
фибриллярных клубков внутри нервных клеток, коллапс транспортной системы 
внутри нейрона, а затем и гибель нейронов. Таким образом, причиной гибели ней-
ронов являются вторичные внутринейрональные метаболические изменения.
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Подводя итоги можно констатировать, что процесс образования межклеточных 
бляшек, фибрилл и волокон является приспособительной реакцией организма для 
сохранения функциональной активности основных рефлекторных процессов при 
утрате биохимических межнейрональных контактов. Исследование мощной экс-
периментальной базы позволило выявить значительные изменения нейробиологи-
ческого каскада в нейронах при начальном развитии амилоидоза нейронов в ла-
тентной стадии БА, которые вызывают вторичные внутринейрональные изменения 
метаболического и структурного характера и демонстрируют мультифакторность 
патологического процесса. Мы согласны с мнением большинства исследователей, 
что для определения начальных этапов амилоидоза нейронов и диагностики ла-
тентной стадии БА наиболее надежными маркерами являются Аβ (Masliah et al., 
1996; Niedowicz et al., 2012) с физиологической конформацией и конформационно 
модифицированные нано-Аβ, а также гиперфосфорилированный ТБ (Braak, Braak, 
1996; Chun, Johnson, 2007b). Успешно разрабатываются биомаркеры для опреде-
ления ключевых фаз развития патологии БА и контроля эффективности терапии 
этого заболевания (Hampel et al., 2011).

Наши выводы убедительно показывают, что все вышеописанные процессы про-
текают параллельно. При этом нейроны максимально используют все защитные 
ресурсы клетки, чтобы избежать гибели. Полученные результаты предлагают но-
вые подходы к разработке молекулярной диагностики БА и открывают новые пер-
спективы поиска оптимальной патогенетической терапии БА.
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1. Введение

В связи с увеличением средней продолжительности жизни старческая демен-
ция, в частности, обусловленная развитем болезни Альцгеймера (БА), приобрета-
ет все более широкий характер и становится одной из главных причин тяжелой 
степени инвалидности людей пожилого возраста. В связи с этим в развитых стра-
нах исследования патогенеза БА являются одним из приоритетных направлений 
фундаментальных наук и медицины. Однако, несмотря на интенсивные исследо-
вания молекулярных основ патогенеза БА и существенный прогресс в понимании 
механизмов развития данного заболевания, все еще нет адекватных методов его 
профилактики и лечения. Это обусловлено тем, что сформулированная более 20 
лет назад гипотеза амилоидного каскада (Hardy, Higgins, 1992; Hardy, Selkoe, 2002), 
которая связывает патогенез БА с уровнем накопления в ткани мозга агрегатов 

Сокращения: АКФ, АСЕ – ангиотензин-конвертирующий фермент; АХЭ – ацетилхолинэстераза; 
БА – болезнь Альцгеймера; ИДФ – инсулин-деградирующий фермент; ММП – матричные металло-
протеиназы; НЕП – неприлизин; НФК – нейрофибриллярный клубок; РАС – ренин-ангиотензиновая 
система; ТТР, TTR – транстиретин; AAV – адено-ассоциированный вектор; АроЕ – аполипопротеин; 
AP-A – аминопептидаза A; APP – белок предщественник амилоидного пептида; Аβ – β-амилоидный 
пептид; α7nAChR – α7 никотиновые ацетилхолиновые рецепторы; ЕСЕ – эндотелин-конвертирующий 
фермент; FPR2 – формилпептидный рецептор 2 типа; GCP II – глутамат-карбоксипептидаза II; GLP – 
глюкагонподобный пептид; HDAC – гистонедеацетилаза; HNE – гидроксиноненал; KPI – ингибитор 
сериновых протеаз типа Кунитца; LTP – долгосрочное потенциирование; MBP – основной белок мие-LTP – долгосрочное потенциирование; MBP – основной белок мие- – долгосрочное потенциирование; MBP – основной белок мие-MBP – основной белок мие- – основной белок мие-
лина; miR – микро-РНК; NAAG – N-ацетил-аспартил-глутамат; NCT – никастрин; PAI – ингибитор ак-miR – микро-РНК; NAAG – N-ацетил-аспартил-глутамат; NCT – никастрин; PAI – ингибитор ак- – микро-РНК; NAAG – N-ацетил-аспартил-глутамат; NCT – никастрин; PAI – ингибитор ак-NAAG – N-ацетил-аспартил-глутамат; NCT – никастрин; PAI – ингибитор ак- – N-ацетил-аспартил-глутамат; NCT – никастрин; PAI – ингибитор ак-N-ацетил-аспартил-глутамат; NCT – никастрин; PAI – ингибитор ак--ацетил-аспартил-глутамат; NCT – никастрин; PAI – ингибитор ак-NCT – никастрин; PAI – ингибитор ак- – никастрин; PAI – ингибитор ак-
тиватора плазминогена; PS – пресенилины; ROS – активные формы кислорода; siRNAs – небольшие 
интерферирирующие молекулы РНК; SPP – протеаза сигнальных пептидов; tPA – тканеспецифичес-
кий активатор плазминогена; uPA – активатор плазминогена урокиназного типа; U1 snRNP – короткие 
ядерные рибонуклеобелки.
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β-амилоидного пептида (Аβ), базируется, в основном, на изучении семейных форм 
БА, вызванных мутациями определенных генов, хотя в основном они представле-
ны редкими моногенетическими формами, поражающими отдельные семьи в раз-
личных районах мира (Brouwers et al., 2008). Для этих заболеваний характерными 
являются мутации генов белка предшественника амилоидного пептида (APP) или 
пресенилинов PSN1 и PSN2 (рис. 1). В то же время, БА имеет сложную этиологию, 
зависящую как от генетических, так и от разнообразных внешних факторов, и у 
пожилых людей чаще всего наблюдается спорадическая форма БА, не связанная 
с мутациями данных генов, но, тем не менее, обусловленная изменениями мета-
болизма амилоидного пептида под действием разных факторов. К их числу отно-
сятся гипоксия и ишемия мозга, окислительный стресс, травмы и воспалительные 
процессы в ткани мозга, снижающие его способность избавляться от токсических 
молекул по периваскулярному пути (Arbel-Ornath et al., 2013), а также экспрессия 
аллелей ряда генов, предрасполагающих к развитию БА (в частности, аполипоп-
ротеина АPOЕ) (см. рис. 1). Как было показано рядом авторов AроE связывается с 
Аb и входит в состав как сенильных бляшек, так и нейрофибриллярных клубков и 
его экспрессия повышена при БА (Namba et al., 1991). Дальнейшие исследования 
подтвердили, что у носителей одной из трех аллелей AРОE, а именно AРОE ε4, 
существенно увеличен риск развития БА. Так, у гетерозиготных пациентов он воз-
растает в 3 раза, а у гомозиготных – в 15 раз. Напротив, наличие аллели AРОE ε2 
имеет защитный характер (Corder et al., 1994).

Исследования последних лет с использованием полногеномного поиска ассоци-
аций (Genome-Wide Association Study – GWAS), который требует выборок в сотни 
или тысячи индивидов и обязательной репликации ассоциаций на других попу-

Рис. 1. Частота встречаемости разных форм болезни Альцгеймера и связанных с ними мутаций 
определенных генов
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ляциях, свидетельствуют о возможном вкладе большого чиcла генов в патогенез 
старческой формы БА, увеличивая предрасположенность к развитию этого забо-
левания. К ним помимо АРОЕ относятся гены CLU, PICALM, CR1, BIN1, ABCA7, 
MS4A6A, CD33, EPHA1, SORL1 и многие другие (Shi et al., 2012; Miyashita et al., 
2013). Все перечисленные выше факторы и мутации, способствующие накоплению 
в ткани мозга токсических форм амилоидного пептида, приводят к гибели нервных 
клеток и нарушению когнитивных функций. С другой стороны, исследование ко-
горты пожилых людей в Исландии с отсутствием признаков деменции выявило на-
личие мутации в гене АРР ( А673Т), препятствующей развитию когнитивного де-
фицита и БА (Jonsson et al., 2012). Это открывает новое перспективное направление 
в исследовании эндогенных защитных механизмов, которые могут способствовать 
увеличению продолжительности активной деятельности мозга.

Амилоидный пептид (Аβ), представляющий собой полипептид с молекуляр-
ным весом около 4 кДа и состоящий из 36–43 аминокислотных остатков, образу-
ется из молекулы белка предшественника амилоидного пептида, βАРР (β-Amyloid 
Precursor Protein), или просто АРР, в результате протеолиза под действием специ-
фических протеиназ, а именно β- и γ-секретаз. β-секретаза принадлеждит к клас-
су аспартамовых протеаз (для обзора см. Kandalepas, Vassar, 2012), в то время как 
γ-секретаза предаставляет собой сложный многокомпонентный комплекс, в со-
став которого входят белки пресенилины PS1 и PS2, никастрин, APH1 и PEN2 (De 
Strooper, 2003; Jurisch-Yaksi et al., 2013). Аβ обладает высоковыраженными фибри-, 2003; Jurisch-Yaksi et al., 2013). Аβ обладает высоковыраженными фибри-Jurisch-Yaksi et al., 2013). Аβ обладает высоковыраженными фибри--Yaksi et al., 2013). Аβ обладает высоковыраженными фибри-Yaksi et al., 2013). Аβ обладает высоковыраженными фибри- et al., 2013). Аβ обладает высоковыраженными фибри-et al., 2013). Аβ обладает высоковыраженными фибри- al., 2013). Аβ обладает высоковыраженными фибри-al., 2013). Аβ обладает высоковыраженными фибри-., 2013). Аβ обладает высоковыраженными фибри-
логенными свойствами, и его олигомеры являются токсичными для нервных кле-
ток, вызывая дегенерацию и гибель нейронов (Hardy, Selkoe, 2002; Zhao et al., 2012). 
Другим характерным морфологическим признаком БА является нарушение цитос-
келета нервных клеток и накопление в них нейрофибриллярных клубков (НФК), 
состоящих в основном из нерастворимых филаментов гиперфосфорилированного 
белка тау (Avila et al., 2004, Medeiros et al., 2011). В нормальных физиологичес-Medeiros et al., 2011). В нормальных физиологичес- et al., 2011). В нормальных физиологичес-et al., 2011). В нормальных физиологичес- al., 2011). В нормальных физиологичес-al., 2011). В нормальных физиологичес-., 2011). В нормальных физиологичес-
ких условиях тау-протеин регулирует формирование и поддерживает структурную 
стабильность микротрубочек. В ходе развития БА наблюдается абнормальное ги-
перфосфорилирование тау, ведущее к дестабилизации и разрушению микротрубо-
чек с последующим высвобождением тау-белка и его агрегации в спиралевидные 
филаменты (Alonso et al., 2001). Несмотря на то что тау в основном локализует-
ся в аксонах нервных клеток, его недавнее обнаружение в дендритных шипиках 
указывает на важную роль этого белка в процессах нейрональной пластичности, 
которая необходима для формирования памяти и реализации когнитивных функ-
ций (Gu, Zheng, 2009). Накопление НФК при отсутствии Аβ-патологии наблюда-Gu, Zheng, 2009). Накопление НФК при отсутствии Аβ-патологии наблюда-, Zheng, 2009). Накопление НФК при отсутствии Аβ-патологии наблюда-Zheng, 2009). Накопление НФК при отсутствии Аβ-патологии наблюда-, 2009). Накопление НФК при отсутствии Аβ-патологии наблюда-
ется при ряде других нейродегенеративных заболеваний, а частности, при фронто-
темпоральной деменции, которая является второй наиболее часто встречающейся 
формой когнитивных растройств в возрасте до 65 лет (Cairns et al., 2007). Как и в 
случае БА, развитие редких семейных форм этого заболевания обусловлено мута-
циями гена МАРТ, кодирующего тау-белок (Ballatore et al., 2007). При БА уровень 
накопления НФК коррелирует со степенью развития заболевания и когнитивным 
дефицитом, вызванным нарушением синаптической передачи и гибелью нейронов, 
в основном в коре и гиппокампе мозга (Ittner, Götz, 2011). Хотя есть данные, сви-Ittner, Götz, 2011). Хотя есть данные, сви-, Götz, 2011). Хотя есть данные, сви-Götz, 2011). Хотя есть данные, сви-ötz, 2011). Хотя есть данные, сви-tz, 2011). Хотя есть данные, сви-, 2011). Хотя есть данные, сви-
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детельствующие, что в ходе нейродегенеративного процесса сначала образуются 
амилоидные фибриллы, которые нарушают функции нервных клеток, а затем в 
них происходит формирование нейрофибриллярных клубков (Lewis et al., 2001), 
в настоящее время все еще нет ясной концепции того, как эти два белка взаимо-
действуют на молекулярном уровне, приводя к патологии. Несмотря на то что при 
БА, в основном, имеет масто нарушение холинергической синаптической передачи 
(Cummings, Back, 1998), данные литературы свидетельствуют о том, что данная па-
тология также сопровождается снижением содержания серотонина, норэпинефри-
на и других моноаминов (Palmer, DeKosky, 1993; Liu et al., 2008).

До недавнего времени считалось, что накопление амилоидных фибрилл с пос-
ледующим формированием склеротических бляшек в ткани мозга является необ-
ратимым процессом, однако сейчас уже не вызывает сомнений тот факт, что ами-
лоидный пептид выводится из ткани мозга как по периваскулярным путям (Weller 
et al., 2002), так и подвергается протеолитическому расщеплению под действием 
широкого спектра ферментов (Nalivaeva et al., 2008, 2012а). В связи с этим иссле-
дование механизмов освобождения мозга от избытка Аb сейчас считается одним 
из наиболее перспективных направлений для создания терапевтических средств, 
направленных на предотвращение и лечение БА (Selkoe, 2012). Согласно современ-
ным представлениям, метаболизм АРР и Аβ является динамическим процессом, 
зависящим как от разнообразных внутренних факторов (генетических, клеточных, 
васкулярных), так и факторов окружающей среды (гипоксия, стресс, диета). Пере-
численные факторы могут влиять как на формирование и накопление амилоидного 
пептида, так и на его деградацию и выведение из мозга. Поскольку частота про-
явлений БА в пожилом возрасте существенно повышается в связи с нарушением 
снабжения мозга кислородом при ишемии и инсультах, большое значение приоб-
ретают исследования роли гипоксии и ишемии мозга в процессах образования Аβ, 
а также в экспрессии как амилоид-образующих, так и амилоид-деградирующих 
ферментов (Дубровская и др., 2009; Журавин и др., 2007, 2011; Fisk et al., 2007; 
Nalivaeva et al., 2008; Rybnikova et al., 2012).

Несмотря на всестороннее изучение процессов формировании токсичного ами-
лоидного пептида, все еще нет ясного представления о биологической значимости 
его белка-предшественника – АРР, хотя накопленные к нстоящему времени данные 
позволяют считать, что продукты его расщепления играют важную роль в нормаль-
ном функционировании нервной ткани (для обзора см. Octave et al., 2013; Nalivaeva, 
Turner, 2013). Так, например, Аβ в низких физиологических концентрациях являет-, 2013). Так, например, Аβ в низких физиологических концентрациях являет-
ся классическим нейропептидом и выполняет ряд важных функций (Pearson, Peers, 
2006), растворимые формы АРР (sAPPα и sAPPβ) являются нейропротекторными 
(Chasseigneaux, Allinquant, 2012), а образующийся под действием γ-секретазы С-
концевой фрагмент АРР (AICD) является транскрипционным фактором, регули-
рующим экспрессию ряда нейрональных генов, в том числе амилоид-деградиру-
ющей нейропептидазы неприлизин (НЕП) (Belyaev et al., 2009; Beckett et al., 2012; 
Pardossi-Piquard, Checler, 2012). Дефицит активности НЕП и ряда других амилоид-
деградирующих ферментов, способных расщеплять Аβ и препятствовать накопле-
нию его токсических форм, вносит существенный вклад в развитие спорадической 
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формы БА (Nalivaeva et al., 2012c; Pluta et al., 2013; Stargardt et al., 2013). Исследо-c; Pluta et al., 2013; Stargardt et al., 2013). Исследо-; Pluta et al., 2013; Stargardt et al., 2013). Исследо-Pluta et al., 2013; Stargardt et al., 2013). Исследо- et al., 2013; Stargardt et al., 2013). Исследо-et al., 2013; Stargardt et al., 2013). Исследо- al., 2013; Stargardt et al., 2013). Исследо-al., 2013; Stargardt et al., 2013). Исследо-., 2013; Stargardt et al., 2013). Исследо-Stargardt et al., 2013). Исследо- et al., 2013). Исследо-et al., 2013). Исследо- al., 2013). Исследо-al., 2013). Исследо-., 2013). Исследо-
вание механизмов регуляции НЕП при участии AICD показало, что этот процесс 
носит специфический для нервных клеток характер и зависит от уровня экспрес-
сии нейрональной изоформы АРР (APP695) (Belyaev et al., 2010). В ходе активации 
экспрессии гена НЕП уровень связывания AICD с его промотором повышается и 
одновременно происходит снижение связывания с ним гистонедеацетилаз (в част-
ности HDAC1). Действие HDAC ингибиторов на клетки с низким уровнем экспрес-HDAC1). Действие HDAC ингибиторов на клетки с низким уровнем экспрес-1). Действие HDAC ингибиторов на клетки с низким уровнем экспрес-HDAC ингибиторов на клетки с низким уровнем экспрес- ингибиторов на клетки с низким уровнем экспрес-
сии НЕП также приводит к увеличению связывания AICD с промотором гена НЕП и 
повышению его экспрессии. Поскольку уровень экспрессии и активности НЕП су-
щественно снижается с возрастом, а также при гипоксии и ишемии мозга, приводя 
к развитию когнитивных расстройств и БА (Nalivaeva et al., 2003, 2004; Wang et al., 
2010), направленное повышение уровня экспрессии НЕП в ткани мозга имеет боль-
шое практическое значение. В связи с этим поиск соединений, способных повышать 
уровень НЕП и снижать накопление амилоидного пептида, рассматривется как одно 
из перспективных направлений для создания средств профилактики БА. Развивая 
эти исследования, нами было показано, что введение животным антиконвульсивно-
го препарата вальпроата натрия, который также является ингибитором гистондеаце-
тилаз, приводит к повышению активности и экспрессии НЕП в коре и гиппокампе 
мозга и снижению когнитивных нарушений (Журавин и др., 2011; Nalivaeva et al., 
2012b). Недавно нами было выявлено, что белок транстиретин (ТТР), который спо-b). Недавно нами было выявлено, что белок транстиретин (ТТР), который спо-). Недавно нами было выявлено, что белок транстиретин (ТТР), который спо-
собен связывать и выводить Аβ из ткани мозга (Buxbaum et al., 2008), регулируется в 
нейрональных клетках сходным с НЕП образом, а инкубация клеток нейробластомы 
с вальпроатом натрия приводит к одновременному повышению уровня экспрессии 
НЕП и ТТР и снижению содержания Аβ (Kerridge et al., submittted). Полученные 
данные имеют большое практическое значение и позволяют надеяться на создание 
терапии, направленной на повышение содержания и активности амилоид-выводя-
щих белков, уровень которых снижается при старении и развитии БА.

Как отмечалось на недавних международных совещаниях по патогенезу нейро-
дегенеративных заболеваний и БА, разработка путей повышения способности моз-
га справляться с изменениями его гомеостаза и накоплением амилоидного пептида 
за счет активации ферментов его деградации, а также эффективности его удаления 
из нервной ткани, является на данный момент наиболее приоритетным и перспек-
тивным направлением исследований (Holtzman et al., 2012; Sagare et al., 2012). С 
другой стороны, метаанализ данных литературы (Bertram, Tanzi, 2008), а также раз-
витие современных методов генотипирования и карт однонуклеотидных полимор-
физмов (SNP) увеличивает список генов, повышающих риск развития БА или, на-
против, предотвращающих это заболевание (Shi et al., 2012; Jonsson et al., 2012), что 
позволяет надеяться на создание более эффективных методов ранней диагностики 
и средств терапии этого заболевания. Накопленный опыт свидетельствует, что за 
более чем два десятилетия теория амилоидного каскада, лежащая в основе наших 
представлений о патогенезе БА, все еще не утратила своей значимости и, наоборот, 
позволяет критически относиться к полученному массиву данных и фокусировать 
внимание исследователей на ниболее перспективных направлениях исследований 
(Goate, Hardy, 2012).
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2. Харктеристика амилоидного пептида

2.1. Свойства и функции белка предшественника 
амилоидного пептида (АРР)

АРР представляет собой конститутивный трансмембранный белок, состоящий 
из 695–770 аминокислот. Он экспрессируется в различных клетках и тканях живот-
ных разного уровня эволюционного развития (Johnstone et al., 1991) и принадлежит 
к большому эволюционно консервативному семейству белков, которое содержит 16 
известных на сегодняшний день ортологов (Coulson et al., 2000; Eggert et al., 2004). 
В клетках млекопитающих описаны два гомолога АРР, так называемые АРР-подоб-
ные белки APLP1 и APLP2 (Jacobsen, Iverfeldt, 2009). В настоящее время известны 
три изоформы APP (АРР770, АРР751 и АРР695), являющиеся продуктами альтернатив-
ного сплайсинга его пре-мРНК и отличающиеся по степени их гликозилирования 
(рис. 2). APLP1 и APLP2 также подвергаются гликозилированию, но точные сайты 
этих посттрансляционных модификаций пока не определены (Eggert et al., 2004). 
Большая часть молекулы АРР (N-концевой фрагмент) находится во внеклеточном 
пространстве или повернута внутрь везикулярных клеточных органелл, в то время 
как короткий С-концевой фрагмент молекулы находится в цитоплазме клеток. В 
нейронах присутствует, в основном, более короткая форма АРР695, которая лишена 
на своем внеклеточном участке домена ингибитора сериновых протеаз типа Ку-
нитца (KPI, kunitz ptrotease inhibitor) и ОХ-2-домена, роль которых до сих пор не 

Рис. 2. Схема строения основных изоформ молекулы АРР и расположения участков их протеоли-
тического расщепления

Предшественник амилоидного пептида – АРР, представлен тремя изоформами, содержащими 
695, 751 и 770 аминокислотных остатков и  отличающимися наличием KPI и/или OX2 доменов. Два 
АРР-подобных белка, APLP1 и APLP2,  содержат 650 и 763 аминокислоты, соответственно, и также 
различаются наличием KPI и OX2 доменов. СНО – сайты гликозилирования АРР
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ясна, хотя имеются данные о том, что экспрессия KPI-домена связана с митохон-
дриальной функцией клеток (Chua et al., 2013). В коре мозга человека соотноше-Chua et al., 2013). В коре мозга человека соотноше- et al., 2013). В коре мозга человека соотноше-et al., 2013). В коре мозга человека соотноше- al., 2013). В коре мозга человека соотноше-al., 2013). В коре мозга человека соотноше-., 2013). В коре мозга человека соотноше-
ние различных форм АРР составляет АРР770:АРР751:АРР695=1:10:20 (Tanaka et al., 
1989). При развитии БА в ткани мозга наблюдается увеличение содержания АРР770 
и АРР751 и снижение АРР695 (Moir et al., 1998). Еще одним различием изоформ АРР 
является то, что что только нейрональная изоформа АРР695 принимает участие в 
регуляции экспрессии генов в клетках нерйонального происхождения (Belyaev et 
al., 2010).

Основным отличием APLP1 и APLP2 от АРР является то, что фрагменты их 
молекул, образующиеся в результате протеолитического расщепления, и соответ- 
ствующие последовательности амилоидного пептида в молекуле АРР не образуют 
амилоидных депозитов. Это объясняется отсутствием в составе этих белков участ-
ка (а также соответствующего домена в кодирующих их генах), способствующего 
формированию амилоидного пептида, характерного для БА (Maloney et al., 2004). 
В этой же связи интересно отметить, что аминокислотная последовательность АРР 
грызунов (мышей и крыс) на участке, соответствующем Аβ-пептиду, отличается от 
таковой человека по трем аминокислотам (Arg5 замещен на Gly, Tyr10 на Phe и His13 
на Arg) (Fraser et al., 1992), что препятствует образованию типичных Аβ-агрегатов 
в мозге этих животных. Как было показано, наличие гистидина в положении 13 
является критическим для способности Аβ связывать ионы цинка, необходимые 
для агрегации молекул пептида и образования фибрилл (Bush, Tanzi, 2002). Именно 
эта аминокислота отсутствует в данном положении в молекуле Аβ крыс и мышей.

Согласно имеющимся литературным данным, АРР обладает нейротрофичес-
кими и нейропротекторными свойствами, модулирует рост нервных окончаний и 
синаптогенез, участвует в обеспечении возбудимости нервных клеток и синапти-
ческой пластичности, а также в процессах обучения и памяти (см. обзоры: Matt-Matt-
son, 1999; Nalivaeva, Turner, 2013). В частности, в процессе развития мозга АРР 
необходим для правильной миграции нейрональных клеток-предшественников в 
кортикальную пластину (Young-Pearse et al., 2007). В ходе развития мозга разные 
изоформы АРР экспрессируются избирательно (Apelt et al., 1997) под действием 
многочисленных факторов (Lahiri et al., 1995). АРLР белки тоже обладают сина-Lahiri et al., 1995). АРLР белки тоже обладают сина- et al., 1995). АРLР белки тоже обладают сина-et al., 1995). АРLР белки тоже обладают сина- al., 1995). АРLР белки тоже обладают сина-al., 1995). АРLР белки тоже обладают сина-., 1995). АРLР белки тоже обладают сина-
птогенными свойствами (Thinakaran et al., 1995), а также свойствами регуляторов 
генной активности и пролиферации клеток. АРР и АРLР2 принимают участие в 
метаболизме меди (White et al., 1999). В свою очередь, ионы меди модулируют экс-
прессию гена АРР (Bellingham et al., 2004).

Хотя функции АРР еще не полностью установлены, известно, что APP взаи-APP взаи- взаи-
модействует со многими белками и эти взаимодействия играют важную роль в 
нормальном транспорте, процессинге и внутриклеточных сигнальных каскадах 
(Aydin et al., 2012). Так, по данным конфокальной микроскопии АРР, колокализу-Aydin et al., 2012). Так, по данным конфокальной микроскопии АРР, колокализу- et al., 2012). Так, по данным конфокальной микроскопии АРР, колокализу-et al., 2012). Так, по данным конфокальной микроскопии АРР, колокализу- al., 2012). Так, по данным конфокальной микроскопии АРР, колокализу-al., 2012). Так, по данным конфокальной микроскопии АРР, колокализу-., 2012). Так, по данным конфокальной микроскопии АРР, колокализу-
ется с синаптическими белками, например синаптотагмином (Kohli et al., 2012). 
Повышение содержания APP в ткани мозга в ходе активного синаптогенеза также 
свидетельствет о его важной роли в формировании нейрональных связей. Недав-
но было показано, что АРР необходим для поддержания кальциевого гомеостаза и 
клеточных осцилляций, которые лежат в основе синаптической передачи (Octave 
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et al., 2013). Растворимая форма АРР, высвобождаемая под действием α-секретазы 
(sAPPα), также регулирует уровень плотности дендриных шипиков и тем самым 
принимает участие в процессах обучения и памяти (Jung, Herms, 2012; Tyan et al., 
2012). Более того, APP и APLP2 играют важную роль в пространственном обучении 
и долгосрочном потенциировании (LTP) (Weyer et al., 2012).

Несмотря на то что АРР и его аналоги выполняют столь важные функции в 
жизнедеятельности клеток и организма, трансгенные мыши, лишенные гена АРР, 
являются весьма жизнеспособными и фертильными, хотя и обладают меньшим ве-
сом, чем мыши дикого типа, и у них наблюдается локомоторный дефицит. В мозге 
этих трансгенных мышей к 2 неделям жизни имеет место значительный глиозис, 
что свидетельствует о нарушении нейрональных функций, вызванных отсутствием 
в клетках молекул АРР (Zheng et al., 1995). Трансгенные мыши, лишенные гена 
АРР, а также гена APLP1 или APLP2, тоже являются жизнеспособными, и только 
тройная мутация APLP1(-/-)/APP(-/-)/APLP2(�/-) приводит к постнатальной гибели 
животных (Heber et al., 2000).

Данные по клонированию и изучению структуры АРР позволяют предполо-
жить, что он обладает многими характеристиками, свойственными мембраносвя-
занным рецепторным молекулам. В частности, работы по реконституции АРР695 и 
тримерных G-белков свидетельствуют, что АРР может функционировать как ре-
цептор, сопряженный с G-белками (Okamoto et al., 1995). Тем не менее, до сих пор 
не ясно, что является и существуют ли эндогенные лиганды к рецептору, представ-
ленному молекулами АРР, хотя совсем недавно было показано, что представитель 
одного из классов молекул клеточной адгезии, а именно TAG-1, является реальным 
кандидатом на роль лиганда АРР (Ma et al., 2008).

Поскольку регуляция экспрессии гена АРР находится под контролем многих 
факторов, в частности фактора роста TGF-β, цитокина IL-1 и транскирипционного 
фактора Sp1 (Ge, Lahiri, 2002; Citron et al., 2008), это рассматривается как один 
из возможных путей направленного контроля экспрессии АРР с целью снижения 
образования токсичного Аβ. Однако, принимая во внимание участие АРР в синап-
тогенезе и функционировании нервной системы, данный подход к лечению БА мы 
представляем неперспективным, поскольку снижение экспрессии АРР и родствен-
ных ему АРРL1/2 может повлечь нежелательные побочные эффекты.

Недавно было показано, что микро-РНК (miR), представляющие собой корот-miR), представляющие собой корот-), представляющие собой корот-
кие некодирующие РНК, взаимодействющие с молекулами РНК-мишеней и инги-
бирующими их трансляцию или транспорт, также принимают участие в регуляции 
экспрессии гена АРР и играют важную роль в развитии нейродегенерации (Salta, 
De Strooper, 2012). В частности, miR-101 и miR-153 снижают экспрессию APP в 
культуре нейрональных клеток человека, предполагая их возможное участие в па-
тогенезе БА (Long, Lahiri, 2011; Long et al., 2012). Поскольку микро-РНК играют 
важную роль в эпигенетической регуляции экспрессии генов, весьма вероятно, что 
их нормальное функционирование изменяется в ходе патогенеза БА. Данные пос-
ледних лет свидетельствуют, что существует довольно много форм микро-РНК, 
которые нарушены при данной патологии и их дальнейшее исследование может 
иметь большое теоретическое и практическое значение (Van den Hove et al., 2013).
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2.2. Протеолитический процессинг предшественника 
амилоидного пептида

Уровень содержания АРР в клетках и тканях регулируется при помощи его на-
правленного протеолиза под действием специфических ферментов, расщепляющих 
этот трансмембранный белок с образованием ряда растворимых биологически ак-
тивных продуктов. В настоящее время выделяют три основные сайта расщепления 
АРР под действием различных ферментов или белковых комплексов, называемых 
собирательно α-, β- и γ-секретазами. Они способны расщеплять АРР с образова-
нием фрагментов разной длины, обладающих определенными функциональными 
свойствами (рис. 3). В результате действия α- или β-секретаз образуются крупные 
растворимые белки sAPPα и sAPPβ, играющие важную роль в процессах пролифе-
рации нервных клеток и развитии нервной ткани (Caille et al., 2004; Turner et al., 
2007; Chasseigneaux, Allinquant, 2012), и мембраносвязанные фрагменты С83 и С99. 
В результате действия γ-секретазы на С99 образуется Аβ и короткий цитоплазмати-
ческий фрагмент AICD, играющий важную регуляторную роль (Müller et al., 2008; 
Beckett et al., 2012), а при действии на С83 – короткий пептид р3 с неизвестными 
функциями и AICD, который быстро подвергается протеолитическому расщепле-
нию (Beckett et al, 2012; Venugopal et al., 2007). Таким образом, катаболизм АРР 
может осуществляться как по амилоидогенному пути в результате действия β- и 

Рис. 3. Амилоидогенный и неамилоидогенный пути расщепления АРР
При неамилоидогенном расщеплении, по которому метаболизирует 95% АРР, молекула этого 

белка подвергается действию α-секретазы с образованием растворимого sAPPα и мембраносвязанно-
го С-концевого фрагмента С83, из которого под действием γ-секретазы образуется AICD и короткий 
нетоксичный пептид p3. При амилоидогенном пути АРР сначала расщепляется β-секретазой с об-
разованием растворимого sAPPβ и мембраносвязанного С-концевого фрагмента С99, из которого в 
результате действия γ-секретазы  образуется Аβ и транскрипционно активный AICD
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γ-секретаз с образованием Аβ, так и по неамилоидогенному пути, в котором при-
нимает участие α-секретаза (Hooper, Turner, 2002). Этот фермент расщепляет АРР 
внутри последовательности Аβ между лизином и лейцином в положении 16 и 17, 
соответственно, тем самым предотвращая образование Аβ пептида. Исходя их это-
го, регуляция (повышение) активности α-секретазы является одним из возможных 
подходов для профилактики БА (Lichtenthaler, Haass, 2004; Fahrenholz, 2007). Поми-Fahrenholz, 2007). Поми-, 2007). Поми-
мо α-, β- и γ-участков расщепления АРР выделяют также сайты, обозначаемые как 
ε- и δ. В то время как ε-участок находится в непосредственной близости от места 
действия γ-секретазы, приводя к образованию АРРε, который является субстратом 
основных секретаз (Lefranc-Jullien et al., 2006), δ-сайт локализован в районе дейс-et al., 2006), δ-сайт локализован в районе дейс- al., 2006), δ-сайт локализован в районе дейс-al., 2006), δ-сайт локализован в районе дейс-., 2006), δ-сайт локализован в районе дейс-
твия β-секретазы (12 аминокислотных остатков от N-конца Аβ) и также приводит к 
образованию пептида, склонного к аггрегации (Eggert et al., 2004). Однако до насто-Eggert et al., 2004). Однако до насто- et al., 2004). Однако до насто-et al., 2004). Однако до насто- al., 2004). Однако до насто-al., 2004). Однако до насто-., 2004). Однако до насто-
ящего времени расщепление АРР по этому пути было обнаружено только в гиппо-
кампальных нейронах (Simons et al., 1996) и не подтверждено другими исследовате-Simons et al., 1996) и не подтверждено другими исследовате- et al., 1996) и не подтверждено другими исследовате-et al., 1996) и не подтверждено другими исследовате- al., 1996) и не подтверждено другими исследовате-al., 1996) и не подтверждено другими исследовате-, 1996) и не подтверждено другими исследовате-
лями. С другой стороны, δ-сайт расположен совсем рядом с недавно обнаруженным 
участком действия β-секретазы-1 (ВАСЕ1), которая расщепляет АРР возле Glu11 
(относительно N-конца на участке Аβ) и продукт расщепления образующегося при 
этом С-концевого фрагмента АРР (АРР89) является субстратом γ-секретазы, высво-
бождающей неамилоидогенный укороченный Аβ-пептид (Deng et al., 2013).

В настоящее время известно несколько белков, которым приписывают 
α-секретазную активность. В основном это цинк-зависимые металлопротеина-
зы, или адамализины, принадлежащие к семейству ADAM (a disentegrin and 
metalloprotease), в частности ADAM10 и ADAM17 (Hooper, Turner, 2002; Deuss et 
al., 2008, Vincent, Checler, 2012). ADAM17 также известен как ТАСЕ (ТNFa-кон-Vincent, Checler, 2012). ADAM17 также известен как ТАСЕ (ТNFa-кон- Checler, 2012). ADAM17 также известен как ТАСЕ (ТNFa-кон-Checler, 2012). ADAM17 также известен как ТАСЕ (ТNFa-кон-, 2012). ADAM17 также известен как ТАСЕ (ТNFa-кон-
вертирующий фермент), принимающий участие в секреции фактора некроза опу-
холей (Allinson et al., 2004). ADAM9, или MDC9, также обладает α-секретазной 
активностью (Koike et al., 1999). Конститутивный процесс секреции растворимого 
АРР (sAPPa) под действием α-секретазы (см. рис. 3) происходит на поверхности 
клеток (Parvathy et al., 1999) и по этому пути происходит расщепление до 90% всего 
клеточного АРР. В то же время, регулируемая различными факторами, например, 
холинергическими агонистами мускарином и карбахолом (Canet-Aviles et al., 2002) 
или форболовыми эфирами (Zhu et al., 2001) активность α-секретазы локализуется, 
в основном, в аппарате Гольджи. Активность α-секретазы ингибируется пептид-
гидроксаматами, в частности батимастатом (Parvathy et al., 1999). При умеренной 
оверэкспрессии белка ADAM10 в нейрональных клетках образование Аβ снижа-
ется и формирования сенильных бляшек не наблюдается. Напротив, экспрессия 
мутантных молекул ADAM10, не способных к протеолизу АРР, приводит к увели-
чению числа амилоидных бляшек в мозге трансгенных мышей, экспрессирующих 
мутантный человеческий АРР (Postina et al., 2004). Трансгенные животные, лишен-
ные гена ADAM10 или ADAM17, являются нежизнеспособными, свидетельствуя о 
важной роли α-секретазы в жизнедеятельности организма (Sahin et al., 2004).

Образуемый в результате действия α-секретазы внеклеточный фрагмент sAPPa 
обладает не только нейропротекторными свойствами, но также свойствами эпи-
дермального фактора роста (Wehner et al., 2004), а также способствует обучению 
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и памяти (Turner et al., 2007; Chasseigneaux, Allinquant, 2012). Образование sAPPα 
посредством активации α-секретазы находится под контролем рецепторов, сопря-
женных с G-белками (Racchi, Govoni, 2003), а также таких факторов, как Epac, ре-
гулирующий цАМФ-зависимый обмен гуаниновых нуклеотидов, и ГТФ-аза Rac 
(Robert et al., 2005). Важную роль в регуляции активности α-секретазы также игра-
ют ионы железа (Bodovitz et al., 1995).

Еще один продукт, образующийся при неамилоидогенном расщепления АРР 
α-секретазой, представляет собой С-концевой фрагмент молекулы АРР (С83), состоя-
щий из 83 аминокислотных остатков и являющийся субстратом γ-секретазы (см. рис. 
3). При его расщеплении образуется внутриклеточный С-концевой фрагмент АРР 
(AICD) и короткий пептид массой около 3 кДа (р3). Свойства р3 пептидов, состоя-
щих из аминокислотных остатков 17–40 или 17–42 последовательности Аβ, пока не 
известны. Согласно имеющимся данным, AICD, образующийся по α-секретазному 
пути, быстро подвергается протеолитическому расщеплению и не вносит сущест-
венный вклад в регуляцию генов (для обзора см. Beckett et al., 2012). В целом, эта 
часть процесса протеолиза АРР, запускаемого α-секретазой, считается неамилоидо-
генной и не играющей существенной роли в патологии БА (Kimberly et al., 2000).

Образование Аβ требует участия двух ферментов, именуемых β- и γ-секретазами 
(для обзора см. Mattson, 2004). В ходе многолетних исследований было показано, 
что фермент, обладающий β-секретазной активностью, является новым представи-
телем семейства трансмембранных аспартатных протеаз. Этот фермент, получив-
ший название β-site APP-cleaving enzyme, или BACE1 (другие названия Asp2 и ме-
мапсин), инициирует образование Аβ (Vassar, 2004). В литературе описан еще один 
фермент, гомологичный ВАСЕ1 и получивший название ВАСЕ2. Этот фермент так-
же обладает β-секретазной активностью по отношению к АРР (Bennett et al., 2000).

BACE1 является трансмембранным белком, состоящим из 501 аминокислотного 
остатка. Активная форма этого фермента, подобно другим аспартатным протеазам, 
таким как пепсин и катепсин Д, образуется путем отщепления 23 аминокислотных 
остатков от неактивной молекулы белка-предшественника. Однако ВАСЕ1 отлича-
ется от указанных протеаз по вторичной структуре (Hong et al., 2000). В литературе 
описано несколько вариантов посттрансляционных модификаций этого фермента, 
которые вносят разный вклад в патогенез БА (для обзора см. Holsinger et al., 2013). 
BACE1 расщепляет АРР между метионином и аспартатом в положении 671 и 672, 
соответственно, в молекуле APP, состоящей из 770 аминокислот (Haass et al., 1992). 
ВАСЕ2 также способен расщеплять АРР на этом участке, а также ближе к С-конце-
вому участку молекулы – в районе тирозина-10 и глутамата-11 внутри последова-
тельности Аβ, что ведет к образованию более короткого варианта Аβ (Farzan et al., 
2000). Как было показано совсем недавно, ВАСЕ1 также расщепляет АРР на этом 
участке и, по мнению авторов, в нормально функционирующем мозге этот процесс 
преобладает. Однако наличие мутаций в молекуле АРР или другие патологичес-
кие воздействия приводят к предпочтительному расщеплению АРР с образовани-
ем токсичного Аβ (Deng et al., 2013). Как было показано в наших исследованиях, 
нейрональная изоформа АРР695 расщепляется преимущественно по β-секретазному 
пути с образованием Аβ и транскрипционно активного AICD (Belyaev et al., 2010).
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С терапевтической точки зрения, ВАСЕ1 представляет собой довольно перс-
пективный фермент, поскольку мыши, лишенные гена этого белка, не образуют Аβ 
и являются жизнеспособными (Luo et al., 2001). В связи с этим было предложено 
несколько подходов для создания эффективных ингибиторов β-секретазной актив-
ности у человека в основном с использованием пептидомиметиков, являющихся не 
превращаемыми аналогами субстратов ВАСЕ. Другой подход предусматривает со-
здание молекул, распознающих BACE1 мРНК и снижающих его экспрессию. Пос-BACE1 мРНК и снижающих его экспрессию. Пос-1 мРНК и снижающих его экспрессию. Пос-
ледние включают в себя антисмысловые олигонуклеотиды, каталитические нук-
леиновые кислоты – рибозимы и дезоксирибозимы, а также небольшие интерфе-
ририрующие молекулы РНК (siRNAs) (Nawrot, 2004). Тем не менее, недавно были 
обнаружены новые эндогенные субстраты ВАСЕ1, что заставляет относиться к со-
зданию ингибиторов этого фермента с определенной осторожностью. В частности, 
было показано, что ВАСЕ1 играет важную роль в функицонироавнии сетчатки и 
подавление ее активности приводит к ретинопатии (Cai et al., 2012).

Весьма неожиданным, но с биохимической точки зрения предсказуемым, было 
обнаружение того, что активность β-секретазы регулируется конститутивными кле-
точными белками прионами PrPC, модифицированные формы которых (PrPSc) явля-
ются патогенным фактором развития болезней Крейцфельда-Якоба и коровьего бе-
шенства (Parkin et al., 2007). Это указывает на наличие связи между метаболизмом 
Аβ и PrPC. В нормальном мозге последние регулируют активность β-секретазы, пре-
пятствуя накоплению Аβ. Нарушение синтеза PrPC или его конформации в случае 
болезней Крейцфельда-Якоба или коровьего бешенства ведет к накоплению амило-
идного пептида, что также является характерным признаком данных заболеваний 
(Hooper, Turner, 2008). С другой стороны, мутации АРР, приводящие к развитию 
ювенильной формы БА, также нарушают процесс регуляции ВАСЕ1 при участии 
PrPC, что приводит к усугублению патолoгии (Griffiths et al., 2011).

Как уже упоминалось выше, вторым ферментом, принимающим участие в обра-
зовании Аβ, является γ-секретаза, представляющая собой сложный комплекс из не-
скольких белковых молекул. До сих пор нет окончательного мнения относительно 
состава и строения γ-секретазы, однако общепринято, что это многокомпонентный 
комплекс, состоящий из белков пресенилинов 1 и 2 (PS1 и PS2), никастрина (NCT) 
и белков Aph-1 и Pen-2 (Shirotani et al., 2004; для обзора см. Wolfe, 2012). Помимо 
протеолитического расщепления С-концевого фрагмента АРР γ-секретазный ком-
плекс принимает участие в недавно открытом, но еще мало понятном пути регу-
лируемого трансмембранного протеолиза (protein RIPing) (Heldin, Ericsson, 2001). 
Компонент γ-секретазы PS1 также принимает участие в протеолитическом расщеп-
лении сигнальных молекул Notch, играющих важную роль в развитии ЦНС (для 
обзора см. Lathia et al., 2008).

Белки пресенилины были открыты в ходе скрининга генетических мутаций, 
ведущих к формированию ювенальной формы БА (Sherrington et al., 1995; Rogaev 
et al., 1995). Пресенилины вместе с протеазами сигнальных пептидов (SPP) пред-
ставляют собой новый класс протеаз, являющихся интегральными мембранными 
белками, в основе деятельности которых лежат каталитические свойства класси-
ческих аспартатных протеиназ, таких как пепсин, ренин и катепсин Д. Характер-
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ной чертой пресенилинов и протеаз сигнальных пептидов является их способность 
расщеплять полипептидные субстраты внутри трансмембранного домена. Это тре-
бует присутствия в каталитическом участке молекул этих ферментов двух соседс-
твующих остатков аспартата и консервативного Про-Ала-Лей мотива в С-концевой 
части их молекул. Именно пресенилины, как было подтверждено рядом авторов, 
являются каталитическими субъединицами мультипротеинового комплекса, кото-
рый проявляет γ-секретазную активность (De Strooper, 2003). Клеточные и молеку-
лярно-биологические исследования показали, что пресенилины и их гомологи име-
ют 9 трансмембранных доменов, а недавно полученная кристаллическая структура 
этого белка представляет платформу для выяснения субстратной специфичности 
этих ферментов и создания их ингибиторов (Wolfe, 2013).

В физиологических условиях APP может расщепляться не только внутри его 
трансмембранного домена, но также на цитоплазматическом участке, близком к 
плазматической мембране, с образованием С-концевого фрагмента С50 и более 
длинного фрагмента АРРε, который, в свою очередь, является субстратом α- и 
β-секретаз, а также γ-секретазы (Lefranc-Jullien et al., 2006). Как было показано, 
расщепление АРР на γ- и ε-участках представляет собой два независимых процес-
са, которые регулируются разными механизмами. При БА имеет место достоверное 
снижение ε-секретазной активности (Kametani, 2008).

В результате действия γ-секретазы на С99 фрагмент АРР образуется набор Aβ 
пептидов, содержащих 40, 42 или 43 аминокислотных остатка, что предполагает тем 
самым существование нескольких сайтов расщепления. Тем не менее, Aβ40 образу-
ется в наибольшей концентрации, в то время как Aβ42 является более токсичным, 
менее растворимым и с большей готовностью образует конгломераты (El-Agnaf et 
al., 2000). Исследования мембранной топологии убедительно показали, что мута-
ции АРР в районе трансмембранного домена драматически изменяют соотношение 
Aβ40/Aβ42 в сторону образования высоких концентраций более токсичной формы 
Aβ42 (Lichtenthaler et al., 1999). Механизм, в результате которого мутации в моле-Lichtenthaler et al., 1999). Механизм, в результате которого мутации в моле- et al., 1999). Механизм, в результате которого мутации в моле-et al., 1999). Механизм, в результате которого мутации в моле- al., 1999). Механизм, в результате которого мутации в моле-
куле АРР и пресенилинов ведут к гиперпродукции более длинных изоформ Aβ, 
пока еще не известен, но в данном направлении ведутся довольно многочисленные 
исследования (Van Dijk et al., 2004).

Недано было показано, что активность γ-секретазы находится под контролем 
β-аррестина 2, принадлежащего к классу соединений, контролирующих много-
численные функции рецепторов, связанных с G-белками. Так, при развитии БА 
аррестин 2 непосредственно связывается с Aph-1, приводя к предпочтительному 
распределению γ-секретазного комплекса в липидные домены клеточных мембран, 
обогащенные сфинголипидами и холестеринoм, где происходит амилоидогенное 
расщепление АРР и образование Аβ. Это ведет к повышению концентрации пос-
леднего и усугублению патологии (Thathiah et al., 2013).

Несмотря на то что создание ингибиторов γ-секретазного комплекса для пре-
дотвращения формирования Aβ и развития БА является весьма привлекательным 
теоретическим подходом, он имеет определенные ограничения, поскольку мыши, 
лишенные обеих аллелей гена PS-1, погибают, демонстрируя существенную патоло-PS-1, погибают, демонстрируя существенную патоло--1, погибают, демонстрируя существенную патоло-
гию развития (Shen et al., 1997). Более того, ингибиторы γ-секретаз также приводят 
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к патологии развития вследствие нарушения сигнальных процессов, осуществля-
емых посредством рецепторов Notch (Kopan, Ilagan, 2009). Это диктует необходи-Notch (Kopan, Ilagan, 2009). Это диктует необходи- (Kopan, Ilagan, 2009). Это диктует необходи-
мость направленного поиска способов ограничения протеолиза АРР при участии 
γ-секретазы, которые бы не затрагивали процессинг Notch рецепторов (Wolfe, 2012).

В апоптотических клетках и в мозге больных деменцией альцгеймеровского 
типа АРР помимо секретаз может также подвергаться альтернативному протеоли-
зу под действием каспазы-3 и каспазы-8 (Gunyuzlu et al., 2000). Расщепление под 
действием каспаз происходит внутри цитоплазматического домена молекулы АРР 
в районе аспартата 664 (в молекуле АРР, состоящей из 695 аминокислотных ос-
татков). Продукты протеолиза АРР каспазами являются очень токсичными. В нор-
мально функционирующих клетках есть механизм защиты АРР от действия каспаз 
посредством фосфорилирования остатка аминокислоты треонина в положении 668 
молекулы АРР. Изменение характера фосфорилирования АРР и повышение его 
чувствительности к каспазам рассматривается как один из факторов патогенеза 
БА (Taru et el., 2004). При определенных условиях каспазы также расшепляют ци-
топлазматический фрагмент АРР (AICD), который принимает участие в регуляции 
экспрессии ряда генов, о чем более подробно будет изложено в последующих раз-
делах данной главы.

Протеолитический процессинг АРР, как было показано в многочисленных ис-
следованиях, происходит в так называемых липидных рафтах, которые представ-
ляют собой специализированные домены клеточных мембран, обогащенные хо-
лестерином и ганглиозидами, в частности GM1 (для обзора см. Hicks et al., 2012). 
Эти домены играют важную роль в функционировании клеток, обеспечивая такие 
функции, как связывание лигандов (включая вирусы и олигомеры Аβ) и передача 
сигналов, развитие аксонов и поддержание целостности синаптических окончаний. 
Именно на этих участках происходит взаимодействие АРР и ВАСЕ1 и иницииру-
ется процесс образования Aβ. Нарушение целостности этих мембранных структур 
приводит к клеточной гибели и нейродегенерации. В связи с этим модификации 
липидного состава нервной ткани являются одними из важных факторов, влияю-
щими на амилоидный метаболизм и развитие БА (Walter, van Echten-Deckert, 2013).

Помимо процессов расщепления АРР, которые вносят свой вклад в патогенез 
БА, существенную роль в определении амилоидного метаболизма также играют 
процессы транскрипции и трансляции гена АРР, которые приводят к формирова-
нии его изоформ, а также генов его основных секретаз. В недавних исследованиях 
было показано наличие корреляции между уровнем накопления в нерастворимых 
белковых комплексах, характерных для БА и других нейродегенеративных заболе-
ваний, коротких ядерных рибонуклеобелков (U1 snRNP), принимающих участие в 
сплайсинге молекул мРНК, и уровнем развития когнитивного дефицита на стадии 
MCI и БА. Авторы высказывают прпедположение, что дефицит активности этих U1 
snRNP комплексов приводит к нарушению нормального сплайсинга мРНК и накоп- комплексов приводит к нарушению нормального сплайсинга мРНК и накоп-
лению неспецифических для нервных клеток изоформ белков, в частности АРР и 
ВАСЕ1 (Bai et al., 2013). С другой стороны, становится все более очевидным, что 
короткие некодириующие микро-РНК (miR) также обеспечивают контроль за син-miR) также обеспечивают контроль за син-) также обеспечивают контроль за син-
тезом АРР и других белков, вовлеченных в патогеенез БА, и эти процессы могут 



238

быть нарушены или изменены при патогенезе БА (Lau et al., 2013). Так, в частнос-Lau et al., 2013). Так, в частнос- et al., 2013). Так, в частнос-et al., 2013). Так, в частнос- al., 2013). Так, в частнос-al., 2013). Так, в частнос-., 2013). Так, в частнос-
ти, была показана роль miR-29a/b в синтезе ВАСЕ1 и расщеплении АРР (Hérbert et 
al., 2008). В целом, молекулы miR в настоящее время рассматриваются как возмож-, 2008). В целом, молекулы miR в настоящее время рассматриваются как возмож-miR в настоящее время рассматриваются как возмож- в настоящее время рассматриваются как возмож-
ные маркеры БА (Kiko et al., 2014).

2.3. Свойства амилоидного пептида

В результате протеолитического расщепления АРР образуется несколько мо-
лекулярных вариантов Aβ, включающих от 39 до 43 аминокислотных остатков. В 
ткани мозга и спинномозговой жидкости в основном присутствует Aβ40, который со-
ставляет у здоровых людей 90% от общего содержания этого пептида. Однако в моз-
ге пациентов с БА основной формой амилоидного пептида является Aβ42 (Gregory, 
Halliday, 2005), что может свидетельствовать как о преимущественном катаболизме 
Aβ40, так и увеличенной продукции и накоплении более токсичного Aβ42 при разви-
тии заболевания. Помимо Aβ40 и Aβ42 в ткани мозга и в составе амилоидных склеро-
тических бляшек обнаруживаются также укороченные с обеих сторон варианты Aβ 
(Mori et al., 1992). Повышенному образованию Aβ42 способствует не только наличие 
мутаций гена АРР, но также и генов пресенилина PS1 и PS2 (Borchelt et al., 1996; 
Kowalska, 2003; Okochi et al., 2013). Наличие таких мутаций у людей приводит к 
развитию ранних, генетически обусловленных «фамильных» форм БА. С исполь-
зованием трансгенных животных и клинического материала было показано, что на 
самых первых этапах развития АД патологии в ткани мозга сначала образуется еще 
более токсичный Aβ43 и его накопление предшествует накоплению Aβ42 и Aβ40, кото-
рые образуются из Aβ43 при действии карбоксипептидаз, в частности ангиотензин-
конвертирующих ферментов АСЕ2 и АСЕ (Zou et al., 2013).

Как было показано в многочисленных исследованиях, накопление Aβ в ткани 
мозга индуцирует гибель нейронов (для обзора см. Walsh et al., 2002), причем аг-
регаты Aβ являются более токсичными для нейронов, чем растворимые пептиды 
(Haass, Selkoe, 2007). Также было установлено, что присутствие Aβ42 является од-
ним из необходимых условий для инициации образования амилоидных агрегатов 
и фибрилл (McGowan et al., 2005). В очагах накопления амилоидных депозитов и 
вокруг гибнущих нейронов наблюдается активация микроглии, сопровождающа-
яся выбросом цитокинов и развитием нейроиммунного ответа (Mrak and Griffin, 
2005). При инъекциях Aβ также наблюдается нарушение функций мозга и гибель 
нейронов (McKee et al., 1998; Степаничев и др., 2002). Накопление Aβ как вне, так и 
внутри клеток сопровождается активацией каспаз, являющихся эффекторами апоп-
тоза (Hitomi et al., 2004). Как было показано в недавних исследованиях, токсическое 
действие Aβ42 осуществляется через формилпептидные рецепторы 2 типа (FPR2). 
Это приводит к изменению свойств стволовых клеток, в частности в гиппокампе, 
и препятствует нейрогенезу, что является одной из причин нарушения памяти и 
развития деменции при БА (Mu, Gage, 2011). В ходе этого процесса запускаются 
сигнальные механизмы активации p38 MAPK в ответ на образование и накопление 
активных форм кислорода (ROS), вызванные Aβ42 (He et al., 2013).
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Предполагают, что в ходе развития БА основными участками нейродегенера-
тивных изменений являются синапсы. Так, было показано, что добавление Aβ к 
культивируемым гиппокампальным нейронам увеличивает уровень протеазоак-
тивируемого рецептора PAR4 в синапсах и дендритах, что индуцирует необрати-
мые изменения в митохондриях синаптических окончаний и активирует каспазы 
(Mattson et al., 2001). Кроме того, в ответ на деполяризацию, параллельно с уве-
личением продукции Aβ повышается уровень цитоплазматического кальция, что 
также губительно действует на клетки. При наличии предрасположенности к ами-
лоидогенному протеолизу АРР, как, например у PS-1 трансгенных мышей, этот 
процесс протекает в более выраженной степени (Nizzari et al., 2012).

В исследованиях Д. Селко и коллег было показано, что олигомеры Аβ, извле-
ченные из мозга людей с БА, способны в значительной степени подавлять долго-
срочное потенциирование (LTP), а также снижать плотность дендритных шипиков 
в гиппокампе грызунов (Shankar et al., 2008). При этом ни мономеры Аβ, ни его 
конгломераты в составе сенильных бляшек не обладают подобными эффектами. 
Хотя эти данные свидетельствуют об отсутствии токсичности у самих сенильных 
бляшек, плотность нервных клеток на их периферии значительно снижена, что, 
возможно, является результатом действия олигомеров Аβ, высвобождающихся из 
бляшек при действии различных ферментов. С другой стороны, это также под-
тверждает гипотезу, что связывание Аβ в нерастворимые комплексы может быть 
способом защиты мозга от повреждающего действия его растворимых форм.

Несмотря на многочисленные исследования, поддерживающие амилоидную 
гипотезу патогенеза БА и рассматривающие только нейротоксические свойства Aβ, 
существуют доказательства того, что Aβ в нормальных физиологических концент-
рациях является физиологически значимым нейропептидом и играет важную роль в 
жизнедеятельности нервных клеток и их структурно-функциональной пластичнос-
ти, обуславливающих обучение и память (Koudinov, Berezov, 2004; Pearson, Peers, 
2006). Более того, Aβ40 и Aβ42 могут повышать экспрессию и активность ацетилхо-
линэстеразы (АХЭ) через α7 никотиновые ацетилхолиновые рецепторы (α7nAChR), 
причем этот эффект не сопровождается их токсическим действием и снимается в 
присутствии ингибиторов α7nAChR и ряда блокаторов кальциевых каналов (Fodero 
et al., 2004). Это позволяет рассматривать Ab-пептиды, как возможные агонисты 
α7nAChR. Помимо мономерных форм Аβ α7nAChR также взаимодействуют с его 
фибриллярными формами, и при накоплении последних может происходить блока-
да никотиновых рецепторов и нарушение синаптической передачи (Ni et al., 2013). 
С другой стороны, совсем недавно было установлено, что конститутивные клеточ-
ные белки прионы PrPC являются рецепторами олигомерных форм Aβ (Laurén et al., 
2009). Это подтверждает наличие связи между метаболизмом амилоидного пепти-
да и прионов, предложенное ранее в работе Э. Паркина и коллег, которые показали 
участие PrPC в протеолизе АРР β-секретазой (Parkin et al., 2007). В развитие этих 
исследований было показано, что цитотоксичность олигомеров Aβ зависит от свя-
зывания PrPC с липопротеиновыми рецепторами LRP1 в холестерин-обогащенных 
кластерах (так называемых липидных рафтах) клеточных мембран (Rushworth et 
al., 2013), что открывает перспективу терапевтической модуляции этого эффекта 
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посредством изменения липидного состава клеточных мембран, например при 
действии статинов (Barone et al., 2013).

2.4. Выведение Аβ из организма и мозга

Содержание Aβ в головном мозге намного выше, чем на периферии. Так, у па-Aβ в головном мозге намного выше, чем на периферии. Так, у па-β в головном мозге намного выше, чем на периферии. Так, у па-
циентов, страдающих БА, среднее содержание Aβ40 в цереброспинальной жидкос-
ти (ЦСЖ) составляет 9,7 нг/мл и только 0,14 нг/мл в плазме крови. Аналогично, 
содержание Aβ42 в ЦСЖ составляет 0,61 нг/мл и только 0,009 нг/мл в плазме (Mehta 
et al., 2001). Почти 70-кратная разница между содержанием Aβ в ЦСЖ и плазме 
крови отражает специфический баланс его продукции и расщепления в ткани моз-
га по сравнению с периферическими органами и тканями. Основными органами, 
расщепляющими Aβ на периферии, являются печень, которая удаляет около 60% 
этого пептида из плазмы крови, и почки (Ghiso et al., 2004). В нормально функ-et al., 2004). В нормально функ- al., 2004). В нормально функ-
ционирующем мозге накопление избыточных количеств Aβ регулируется за счет 
его постоянного оттока из внеклеточного пространства по периваскулярным путям, 
которое может быть нарушено в результате цереброваскулярных патологий (Weller 
et al., 2002), а также при действии протеолитических ферментов.

2.5. Амилоид-деградирующие ферменты

Несмотря на то что накопление Aβ в ткани мозга длительное время считалось 
необратимым процессом, сравнительно недавно было обнаружено существование 
эндогенных биохимических путей его деградации и удаления из ткани мозга (для 
обзора см. Nalivaeva et al., 2012c). Как было показано рядом авторов, некоторые 
хорошо известные протеазы мозга способны гидролизовать Aβ в физиологичес-Aβ в физиологичес-β в физиологичес-
ких условиях. Это привело к пересмотру имеющихся представлений о метаболиз-
ме амилоидного пептида. К числу основных амилоид-деградирующих ферментов 
сейчас относят неприлизин (НЕП), эндотелин-конвертирующий фермент (ЕСЕ-1), 
инсулин-деградирующий фермент (ИДФ; инсулизин) и плазмин, которые способ-
ны расщеплять Aβ как in vitro, так и in vivo (Nalivaeva et al., 2008, 2012а,b,c). На рис. 
4 схематично показаны участки молекулы Aβ, на которых возможно его протеоли-Aβ, на которых возможно его протеоли-β, на которых возможно его протеоли-
тическое расщепление различными ферментами. Снижение уровня экспрессии или 
активности этих ферментов при патологических условиях может вести к накопле-
нию Aβ и развитию БА или других нейродегенеративных патологий. С другой сто-Aβ и развитию БА или других нейродегенеративных патологий. С другой сто-β и развитию БА или других нейродегенеративных патологий. С другой сто-
роны, повышение экспрессии и активности амилоид-деградирующих ферментов 
как фармакологическими средствами, так и посредством генной терапии открывает 
новое направление в профилактике и терапии Aβ-опосредованной нейродегенера-Aβ-опосредованной нейродегенера-β-опосредованной нейродегенера-
ции и БА.

Неприлизин. Неприлизин (НЕП, нейтральная эндопептидаза-24.11) является 
цинкзависимой металлопептидазой, впервые описанной в ткани почек как фер-
мент, деградирующий пептидные гормоны (см. обзор Turner, Tanzawa, 1997). Этот 
фермент также известен как энкефалиназа благодаря его способности расщеплять 
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Рис. 4. Участки расщепления Аβ пептида амилоид-деградирующими ферментами
Aβ образуется из АPP путем последовательного действия β- и γ-секретаз. Аβ пептиды, состоя-

щие, как правило, из 40 или 42 аминокислотных остатков, расщепляются неприлизином (Н), эндоте-
лин-конвертирующим ферментом (Е),  инсулин-деградирующим ферментом (И), матричными метал-
лопептидазами MMP-2, 3, 6 или 9 (M), плазмином (П), митохондриальной пептидазой PreP, а также 
рядом других ферментов, которые перечислены на рисунке

энкефалин и прерывать пептидергическую нейропередачу. НЕП представляет со-
бой мембраносвязанный гликозилированный эктофермент с молекулярным весом 
93 кДа, активный центр которого обращен во внеклеточное пространство. НЕП 
способен расщеплять пептидные связи внутри молекул низкомолекулярных пеп-
тидов по гидрофобным аминокислотным остаткам (Erdos, Skidgel, 1989). НЕП 
обладает довольно широкой субстратной специфичностью и регуляторной актив-
ностью. Благодаря этим свойствам НЕП принимает участие в регуляции разнооб-
разных физиологических процессов, включая сердечно-сосудистую деятельность, 
воспалительные процессы, миграцию и пролиферацию клеток, а также развитие 
опухолей (Usmani et al., 2002; Nalivaeva et al., 2012c). Ключевая роль НЕП в дегра-Nalivaeva et al., 2012c). Ключевая роль НЕП в дегра- et al., 2012c). Ключевая роль НЕП в дегра-et al., 2012c). Ключевая роль НЕП в дегра- al., 2012c). Ключевая роль НЕП в дегра-al., 2012c). Ключевая роль НЕП в дегра-., 2012c). Ключевая роль НЕП в дегра-c). Ключевая роль НЕП в дегра-). Ключевая роль НЕП в дегра-
дации нейропептидов подтверждает возможную физиологическую роль Aβ, пред-
ложенную А.Р. Кудиновым и Т.Т. Березовым (Koudinov, Berezov, 2004), поскольку 
Aβ также является одним из физиологических субстратов НЕП. НЕП присутствует 
в головном мозге в относительно низких количествах. Так, например, если в ткани 
почек его содержание составляет 4% от общего содержания всех белков, то в ткани 
мозга его в 1000 раз меньше.

Способность НЕП расщеплять Aβ-пептиды делает его важным участником на 
арене исследований патогенеза БА (Iwata et al., 2004). Поскольку НЕП способен 
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расщеплять не только мономеры, но также олигомерные формы Aβ (1-40) и Aβ (1-42) 
(Kanemitsu et al., 2003), это его свойство является особенно важным для предо-et al., 2003), это его свойство является особенно важным для предо- al., 2003), это его свойство является особенно важным для предо-al., 2003), это его свойство является особенно важным для предо-., 2003), это его свойство является особенно важным для предо-
твращения образования более токсичных олигомерных форм Aβ пептида. В пред-
варительных клинических исследованиях было показано, что содержание НЕП и 
его мРНК у пациентов с БА является достоверно более низким, чем у контрольных 
пациентов соответствующего возраста (Yasojima et al., 2001). В предпринятом не-
давно в Японии эпидемиологическом исследовании было показано существование 
корреляции между уровнем экспрессии гена НЕП и развитием старческой формы 
БА (Sakai et al., 2004a), однако другие исследователи не смогли выявить наличие 
такой корреляции (Lilius et al., 2003).

Неприлизин 2. Относительно недавно был обнаружен гомолог НЕП, назван-
ный НЕП2 (также известный как NL1 и SEP), экспрессия которого в головном 
мозге свойственна, в основном, развивающимся и дифференцирующимся облас-
тям ЦНС и комплиментарна распределению НЕП, присутствуя в ограниченных 
популяциях нейронов, в спинном мозге, гипофизе и сосудистом сплетении мозга 
(Facchinetti et al., 2003).У мышей НЕП2 также обнаружен в большинстве перефери-
ческих органов, хотя преимущественным местом его локализации является тестис 
(Ghaddar et al., 2000). Важно отметить, что НЕП2 человека и грызунов (мышей и 
крыс) обладают разными паттернами экспрессии, ферментативными свойствами и 
чувствительностью к ингибиторам, что необходимо учитывать при экстраполяции 
данных, полученных на трансгенных мышах, для оценки функциональной роли 
этого фермента в ткани мозга человека (Huang et al., 2008; Whyteside, Turner, 2008). 
Анализ субстратной специфичности НЕП и НЕП2 человека показал, что они оба 
интенсивно расщепляют Аβ и НЕП2 обладает большим сродством к этому суб-
страту (Whyteside, Turner, 2008). Принимая во внимание характер распределения 
НЕП2 и его ферментативные особенности, предполагают, что он является важным 
амилоид-деградирующим ферментом и расширяет диапазон возможности клеток и 
тканей катаболизировать Aβ (Marr, Spencer, 2010). Недавние клинические исследо-Marr, Spencer, 2010). Недавние клинические исследо- Spencer, 2010). Недавние клинические исследо-Spencer, 2010). Недавние клинические исследо-, 2010). Недавние клинические исследо-
вания также выявили изменение уровня экспрессии НЕП2 в разных участках мозга 
при мягком когнитивном снижении, что позволяет рассматривать его в качестве 
одного из маркеров доклинической стадии БА (Huang et al., 2012).

Эндотелин-конвертирующий фермент. Другим кандидатом на роль ами-
лоид-деградирующего фермента является эндотелин-конвертирующий фермент 
(endothelin-converting enzyme, ЕСЕ-1, ЭКФ). ECE-1 является мембраносвязанным 
белком, на 37% гомологичным по аминокислотной последовательности НЕП (в 
случае сравнения белков крысы). ЕСЕ-1 также является цинк-зависимой металло-
протеазой и его основная физиологическая роль состоит в превращении большого 
эндотелина, в мощный вазоконстриктор эндотелин-1 (Xu et al., 1994).

ЕСЕ-1 был впервые изолирован из легких крыс, а затем обнаружен в большом 
числе органов и тканей (Takahashi et al., 1995). Наиболее обогащены этим фермен-
том эндотелиальные клетки, но он также экспрессируется в экзокринных клетках, 
мышцах, нейронах и глии (Barnes et al., 1997). В гладкомышечных клетках ЕСЕ-1 
находится в комплексе с α-актиновыми филаментами. Сравнивая ЕСЕ-1 гетерози-
готных и нокаутных мышей, Е.А. Экман и коллеги показали, что концентрация Aβ-
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пептидов в их мозге существенно выше, чем у контрольных животных, и имеет 
ген-зависимый характер (Eckman et al., 2003). Как было показано этими авторами, 
растворимый рекомбинантный ЕСЕ-1 в условиях in vitro обладает способностью 
гидролизовать синтетические Aβ40 и Aβ42 на множественных участках (рис. 4).

Существует еще один белок, подобный ЕСЕ, который кодируется специфичес-
ким геном и носит название ЕСЕ-2 (Emoto, Yanagisawa, 1995). ECE-2, в основном, 
локализован в мозге и представлен незначительными количествами в эндотели-
альных и гладкомышечных клетках. ЕСЕ-2 имеет 59% идентичности с ECE-1, но 
отличается от него кислотным pH-оптимумом, будучи практически неактивным 
при нейтральных рН. Он локализован в секреторных компартментах клеток где, 
вероятно, принимает участие в деградации белков. ECE-2, как и ЕСЕ-1, может ка-ECE-2, как и ЕСЕ-1, может ка--2, как и ЕСЕ-1, может ка-
таболизировать Aβ, хотя оба этих фермента расщепляют разные его пулы – секре-Aβ, хотя оба этих фермента расщепляют разные его пулы – секре-β, хотя оба этих фермента расщепляют разные его пулы – секре-
тируемый и цитоплазматический (Pacheco-Quinto, Eckman, 2013).

Инсулин-деградирующий фермент. Еще одним ферментом, способным рас-
щеплять Аβ, является цинк-зависимая металлопептидаза, инсулин-деградирующий 
фермент (ИДФ, инсулизин). ИДФ, в основном, локализован в цитозоле, но также об-
наруживается в пероксисомах (Duckworth et al., 1998). Небольшие количества это-
го фермента находят в плазматических мембранах, а также во внеклеточной среде, 
хотя механизм секреции ИДФ пока не известен. Совсем недавно появились данные 
о том, что продукт альтернативной транскрипции ИДФ генерирует митохондри-
альную изоформу этого фермента, которая способна расщеплять некоторые мито-
хондриальные белки (Leissring et al., 2004). ИДФ расщепляет субстраты предпоч-
тительно по гидрофобным и основным остаткам аминокислот, однако этот процесс 
не является строго последовательность-специфичным (см. рис. 4). Он обладает спо-
собностью расщеплять in vitro широкий спектр физиологических субстратов и име-
ет другие физиологические функции помимо инсулинового метаболизма. Было вы-
сказано предположение, что специфичность ИДФ обуславливается конформацией 
субстрата и его размерами с предпочтением к более крупным молекулам (Duckworth 
et al., 1998). Как было показано, ИДФ обладает специфичностью к ращеплению Аβ, 
ассоциированного с семейными мутациями гена АРР (Morelli et al., 2005).

Роль ИДФ в катаболизме Aβ была впервые предположена И.В. Курочкиным и 
С. Гото (Kurochkin, Goto, 1994) и исследовалась далее Д.Дж. Селко и коллегами 
(Qui et al., 1998). Принимая во внимание внутриклеточную локализацию ИДФ, 
было высказано предположение, что он может быть вовлечен в деградацию внут-
риклеточного Aβ. Гипотеза о том, что снижение активности ИДФ может вести к 
развитию БА, была поддержана работами А. Перез и коллег (Perez et al., 2000). 
Недавно выведенная линия трансгенных мышей, моделирующих БА (McGill-Thyl-
APP), и характеризуемая значительным снижением экспрессии ИДФ на ранней 
преклинической стадии развития патологии, рассматривается сейчас как важный 
инструмент в изучении механизмов регуляции и восстановления активности этого 
фермента (Ferretti et al., 2011).

В сравнительном исследовании ими было показано существенное снижение 
активности ИДФ в мозге пациентов, страдающих БА, по сравнению с контрольны-
ми пациентами того же возраста. Напротив, повышенная экспрессия ИДФ, как и 
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НЕП, в нейронах мозга трансгенных мышей приводила к существенному снижению 
уровня секретируемого ими Aβ, препятствовала формированию амилоидных депо-Aβ, препятствовала формированию амилоидных депо-β, препятствовала формированию амилоидных депо-
зитов и связанной с ними цитопатологии, а также предотвращала преждевременную 
гибель АРР-мутантных животных (Leissring et al., 2003). Тем не менее, интракра-Leissring et al., 2003). Тем не менее, интракра-, 2003). Тем не менее, интракра-
ниальные инъекции адено-ассоциированных векторов (AAV), экспрессирующих 
НЕП или ИДФ трансгенным мышам, показали, что только НЕП-содержащий вектор 
действительно приводил к снижению амилоидной патологии (Carty et al., 2013), что 
снижает потенциал возможного применения ИДФ-векторов для терапии БА.

Помимо Аβ ИДФ также обладает способностью гидролизовать цитоплазмати-
ческий фрагмент АРР – AICD (Edbauer et al., 2002). Повышение экспрессии ИДФ 
в клетках как экстраневрального так и нейронального происхождения приводило к 
значительному снижению в них AICD. Тем не менее, при полном ингибировании 
ИДФ не наблюдалось существенного повышения уровня внутриклеточного AICD, 
что свидетельствует о наличии альтернативных путей его деградации.

В литературе имеются данные, связывающие патогенез БА с действием и па-
тологией метаболизма инсулина (Gasparini, Xu, 2003), в связи с чем БА часто на-
зывают дабетом 3 типа (Kroner, 2009). Предполагается, что инсулин и инсулинопо-Kroner, 2009). Предполагается, что инсулин и инсулинопо-, 2009). Предполагается, что инсулин и инсулинопо-
добные факторы, которые играют определенную роль в обучении и памяти, также 
могут быть вовлечены в развитие патологических процессов, ведущих к БА (Dore 
et al., 1997). Более того, нарушение метаболизма глюкозы также является одним 
из характерных признаков БА (Bigl et al., 2003). Как было показано, экспрессия 
инсулиновых рецепторов повышена в мозге больных, страдающих БА, но имеет 
нарушенный сигнальный механизм (Hoyer, 2004). В опытах по рецепторному свя-
зыванию было обнаружено, что Aβ (1-40) и Aβ (1-42) снижают способность инсулина 
связываться со своими рецепторами, а также блокируют автофосфорилирование 
рецепторов. Напротив, обращенный пептид Aβ (40-1) не изменяет связывание инсу-
лина с рецепторами и их автофосфорилирование. Это позволяет предположить, 
что Aβ(1-40) и Aβ(1-42) являются непосредственными конкурентными ингибиторами 
рецепторного связывания и действия инсулина (Xie et al., 2002).

Рядом авторов предполагается наличие общих механизмов развития гиперин-
сулинемии, диабета и БА. Так, с использованием генетически модифицированных 
линий мышей было показано, что полное отсутствие аллелей гена ИДФ (-/-) при-
водит более чем к 50-процентному снижению уровня катаболизма Aβ как в мемб-
ранных фракциях мозга, так и в первичных нейрональных культурах, полученных 
из мозга этих животных. При этом в печени этих животных также наблюдается 
пониженное расщепление инсулина (Farris et al., 2004). ИДФ (-/-) мыши помимо 
увеличенного накопления в ткани мозга эндогенного Aβ также демонстрировали 
гиперинсулинемию и нетерпимость к глюкозе, характерные для диабета второго 
типа. Эпидемиологические исследования также свидетельствуют в пользу того, что 
инсулин-независимый диабет второго типа связан с повышенным риском развития 
БА (Nicolls, 2004).

Генетические изменения внутри или вблизи гена ИДФ также связывают с уве-
личением риска и тяжести БА (Prince et al., 2003). В частности, на 10-й хромосоме 
был обнаружен большой участок (размером более 60 мегапар оснований), включа-



245

ющий ген ИДФ, который сопряжен с риском развития БА. Генетические изменения 
на этом участке ДНК позволили идентифицировать аллели риска развития БА с 
эффектом, сравнимым по своей значимости с мутацией аллели e4 аполипопротеина 
Е (Mahley et al., 2007). Однако генетические исследования в Японии и Франции не 
подтвердили наличия связи между полиморфизмом гена ИДФ и повышением веро-
ятности возникновения как ранней, так и старческой форм БА (Sakai et al., 2004b). 
Напротив, другая группа исследователей (Blomqvist et al., 2004) обнаружили рав-Blomqvist et al., 2004) обнаружили рав- et al., 2004) обнаружили рав-et al., 2004) обнаружили рав- al., 2004) обнаружили рав-al., 2004) обнаружили рав-., 2004) обнаружили рав-
новероятностное присутствие как нарушающих, так и протекторных аллелей гена 
ИДФ, связанных с патогенезом не только БА, но также и болезни Паркинсона.

Плазмин. Плазмин (EC 3.4.21.7) является сериновой протеиназой, образую-
щийся из неактивного зимогена, плазминогена, в результате действия других се-
риновых протеаз, называемых активаторами плазминогена. Плазмин расщепляет 
многие компоненты внеклеточного матрикса и в плазме крови действует, в основ-
ном, как тромболитический фактор. В мозге плазминогеновая система вовлечена 
в многочисленные функции, такие как нейрональная пластичность, поддержание 
уровня нейротрофинов, функционирование холинергической системы, долгосроч-
ная потенциация посредством деградации ламинина, обучение и память (Nakagami 
et al., 2000; Allard et al., 2012). При фокальной церебральной ишемии наблюдается 
активация плазминогеновой системы в мозге, сохраняющаяся в течение несколь-
ких дней после инсульта, что предполагает ее участие в процессах деструкции вне-
клеточного матрикса, вторичных кровотечениях и отеке мозга (Pfefferkorn et al., 
2000). Уровень плазмина также снижен в ткани мозга пациентов, страдающих БА, 
особенно в гиппокампе (Ledesma et al., 2000).

Роль плазмина в патогенезе БА пока полностью не ясна, хотя в литературе есть 
ряд наблюдений, свидетельствующих о способности плазмина катаболизировать 
амилоидный пептид (Van Nostrand, Porter, 1999). Так, было показано, что очищен-
ный плазмин способен ращеплять Aβ с физиологически значимой эффективностью, 
равной 1/10 скорости расщепления им фибрина. При этом масс-спектрометрический 
анализ показал, что плазмин гидролизует Aβ в нескольких местах (см. рис. 4), а дан-
ные электронной микроскопии подтвердили, что плазмин способен расщеплять так-
же Aβ фибриллы. Более того, экзогенно добавленный к клеткам плазмин способен 
блокировать нейротоксичность, вызванную Aβ (Tucker et al., 2000). Исследования 
ткани мозга трансгенных APP/PS1 мышей, у которых также отсутсвует ген ингиби-APP/PS1 мышей, у которых также отсутсвует ген ингиби-/PS1 мышей, у которых также отсутсвует ген ингиби-PS1 мышей, у которых также отсутсвует ген ингиби-1 мышей, у которых также отсутсвует ген ингиби-
тора активатора плазминогена PAI-1, выявили более низкое содержание у них Аβ, что 
указывает на участие плазмина в его катаболизме (Liu et al., 2011).

В работе И.Б. Кингстона и коллег показано, что агрегированные формы Aβ in 
vitro способны стимулировать энзиматическую активность тканеспецифического 
активатора плазминогена (tPA) (Kingston et al., 1995). Образующийся в результате 
этого плазмин специфически расщепляет Aβ таким образом, что усиливаются его 
свойства к образованию β-складок и агрегации. Это, в свою очередь, ведет к даль-
нейшей стимуляции tPA и более усиленной продукции плазмина. Такой механизм 
обратной связи может играть отрицательную роль, поскольку избыточный проте-
олиз белков, вызванный активацией плазминогена, может вести к разрушению кле-
ток сосудов головного мозга и кровоизлияниям (Van Nostrand, Porter, 1999).
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Основным эндогенным ингибитором tPA в ткани мозга является белок нейро-tPA в ткани мозга является белок нейро- в ткани мозга является белок нейро-
серпин, синтезируемый в нейронах. При БА в мозге имеет место повышение содер-
жания нейросерпина и снижение активности плазмина (Fabbro, Seeds, 2009). При 
нокауте гена нейросерпина у трансгенных hAPP-J20 мышей, моделирующих БА, 
наблюдалось резкое снижение содржания Aβ42, сопровождавшееся улучшением 
когнитивных функций, по сравнению с животными с активным геном нейросерпи-
на (Fabbro et al., 2011). Однако, несмотря на многочисленные данные, свидетельс-Fabbro et al., 2011). Однако, несмотря на многочисленные данные, свидетельс- et al., 2011). Однако, несмотря на многочисленные данные, свидетельс-et al., 2011). Однако, несмотря на многочисленные данные, свидетельс- al., 2011). Однако, несмотря на многочисленные данные, свидетельс-al., 2011). Однако, несмотря на многочисленные данные, свидетельс-., 2011). Однако, несмотря на многочисленные данные, свидетельс-
твующие об участии плазминовой системы в катаболизме амилоидных отложений, 
другая группа исследователей не смогла выявить существенных изменений экс-
прессии плазминогена на уровне мРНК и белка в ткани мозга при БА (Barker et al., 
2010). Но поскольку эти исследования проводились post mortem, интерпретация 
полученных данных должна проводиться с осторожностью. Другой группе иссле-
дователей также не удалось выявить различий в уровне содерждания t-PA, плаз-t-PA, плаз--PA, плаз-PA, плаз-, плаз-
миногена и PAI-1 в ЦСЖ больных и здоровых людей, хотя они не отвергают роли 
плазминонгеновой системы в расщеплении амилоида и патогенезе БА (Martorana 
et al., 2012).

В составе плазматических мембран плазмин находится в ассоциации с холес-
терин-обогащенными микродоменами, так называемыми липидными рафтами 
(Ledesma et al., 2003), которые считаются местами преимущественного образова-
ния амилоидного пептида (Cordy et al., 2003). Это также свидетельствует о нали-
чии функциональной связи между плазмином, холестерином и метаболизмом Aβ 
(Ehehalt et al., 2003).

Рядом авторов было показано, что агрегированные формы Aβ также способны 
повышать уровень мРНК, кодирующих тканеспецифические активаторы плазми-
ногена урокиназного типа (uPA) (Tucker et al., 2002), который тоже связывают с па-
тогенезом БА. Как было показано в работах нескольких исследовательских групп, 
локус на хромосоме 10, связанный с фамильной формой БА, содержит в своем со-
ставе ген урокиназного активатора плазминогена (Ertekin-Taner et al., 2005). Эти 
авторы также продемонстрировали, что комбинация uPA и плазминогена вместе, 
но не по отдельности, ингибируют токсичность Aβ, снижая его фибрилогенез и 
формирование депозитов Aβ.

Поиск генетической связи между плазмином и риском развития БА пока не поз-
воляет сделать однозначные заключения, хотя имеются данные, связывающие уро-
вень содержания Аβ42 с полиморфизмом гена активатора плазминогена урокина-
зного типа (PLAU) на хромосоме 10 и спорадической формой БА (Riemenschneider 
et al., 2006). В проведенном недавно исследовании (Shibata et al., 2005), сравниваю-
щем 14 наиболее часто встречающихся вариаций генов, кодирующих компоненты 
плазминовой системы, не было подтверждено, что полиморфизм этих генов связан 
с частотой встречаемости БА.

Фармакологическая или генетическая регуляция плазминогеновой системы 
пока остается одной из возможных стратегий профилактики и лечения БА, пос-
кольку плазмин способен эффективно удалять внутриклеточные мономерные и 
внеклеточные фибриллярные формы Аβ. Низкомолекулярные ингибиторы актива-
тора плазминогена (PAI-1) могли бы эффективно поддерживать активность плазми-
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новой системы на желательно высоком уровне. Однако, поскольку плазмин также 
вовлечен в метаболизм фибрина, создание такой терапии следует проводить с осто-
рожностью во избежание побочных эффектов в виде кровотечений.

Ангиотензин-конвертирующий фермент. Ангиотензин-конвертирующий 
(ангиотензин-превращающий фермент, АКФ, АСЕ) является ключевым компо-
нентом ренин-ангиотензиновой системы (РАС) как в ЦНС, так и на периферии. 
АСЕ регулирует кровяное давление и функции сердечно-сосудистой системы пос-
редством превращения ангиотензина I в мощный вазоконстриктор ангиотензин II 
и одновременно посредством инактивации вазодилятора брадикинина. Наличие 
связи между АСЕ и патогенезом БА было показано в генетических исследованиях, 
а метаанализ данных литературы с еще большей убедительностью показал сущес-
твование прямой связи между РАС, развитием гипертензии, гипоксией/ишемией 
мозга и БА (для обзора см. Kehoe, Wilcock, 2007). Полиморфизм гена DCP на хро-
мосоме 17q13, кодирующего АСЕ, ассоциирован с высоким риском развития БА, 
особенно в случае инсерций или делеций (I/D) на участке интрона 16 (Lehman et 
al., 2005). Кроме этого существует связь между развитием старческой формы БА 
и полиморфизмом на других участках гена АСЕ (Kehoe et al., 2003). В этой связи 
встает закономерный вопрос о том, что определяет связь между БА и АСЕ: его 
свойства, связанные с РАС, или способность расщеплять Аβ. В отличие от НЕП и 
ИДФ, при БА уровень содержания и активность АСЕ в ткани мозга, в частности в 
гиппокампе, фронтальной коре и хвостатом ядре, значительно выше, чем в норме 
(Savaskan et al., 2001). Повышение активности АСЕ может непосредственно вести 
к когнитивным нарушениям в результате гиперпродукции ангиотензина II, который 
оказывает ингибирующий эффект на высвобождение ацетилхолина.

Как было показано Дж. Ху и соавторами (Hu et al., 2001), АСЕ способен рас-
щеплять Аβ, а также ингибировать формирование его агрегатов и токсичность в 
условиях in vitro, и эти свойства АСЕ подавляются в присутствии его специфичес-
кого ингибитора лизиноприла.

Амилоид-деградирующие свойства АСЕ были подтверждены в работе (Hem- 
ming, Selkoe, 2005), где было показано, что АСЕ расщепляет как Аβ1-40, так и Аβ1-

42, и что ингибиторы АСЕ приводят к накоплению Аβ в APP-экспрессирующих 
клетках CHO. Более того, как оказалось, АСЕ способен превращать токсический 
Аβ1-42 в менее патогенный Аβ1-40 (Zou et al., 2007). Введение АСЕ ингибитора кап-
топрила трансгенным мышам Tg2576, используемым как модель БА, приводило 
к ускоренному накоплению в ткани мозга Аβ, в частности его более патогенной 
формы Аβ1-42. Эти данные свидетельствуют, что умеренное повышение активнос-
ти АСЕ может представлять терапевтическую ценность для терапии нейродегене-
рации и БА. С другой стороны, вызывает опасение, что длительное применение 
ингибиторов АСЕ для лечения гипертензии может повышать риск развития БА. В 
развитие этого предположения был проведен анализ изменений уровня Аβ на пе-
риферии и образования амилоидных отложений в ткани мозга, при использовании 
других ингибиторов АСЕ, которое не подтвердило это опасение (Hemming et al., 
2007). Клиническое исследование большой группы пациентов в Японии (Ohrui et 
al., 2004) показало, что применение АСЕ-ингибиторов, способных проникать через 
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гематоэнцефалический барьер (например каптоприл) и ингибировать АСЕ в ткани 
мозга, коррелирует с более низким процентом развития БА, чем при применении 
ингибиторов, которые не способны ингибировать мозговую форму АСЕ (например 
лизиноприл). В связи с этим высказывается предположение о существовании связи 
между активностью АСЕ и развитием церебральной амилоидной ангиопатии, пос-
кольку при этой патологии показано повышение уровня содержания и активности 
АСЕ, вероятнее всего нейронального происхождения, в периваскулярных районах 
мозга (Miners et al., 2008).

В литературе имеются убедительные данные о наличии генетической связи 
между полиморфизмом АСЕ и развитием спорадической формы БА (Katzov et al., 
2004; Bertram, Tanzi, 2008). Более того, была показана связь между полиморфиз-Bertram, Tanzi, 2008). Более того, была показана связь между полиморфиз-, Tanzi, 2008). Более того, была показана связь между полиморфиз-Tanzi, 2008). Более того, была показана связь между полиморфиз-, 2008). Более того, была показана связь между полиморфиз-
мом этого гена и развитием мягкого когнитивного снижения амнестического типа 
(Zhang et al., 2012).

Матричные металлопротеиназы. Матричные металлопротеиназы (ММП) 
представляют собой еще один класс ферментов, которые в условиях in vivo могут 
катаболизировать не только АРР, но и Аβ (см. рис. 4 ) (для обзора см. Kauwe et al., 
2007). Так, было показано, что Аβ1-40 является субстратом ММП-2 (желатиназы А), 
ММП-3 (стромелизина), ММП-6 и ММП-9 (желатиназы Б). Более того, Аβ спосо-
бен повышать уровень экспрессии этих ферментов (Roher et al., 1994; Yoshiyama et 
al., 2000). Среди перечисленных ферментов ММП-9 является наиболее изученной 
в отношении специфичности к Аβ (Backstrom et al., 1996). Эти авторы показали 
связь между характером распределения MMП-9 и уровнем содержания Aβ и об-
наружили присутствие этого фермента в непосредственной близости от амилоид-
ных бляшек. MMП-9 in vitro способна расщеплять Aβ40 на нескольких участках, 
но основным местом ее действия является связь между Leu(34) и Met(35) (см. рис. 
4). ММП-2 и MMP-9 были также обнаружены в астроцитах, окружающих амило-
идные отложения в мозге стареющих APP/PS1 и APPsw трансгенных мышей, где 
они, по-видимому, играют роль в расщеплении Аβ (Yan et al., 2006). MMП-9, как и 
плазмин, способна расщеплять не только мономерные, но и фибриллярные формы 
Аβ. Уровень ММПз и их способность расщеплять Аβ изменяется под воздействием 
различных факторов. Так, в условиях in vivo содержание Аβ может быть снижено 
путем добавления лиганда металлов кликинола и ионов меди (Cu2�), которые повы-
шают уровень экспрессии MMП-2 и MMП-3 (White et al., 2006), что может иметь 
определенное терапевтическое значение.

Несмотря на наличие убедительной связи между уровнем активности ММПз и 
амилоидным метаболизмом, в эпидемиологическом исследовании образцов мозга 
не было выявлено различий в уровне экспрессии и активности MMП-2, -3 и -9 во 
фронтальной коре при БА и в нормальном мозге (Baig et al., 2007). На генетичес-
ком уровне также не было показано наличие корреляций между полиморфизмом 
генов MMП-3 и MMП-9 и риском развития БА, хотя эти полиморфизмы были свя-
заны с другими заболеваниями (Shibata et al., 2005). С другой стороны, у людей, 
не являющихся носителями ε4 аллели аполипопротеина Е, наблюдается меньший 
риск развития БА, связанный с определенными полиморфизмами MMР-3 и MMП-9 
(Helbecque et al., 2007). Более того, недавно было показано, что защитные эффекты 
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эстрогенов против амилоидной токсичности обусловлены активацией ММП-2 и -9 
и соответствующим повышением катаболизма Аβ (Merlo, Sortino, 2012).

Катепсин В. За последние годы накоплено довольно большое число данных 
о роли лизосомальной сериновой протеиназы, кетепсина В, в метаболизме АРР и 
Aβ пептида. Этот фермент был предложен в качестве альтернативной β-секретазы, 
действующей преимещественно на нативные (генетически не модифицированные, 
как в случае семейных форм БА) молекулы АРР (Wang et al., 2012). Также было 
показано, что ингибиторы катепсина B снижают когнитивный дефицит и понижа-B снижают когнитивный дефицит и понижа- снижают когнитивный дефицит и понижа-
ют содержание Aβ в мозге мышей с моделированием БА (Hook et al., 2010). Это 
согласуется с данными исследований, свидетельствующих, что нейропротекторные 
свойства катепсина В обусловлены его способностью расщеплять Aβ, в частности 
Aβ42. Напротив, на модели катепсин В-трансгенных мышей, лишенных этого гена и 
экспрессирующих APP человека с семейными мутациями, было показано повыше-APP человека с семейными мутациями, было показано повыше- человека с семейными мутациями, было показано повыше-
ние накопления Aβ42, сенильных бляшек и когнитивный дефицит (Mueller-Steiner et 
al., 2006). Также недавно было установлено, что катепсин B способен расщеплять 
C-концевые фрагменты АРР, в том числе и AICD, что указвыает на участие эндосо--концевые фрагменты АРР, в том числе и AICD, что указвыает на участие эндосо-AICD, что указвыает на участие эндосо-, что указвыает на участие эндосо-
мально-лизосомной системы в метаболизме АРР и его фрагментов (Asai et al., 2011).

Действие катепсина В на Aβ42 сходно с таковым у ACE, поскольку он проявля-ACE, поскольку он проявля-, поскольку он проявля-
ет активность дикарбоксипептидазы с оброазованием сначала Aβ40, а потом Аβ38, 
тем самым снижая токсичность амилодного пептида (Mueller-Steiner et al., 2006). В 
результате эндопептидазной активности катепсина В также образуется Аβ33. Этот 
фермент также способен расщеплять олигомеры Aβ и его фибриллы и действовать 
как внутри нервных клеток (в лизосомах), так и снаружи, поскольку он интенсивно 
секретируется активированной микроглией, в частности в ответ на действие Аβ (Wu 
et al., 2013). В связи со сложившимися представлениями о роли катепсина В в рас- al., 2013). В связи со сложившимися представлениями о роли катепсина В в рас-al., 2013). В связи со сложившимися представлениями о роли катепсина В в рас-., 2013). В связи со сложившимися представлениями о роли катепсина В в рас-
щеплении амилоидного пептида было высказано предположение, что повышения 
его активности в ткани мозга можно добиться путем инактивации его эндогенных 
ингибиторов, в частности цистатина С. Действительно, при нокауте гена цистати-
на 3 (CST3) у hAPP-J20 трансгенных мышей наблюдалось значительное снижение 
уровня растворимого Aβ, в частности Aβ42, и сенильных бляшек. Удаление гена 
цистатина С приводило не только к нормализации Aβ-ассоциированного когнитив-Aβ-ассоциированного когнитив-β-ассоциированного когнитив-
ного дефицита и нарушений в поведении, но также к восстановлению синаптичес-
кой пластичности в гиппокампе (Sun et al., 2008). К удивлению, оверэкспрессия 
цистатина C у трансгенных hAPP-J20 мышей также приводила к снижению уровня 
сенильных бляшек, но, как оказалось, это осуществлялось по механизму, не связан-
ному с активностью катепсина В, а путем взаимодействия цистатина С непосредс-
твенно с самим Aβ, что препятствовало образованию его токсичных олигомеров и 
фибрилл (Kaeser et al., 2007; Mi et al., 2007).

Генетические исследования показали наличие связи между полиморфизмом 
гена цистатина С, который снижает его секрецию, и риском развития спорадичес-
кой формы БА, что явилось первым свидетельством наличия аутосомно-рецессив-
ной аллели, связанной с риском развития этой формы БА (Crawford et al., 2000). 
Позднее это было подтверждено данными системного метаанализа (Bertram et al., 
2007). Исследования катепсина B и цистатина C указывают на важность анализа 
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как каждого индивидульного фермента, так и системы его эндогенных ингибито-
ров для регуляции метаболизма Aβ. Это позволит с большей точностью идентифи-Aβ. Это позволит с большей точностью идентифи-β. Это позволит с большей точностью идентифи-
цировать наиболее перспективные терапевтические мишени для профилактики и 
лечения БА с минимальными побочными эффектами.

Другие ферменты. Несмотря на довольно широкий спектр амилоид-дегради-
рующих ферментов, обнаруженных к настоящему времени, их число продолжает 
расти. Еще одним физиологически значимым кандидатом на эту роль является пеп-
тидасома PreP (Falkevall et al., 2006), которая регулирует уровень содержания Aβ в 
митохондриях. PreP является родственной по свойствам, но не идентичной ИДФ, и 
принимает участие в расщеплении различных коротких митохондриальных пепти-
дов, в том числе и Аβ на нескольких участках его молекулы (см. рис. 4). При БА и у 
трансгенных мышей в митохондриях клеток мозга наблюдается накопление Aβ, что 
приводит к снижению активности митохондриальных ферментов и угнетению фун-
кций митохондрий. Накопление Aβ в митохондриях, в основном в его более пато-
генной форме Aβ42, наблюдается задолго до образования внеклеточных отложений 
амилоидных фибрилл и является возможной причиной изменения клеточных функ-
ций и их гибели при БА (Caspersen et al., 2005). Хотя до настойщего времени не было 
выявлено никаких ассоциаций между полиморфизмами гена PreP и риском развития 
БА, пониженная протеолитическая активность PreP была отмечена в митохондриях 
мозга при БА по сравнению с контролями того же возраста (Alikhani et al., 2011).

Совершенно неожиданно среди потенциальных кандидатов на роль амилоид-
деградирующих ферментов оказался основной белок миелина (MBP) (Liao et al., 
2009), который, как полагают, обладает эндогенной активностью сериновых проте-
аз, приводящей к аутокаталитическому расщеплению его белковой молекулы. Как 
было показано, MBP также способен связываться с Aβ, предотвращая его агрега-MBP также способен связываться с Aβ, предотвращая его агрега- также способен связываться с Aβ, предотвращая его агрега-Aβ, предотвращая его агрега-, предотвращая его агрега-
цию (Hoos et al., 2009).

К числу ферментов, которые могут представлять терапевтический интерес для 
нейропротекции, также относят цинк-зависимую эндопептидазу, аминопептидазу 
A (AP-A). Этот фермент специфично удаляет N-концевые аминокислотные остатки 
и играет важную роль в центральной регкуляции кровяного давления посредством 
превращения ангиотензина II в ангиотензин III. Поскольку содержание укорочен-II в ангиотензин III. Поскольку содержание укорочен- в ангиотензин III. Поскольку содержание укорочен-III. Поскольку содержание укорочен-. Поскольку содержание укорочен-
ных с N-конца молекул Aβ, в частности Aβ2-42, существенно повышено при БА и 
они обладают высокой токсичностью (Wiltfang et al., 2001), снижение активности 
АР-А может быть терапевтически выгодно. С другой стороны, при действии AP-A 
образуется субстрат другой аминопептидазы (АР-N), действие которой приводит к 
доступности остатка N-концевого глутамина для циклизации при участии глутами-N-концевого глутамина для циклизации при участии глутами--концевого глутамина для циклизации при участии глутами-
нил-циклазы, продукты которой тоже очень токсичны (Schilling et al., 2008). Инак-Schilling et al., 2008). Инак- et al., 2008). Инак-et al., 2008). Инак- al., 2008). Инак-al., 2008). Инак-., 2008). Инак-
тивация AP-A, таким образом, может иметь нейропротекторный характер, препятс-AP-A, таким образом, может иметь нейропротекторный характер, препятс--A, таким образом, может иметь нейропротекторный характер, препятс-A, таким образом, может иметь нейропротекторный характер, препятс-, таким образом, может иметь нейропротекторный характер, препятс-
твуя инициации каскада протеолитических реакций, высвобождающих целый ряд 
токсичных N-трункированных форм амилоидного пептида.

Еще одна полифункциональная цинк-зависимая эктопептидаза, а именно глу-
тамат-карбоксипептидаза II (GCP II), в ткани мозга приводит к расщеплению ши-II (GCP II), в ткани мозга приводит к расщеплению ши- (GCP II), в ткани мозга приводит к расщеплению ши-GCP II), в ткани мозга приводит к расщеплению ши- II), в ткани мозга приводит к расщеплению ши-II), в ткани мозга приводит к расщеплению ши-), в ткани мозга приводит к расщеплению ши-
роко распространенного нейротрансмиттера N-ацетил-аспартил-глутамат (NAAG). 
Последний, как было показано, вовлечен в патогенез ряда неврологических состо-
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яний, и ингибиторы этого фермента имеют нейропротекторные свойства (Neale et 
al., 2011). В мозге человека этот фермент вырабатывается в основном в астроцитах 
(Šácha et al., 2007) и, как было показано, способен расщеплять Aβ40 и Aβ42 с образо-
ванием Aβ1-14, Aβ1-18 и Aβ1-35, которые не обладают токсичностью. Введение специ-
фического ингибитора GCPII трансгенным мышам, моделирующим БА, приводило 
к повышению уровня Aβ. Напротив, повышение экспрессии GCP II в нейронах и 
глии способствовало снижению образования Aβ и его токсичности. Это позволя-Aβ и его токсичности. Это позволя- и его токсичности. Это позволя-
ет рассматривать GCP II как еще одного функционального участника контроля за 
уровнем накопления Aβ в условиях in vivo. Более того, этот фермент способен сни-
жать уровень не только мономерных, но и олигомерных форм Aβ и его фибрилл, 
а также сенильных бляшек (Kim et al., 2010), что позволяет рассматривать его как 
потенциально важную терапевтическую мишень, хотя более детальные клиничес-
кие исследования еще ждут своего проведения.

Другие агенты неферментативной природы. Нет никаких сомнений в том, 
что помимо классических протеолитических ферментов существуют и другие аген-
ты, способные ускорять катаболизм Aβ in vivo. Например, было показано, что два 
фрагмента легких цепей антител также обладают протеолитической активностью 
по отношению к Aβ (Rangan et al., 2003). Первый из них демонстрирует активность, 
подобную α-секретазе (с23.5), и ведет к образованию 1–16 и 16–40 фрагментов Аβ 
(см. рис. 4). Второй фрагмент обладает карбоксипептидазной активностью, отщеп-
ляя последовательно по одной аминокислоте от С-концевой части молекулы Aβ. В 
дополнение к этому, расщепление Aβ40 фрагментом легкой цепи антител hk14 при-
водит к изменению его агрегационных свойств и нейтрализует цитотоксический 
эффект Aβ (Liu et al., 2004). Напротив, расщепление Aβ40 фрагментом легкой цепи 
антител c23.5 ведет к увеличению скорости агрегации образующихся продуктов, не 
увеличивая при этом их токсичность в условиях in vivo. Результаты этих исследо-
ваний свидетельствуют, что фрагменты антител способствуют протеолитической 
деградации Aβ и, таким образом, имеют потенциальную терапевтическую значи-
мость для контроля уровня образования, агрегации и токсичности Aβ в условиях 
in vivo. С другой стороны, эти данные заставляют с осторожностью относиться 
к предлагаемому методу контролируемого образования Aβ путем повышения ак-
тивности α-секретазы, поскольку это может вести к увеличению агрегационных 
свойств амилоидного пептида с образованием более токсичных олигомеров.

Еще одним фактором, способствующим снижению уровня эндогенного Aβ, 
является глюкагонподобный пептид (GLP-1) (Perry, Greig, 2004). Локализация ре-
цептора GLP в головном мозге человека и грызунов коррелирует с центральной 
ролью этого пептида в регуляции потребления пищи, однако также было показа-
но, что стимуляция нейрональных GLP-1-рецепторов регулирует нейрональную 
пластичность и выживаемость нейронов. GLP-1 является естественным аналогом 
экзендина-4, который, как было установлено, снижает уровень эндогенного Aβ в 
паренхиме мозга мышей и уровень APP в нейронах. Поскольку GLP-1 активирует 
рецепторы, сопряженные с Gs белками, его действие посредством индукции син-
теза цAMФ, может влиять на многие функции клетки, в том числе на их выжива-
емость. Это делает GLP-1 и другие агонисты рецепторов 2 класса, сопряженных с 
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G-белками, потенциально важными агентами для развития новых стратегий лече-
ния БА (Martin et al., 2005).

Помимо ферментов в поддержании амилоидного гомеостаза в ткани мозга 
принимают также участие белки-переносчики, которые способны связывать и вы-
водить Aβ по периваскулярным путям. К их числу относятся аполипопротеины 
(АроЕ), связь которых с патогенезом БА уже рассматривалась выше, но точный 
механизм действия которых пока не установлен (для обзора см. Zlokovic, 2013), 
а также переносчик тироксина – транстиретин (ТТR) (Du et al., 2012). Последний 
представляет особый интерес, поскольку его регуляция в нервных клетках осу-
ществляется сходным с неприлизином образом (Kerridge et al., submitted). ТТR, в 
основном образуется в сосудистом сплетении мозга (Sousa et al., 2007), но он также 
может экспрессироваться и нервными клетками (Li et al., 2010). В литературе есть 
указание на то, что ТТR может проявлять пептидазную активность, но функцио-R может проявлять пептидазную активность, но функцио- может проявлять пептидазную активность, но функцио-
нальный вклад этого белка в качестве фермента в катаболизм Aβ еще нуждается в 
подтверждении (Costa et al., 2008). Тем не менее, имеются убедительные данные о 
роли ТТR в защите нервных клеток от повреждающего действия Aβ и восстанавле-R в защите нервных клеток от повреждающего действия Aβ и восстанавле- в защите нервных клеток от повреждающего действия Aβ и восстанавле-Aβ и восстанавле- и восстанавле-
нии когнтитивных свойств у животных (Buxbaum et al., 2008; Brouillett et al., 2012). 
С возрастом и при БА уровень ТТР в ткани мозга существенно снижается (Tsai et 
al., 2009), что указывает на актуальность изучения механизмов регуляции его экс-., 2009), что указывает на актуальность изучения механизмов регуляции его экс-
прессии, а также поиск соединений, способствующих нормализации его функций.

2.6. Динамичность уровня содержания Aβ

Как видно из приведенных выше литературных данных, амилоидный мета-
болизм является комплексным процессом, включающим многочисленные звенья, 
регулирующие образование, расщепление и выведение Aβ из мозга и организма. 
Широкая локализация ферментов, способных деградировать Aβ, позволяет кон-
тролировать его концентрацию как внутри нейронов и глии, так и в местах си-
напсов, вдоль нервных окончаний и во внеклеточной среде. Более того, процесс 
расщепления и выведения Aβ может происходить в районе сосудистого сплетения 
и нейроваскулярных единиц (ElAli, Rivest, 2013). Это должно обеспечивать мозгу 
надежную естественную защиту против накопления нежелательно высоких кон-
центраций Aβ и предотвращать связанные с этим нейродегенеративные изменения. 
Однако в течение жизни, начиная с внутриутробного периода, организм подвержен 
действию многочисленных факторов, влияющих на развитие и функционирование 
этой системы и ведущих к модуляции метаболизма Aβ и его патологическому на-
коплению в ткани мозга.

3. Факторы, влияющие на метаболизм Aβ

Возраст. Старение нормально функционирующего мозга сопровождается мно-
гочисленными изменениями морфологических и биохимических свойств состав-
ляющих его структур и как следствие – их функций. Гибель нейронов и нарушение 
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нейрональных сетей приводит к ухудшению памяти и снижению способности к 
обучению, которые свойственны пожилому возрасту. В случае патологических на-
рушений биохимических процессов, протекающих в нервной ткани, происходит 
развитие различных нейродегенеративных заболеваний, имеющих как общие, так 
и специфические черты и способствующих ускорению процессов старения и ги-
бели мозга и организма в целом. Морфологически разные структуры мозга также 
меняются с возрастом по-разному. Так, например, при нормальном старении мозга 
происходит атрофия гиппокампа, обуславливающая умеренное нарушение памяти. 
Степень атрофии гиппокампа находится в прямой зависимости от возраста и вы-
ражена сильнее у мужчин, чем у женщин (Golomb et al., 1993). Поскольку высшие 
функции мозга зависят от координированного действия разных участков мозга, 
нарушение связывающих их нейрональных цепей с возрастом также приводит к 
существенным изменениям когнитивных функций. В частности, детальный анализ 
свидетельствует о существовании определенных паттернов таких возрастных из-
менений в белом веществе мозга даже при нормальном старении, что отражается 
на поведении (Bennett, Madden, 2013).

В ходе старения организма и мозга в них происходит снижение скорости ме-
таболических процессов, в частности, обмена глюкозы и связанных с этим изме-
нений энергетических процессов (для обзора см. Chen, Zhong, 2013). Нарушение 
липидного обмена и накопление продуктов перекисного окисления липидов, явля-
ющихся токсичными для нервных клеток, также характерны для тареющего мозга. 
Имеются данные, свидетельствующие о корреляции между уровнем содержания 
в мозге продуктов перекисного окисления липидов и патогенезом БА (Montine et 
al., 2002; Lagouge, Larsson, 2013). Старение мозга многие ученые связывают с на-
рушением гомеостаза кальция, а выдвинутая ими теория «кальциевого старения 
мозга» связывает процессы угасания когнитивных способностей мозга со сниже-
нием синаптической пластичности нервных клеток. В обзоре (Toescu, Verkhratsky, 
2004) проведен анализ накопленных к настоящему моменту данных, свидетельс-
твующих, что изменения функций мозга прямым образом связаны с изменением 
метаболического статуса стареющих нейронов и их кальциевого гомеостаза, и в 
данном контексте первостепенное значение имеет нарушение функций митохонд-
рий. Накопление Aβ в стареющем мозге, и в частности в митохондриях, является 
одним из факторов, ведущим к нарушению функций нейронов.

Мембраны клеток мозга пациентов, страдающих болезнью Альцгеймера, ха-
рактеризуются достоверно более низкими концентрациями холестерина и в связи с 
этим аномальным составом липидных рафтов, что ведет к потере части связанных 
с этими липидными доменами функционально активных белковых комплексов, в 
частности плазминоген-связывающих и активирующих молекул. При БА также на-
блюдается низкий уровень содержания холестерина в белом веществе мозга без 
изменения в нем общего содержания жирных кислот (Roher et al., 2002). С исполь-Roher et al., 2002). С исполь- et al., 2002). С исполь-et al., 2002). С исполь- al., 2002). С исполь-al., 2002). С исполь-., 2002). С исполь-
зованием современных методов липидных исследований (shotgun lipidomics) было 
проведено сравнительное исследование более 800 видов липидных молекул из тка-
ни мозга при БА и обнаружено существенное снижение уровня сфингомиелина 
(также одного из основных компонентов липидных рафтов) и увеличение церами-
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дов по сравнению с контролем (Han et al., 2011). Также в более ранних исследо-Han et al., 2011). Также в более ранних исследо- et al., 2011). Также в более ранних исследо-et al., 2011). Также в более ранних исследо- al., 2011). Также в более ранних исследо-al., 2011). Также в более ранних исследо-., 2011). Также в более ранних исследо-
ваниях было показано существенное снижение уровня ганглиозидов в различных 
структурах мозга в ходе старания и при развитии БА (Kracun et al., 1991).

Как было показано с использованием культур фибробластов человека, метабо-
лизм АРР существенно изменяется с возрастом, что выражается в снижении об-
разования его нейропротекторных фрагментов sAPPα и sAPPβ. Это является как 
следствием изменения уровня экспрессии самого АРР, процессов его гликозилиро-
вания и транспорта, так и снижением содержания пресенилинов и ВАСЕ. Вместе 
с изменением состава клеточных мембран, и особенно холестерина, это ведет к 
существенным сдвигам в амилоидном метаболизме (Kern et al., 2005).

Характер накопления Aβ в ходе старения и при амилоидной ангиопатии мозга, 
а также места накопления сенильных бляшек при БА предполагают, что при этих 
патологиях нарушается отток Aβ через капилляры и более крупные сосуды мозга, 
вокруг которых и локализуются амилоидные депозиты (Hаwkes et al., 2013). Это 
может быть следствием снижения активности периартериальных и лептоменин-
гиальных путей оттока интерстициальной жидкости вследствие старения цереб-
ральных артерий и накопления в них холестерина. Поскольку риск развития БА 
существенно повышен у пациентов с цереброваскулярными нарушениями, любые 
средства их предупреждения и терапии, ведущие к нормализации выведения Aβ и 
других токсичных метаболитов из ткани мозга, также рассматриваются как перс-
пективное направление в клинической неврологии. Важно отметить, что при разви-
тии терапии БА с помощью вакцин против Aβ необходимо учитывать как скорость 
их доставки в различные участки мозга вследствие нарушения мозгового кровооб-
ращения, так и снижение скорости удаления Aβ и его фрагментов из ткани мозга 
пожилых людей (Weller et al., 2002).

Еще одним важным процессом в развитии связанных со старением патологий 
является нарушение посттрансляционных модификаций белков, приводящее к фор-
мированию нефункциональных структурных белков и ферментов. Большое число 
белков и ферментов также являются субстратами окислительных процессов, и на-
копление их окисленных производных действительно имеет место в мозге пациен-
тов с БА (Butterfi eld et al., 2002). Данные ряда авторов свидетельствуют, что 4-гид-Butterfield et al., 2002). Данные ряда авторов свидетельствуют, что 4-гид- et al., 2002). Данные ряда авторов свидетельствуют, что 4-гид-et al., 2002). Данные ряда авторов свидетельствуют, что 4-гид- al., 2002). Данные ряда авторов свидетельствуют, что 4-гид-al., 2002). Данные ряда авторов свидетельствуют, что 4-гид-., 2002). Данные ряда авторов свидетельствуют, что 4-гид-
роксиноненал (HNE), являющийся побочным продуктом перекисного окисления 
липидов, может образовывать ковалентные связи с белками по их гистидиновым 
и лизиновым аминокислотным остаткам, и содержание таких модифицированных 
белков в мозге повышено при БА. Подобная модификация функционально актив-
ных соединений, например переносчика глутамата, ведет к существенному наруше-
нию функционирования клеток и рассматривается некоторыми авторами как один 
из факторов цитопатологии, наблюдаемой при БА (Lauderback et al., 2001). HNE-
модифицированные белки обнаружены у таких пациентов не только в патологичес-
ких нейронах, содержащих нейрофибриллярные клубки, но также и в нормально 
выглядящих пирамидальных нейронах (Sayre et al., 1997). Как было показано, НЕП 
также подвергается с возрастом HNE-модификации, и содержание окисленного и 
HNE-модифицированного НЕП у больных, страдающих болезнью Альцгеймера, 
выше, чем у пациентов контрольной возрастной группы (Wang et al., 2003).
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В процессе старения и при развитии БА наблюдается существенный дефицит 
активности амилоид-деградирующих ферментов и эти изменения носят селектив-
ный характер в зависимости от структурной и клеточной локализации исследуемых 
ферментов. Так, например, с возрастом уровень экспрессии НЕП существенным 
образом снижается в коре и гиппокампе, но практически не изменяется в стриату-
ме, и именно в этой структуре не наблюдается формирования амилоидных депози-
тов (Iwata et al., 2002; Nalivaeva et al., 2003, 2004). Уровень ИДФ также в большей 
степени снижается с возрастом в гиппокампе и при БА является более окисленным 
по сравнению с мозжечком (Caccamo et al., 2005). Однако вокруг сенильных бля-
шек уровень экспрессии ИДФ оказывается повышенным, что, возможно, является 
отражением активации защитных, компенсаторных механизмов, обеспечивающих 
расщепление амилоидных олигомеров, высвобождающихся из амилоидных отло-
жений (Leal et al., 2006). Это согласуется с данными других авторов, показавших 
повышение уровня экспрессии НЕП в реактивной астроглии вокруг сенильных 
бляшек (Apelt et al., 2003), а также в ответ на повышение содержания Аβ42 (Mohajeri 
et al., 2002) и гипоксию (Fisk et al., 2006). Таким образом, у клеток мозга есть меха-Fisk et al., 2006). Таким образом, у клеток мозга есть меха- et al., 2006). Таким образом, у клеток мозга есть меха-et al., 2006). Таким образом, у клеток мозга есть меха- al., 2006). Таким образом, у клеток мозга есть меха-al., 2006). Таким образом, у клеток мозга есть меха-, 2006). Таким образом, у клеток мозга есть меха-
низмы, способные приводить к повышению уровня экспрессии амилоид-дегради-
рующих ферментов, что заслуживает более детального изучения и является в на-
стоящее время одной из интенсивных областей научных исследований (Nalivaeva 
et al., 2012с).

Гипоксия и ишемия мозга. В настоящее время не вызывает сомнений, что на-
рушение мозгового кровообращения и обусловленные ими ишемия и гипокия моз-
га являются одними из основных факторов, повышающих риск развития васкуляр-
ной деменции и БА (Roher et al., 2012). Так, частота развития БА у пациентов, пере-Roher et al., 2012). Так, частота развития БА у пациентов, пере- et al., 2012). Так, частота развития БА у пациентов, пере-et al., 2012). Так, частота развития БА у пациентов, пере- al., 2012). Так, частота развития БА у пациентов, пере-al., 2012). Так, частота развития БА у пациентов, пере-, 2012). Так, частота развития БА у пациентов, пере-
несших инсульты, намного выше, чем в других обследованных группах (Di Legge, 
Hachinski, 2003). Гипоксия и ишемия мозга являются одними из наиболее часто 
встречаемых патологий и возникают как в результате нарушения снабжения мозга 
кислородом при патологии кровообращения, так и вследствие изменения факторов 
окружающей среды. Гипоксия мозга может иметь место на любых этапах развития 
и жизнедеятельности человека и животных, и ЦНС особенно чувствительна к ее 
действию (Самойлов, 1985).

Метаболизм амилоидного пептида при гипоксии и ишемии изменяется доволь-
но существенным образом как на уровне экспрессии АРР, так и его расщепления 
секретазами (Webster et al., 2004). Амилоид-деградирующие ферменты также явля-
ются весьма чувствительными к изменению уровня содержания кислорода и окис-
лительному стрессу, и экспрессия их генов существенно снижается при гипоксии 
и ишемии (Fisk et al., 2006, 2007). Как было показано в наших исследованиях, вы-
полненных в рамках программы РАН «Фундаментальные науки медицине», у жи-
вотных, подвергавшихся действию как пренатальной, так и постнатальной гипок-
сии, а также при ишемии мозга наблюдается повышение уровня экспрессии АРР 
и снижение уровня активности неамилоидогенной α-секретазы, проявляющееся 
в снижении содержания нейропротекторной формы sAPPα (Nalivaeva et al., 2003, 
2004; Журавин и др., 2007). На модели ишемии нами также было показано, что 
нарушение снабжения тканей мозга (например гиппокампа) кислородом ведет к 
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повышению активности амилоидогенной β-секретазы (Наливаева и др., 2005). У 
крыс, перенесших пренатальную гипоксию, уровень экспрессии НЕП и его аналога 
ЕСЕ-1 как в коре, так и стриатуме существенно ниже по сравнению с контроль-
ными животными, что может вести к дефициту данных амилоид-деградирующих 
ферментов в постнатальном онтогенезе и увеличивать риск развития нейродеге-
неративных заболеваний (Nalivaeva et al., 2004; Дубровская и др., 2009). У этих 
животных также снижена пластичность нервной системы и наблюдается когнитив-
ный дефицит (Журавин и др., 2011; Dubrovskaya et al., 2012). Результаты наших 
исследований поддерживают гипотезу о том, что перенесенные в раннем возрас-
те заболевания и стрессы запускают каскад реакций, в том числе на генетическом 
уровне, которые предопределяют развитие БА в зависимости от действия факторов 
окружающей среды, включая образ жизни, диету и гормональный статус (Lahiri et 
al., 2008).

В целом, данные литературы убедительно свидетельствуют о том, что гипоксия 
и ишемия ведут к сдвигу процессов амилоидного метаболизма в сторону накопле-
ния амилоидного пептида, и в связи с этим нарушение мозгового кровообращения 
является фактором риска развития БА. Среди методов профилактики патогенного 
действия гипоксии и, возможно, ишемии гипоксическое прекондиционирование 
может оказаться довольно перспективным, поскольку в наших исследованиях по-
казано, что оно способно предотвращать изменение уровня экспрессии амилоид-
деградирующих ферментов, а также ферментов, катаболизирующих АРР по неами-
лоидогенному пути (Nalivaeva et al., 2004; Rybnikova et al., 2012).

4. Регуляция свойств амилоид-деградирующих ферментов

Как уже отмечалось выше, изучение регуляции экспрессии и активности ами-
лоид-деградирующих ферментов и поиск путей их повышения является сейчас 
одним из перспективных направлений в области профилактики и терапии БА. Од-
ним из приемов является повышение уровня экспрессии НЕП и других амилоид-
деградирующих ферментов с помощью вирус-направленной доставки генов этих 
ферментов в структуры мозга, где наблюдается дефицит их активности. С исполь-
зованием как адено-, так и лентивирусных векторов ряду авторов удалось добиться 
повышения активности НЕП и, соответственно, снижения уровня содержания Аβ 
в клетках мозга трансгенных мышей (Marr et al., 2003; Carty et al., 2013; Park et al., 
2013). Хотя генная терапия является перспективным подходом, альтернативные ме-
тоды повышения активности амилоид-деградирующих ферментов могут оказаться 
более доступными и менее дорогостоящими. Так, например, Т. Саито и соавторы 
предложили путь повышения уровня экспрессии НЕП с помощью его субстратов, 
используя механизм обратной связи. Среди таких соединений наиболее перспек-
тивным оказался соматостатин (Saito et al., 2005). В наших исследованиях было 
показано, что другой субстрат НЕП, а именно синтетический агонист опиоидных 
рецепторов DAGO, также способен повышать уровень экспрессии и активности 
НЕП и ЭКФ в нейрональных клетках (Журавин и др., 2007). Также весьма перспек-
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Рис. 5. Схема регуляции гена НЕП при участии С-концевого фрагмента АРР (AICD), образующе-
гося при его амилоидогенном расщеплении

В результате амилоидогенного расщепления АРР при последовательном действии β- и γ-секретаз 
образуется Аβ, который способен образовывать олигомеры и в комплексе с другими белками входит в 
состав сенильных бляшек. Образующийся в этом же процессе С-концевой фрагмент AICD транслоци-
руется в ядро и в составе комплекса со стабилизирующим белком Fe65 и гистонацетилтрансферазой 
Tip60 связывается с промотором гена НЕП, запуская его экспрессию и приводя к расщеплению Аβ. 
Данный механизм является примером регуляции по принципу обратной связи и обеспечивает клеткам 
способность удалять излишки образующегося пептида

тивным является применение природных антиоксидантов, в частности катехинов 
зеленого чая, которые способны активировать НЕП (Melzig, Janka, 2003; Журавин 
и др., 2007). Эффективными с точки зрения повышения активности ИДФ являют-
ся такие биологически активные соединения, как тиазолидиндион розиглитазон, а 
также динорфин В-9 (Pedersen et al., 2006). Согласно нашим исследованиям, синте-
тические геропротекторные пептиды вилон и эпиталон также способны повышать 
уровень экспрессии НЕП и ИДФ и предотвращать их снижение, вызванное гипок-
сией (Козина и др., 2008). Эти пептиды также оказывают влияние на активность и 
секрецию АХЭ и БуХЭ и активность α-секретазы (Наливаева и др., 2011).

Новым направлением на пути создания средств, повышающих уровень экспрес-
сии НЕП и непосредственно связанных с продуктами метаболизма АРР, является 
обнаруженный Шеклером и соавторами принцип регуляции гена НЕП С-концевым 
фрагментом АРР, AICD (Pardossi-Piquard et al., 2005). Наличие такого эндогенного 
механизма обеспечивает клеткам возможность повышения уровня экспрессии ами-
лоид-деградирующих ферментов при повышении скорости образования Аβ из АРР 
при действии γ-секретазы. Хотя детальный механизм действия AICD пока полно-
стью не изучен, нами было показано, что в клетках нейробластомы NB7, имеющих 
высокий уровень экспрессии НЕП, AICD непосредственно связан с промотором 
его гена, и транскрипционный фактор Fe65 принимает участие в этом взаимодей- 
ствии (рис. 5) (Belyaev et al., 2009). Дальнейшие исследования показали, что транс-
крипционно активный AICD, способный повышать уровень экспрессии НЕП, обра-
зуется только из нейрональной изоформы АРР695 в процессе его амилоидогенного 
расщепления β- и γ-секретазами (Belyaev et al., 2010). Свои регуляторные свойства 
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AICD, вероятнее всего, выполняет посредством связывания с субъединицей Med12 
РНК-полимеразного комплекса (Xu et al., 2011). Как оказалось, совершенно сход-
ным образом происходит регуляция и гена транстиретина (TTР) (Kerridge et al., 
submitted). В процессе связывания AICD с промоторами генов НЕП и ТТР проис-
ходит конкурентное замещение присутствующих там гистондеацетилаз HDAC1 и 
HDAC3 и изменение характера ацетилирования гистонов хроматина (рис. 6). Инги-
биторы гистондеацетилаз (в частности вальпроат натрия) также оказались способ-
ными в существенной степени повышать экспрессию НЕП (Belyaev et al., 2009) и 
восстанавливать снижение его активности, вызванное гипоксией (Nalivaeva et al., 
2012b). Инъекции вальпроата натрия также восстанавливали плотность синапти-
ческих контактов и устраняли нарушения памяти, вызванные пренатальной гипок-
сией (Журавин и др., 2011). На модели трансгенных мышей, моделирующих БА, 
было подтверждено, что инъекции вальпроата натрия приводят к снижению накоп-
ления депозитов Аβ в ткани мозга и восстановлению когнитивного дефицита (Qing 
et al., 2008). В этой связи также необходимо упомянуть, что введение вальпроата 
натрия действительно изменяет характер ацетилирования гистонов хроматина не-
рвных клеток (Yildirim et al., 2003), а ряд психических нарушений, например при 
алкоголизме, характеризуются изменениями организации хроматина (Pandey et 

Рис. 6. Эпигенетическая регуляция экспрессии нейрональных генов
Уровень экспрессии генов регулируется при помощи модификации основных компонентов хро-

матина – ДНК и гистонов. Ацетилирование гистонов и деметилирование ДНК приводят к образова-
нию открытой конформации генов, способствующей транскрипции. Напротив, метилирование ДНК 
и деацетилирование гистонов приводят к образованию закрытой конфигурации генов и прекращению 
транскрипции. В ходе развития и функционирования организма многочисленные факторы, в том чис-
ле ингибиторы гистондеацетилаз (например вальпроат натрия) влияют на конформацию хроматина и 
уровень активности генов. Med12 – компонент РНК-полимеразного комплекса, с которым связывает-
ся AICD, приводя к повышению экспрессии ряда генов, включая НЕП (Xu et al., 2011)
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al., 2008). В совокупности эти данные позволяют предположить, что изучение из-
менений в структуре хроматина клеток нервной ткани в процессе старения и при 
развитии нейродегенеративных заболеваний является еще одним перспективным 
направлением в исследовании патогенеза БА и создании адекватных средств его 
профилактики и лечения (см. рис. 6).

5. Заключение

В заключение этой главы следует подчеркнуть, что понимание молекулярных 
механизмов патогенеза БА, и в частности метаболизма, предшественника амило-
идного пептида, позволяет расширить сложившиеся на сегодняшний день пред-
ставления о причинах возникновения этого нейродегенеративного заболевания, 
на развитие которого влияют многочисленные внешние и внутренние факторы и в 
патогенез которого вовлечены множественные метаболические процессы (рис. 7). 
Их углубленное изучение открывает новые терапевтические направления коррек-
ции биохимических процессов, нарушенные в ходе развития и жизнедеятельности 
организма и приводящие к развитию патологии. В данном контексте важно отме-
тить, что направленная регуляция экспрессии и активности амилоид-деградирую-
щих ферментов может быть оправданным и недорогим способом профилактики 
БА. В частности, даже незначительное одновременное повышение активности не-
скольких амилоид-деградирующих ферментов может препятствовать накоплению 
токсических концентраций амилоидного пептида и предотвращать запуск каскада
патологических реакций, ведущих к нейропатологии и БА. 

Рис. 7.  Схематическое изображение каскада патологических изменений, имеющих место при 
нейродегенерации и БА, и факторов, влияющих на их развитие
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Изучение амилоидогенеза in vitro: 
значение для разработки диагностики 
и терапии амилоидозов

З.А. Подлубная, А.Г. Бобылёв

Амилоидозы (конформационные болезни) характеризуются неограниченно 
растущими белковыми отложениями в виде нерастворимых фибрилл (амилоидов) 
в разных органах и тканях, образующихся в результате наследственного или при-
обретенного нарушения сворачивания белков. Накопление амилоидных отложений 
нарушает структуру и функцию органов и тканей, приводя к летальному исходу 
(Uversky, Fink, 2001). Амилоиды играют центральную роль в патогенезе болезней, 
от которых страдают миллионы пациентов (болезнь Альцгеймера, Паркинсона, 
синдром Дауна, второй тип диабета, прионные болезни, системные амилоидозы 
и другие). Амилоидозы – главная причина смерти после сердечно-сосудистых и 
раковых заболеваний, причем их диагностика чаще всего посмертная. Наследс-
твенные амилоидозы составляют небольшой процент, а основной – спорадичес-
кие его формы. Амилоидные отложения обнаруживаются в сосудах, в сердечной и 
скелетной мускулатуре при кардиомиопатиях, миокардитах, миозитах, включая и 
амилоидную кардиомиопатию (Барсуков и др., 2005; Сторожаков, Гендлин, 2000). 
Молекулярные механизмы амилоидозов до конца не выяснены. Их выяснение не-
обходимо для предупреждения амилоидозов, их ранней диагностики и назначения 
своевременного, эффективного лечения. Используются разные подходы для реше-
ния этих задач, и в том числе экспериментальное моделирование, включая и изуче-
ние амилоидогенеза in vitro в системах разных белков.

Известно более 30 белков, образующих амилоидные фибриллы, таких как 
τ-белок, хантингтин, амилин, Аβ-пептиды, α-синуклеин, инсулин, лизоцим, мио-
глобин, транстиретин и др. (Uversky, Fink, 2001). Несмотря на различия в белках-
предшественниках амилоидов, образуемые ими амилоидные фибриллы имеют об-
щие свойства: β-складчатую структуру с отдельными β-слоями, ориентированными 
параллельно главной оси фибриллы; нерастворимость in vivo; специфическое свя-
зывание с красителями Конго красным и тиофлавином Т (Klunk et al., 1989; Krebs 
et al., 2005). Белки-предшественники амилоидов, не имеющие β-складчатой струк-
туры, должны претерпевать трансформацию типа «α-спираль – β-складчатость», 
необходимую для образования амилоидных фибрилл (Uversky, Fink, 2001), что, 
как правило, требует жестких условий, несовместимых с условиями in vivo (низ-
кие значения рН, высокие температуры, длительная инкубация, добавление ряда 
веществ, не присутствующих в клетке, и другие). К сожалению, процессы, лежа-

Сокращения: КК – Конго красный; ТИФА – твердофазный иммуноферментный анализ; ТТ – 
тиофлавин Т; ЭМ – электронная микроскопия; NaFL – фуллеренолат натрия.
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щие в основе аномальной агрегации белка in vivo и ее патологического проявле-
ния при болезнях, изучены недостаточно. Выяснение молекулярных механизмов 
амилоидозов, установление природы белков в составе депозитов и их свойств, 
развитие терапевтических методов лечения и предупреждения этих заболеваний, 
а также разработка их прижизненной диагностики являются актуальными задача-
ми. Успешное решение этих задач во многом зависит от фундаментальных знаний 
амилоидогенеза. Одним из эффективных подходов к решению этих задач наряду 
с другими подходами является изучение амилоидогенеза в системах in vitro: вы-
яснение общих свойств амилоидов, образуемых разными белками, и их различий, 
открытие факторов, регулирующих их образование и разрушение, их влияния на 
жизнедеятельность клеток и т.д.

Нами были открыты четыре новых амилоидных белка – цитоскелетные мышеч-
ные белки семейства тайтина (Alekseeva et al., 2004). Мы провели in vitro исследо-
вания способности этих белков формировать амилоидные агрегаты в сравнении с 
Аβ-пептидами мозга. Эти белки (тайтин, Х-, С-, Н-белки), связанные в саркомере 
с миозиновыми нитями, играют важную роль в формировании структуры саркоме-
ров, механизме сокращения, его регуляции и в процессах сигнализации (Вихлян-
цев, Подлубная, 2007). Поскольку, как отмечено выше, разные белки-предшествен-
ники амилоидов имеют сходные свойства, то возможны и сходные подходы к раз-
рушению их амилоидов. Разработка таких подходов на системах белков семейства 
тайтина имеет свои преимущества: значительные количества этих белков для экс-
периментов (они занимают третье место по количеству в саркомере после миози-
на и актина), высокое (�90%) исходное содержание β-складчатости в структуре их 
молекул, необходимой для формирования амилоидных фибрилл, а значит и высо-
кая скорость формирования амилоидов этими белками (Марсагишвили, 2007). Все 
это подтвердили наши исследования. С помощью электронной микроскопии (ЭМ) 
было показано (Марсагишвили, 2007; Марсагишвили и др., 2005), что исследуемые 
нами белки Х-, С- и Н, как и другие известные амилоидные белки (Uversky, Fink, 
2001), способны формировать разные амилоидные агрегаты: аморфные агрегаты, 
протофибриллы, спирально скрученные ленты, линейные фибриллы и их пучки 
(рис. 1, см. рис. 3, 6, 7). При электронно-микроскопическом сравнении амилоидных 
фибрилл Х-белка с амилоидными фибриллами Аβ-пептидов было обнаружено их 
структурное сходство (см. рис. 7). Аβ(25-35)-пептид и Аβ(1-42)-пептид образуют, 
подобно Х-белку (см. рис. 7В), спирально скрученные ленты длиной в несколько 
микрон и диаметром 25–27 нм с вариабельным осевым периодом 170–250 нм (см. 
рис. 7А, Б). Обнаруженное сходство (Podlubnaya et al., 2006; Podolsky et al., 2007) 
позволило высказать предположение о возможности сходных подходов к разруше-
нию амилоидов Х-белка и Аβ-пептидов. Амилоидная природа наблюдаемых агре-
гатов белков семейства тайтина скелетных и сердечных мышц была подтверждена 
не только электронной микроскопией, но и поляризационной и люминесцентной 
микроскопией и спектральными методами с использованием специфических кра-
сителей Конго красного (КК) и тиофлавина Т (ТТ) (Марсагишвили, 2007; Мар-
сагишвили и др., 2005; Marsagishvili, Podlubnaya, 2005). Основным методом вы-Marsagishvili, Podlubnaya, 2005). Основным методом вы-, Podlubnaya, 2005). Основным методом вы-Podlubnaya, 2005). Основным методом вы-, 2005). Основным методом вы-
явления амилоидной природы фибрилл, образуемых разными белками, является 
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их способность специфически взаимодействовать с этими красителями (Klunk et 
al., 1989; Krebs et al., 2005; LeVine, 1995). Они используются и для исследования 
амилоидогенеза разных белков in vitro, и в клинической практике для определе-
ния амилоидных отложений in vivo. При окрашивании КК амилоидных структур, 
формируемых исследуемыми белками, мы наблюдали двойное лучепреломление 
в поляризационном микроскопе, а при окрашивании их ТТ – желто-зеленую флу-
оресценцию в люминесцентном микроскопе. При спектральных исследованиях 
интенсивность флуоресценции ТТ в присутствии амилоидных фибрилл Х-, Н- и 
С-белков и тайтина возрастала в �10, �9, �7 и �5 раз соответственно по сравнению 
с интенсивностью флуоресценции красителя в присутствии этих белков в молеку-
лярной форме (Марсагишвили, 2007; Марсагишвили и др., 2005). При измерении 
спектральных характеристик раствора КК в присутствии фибрилл тайтина, Х-, С- и 
Н-белков наблюдался сдвиг спектра поглощения красителя в длинноволновую об-
ласть от �490 нм к �500 нм (Марсагишвили, 2007; Марсагишвили и др., 2005), что 
также характеризует специфичность связывания амилоидных фибрилл с КК (Klunk 
et al., 1989).

В связи с тем, что амилоидные отложения находят в кровеносных сосудах, мы 
продолжили исследования, направленные на поиск новых амилоидных белков в 
мышцах, и в частности изучили амилоидные свойства гладкомышечного белка 

Рис. 1. Электронные микрофотографии амилоидных агрегатов белков семейства тайтина
А – пучки линейных фибрилл Х-белка, сформированные в 25 мМ NaCl, 10 мМ Hepes, pH 7,0. 

Видны аморфные агрегаты (стрелка) и фибриллы. Б – пучки фибрилл С-белка скелетных мышц кро-
лика, сформированные в растворе, содержащем 0,15 М глицин-KOH, pH 7,5. В – ленточные фибрил-KOH, pH 7,5. В – ленточные фибрил-, pH 7,5. В – ленточные фибрил-pH 7,5. В – ленточные фибрил- 7,5. В – ленточные фибрил-
лы Н-белка скелетных мышц кролика, сформированные в растворе, содержащем 0,05 М MgCl2, 10 мМ 
имидазола, pH 7,0. Температура 4–35ºС. Негативное окрашивание 2-процентным водным раствором 
уранилацетата. Шкала 100 нм 
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смитина (аналога тайтина скелетных и сердечной мышц). Поскольку смитин имеет 
молекулярную структуру, подобную тайтину скелетных и сердечной мышц (Kim, 
Keller, 2002), мы предположили, что смитин также может легко формировать ами-
лоиды.

С помощью ЭМ было показано, что смитин способен формировать аморфные 
агрегаты (Бобылева и др., 2010), а также пучки линейных фибрилл длиной �0,5 
мкм и более, шириной до 100 нм (рис. 2), как и другие известные амилоидогенные 
белки (Chiti et al., 1999; Goldsbury et al., 2000; O’Nuallain et al., 2004; Uversky, Fink, 
2001; Подлубная, Марсагишвили, 2008), в том числе и мышечные белки семейства 
тайтина.

На рис. 3 приведены пучки линейных амилоидных фибрилл, образуемых Аβ(1-
42)-пептидом мозга и тайтином. На электронных микрофотографиях видно, что 
тайтин и Аβ(1-42)-пептид формируют сходные по структуре пучки амилоидных 
фибрилл, подобные смитину (рис. 2Б).

При спектральных исследованиях интенсивность флуоресценции тиофлавина 
Т в присутствии аморфных агрегатов смитина возрастала в �2 раза (рис. 4А), а в 
присутствии пучков смитина в �10 раз (рис. 4Б) по сравнению с интенсивностью 
флуоресценции красителя в присутствии этого белка в молекулярной форме.

При измерении спектральных характеристик раствора КК в присутствии амор-
фных агрегатов и пучков фибрилл смитина наблюдался сдвиг спектра поглощения 
красителя в длинноволновую область от �490 нм к �500 нм (рис. 5), что также яв-
ляется характерной чертой при связывании КК с амилоидами (Klunk et al., 1989).

Рис. 2. Электронные микрофотографии амилоидных агрегатов смитина (гладкомышечного тай-
тина)

А – аморфные агрегаты смитина гладких мышц желудка кролика, сформированные в растворе, 
содержащем 0,05 М глицин-KOH, рН 7,0. Б – пучки линейных фибрилл смитина гладких мышц же-KOH, рН 7,0. Б – пучки линейных фибрилл смитина гладких мышц же-, рН 7,0. Б – пучки линейных фибрилл смитина гладких мышц же-
лудка кролика, сформированные в растворе, содержащем 0,15 М глицина-KOH, рН 7,0. Температура 
4°С. Негативное окрашивание 2-процентным водным раствором уранилацетата. Шкала 100 нм
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Рис. 3. Электронные микрофотографии пучков линейных фибрилл Aβ(1-42)-пептида мозга и 
смитина

А – пучки линейных фибрилл Aβ(1-42)-пептида мозга, сформированные в растворе 30 мМ KCl, 
10 мМ имидазола, pH 7,0. Температура 37°С. Б – пучки линейных фибрилл тайтина, сформированные 
в растворе, содержащем 0,15 М глицина-KOH, рН 7,5. Температура 4°С. Негативное окрашивание 
2-процентным водным раствором уранилацетата. Шкала 100 нм

Рис. 4. Интенсивность флуоресценции тиофлавина Т в присутствии амилоидных агрегатов сми-
тина

А – амилоидные аморфные агрегаты смитина (0,05 М глицин-KOH, рН 7,0). Б – пучки амилоид-KOH, рН 7,0). Б – пучки амилоид-, рН 7,0). Б – пучки амилоид-
ных фибрилл смитина (0,15 М глицин-KOH, рН 7,0)

Проведенные исследования указывают на специфичность связывания красите-
лей с агрегатами смитина, подтверждая их амилоидную природу.

Нами было показано, что смитин образует амилоиды in vitro и, как открытые 
нами ранее амилоидные белки семейства тайтина, может быть потенциальным 
участником развития амилоидозов in vivo.

Процессы формирования амилоидных фибрилл разными белками in vitro ха-
рактеризуются разной скоростью (Kim et al., 2002). Она зависит от состава раство-Kim et al., 2002). Она зависит от состава раство- et al., 2002). Она зависит от состава раство-et al., 2002). Она зависит от состава раство- al., 2002). Она зависит от состава раство-al., 2002). Она зависит от состава раство-., 2002). Она зависит от состава раство-
ров, температуры, рН, ионной силы и др. Однако наибольшее влияние оказывает, 
скорее всего, тип вторичной структуры белка. Если белок содержит высокий про-
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Рис. 5. Спектры поглощения красителя Конго красного в отсутствие (сплошная линия) и в при-
сутствии (пунктирная линия) амилоидных агрегатов смитина (0,15 М глицин-KOH, рН 7,0)

Рис. 6. Динамика формирования амилоидных агрегатов Х-белка. Электронные микрофотогра-
фии амилоидов Х-белка и интенсивность флуоресценции тиофлавина Т в их присутствии

А – аморфные агрегаты Х-белка (4 часа диализа). Б – линейные короткие фибриллы и аморфные 
агрегаты Х-белка (17 часов диализа). В – спирально скрученные ленточные фибриллы Х-белка (22 
часа диализа), сформированные в растворе, содержащем 30 мМ KCl, 10 мМ имидазола, pH 7,0. Не-
гативное окрашивание 2-процентным водным раствором уранилацетата. Шкала 100 нм. Г – скорость 
образования амилоидных фибрилл Х-белка
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цент α-спирали, то требуется трансформация типа «α-спираль – β-складчатость». 
При этом in vitro приходится использовать условия, несовместимые с условиями in 
vivo (денатурирующие вещества, низкие значения рН, высокие температуры, дли-
тельная инкубация, добавление ряда веществ, не присутствующих в клетке и т.п.). 
Эти условия приводят к образованию β-складчатости, характерной для амилоид-
ных фибрилл. Согласно литературным и нашим данным (Марсагишвили, 2007), 
молекулы белков семейства тайтина уже содержат 90% β-складчатой структуры, 
и для них нет необходимости в изменении вторичной структуры, вследствие чего 
они должны быстро формировать амилоиды in vitro. Образование ими амилоидных 
фибрилл происходит в мягких условиях (рН 7,0, температура 5–30°С, ионная сила, 
близкая к физиологической) и быстрее, чем в случае других амилоидных белков 
(Марсагишвили и др., 2006). Это преимущество и было продемонстрировано нами 
на примере Х-белка, так как он образует наиболее упорядоченные амилоидные фиб-
риллы (спирально скрученные ленты) и методом электронной микроскопии можно 
визуально оценить, как происходит процесс фибриллообразования. Параллельно в 
этих экспериментах динамика образования амилоидных фибрилл Х-белком оцени-
валась по их связыванию с флуоресцентным красителем ТТ, то есть по увеличению 
интенсивности флуоресценции красителя при спектрофлуорометрических измере-
ниях (рис. 6). В образцах белка происходило накопление амилоидных фибрилл. 
Не происходило значительного возрастания интенсивности флуоресценции ТТ в 
первые часы инкубации (1–4 часа), так как фибриллы еще не были сформирова-
ны, а присутствовали только аморфные агрегаты (см. рис. 6А). При дальнейшей 
инкубации интенсивность флуоресценции ТТ возрастала, что соответствовало об-
разованию амилоидных протофибрилл (см. рис. 6Б), среди которых наблюдались и 
аморфные агрегаты. После 22 часов интенсивность флуоресценции красителя при 
связывании со зрелыми фибриллами достигала плато, что согласуется с данными 
электронной микроскопии, демонстрирующей присутствие хорошо сформирован-
ных спирально скрученных ленточных фибрилл Х-белка (см. рис. 6В). Они наблю-
даются и после 26 часов диализа.

Накопление амилоидов в клетках и тканях организма может приводить к их 
гибели, и важно не допустить агрегацию и накопление амилоидов в организме. 
Поэтому наши дальнейшие исследования были направлены на поиск подходов к 
разрушению амилоидов и предотвращению их образования.

Для выяснения возможных подходов к разрушению амилоидных фибрилл, обра-
зуемых X-белком семейства тайтина в сравнении с Аβ(1-42) и Аβ(25-35)-пептидами 
мозга, было проведено изучение эффекта тетрациклина и фуллерена С60 на структуру 
их фибриллярных агрегатов (Марсагишвили и др., 2005; Подлубная, Марсагишвили, 
2007). Мышечный Х-белок является наиболее удобной моделью для этих экспери-
ментов, благодаря способности строить упорядоченные спирально скрученные лен-
ты, сходные с амилоидными фибриллами Аβ-пептидов мозга (рис. 7А, Б).

Нами показано, что антибиотик тетрациклин разрушает фибриллы, формируе-
мые белками семейства тайтина. На снимках видны фрагменты фибрилл Х-белка 
после действия тетрациклина длиной �24–64 нм (рис. 8Б) и отдельные молекулы 
Х-белка. Действие тетрациклина на фибриллы Х-белка подобно его действию на 
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амилоиды Аβ-пептида и τ-белка при болезни Альцгеймера, на депозиты хантинг-
тина при болезни Хантингтона, а также на амилоидные фибриллы прионного белка 
(Forloni et al., 2001).

В последнее время фуллерены (рис. 9) рассматривают как лекарственные пре-
параты (Пиотровсий, Киселев, 2006), в том числе и для лечения нейродегенера-
тивных болезней. Важность использования фуллерена С60 в этих исследованиях 
обусловлена наличием у него таких положительных свойств, как нейропротекция и 
сильные антиоксидантные свойства (Dugan et al., 1996; Chiang et al., 1995; McEwen 
et al., 1992). Невизуальным методом показано ингибирующее влияние производно-
го фуллерена С60 (1,2-(диметоксиметано)фуллерен) на фибриллогенез Аβ(11-25)-
пептида и Аβ(1-40)-пептида in vitro (Kim, Lee, 2003).

Рис. 7. Электронные микрофотографии 
А, Б – спирально скрученные ленточные фибриллы Aβ(1-42)-пептида мозга, сформированные в 

растворе, содержащем 30 мМ КCI, 10 мМ имидазола, рН 7,0. Температура 37°С. В – спирально скру-
ченные ленточные фибриллы мышечного Х-белка, сформированные в растворе, содержащем 30 мМ 
КCI, 10 мМ имидазола, рН 7,0. Температура 4°С. Негативное окрашивание 2-процентным водным 
раствором уранилацетата. Шкала 100 нм
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Биологическое действие фуллеренов обуславливается прежде всего тем, что, 
несмотря на большое количество атомов, молекула фуллерена компактна. Диаметр 
молекулы С60 равен �0,71 нм (при молекулярной массе 720 дальтон), что сравнимо 
с размерами таких органических молекул, как бензол, фенилаланин и меньше раз-
мера более сложных молекул, таких как АМФ (Пиотровский, 2005).

Рис. 8. Электронные микрофотографии
А – спирально скрученные ленточные фибриллы Х-белка, сформированные в растворе, содер-

жащем 30 мМ КCI, 10 мМ имидазола, рН 7,0. Б – фрагменты фибрилл Х-белка после действия тетра-
циклина. Весовое соотношение белка и тетрациклина 1:1. Температура 4°С. Негативное окрашивание 
2-процентным водным раствором уранилацетата. Шкала 100 нм

Рис. 9. Структура фуллерена С60
Молекула имеет форму правильного усеченного икосаэдра, в котором атомы углерода располага-

ются на сферической поверхности в вершинах 20 правильных шестиугольников и 12 правильных пя-
тиугольников, так что каждый шестиугольник граничит с 3 шестиугольниками и 3 пятиугольниками, 
а каждый пятиугольник граничит только с шестиугольниками. Диаметр молекулы С60 равен примерно 
0,71 нм при молекулярной массе 720 дальтон
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Однако серьезным осложняющим фактором при исследовании биологических 
свойств самого фуллерена и большинства его производных является их практичес-
ки полная нерастворимость в полярных растворителях (Beck, Mandy, 1997; Ruoff et 
al., 1993; Sivaraman et al., 1992). Для решения этой проблемы используются следу-., 1993; Sivaraman et al., 1992). Для решения этой проблемы используются следу-Sivaraman et al., 1992). Для решения этой проблемы используются следу- et al., 1992). Для решения этой проблемы используются следу-et al., 1992). Для решения этой проблемы используются следу- al., 1992). Для решения этой проблемы используются следу-al., 1992). Для решения этой проблемы используются следу-., 1992). Для решения этой проблемы используются следу-
ющие подходы: стабильные коллоидные растворы фуллеренов в воде (Andrievsky 
et al., 2009), нековалентные комплексы фуллеренов с гидрофильными органичес- al., 2009), нековалентные комплексы фуллеренов с гидрофильными органичес-al., 2009), нековалентные комплексы фуллеренов с гидрофильными органичес-., 2009), нековалентные комплексы фуллеренов с гидрофильными органичес-
кими молекулами, в том числе с полимерами, синтезированные водорастворимые 
производные фуллеренов.

Эти подходы имеют свои достоинства и недостатки. В коллоидных растворах 
фуллеренов, как и в некоторых нековалентных комплексах, молекулы фуллере-
на находятся в виде ассоциатов (Пиотровский, 2005). Присоединение радикала к 
молекуле фуллерена приводит к изменению природы самого фуллеренового ядра, 
причем чем больше степень замещения, тем более выражено это изменение (Сидо-
ров, Болталина, 2002). Поэтому физические, химические и биологические свойства 
фуллеренов, а также их ковалентных производных могут принципиально разли-
чаться. Кроме того, введение объемных заместителей может стерически блокиро-
вать само фуллереновое ядро, что также скажется на его способности проявлять 
собственные биологические свойства.

Методом ЭМ мы впервые продемонстрировали антиамилоидогенную способ-
ность гидратированного фуллерена С60 (С60 HyFn) по отношению к фибриллам 
Аβ(25-35)-пептида, Аβ(1-42)-пептида и Х-белка (Podlubnaya et al., 2006; Podolsky 
et al., 2007; Подлубная, Марсагишвили, 2007; Марсагишвили и др., 2007; Подлуб- al., 2007; Подлубная, Марсагишвили, 2007; Марсагишвили и др., 2007; Подлуб-al., 2007; Подлубная, Марсагишвили, 2007; Марсагишвили и др., 2007; Подлуб-., 2007; Подлубная, Марсагишвили, 2007; Марсагишвили и др., 2007; Подлуб-
ная и др., 2006; Макарова и др., 2007; Podlubnaya et al., 2007). Добавление С60 HyFn 
к спирально скрученным лентам Х-белка в весовом соотношении 1:2 приводило к 
их декорации сферическими частицами фуллерена, уменьшению длины и ширины 
лент (данные не показаны). Более того, в присутствии С60 HyFn Х-белок в молеку-
лярной форме не формировал амилоидных фибрилл. Добавление С60 HyFn к амило-
идам Аβ(25-35)-пептида в молярном отношении 15:6 и инкубация их в течение 24 
часов при 37°С приводит к декорации его спирально скрученных лент сферически-
ми частицами фуллерена, уменьшению их диаметра, длины и количества (рис. 10Д) 
по сравнению с контролем (рис. 10А, Б). Мы наблюдали аналогичный эффект С60 
HyFn и на амилоиды Аβ(1-42)-пептида. Следует отметить, что тетрациклин и С60 
HyFn не только разрушают амилоиды Х-белка и Аβ-пептидов, но и предотвращают 
их образование, что важно в терапии амилоидозов. Полученные результаты под-
тверждают наше предположение о возможности сходных подходов к разрушению 
амилоидов Х-белка семейства тайтина и Аβ-пептидов мозга в связи с их общи-
ми структурными свойствами. Эти подходы могут быть предварительно разрабо-
таны на системах саркомерных белков семейства тайтина в силу их достаточных 
количеств и экономии финансовых затрат на исследования в сравнении с затра-
тами на амилоидные пептиды. Нужно отметить и интенсификацию исследований 
вследствие уменьшения временных затрат на формирование амилоидов белками 
семейства тайтина. Следует также указать, что антиамилоидогенная активность 
фуллеренов, наноразмерных частиц, открывает перспективы для разработки новой 
медицинской нанотехнологии для терапии амилоидозов, и в частности для болез-
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ни Альцгеймера. Полученные нами данные показали, что введение в мозг крысам 
С60 HyFn положительно влияет на когнитивные процессы в норме. Этот результат 
свидетельствует об отсутствии нейротоксичности фуллерена С60. Более того, име-
ется соответствие между описанным выше антиамилоидогенным действием С60 
HyFn на амилоиды Аβ(25-35)-пептида in vitro и его способностью предотвращать 
нарушение решения когнитивных вероятностных задач у экспериментальных жи-
вотных, индуцированное Аβ(25-35)-пептидом (Podolsky et al., 2007). Эти данные 
позволяют рассматривать С60 HyFn как потенциальные лекарства при лечении ами-
лоидозов. Однако этому препятствует его низкая растворимость в воде. В связи 
с этим нами были исследованы антиамилоидные свойства ряда водорастворимых 
производных фуллерена С60 (натриевой соли поликарбоксильного производного 
фуллерена С60 (С60Cl(C6H4CH2COONa)5), фуллеренолата натрия (NaFL), С60-алани-
на и нитроксипроизводных фуллерена С60 (С60-NO2-пролина, C60-(NO2)2-пролина, 
C60-NO2-пролин-NO2), а также комплексов фуллерена С60 с поливинилпирролидо-
ном (С60/ПВП) (м.м. ПВП 10000 и 25000).

Методом ЭМ мы исследовали антиамилоидные свойства С60Cl(C6H4CH2COONa)5 
(рис. 11А) (Марсагишвили и др., 2009; Бобылëв и др., 2009). Данное производное 

Рис. 10. Электронные микрофотографии Аβ(25-35)-пептида в присутствии и отсутствие гидра-
тированного фуллерена С60

А, Б – амилоидные спирально скрученные ленточные фибриллы. В – амилоидные листовые 
структуры Аβ(25-35)-пептида, инкубированного в течение 24 часов при 35°С. Г – сферические аг-
регаты гидратированного фуллерена и их скопления. Д – инкубация Аβ(25-35)-пептида с гидрати-
рованным фуллереном С60 в молярном соотношении 6:15 (стрелками показаны тонкие фибриллы). 
Негативное окрашивание 2-процентным водным раствором уранилацетата. Шкала 100 нм 
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фуллерена С60, в отличие от С60 HyFn, хорошо растворяется в полярных раствори-
телях и не образует агрегаты in vitro.

Добавление С60Cl(C6H4CH2COONa)5 к спирально скрученным ленточным ами-
лоидным фибриллам Х-белка приводило к их полному разрушению. Производное 
фуллерена С60Cl(C6H4CH2COONa)5 не только разрушало амилоидные фибриллы, но 
и предотвращало их образование. Аналогичный эффект это производное оказы-
вало на амилоидные фибриллы Аβ(1-42)-пептида мозга. В ходе ЭМ-исследования 
было показано, что данное производное фуллерена разрушало фибриллы Аβ(1-42)-
пептида мозга и предотвращало образование новых фибрилл. Это важно, посколь-
ку современная превентивная стратегия медицины направлена на предотвращение 
перехода мягких когнитивных нарушений и начальных форм болезни Альцгеймера 
в развитые формы этой болезни.

Рис. 11. Структура исследованных нами растворимых производных фуллерена С60
А – натриевая соль поликарбоксильного производного фуллерена С60 (С60Cl(C6H4CH2COONa)5). 

Б – комплекс фуллерена С60 с поливинилпирролидоном (С60/ПВП). В – фуллеренолат натрия (NaFL). 
Г – С60-NO2-пролин. Д – С60-(NO2)2-пролин. Е – С60-NO2-пролин-NO2. Ж – С60-аланин
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Электронно-микроскопическое исследование антиамилоидного действия NaFL 
(С60 (Na4[C60(OH)�30])) (рис. 11В) на фибриллы Х-белка и Aβ(1-42)-пептида мозга 
показало, что он, так же как С60Cl(C6H4CH2COONa)5, разрушал зрелые фибриллы 
Aβ(1-42)-пептида мозга, а также предотвращал их образование (рис. 12В, Г) (Bob-(1-42)-пептида мозга, а также предотвращал их образование (рис. 12В, Г) (Bob-Bob-
ylev et al., 2011). Аналогичный эффект NaFL оказывал на амилоиды Х-белка (Бо- et al., 2011). Аналогичный эффект NaFL оказывал на амилоиды Х-белка (Бо-et al., 2011). Аналогичный эффект NaFL оказывал на амилоиды Х-белка (Бо- al., 2011). Аналогичный эффект NaFL оказывал на амилоиды Х-белка (Бо-al., 2011). Аналогичный эффект NaFL оказывал на амилоиды Х-белка (Бо-., 2011). Аналогичный эффект NaFL оказывал на амилоиды Х-белка (Бо-NaFL оказывал на амилоиды Х-белка (Бо- оказывал на амилоиды Х-белка (Бо-
былев, 2011).

Антиамилоидный эффект на исследуемые фибриллы был выявлен у С60/ПВП 
(м.м. ПВП 10000 и 25000) (рис. 13) (Бобылëв и др. 2009). Следует отметить, что, 
по данным электронной микроскопии, С60/ПВП в солевом растворе образует сфе-
рические агрегаты (см. рис. 13А), подобные агрегатам С60HyFn. Однако, в отличие 
от них, агрегаты С60/ПВП имеют меньший диаметр (�5–30 нм) и количество этих 
агрегатов значительно меньше в поле зрения, чем у С60HyFn.

Исследование антиамилоидных свойств С60-аланина (см. рис. 11Ж) и нитрок-
сипроизводных фуллерена С60 (С60-NO2-пролин (см. рис. 11Г), C60-(NO2)2-пролин 
(см. рис. 11Д), C60-NO2-пролин-NO2 (см. рис. 11Е)) показало, что C60-NO2-пролин-
NO2 оказывал эффективное антиамилоидное действия на амилоидные фибрил-
лы исследуемых белка и пептида (Бобылев и др., 2010а). С60-NO2-пролин и C60-
(NO2)2-пролин разрушали амилоиды не так эффективно, как C60-NO2-пролин-NO2, 
С60Cl(C6H4CH2COONa)5, NaFL и С60/ПВП (Бобылев, 2011). Согласно ЭМ-наблюде-
ниям, добавление С60-аланина, С60-NO2-пролина и C60-(NO2)2-пролина к амилоид-
ным фибриллам Х-белка и Аβ(1-42)-пептида приводило к снижению их количества 

Рис. 12. Электронные микрофотографии Aβ(1-42) в присутствии и отсутствие NaFL
А – NaFL. Б – спирально скрученные ленточные фибриллы Aβ(1-42)-пептида, сформированные 

в растворе, содержащем 30 мМ КCI, 10 мМ имидазола, рН 7,0. Aβ(1-42)-пептид в присутствии добав-CI, 10 мМ имидазола, рН 7,0. Aβ(1-42)-пептид в присутствии добав-, 10 мМ имидазола, рН 7,0. Aβ(1-42)-пептид в присутствии добав-Aβ(1-42)-пептид в присутствии добав-(1-42)-пептид в присутствии добав-
ленного до (В) и после (Г) формирования амилоидных фибрилл. Инкубация 24 ч при 37°
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относительно контроля, а также к уменьшению их длины (рис. 14Б, Г). Зрелых 
фибрилл в данных образцах не наблюдалось. Также было обнаружено, что С60-NO2-
пролин и C60-(NO2)2-пролин в солевом растворе образуют агрегаты диаметром до 
100 нм и более. Из полученных нами ЭМ-данных следует, что большинство ис-
следованных производных фуллерена С60 и его комплексов разрушают амилоид-
ные фибриллы мышечного Х-белка и Aβ(1-42)-пептида мозга. При этом действие 
одного и того же исследованного вещества на фибриллы белка и пептида сходно. 
Однако действие на амилоидные фибриллы исследуемого белка и пептида разных 
производных фуллерена С60, по данным электронной микроскопии, не одинаковое. 
NaFL разрушает амилоидные фибриллы Х-белка и Aβ(1-42)-пептида более эффек- разрушает амилоидные фибриллы Х-белка и Aβ(1-42)-пептида более эффек-Aβ(1-42)-пептида более эффек-(1-42)-пептида более эффек-
тивно (см. рис. 12), чем, например, C60-NO2-пролин (см. рис. 14) при одной и той 
же концентрации.

Рис 13. Электронные микрофотографии Х белка и Aβ(1-42)-пептида в присутствии и отсутствие 
С60/ПВП

А – С60/ПВП. Б – Х-белок в присутствии С60/ПВП, добавленного до формирования амилоидных 
фибрилл. В – Х-белок в присутствии С60/ПВП, добавленного после формирования амилоидных фиб-
рилл. Весовое соотношение Х-белка и С60/ПВП 1:1. Г – Aβ(1-42)-пептид в присутствии С60/ПВП, до-
бавленного до формирования амилоидных фибрилл. Д – Aβ(1-42)-пептид в присутствии С60/ПВП, 
добавленного после формирования амилоидных фибрилл. Весовое соотношение Aβ(1-42)-пептида и 
С60/ПВП 1:1. Инкубация 24 ч. Негативное окрашивание 2-процентным водным раствором уранилаце-
тата. Шкала 100 нм
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Таким образом, электронная микроскопия – многообещающий метод тестирова-
ния эффективности лекарственных препаратов для терапии болезни Альцгеймера.

Следующей нашей задачей было изучить антиамилоидные свойства исследо-
ванных веществ с помощью флуоресцентного анализа.

Ряд авторов, изучающих антиамилоидные свойства разных веществ, исполь-
зуют флуоресцентный анализ (Conway et al., 2001; Kim et al., 2005; Byeon et al., 
2007; Reinke et al., 2007; Akaishi et al., 2008; Byun et al., 2008), в основе которо-Reinke et al., 2007; Akaishi et al., 2008; Byun et al., 2008), в основе которо- et al., 2007; Akaishi et al., 2008; Byun et al., 2008), в основе которо-et al., 2007; Akaishi et al., 2008; Byun et al., 2008), в основе которо- al., 2007; Akaishi et al., 2008; Byun et al., 2008), в основе которо-al., 2007; Akaishi et al., 2008; Byun et al., 2008), в основе которо-., 2007; Akaishi et al., 2008; Byun et al., 2008), в основе которо-Akaishi et al., 2008; Byun et al., 2008), в основе которо- et al., 2008; Byun et al., 2008), в основе которо-et al., 2008; Byun et al., 2008), в основе которо- al., 2008; Byun et al., 2008), в основе которо-al., 2008; Byun et al., 2008), в основе которо-., 2008; Byun et al., 2008), в основе которо-Byun et al., 2008), в основе которо- et al., 2008), в основе которо-et al., 2008), в основе которо- al., 2008), в основе которо-al., 2008), в основе которо-., 2008), в основе которо-
го лежит свойство ТТ взаимодействовать с амилоидными фибриллами. При этом 
взаимодействии происходит увеличение интенсивности флуоресценции красителя 
при спектрофлуориметрических измерениях. Было показано, что причиной воз-
растания интенсивности флуоресценции ТТ при его связывании с амилоидными 
фибриллами является жесткость окружения, препятствующая повороту бензтиа-
зольного и аминобензольного колец молекулы красителя друг относительно друга 
в возбужденном состоянии. Благодаря таким уникальным флуоресцентным свойс-
твам ТТ широко используют при изучении амилоидогенеза in vitro.

При попытке исследовать антиамилоидный эффект С60 HyFn, С60/ПВП, С60-
(NO2)2-пролин, С60-NO2-пролин и С60-аланин на фибриллы мышечного Х-белка и 

Рис 14. Электронные микрофотографии Aβ(1-42)-пептида и Х-белка в присутствии и отсутствие 
С60-NO2-пролина

А – Aβ(1-42)-пептид в присутствии С60-NO2-пролина, добавленного до формирования амило-
идных фибрилл. Б – Aβ(1-42)-пептид в присутствии С60-NO2-пролина, добавленного после форми-
рования амилоидных фибрилл. В – Х-белок в присутствии С60-NO2-пролина, добавленного до фор-
мирования амилоидных фибрилл. Г – Х-белок в присутствии С60-NO2-пролина, добавленного после 
формирования амилоидных фибрилл. Весовое соотношение Х-белка, Aβ(1-42)-пептида и С60-NO2-
пролина 1:1. Инкубация 24 ч. Негативное окрашивание 2-процентным водным раствором уранилаце-
тата. Шкала 100 нм
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Аβ(1-42)-пептида мозга флуоресцентным методом мы обнаружили, что эти фулле-
рены способны поглощать свет в той же области, что и краситель ТТ, поэтому ис-
пользование флуоресцентного анализа при оценке антиамилоидного эффекта для 
данных фуллеренов является невозможным (Бобылев, 2011). Для данных веществ 
электронная микроскопия использовалась как один из основных методов оценки 
их способности разрушать амилоидные фибриллы.

По данным флуоресцентного анализа натриевая соль поликарбоксильного про-
изводного фуллерена С60 разрушала амилоидные фибриллы Аβ(1-42)-пептида и 
Х-белка (рис. 15Б, Д) (Бобылев и др., 2010б). Разрушение амилоидных фибрилл 
Аβ(1-42)-пептида и Х-белка этим производным приводило к значительному сниже-
нию интенсивности флуоресценции ТТ. Аβ(1-42)-пептид и Х-белок в присутствии 
С60Cl(C6H4CH2COONa)5, добавленной до формирования ими амилоидных фибрилл, 
после 24 ч инкубации не увеличивали интенсивность флуоресценции тиофлавина 
Т. Это также свидетельствует о способности С60Cl(C6H4CH2COONa)5 предотвра-
щать образование амилоидных фибрилл. Аналогичные данные были получены для 
NaFL, С60-NO2-пролин-NO2 и С60-аланина (рис. 15А, Г и 15В, Е) (Бобылев, 2011).

Таким образом, результаты, полученные с помощью флуоресцентного анализа, 
подтвердили электронно-микроскопические данные. ЭМ в комплексе с флуорес-
центным анализом повышают объективность отбора наиболее эффективных анти-
амилоидных веществ.

Мы показали, что фуллерен С60 и его водорастворимые производные разру-
шают амилоидные фибриллы мышечного Х-белка. Нам необходимо было прове-
рить, как исследованные вещества действуют на другие фибриллярные структуры 
мышц. Так как фибриллы актина являются одним из структурных элементов сарко-
мера сократительного аппарата мышц, мы исследовали способность фуллерена С60 
и его производных влиять на формирование фибрилл актина и взаимодействовать 
с ними in vitro.

Мышечный актин занимает второе место по количеству в саркомере после 
миозина, составляя 22% от общего количества саркомерных белков. Кроме того, 
фибриллярный актин является одним из основных компонентов цитоскелета эу-
кариотических клеток. Это обуславливает интерес изучения его взаимодействия 
с фуллереном С60. Актин является глобулярным белком с преобладанием в его в 
структуре α-спирали. Он способен формировать длинные нити. В мышечном сар-
комере их длина составляет �1 мкм. Однако сформированные in vitro нити актина 
могут достигать нескольких микрометров.

С помощью ЭМ мы исследовали способность С60/ПВП, NaFL, а также 
С60Cl(C6H4CH2COONa)5 разрушать нити актина, сформированные in vitro, или пре- или пре-
пятствовать их формированию (Бобылев и др., 2012a).

При исследовании способности С60/ПВП (м.м. ПВП 10000 и 25000) и NaFL 
влиять на структуру нитей актина показано, что данные вещества не разрушали 
нити актина в течение 24 ч (рис. 16Б) (для NaFL данные не представлены). По-NaFL данные не представлены). По- данные не представлены). По-
казано также, что глобулярный актин в присутствии С60/ПВП и NaFL способен 
строить нити (рис. 16В). Эти результаты свидетельствуют о специфическом взаи-
модействии данных фуллеренов с амилоидными фибриллами Х-белка и Аβ(1-42)-
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пептида с последующим их разрушением, а не с фибриллами актина. Напротив, 
C60Cl(C6H4CH2COONa)5 разрушала нити актина, а также препятствовала их форми-
рованию (рис 16Г, Д).

Анализируя полученные ЭМ данные о влиянии исследованных производных 
фуллерена С60 на филаментообразование актина, можно заключить, что гидро-
фобные взаимодействия вносят основной вклад в способность фуллерена С60 свя-
зываться с патологическими для клетки амилоидными фибриллами и разрушать 
их, не нарушая структуры фибрилл актина. Однако результаты, полученные для 
С60Cl(C6H4CH2COONa)5, которая препятствовала формированию нитей актина и 
разрушала их, вызывают сомнения по поводу возможности ее применения на био-
логических объектах. Поэтому мы провели исследования токсичности использо-
ванных производных фуллерена С60 и его комплексов (Bobylev et al., 2011; Бобылев 
и др., 2012b).

В качестве объекта исследования токсического действия фуллерена С60 и его 
производных была выбрана культура клеток карциномы гортани человека HEp-2. 
Эта клеточная культура широко используется в качестве модели, так как она не тре-
бует сложных сред, обладает четким митотическим индексом и на вторые-третьи 
сутки образует монослой.

Мы показали, что С60/ПВП (м.м. ПВП 25000 и 10000) не оказывали токсичес-
кого действия на культуру клеток НЕр-2 (рис. 17А). В этой культуре клеток на-
блюдалась их 100-процентная выживаемость при добавлении как комплексов С60 с 
поливинилпирролидоном, так и самого полимера ПВП с молекулярными массами 
25000 и 10000 в диапазоне концентраций 0,016–2 мг/мл.

Исследование цитотоксичности NaFL, С60-аланина и С60-NO2-пролина показало 
ее отсутствие на HEp-2 культуру клеток в диапозоне концентраций 0,016–2мг/мл 
для С60-аланина (рис. 17В) и NaFL, а также 0,001–0,2 мг/мл для С60-NO2-пролина 
(рис. 17Б).

С60Cl(C6H4CH2COONa)5 оказывала выраженное токсическое действие на иссле-
дуемую культуру клеток в диапазоне концентраций 0,016–2 мг/мл (рис. 17Г), что 
наряду с данными по разрушающему действию на мышечный актин исключает ее 
из списка потенциальных антиамилоидных веществ.

Нам не удалось исследовать токсичность С60-(NO2)2-пролина и C60-NO2-пролин-
NO2 на клеточной культуре. Это связано с их способностью образовывать крупные 
(до 200 нм и более) нерастворимые агрегаты (данные электронной микроскопии).

Анализируя имеющиеся экспериментальные данные, мы выделили наиболее эф-
фективные и нетоксичные антиамилоидные вещества среди исследованных произ-
водных фуллерена С60. В таблице представлены основные свойства, на наш взгляд, 
определяющие эффективность изучаемых веществ. Среди них основными являются 
антиамилоидный эффект, оказываемый фуллереном или его производными на ами-
лоиды Х-белка и Aβ(1-42)-пептида, а также токсические свойства фуллеренов.

Из таблицы следует, что фуллеренолат натрия является наиболее эффективным 
и нетоксичным антиамилоидным веществом. Он не образует агрегатов, способен 
разрушать амилоиды и предотвращать их образование, нетоксичен, и его антиа-
милоидный эффект можно регистрировать по интенсивности флуоресценции ТТ. 
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Рис. 16. Электронные микрофотографии актина в присутствии и отсутствие С60/ПВП и 
С60Cl(C6H4CH2COONa)5

А – нити актина в 0,1М растворе КСl, pH 7,0. Б – нити актина в присутствии С60/ПВП, добавленного 
до формирования нитей. В – актин в присутствии С60/ПВП, добавленного после формирования нитей. 
Весовое соотношение актина и С60/ПВП 1:1. Актин в присутствии С60Cl(C6H4CH2COONa)5, добавлен-
ной до (Г) и после (Д) образования филаментов. Весовое соотношение актина и С60Cl(C6H4CH2COONa)5 
1:1. Инкубация 24 ч. Негативное окрашивание 2-процентным водным раствором уранил- 
ацетата. Шкала 100 нм
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Также в группу наиболее эффективных и нетоксичных антиамилоидных веществ 
можно отнести комплексы фуллерена С60 с ПВП, поскольку наряду с сильными 
антиамилоидными свойствами, низкой агрегационной способностью, у этих комп-
лексов отсутствует токсичность. Мы также показали, что С60/ПВП (м.м. ПВП 10000 
и 25000) и фуллеренолат натрия не препятствуют филаментообразованию актина и 
не разрушают его нити in vitro.

Среди всех исследованных производных фуллерена C60 были отобраны фулле-
ренолат натрия и комплексы фуллерена С60 с ПВП как наиболее эффективные и 
нетоксичные антиамилоидные вещества, на основе которых могут быть созданы 
антиамилоидные препараты.

Таким образом, наши комплексные методические подходы, с одной стороны, 
дающие оценку антиамилоидных свойств разных препаратов как визуальным так 
и спектральным методами, а с другой – оценку цитотоксичности исследуемых ан-
тиамилоидных веществ, позволяют осуществлять подбор наиболее ценных и не-

Рис. 17. Исследование цитотоксического действия исследованных фуллеренов
А – комплексы фуллерена С60 с поливинилпирролидоном (1 – С60/ПВП10000; 2 – С60/ПВП25000). Б – 

С60-NO2-пролин. В – С60-аланин. Г – натриевая соль поликарбоксильного производного фуллерена С60
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Таблица 1
Сравнительная оценка эффективности антиамилоидных веществ

Фуллерен С60 или его 
производное

Антиамилоидный 
эффект на 
фибриллы 

мышечного 
Х-белка и Aβ(1-

42)-пептида мозга

Токсичность

Способ- 
ность 

агреги- 
ровать

Возможность 
исследования 
антиамило-

идного 
эффекта 

флуоресцент- 
ным методом

Гидратированный 
фуллерен (С60 HyFn)

Разрушает зрелые 
фибриллы и 
предотвращает их 
формирование

На клетках 
токсичность 
не могла быть 
исследована 1

Образуют 
сфери- 
ческие 
агрегаты  
�10–110 нм

нет

Натриевая соль 
поликарбоксильного 
производного фуллерена  
С60 
(С60Cl(C6H4CH2COONa)5)

Разрушает 
амилоидные 
фибриллы и 
предотвращает их 
образование

Токсична 
на культуре 
клеток НЕр-2 
в диапазоне 
концентраций  
2–0,16 мг/мл

нет да

Фуллеренолат натрия 
(полигидроксилированное 
производное фуллерена  
С60 (Na4[C60(OH)�30]))

Разрушает 
амилоидные 
фибриллы и 
предотвращает их 
образование

Нетоксичен на 
культуре Нер-
2 в диапазоне 
концентраций  
2–0,16 мг/мл

нет да

Комплексы 
фуллерена С60 с 
поливинилпирролидоном 
(м.м. ПВП 25000 и 10000)

Разрушают 
амилоидные 
фибриллы и 
предотвращают их 
образование

Нетоксичны 
на культуре 
Нер-2 в 
диапазоне 
концентраций  
2–0,16 мг/мл

Образуют 
сферические 
агрегаты  
�50–60 нм

нет

С60-NO2-пролин 
(метиловый эфир L-N-
[(2-нитроглицерил) 
фуллеренил]пролина)

Снижает 
количество 
фибрилл и 
их длину 
относительно 
контроля

Нетоксичен на 
культуре Нер-
2 в диапазоне 
концентраций 
0,2–0,0016  
мг/мл

Образуют 
агрегаты до  
100 нм и 
более

нет

C60-(NO2)2-пролин 
(метиловый эфир  
L-N-[(2,3-
динитроглицерил) 
фуллеренил]пролин)

Снижает 
количество 
фибрилл и 
их длину 
относительно 
контроля

На клетках 
токсичность 
не могла быть 
исследована

Образуют 
агрегаты 
до 100 нм и 
более

нет

C60-NO2-пролин-NO2 
(2-нитроксиэтиловый 
эфир  
L-N-{[2-(нитрокси)этил] 
фуллеренил}пролина)

Разрушает 
амилоидные 
фибриллы и 
предотвращает их 
образование

На клетках 
токсичность 
не могла быть 
исследована

нет да
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С60-аланин

Снижает 
количество 
фибрилл 
относительно 
контроля

Нетоксичны 
на культуре 
Нер-2 в 
диапазоне 
концентраций  
2–0,16 мг/мл

нет нет

1 Есть данные том, что введение в мозг крысам фуллерена С60 HyFn положительно влияет на 
когнитивные процессы в норме (Podolsky et al., 2007). Это косвенное указание на отсутствие у него 
токсичности.

токсичных лекарственных средств для борьбы с разными амилоидами и амило-
идозами. Эти подходы могут быть отработаны на системах саркомерных белков 
семейства тайтина, благодаря их свойствам, благоприятствующим проведению эф-
фективных исследований.
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1. Введение

Болезнь Альцгеймера (БА) является наиболее частой причиной слабоумия, раз-
вивающегося у лиц пожилого и старческого возраста. По данным ВОЗ, к 2040 г. в 
мире этим заболеванием будет страдать более 100 млн человек. Несмотря на зна-
чительные усилия мирового сообщества до сих пор не установлен пусковой пато-
генетический механизм нейродегенеративного процесса, лежащего в основе БА.  
В последние два десятилетия для его расшифровки все большую актуальность при-
обретают сфинголипиды клеток мозга, участвующие в процессе и агрегации βA 
(β-амилоидного пептида) и в проведении нейротоксического сигнала, индуциру-
емого βА и провоспалительным цитокином ФНО-α, которые рассматриваются в 
качестве основных индукторов нейродегенерации альцгеймеровского типа (Sеlkoe, 
1994; Mielke et al., 2010). Отложение βА и созревание сенильных бляшек вызыва-Mielke et al., 2010). Отложение βА и созревание сенильных бляшек вызыва- et al., 2010). Отложение βА и созревание сенильных бляшек вызыва-et al., 2010). Отложение βА и созревание сенильных бляшек вызыва- al., 2010). Отложение βА и созревание сенильных бляшек вызыва-al., 2010). Отложение βА и созревание сенильных бляшек вызыва-., 2010). Отложение βА и созревание сенильных бляшек вызыва-
ет множество молекулярных изменений различного рода, которые приводят к про-
грессирующей дисфункции и смерти нервных клеток по типу апоптоза или некроза 
(Selkoe, 1994). Однако молекулярные механизмы этиологии и патогенеза БА оста-Selkoe, 1994). Однако молекулярные механизмы этиологии и патогенеза БА оста-, 1994). Однако молекулярные механизмы этиологии и патогенеза БА оста-
ются неизвестными.

Особое внимание привлекают сфинголипиды (Haughey et al., 2010), т.к. ряд из 
них участвует в процессинге и олигомеризации βА пептида и в нарушении синап-
тической функции при БА.

Сокращения: АХЭ – ацетилхолинэстераза; БА – Болезнь Альцгеймера; БЭ – бульбэктомия; 
СМЖ – спинномозговая жидкость; СФЗ-1-Ф – сфингозин-1-фосфат; ФХ – фосфатидилхолины; ЦНС 
– центральная нервная система; АРР – предшественник β-амилоидного пептида; βA – β-амилоидный 
пептид; Cer – церамиды; DHCer – дигидроцерамиды; DHSM – дигидросфингомиелины; iNOS – инду-Cer – церамиды; DHCer – дигидроцерамиды; DHSM – дигидросфингомиелины; iNOS – инду- – церамиды; DHCer – дигидроцерамиды; DHSM – дигидросфингомиелины; iNOS – инду-DHCer – дигидроцерамиды; DHSM – дигидросфингомиелины; iNOS – инду- – дигидроцерамиды; DHSM – дигидросфингомиелины; iNOS – инду-DHSM – дигидросфингомиелины; iNOS – инду- – дигидросфингомиелины; iNOS – инду-iNOS – инду- – инду-
цибльная NO синтаза; SM – сфингомиелины.
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При исследовании сфинголипидного метаболизма в структурах мозга на живот-
ных моделях БА и в спинномозговой жидкости, в сыворотке и плазме крови паци-
ентов с БА стало очевидно, что такие относительно простые сфинголипиды, как 
церамид, сфингозин, сфингозин-1-фосфат и гликозилцерамид играют решающую 
роль в нейрональной функции благодаря регулированию скорости роста, дифферен-
цировке и смерти клеток центральной нервной системы (ЦНС) (Lee et al., 2004; Jana, 
Pahan, 2004, 2010; Jana et al., 2009). Активация сфингомиелиназы (SMase), приводя-, 2004, 2010; Jana et al., 2009). Активация сфингомиелиназы (SMase), приводя-Jana et al., 2009). Активация сфингомиелиназы (SMase), приводя- et al., 2009). Активация сфингомиелиназы (SMase), приводя-et al., 2009). Активация сфингомиелиназы (SMase), приводя- al., 2009). Активация сфингомиелиназы (SMase), приводя-al., 2009). Активация сфингомиелиназы (SMase), приводя-., 2009). Активация сфингомиелиназы (SMase), приводя-SMase), приводя-), приводя-
щая к накоплению проапоптотического агента – церамида (Horres, Hannun, 2012), 
может рассматриваться в качестве нового патогенетического механизма БА, что 
может служить предпосылкой для терапии этого заболевания путем использования 
препаратов нового поколения, ингибирующих активность сфингомиелиназы (Han et 
al., 2002, 2011; Huang et al., 2004; Katsel et al., 2007; Kosicek et al, 2012; Mielke et al., 
2010, 2011). В связи с этим чрезвычайно важным является исследование изменений 
спектра сфинголипидов в клетках мозга животных, у которых моделируется БА, и 
в крови пациентов, страдающих БА, в ходе развития заболевания и его лечения. 
Особое значение приобретает точный и информативный метод анализа липидного 
спектра, которым является масс-спектрометрия, позволяющая однозначно, быстро 
и большом количестве проб с минимальным объемом исследуемого материала дать 
характеристику сложного спектра разнообразных липидных компонентов биологи-
ческого материала. Применение этого метода позволило установить, что сфинголи-
пиды могут быть диагностическими маркерами ранней стадии БА, на которой еще 
возможна медикаментозная коррекция заболевания, а также их анализ в ходе лече-
ния позволяет определить его эффективность (Mielke et al., 2010, 2011; He, 2010).

Перспективным является также поиск эффективных препаратов, участвующих 
в коррекции нарушений липидного спектра, которые зафиксированы в ходе этого 
заболевания.

2. Метаболизм сфинголипидов

Класс сфинголипидов представляет собой высокоактивные биологические со-
единения, которые служат не только компонентами мембраны, но и участвуют в ре-
гулировании клеточной пролиферации, дифференцировке, межклеточных взаимо-
действиях, миграции клеток, внеклеточной и внутриклеточной передаче сигналов 
и в гибели клеток (Merrill, 2002; Hannun et al., 2008; Pruett et al., 2008; Pettus et al., 
2002; Buccoliero, Futerman, 2003; Mao, Obeid, 2008). Для каждой из этих функций 
существует свой подкласс сфинголипидов, но внутри каждого подкласса присутс-
твие или отсутствие определенных двойных связей может оказывать существенное 
влияние на их функции (Hakomori, 2003; Bielawska et al., 1993).

Сфинголипидный метаболизм является чрезвычайно сложным процессом и 
включает сотни молекулярных видов и метаболических путей (Merrill, 2002).

В основе структуры всех сфинголипидов лежит алифатический аминоспирт 
сфингозин. В состав сфингозина входят заряженные группы, такие как этанола-
мин, серин или холин, которые через амидную связь связываются с ацильными 
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группами, с жирными кислотами. Церамиды являются простейшими сфинголипи-
дами, состоящими из жирной кислоты, прикрепленной посредством амидной свя-
зи к сфингозину. Церамид является предшественником сфингомиелина, в составе 
которого фосфорилхолин или фосфоэтаноламин прикреплены к 1-гидроксигруппе 
церамида. Церамиды могут деацилироваться до сфингозина, который, в свою оче-
редь, фосфорилируется, образуя сфингозин-1-фосфат. Гликосфинголипиды также 
являются производными церамида, к которому добавляется один или несколько са-
харных остатков, присоединенных с помощью α-гликозидной связи к 1 гидроксилу.

Центральная нервная система содержит большое количество сфинголипидов, 
метаболиты которых выполняют не только структурную роль в мембранах, но и 
являются источниками вторичных посредников, которые осуществляют передачу 
многочисленных клеточных сигналов (Alessenko, 2006). Метаболизм сфинголипи-Alessenko, 2006). Метаболизм сфинголипи-, 2006). Метаболизм сфинголипи-
дов осуществляется посредством многочисленных ферментов.

Сфингомиелиназы гидролизуют сфингомиелин до церамида и фосфохолина 
(Gatt 1963; Horres, Hannun, 2012). Сфингомиелиназы характеризуются рН-оптиму-Gatt 1963; Horres, Hannun, 2012). Сфингомиелиназы характеризуются рН-оптиму- 1963; Horres, Hannun, 2012). Сфингомиелиназы характеризуются рН-оптиму-Horres, Hannun, 2012). Сфингомиелиназы характеризуются рН-оптиму-, Hannun, 2012). Сфингомиелиназы характеризуются рН-оптиму-
мом своей активности (кислая – аSMase, щелочная – alkSMase и нейтральная –  
nSMase), локализацией в клетке и зависимостью от ионов металлов. Кислая SMase 
является Zn2�-зависимой и преимущественно локализуется в лизосомах (Gatt, 1963), 
хотя встречается и секретируемая форма (Spence et al., 1989). Структура щелочной 
SMase отличается от других типов сфингомиелиназ (она принадлежит семейству 
нуклеотид пирофосфатаз/фосфодиэстераз), но ее ферментативные свойства совпа-
дают с другими ферментами, расщепляющими сфингомиелин до церамида (Nils-Nils-
son, 1969). Особенно много кислой SMase в слизистой кишечника и желчи, где она 
расщепляет сфингомиелины, поступающие с пищей (Duan, 2006). Кислая сфин-Duan, 2006). Кислая сфин-, 2006). Кислая сфин-
гомиелиназа активно и в больших количествах экспрессируется в клетках мозга, 
равномерно на всем протяжении его развития. Недостаток этого фермента в ли-
зосомах клеток мозга приводит к нейродегенеративному заболеванию – болезни 
Нимана–Пика.

Семейство нейтральных сфингомиелиназ, наивысшая активность которых 
проявляется при рН=7,4, представлено 3 видами, различающимися локализацией 
в клетке и зависимостью от ионов. nSMase1 является Mg2�-зависимой с молеку-
лярной массой в 47,5 кДа и локализуется в эндоплазматическом ретикулуме, а nS-nS-
Mase2 – в аппарате Гольджи (Hofmann et al., 2000; Horres, Нannun, 2012; Levy et 
al., 2006) и этот тип сфингомиелиназ может траслоцироваться в перинуклеарное 
пространство в ответ на антиоксидантное действие глутатиона, а в ответ на оксида-
тивный стресс nSMase2 переходит на плазматичесую мембрану (Levy et al., 2006). 
nSMase3 можно обнаружить в аппарате Гольджи, эндоплазматическом ретикулуме 
и плазматической мембране (Krut et al., 2006). Так же как и кислая сфингомиели-Krut et al., 2006). Так же как и кислая сфингомиели- et al., 2006). Так же как и кислая сфингомиели-et al., 2006). Так же как и кислая сфингомиели- al., 2006). Так же как и кислая сфингомиели-al., 2006). Так же как и кислая сфингомиели-., 2006). Так же как и кислая сфингомиели-
наза, нейтральная изоформа фермента активно экспрессируется в клетках мозга, 
особенно его экспрессия активизируется при нейрональном развитии.

В настоящий момент твердо установлено, что nSMase2 имеет отношение к 
нейродегенеративным заболеваниям, таким как болезнь Альцгеймера, деменция 
при СПИДе, болезнь Хантингтона, рассеянный склероз, боковой амитрофический 
склероз (прогрессирующая мышечная атрофия), инсульты и др. В патогенезе этих 
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заболеваний имеются общие черты, такие как усиленный нейрональный апоптоз и 
оксидативный стресс (Mahfoud et al., 2002).

Церамид превращается в сфингомиелин путем переноса с помощью фосфати-
дилхолин трансферазы фосфохолиновой группы из фосфатидилхолина на церамид. 
Кроме участия церамида в синтезе сфингомиелина он может превращаться в сфин-
гозин и жирные кислоты при действии церамидаз. Подобно сфингомиелиназам, 
церамидазы также различаются по рН-оптимуму их ферментативной активности и 
локализации в клеточном пространстве. Известно к настоящему времени 5 церами-
даз (Mao et al., 2008). Кислая церамидаза локализована в лизосомальных компар-
тментах, нейтральная церамидаза преимущественно находится в плазматической 
мембране, три щелочных церамидазы обнаружены в аппарате Гольджи и плазмати-
ческой мембране.

Сфингозин превращается с помощью сфингозин киназы в антиапоптотический 
агент – сфингозин-1-фосфат (Maceyka et al., 2012).

Ганглиозиды представляют собой обширное семейство сфинголипидов, кото-
рые в большом количестве содержатся в мозге человека и животных. В состав ган-
глиозидов входят гликосфинголипиды, состоящие из церамидов и олигосахаридов 
и одной или более сиаловых кислот, прикрепленных к сахарной цепочке. В настоя-
щий момент известно более 40 ганглиозидов, различающихся главным образом по-
ложением и числом остатков сиаловых кислот. Ганглиозиды – важные структурные 
элементы мембран нервных клеток и составляют приблизительно 6% от общего 
содержания липидов в клетках мозга (Seyfried, Yu, 1984).

К настоящему времени стало очевидно, что такие простые сфинголипиды, как 
церамид, сфингозин, сфингозин-1-фосфат и гликозилцерамид, играют решающую 
роль в нейрональной функции благодаря регулированию скорости роста, диффе-
ренцировки и смерти клеток ЦНС. Нарушение баланса содержания различных 
классов сфинголипидов приводит к нарушению нейрональной функции и апоптозу 
клеток мозга.

Все перечисленные классы сфинголипидов претерпевают значительные изме-
нения в ходе развития болезни Альцгеймера и, как в настоящее время установлено, 
участвуют в патогенезе данного заболевания (Katsel et al., 2007; Mielke, Lyketsos, 
2010).

Поскольку количество сфинголипидов может достигать нескольких тысяч, не-
обходим метод анализа, который бы разделял все липиды в соответствии с типом 
сфингоидного основания, жирнокислотными остатками и типом гидрофобной голо-
вы. Жидкостная хроматография, сопряженная с тандемной масс-спектрометрией, яв-
ляется на сегодняшний день единственным методом, позволяющим исследовать все 
эти молекулы даже в небольших количествах (Merrill et al., 2005; Sullard et al., 2005).

3. Участие сфинголипидов в амилоидогенезе

БА отличается от других когнитивных патологий, вызывающих клиническую 
деменцию, накоплением в ткани мозга агрегатов βА, являющегося основным ком-
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понентом так называемых сенильных бляшек. Последние являются одним из ха-
рактерных морфологических признаков БА. βА с молекулярной массой в 4 кДа, 
впервые охарактеризованный в 1985 г. (Masters et al, 1985), образуется в результате 
протеолитического расщепления конститутивного трансмембранного белка – пред-
шественника амилоидного пептида или βAPP под действием β- и γ-секретаз. Су-APP под действием β- и γ-секретаз. Су- под действием β- и γ-секретаз. Су-γ-секретаз. Су--секретаз. Су-
ществует также альтернативный путь расщепления βАРР при участии α-секретазы, 
который не завершается образованием амилоидного пептида. В нормальных усло-
виях этот процесс является основным путем превращения βАРР. Однако при разви-
тии БА активность α-секретазы снижается, а скорость амилоидогенных процессов 
под действием β- и γ-секретаз повышается, что ведет к ускоренному образованию 
βА. βА обладает высоковыраженными фибриногенными свойствами и его олиго-
меры являются токсичными для нервных клеток, вызывая дегенерацию нейронов и 
нарушение синаптической передачи (Walsh et al., 2002).

Особое внимание уделяется изучению роли липидов в амилоидогенезе, кото-
рый, как принято считать, играет ключевую роль в индукции и развитии БА (Mas-Mas-
ters et al., 1985). Первичной мишенью βА является плазматическая мембрана ней-
ронов, а ее липидная компонента принимает непосредственное участие в реализа-
ции нейротоксичности βА.

У больных по сравнению с контрольной группой значительно снижено моляр-
ное отношение [холестерин]:[фосфолипиды], являющееся основной физиологи-
ческой характеристикой текучести мембран, изменение которого может активиро-
вать процессинг βА из предшественника βА (АРР) и приводить к повышению уров-
ня βА в ткани мозга (Eckert et al., 2000). Снижение вязкости мембран определяется 
прежде всего изменением липидного состава, в частности сфинголипидов, которые 
являются одним из главных компонентов липидной фазы плазматических мембран 
нервных клеток. Именно снижение уровня сфингомиелина, вероятно, способствует 
отложению амилоида и образованию сенильных бляшек; такие изменения в соста-
ве мембран могут также влиять на активность ферментов процессинга АРР (Soder-Soder-
berg et al., 1992, Vetrivel, Thinakaran, 2010).

Наиболее значимые конформационные переходы βA происходят в присутствии 
сфинголипидов. Было установлено биофизическими методами, что фосфолипиды 
и ганглиозиды способны взаимодействовать с βA и менять его конформацию, что 
может частично определять нейротоксичность βA (Agira et al., 2008; Choo-Smith, 
Surewicz, 1997; Yanagisava, 2007). Альцгеймеровский βA содержит мутационный 
домен, который специфически взаимодействует с галактозилцерамидом и сфин-
гомиелином в мономолекулярных пленках (Mahfoud et al., 2002). В присутствии 
ганглиозидсодержащих везикул происходит ускоренное образование βA фибрилл. 
βА1-42, связанный с ганглиозидами, был обнаружен в мозге пациентов с БА на 
ранних стадиях развития заболевания (Yanagisava et al., 1995). Предполагается, что 
образование таких структур может служить предпосылкой для последующего об-
разования βA бляшек (Mahfoud et al., 2002; Yanagisava et al., 1995). Обнаружение 
факторов, приводящих к комплексообразованию GM1/βA, может обозначить но-GM1/βA, может обозначить но-1/βA, может обозначить но-A, может обозначить но-, может обозначить но-
вый механизм патогенеза БА и также дать возможность разработать новую страте-
гию предупреждения и лечения этого заболевания.
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В последнее время показано, что особую роль в агрегации βA играют специфи-A играют специфи- играют специфи-
ческие домены на плазматической мембране, называемые рафтами, участвующие 
в клеточной сигнализации (Fantini et al., 2002; Vetrivel, Thinakaran, 2010). Рафты 
обогащены гликосфинголипидами, холестерином, сфинголипидами и мембранны-
ми белками, принимающими участие в проведении внеклеточных сигналов (Fantini 
et al., 2002; Vetrivel, Thinakaran, 2010).

Известно, что предшественник βA (АРР) транспортируется и протеолитически 
расщепляется секретазами α, β, γ, которые включены в холестерин-сфингомиели-
новые домены и, следовательно, эти липиды и изменение их соотношения в рафтах 
может отражаться на транспорте и процессинге АРР (Vetrivel, Thinakaran, 2010). Та-
ким образом, липидный состав рафтов, включающий ганглиозиды, сфингомиелин, 
холестерин и церамиды, может строго контролировать процессинг АРР и агрега- 
цию βА.

Предполагается, что увеличение внемембранного холестерина, который накап-
ливается в процессе старения, является фактором риска развития БА. Однако ана-
лиз содержания холестерина в десяти структурных областях мозга пациентов с БА 
продемонстрировал неоднозначную вариабельность, в то время как концентрация 
убихинона одназначно была выше нормы на 30–100% (Soderberg et al., 1992). Более 
того, у умерших больных было зафиксировано уменьшение содержания холестери-
на. Однако это может отражать терминальную стадию болезни, так как на началь-
ном ее этапе довольно эффективными являются статины, снижающие уровень хо-
лестерина. Эти препараты рекомендованы также для профилактики БА (Shepardson 
et al., 2011).

По сравнению с холестерином содержание сфингомиелина было снижено в 
мозге пациентов с БА и установлено резкое накопление длинноцепочечных цера-
мидов (Cutler et al., 2004; He et al., 2010).

4. Исследование сфинголипидов на моделях БА у животных

Моделирование БА у животных проводится, как правило, на грызунах: мышах, 
крысах, морских свинках. Наиболее распространенной является методика получе-
ния мутантных животных, геном которых несет мутантные гены АРР, пресенили-
нов 1 и 2 и белка τ (Bornemann, Staufenbiel, 2007). Однако эти мутации не отражают 
полностью всех случаев болезни Альцгеймера. У мутантных мышей не наблюда-
ется выраженной гибели нейронов. Кроме трансгенных мышей в последнее вре-
мя появились трансгенные крысы, которые несут признаки болезни Альцгеймера 
(Benedikz et al., 2009).

Инъекционные модели основываются на введении животным нейротоксинов, 
вызывающих преимущественную гибель специфических популяций нейронов; 
также довольно популярны инъекционные модели, в которых используется интра-
церебральное введение βА или его фрагментов (Stepanichev et al., 2005; Островская 
и др., 2008), а также в некоторых случаях провоспалительных цитокинов, напри-
мер, фактора некроза опухоли [ФНО-α] (Alessenko et al., 2004).
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Однако введение βА в мозг животным не приводит к образованию амилоидных 
бляшек и нейрофибриллярных клубков, но тем не менее данные модели позволя-
ют моделировать когнитивные нарушения на ранних этапах БА (Stepanichev et al., 
2005). В инъекционных моделях используются преимущественно мыши и крысы 
(Островская и др., 2008; Benedikz et al., 2009; Stepanichev et al., 2005).

Некоторыми авторами используется модель спорадической формы БА. Нейро-
дегенерация альцгеймеровского типа инициируется удалением обонятельных лу-
ковиц (бульбэктомия, БЭ), которые тесно связаны с деятельностью лимбических 
структур, участвующих в процессах обучения и памяти. Наиболее адекватно этот 
тип модели осуществляется на морских свинках, у которых аминокислотная после-
довательность βА аналогична таковой у человека (Нестерова и др., 2007). Однако 
на этой модели показано, что на начальных стадиях развития патологии наблюда-
ется стимуляция истинного нейрогенеза в мозге БЭ животных, что противоречит 
данным о снижении нейрогенеза в стареющем мозге человека и животных (Несте-
рова и др., 2007).

Примером исследования сфинголипидов на мутантных животных, модулиру-
ющих болезнь Альцгеймера, может служить работа (Barrier et al., 2010), в которой 
определяли содержание церамидов, сфингомиелинов, сульфатидов и галактозилце-
рамидов в коре мозга APP[SL]PS1Ki мышей, экспрессирующей человеческий АРР 
751 со шведской и лондонской мутациями в комбинации с пресенилином-1. Было 
обнаружено значительное накопление церамидов в коре этих животных по срав-
нению с мышами дикого типа PS1Ki, в то время как другие сфинголипиды, кроме 
галактозилцерамида, не претерпевали заметных изменений.

Нами впервые было показано, что введение βА или ФНО-α в мозг крыс приво-
дит к активации сфингомиелиназы и накоплению церамида. Этот процесс наиболее 
выражен в гиппокампе по сравнению с корой и мозжечком (Alessenko et al., 2004).

Хроническое повышение внутриклеточных церамидов может замедлять элон-
гацию аксонов и интернализацию фактора роста нервов (De Chaves et al., 2001). 
Церамиды в нервных клетках вовлечены в апоптотические программы (Alessenko, 
2006; Obeid et al., 1993). Эти сигнальные молекулы способны стимулировать как 
протеинкиназную, так и фосфатазную сигнальные системы (Lee et al., 2003). βА и 
церамид расположены в пределах одних и тех же рафтов, которые являются струк-
турными элементами мембраны, и содержат в своем составе необходимые сигналь-
ные системы для индукции апоптоза. В βА-индуцированном апоптозе принимает 
участие 75-рецептор ФНО-α и FAS-лиганд, которые представляют собой семейство 
клеточных рецепторов, использующих сфингомиелин-церамидный путь для прове-
дения сигнала апоптоза (Obeid et al., 1993).

Более того, βА и церамид вызывают митохондриальную дисфункцию и инду-
цируют окислительный стресс (Beal, 2005). Не только увеличение церамида в ре-Beal, 2005). Не только увеличение церамида в ре-, 2005). Не только увеличение церамида в ре-
зультате гидролиза сфингомиелина происходит в ответ на стрессовые сигналы и 
апоптоз, но и наблюдается повышение его синтеза в этих условиях. Таким образом, 
результаты, полученные в модельных экспериментах, позволяют предположить, 
что церамид играет существенную роль в патогенезе БА, механизм его действия 
можно представить в виде последовательности событий, при которых βА прежде 
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всего индуцирует окислительный стресс и гидролиз сфингомиелина до церамида, 
завершающегося апоптотической гибелью нейронов.

Высокое содержание ганглиозидов характерно в ткани мозга и их очень часто 
используют в качестве биомаркеров биохимических патологий нервной системы 
(Yanagisava, 2007). Известно, что ганглиозиды участвуют в начальной стадии аг-Yanagisava, 2007). Известно, что ганглиозиды участвуют в начальной стадии аг-, 2007). Известно, что ганглиозиды участвуют в начальной стадии аг-
регации βА (Agira et al., 2008; Mahfoud et al., 2002; Vetrivel et al., 2010; Yanagisava, 
2007). Довольно подробно изучается метаболизм ганглиозидов на различных моде-
лях БА с использованием трансгенных животных (Agira et al., 2010). В зависимости 
от вида модели наблюдается разнообразный ход изменений в содержании различ-
ных ганглиозидов в структурах мозга животных, что говорит об очень тонкой на-
стройке механизма амилоидогенеза с участием ганглиозидов.

5. Роль сфингомиелиназы в патогенезе болезни Альцгеймера

Несмотря на многочисленные исследования механизм апоптотической гибели 
нейронов под действием βА до сих пор не установлен. Однако в экспериментах на 
клетках мозга получены прямые доказательства того, что в проявлении цитоток-
сичности βА определенную роль играет фермент обмена сфинголипидов – SMase 
(Chen et al., 2006; He et al., 2010; Jana, Pahan, 2004, 2010; Lee et al., 2004; Xuan et al., 
2010; Yang, et al., 2004; Zeng et al., 2005).

На клетках первичных нейронов показано, что их обработка фибриллярным 
βА вызывает экспрессию nSMase и повышение содержания церамида (Jana et al., 
2004). При блокировании этого фермента снижалась гибель клеток, что подтверж-
дает необходимость nSMAse для проявления цитотоксичности фибриллярного βА 
(Jana, Pahan, 2004). Ингибирование nSMAse глутатионом также уменьшает гибель 
дендроцитов (Lee et al., 2004). Эти результаты подтверждаются и в исследовании 
токсического влияния пептида βА25-35 на глиальные и эндотелиальные клетки. Так 
же как и в первом случае, был обнаружен нейропротекторный эффект в результате 
добавления S-нитрозоглутатиона (Yang et al., 2004).

Однако необходимо отметить неодназначность результатов, касающихся сфин-
гомиелиназ, ответственных за гибель клеток, индуцированную βА. Например, при 
действии пептида βА на дендритные клетки мышей активируется кислая SMAse, 
а ее инактивация обеспечивает устойчивость этих клеток к апоптозу при действии 
βА (Xuan et al., 2010). В противоположность этому, растворимый олигомер βА вы-Xuan et al., 2010). В противоположность этому, растворимый олигомер βА вы- et al., 2010). В противоположность этому, растворимый олигомер βА вы-et al., 2010). В противоположность этому, растворимый олигомер βА вы- al., 2010). В противоположность этому, растворимый олигомер βА вы-al., 2010). В противоположность этому, растворимый олигомер βА вы-., 2010). В противоположность этому, растворимый олигомер βА вы-
зывает активацию как нейтральной, так и кислой SMase. Cпецифическое ингиби-SMase. Cпецифическое ингиби-. Cпецифическое ингиби-Cпецифическое ингиби-пецифическое ингиби-
рование фермента и нокдаун каждого из них обеспечивает резистентность клеток 
к βА-индуцированному апоптозу (Malaplate-Armand et al., 2006). Эти данные поз-Malaplate-Armand et al., 2006). Эти данные поз--Armand et al., 2006). Эти данные поз-
воляют предположить участие обеих типов SMase в реализации апоптоза нервных 
клеток, индуцированных βА. Нами было показано, что введение βА или факто-
ра некроза опухоли – α(ФНО-α) в мозг крыс приводит к активации нейтральной 
SMAse. Этот процесс наиболее выражен в гиппокампе по сравнению с корой и 
мозжечком (Alessenko et al., 2004). Однако в мозге умерших пациентов, страдав-Alessenko et al., 2004). Однако в мозге умерших пациентов, страдав- et al., 2004). Однако в мозге умерших пациентов, страдав-et al., 2004). Однако в мозге умерших пациентов, страдав- al., 2004). Однако в мозге умерших пациентов, страдав-al., 2004). Однако в мозге умерших пациентов, страдав-., 2004). Однако в мозге умерших пациентов, страдав-
ших БА, обнаружена активация только кислой SMAse (He et al., 2010). При анализе 
экспрессии генов, ответственных за синтез кислой SMAse и нейтральной SMAse 2, 
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было показано, что их активность резко повышается в мозге пациентов как с БА, 
так и с другими нейропатологиями (Fillipov et al., 2012).

Поскольку активация SMase изучалась на различных клеточных линиях, при 
действии разных форм βА, в экспериментах на животных и в постсмертных пре-
паратах мозга человека, неудивительно, что одназначных результатов не получено. 
До сих пор нет трансгенной модели животных, которая бы полностью имитировала 
патофизиологический процесс БА, все еще неясно, какой тип βА является ответс-
венным за клеточную гибель и потерю когнитивной способности у человека. Хотя 
локальная концентрация фибриллярного βА-пептида, присутствующего в мозге 
пациентов с БА, может отличаться от концентрации βА в первичных нейронах, ис-
пользуемых в экспериментах, тем не менее данные, свидетельствующие о связи 
между активацией сфингомиелиназы, накоплением церамида и последующей гибе-
лью нейронов и олигодендроцитов, указывают на то, что сфингомиелиназа может 
быть терапевтической мишенью для лекарств, предупреждающих нейродегенера-
тивные нарушения, вызванные БА.

6. Сфингомиелины при БА

По сравнению с церамидом изучение уровня сфингомиелина в структурах моз-
га пациентов с БА проводятся менее активно. Разными исследователями получены 
совершенно противоположные результаты. В работах (Bandaru et al., 2009; Chan et 
al., 2012; Pettegrew et al., 2001) найдено, что уровень сфингомиелина повышается, 
а Р.Г. Калтер и Кс. Хи показали его снижение при БА (Culter et al., 2004; He et al., 
2010). Однако имеются также данные, что на всех стадиях заболевания не происхо-
дит изменений в содержаниии сфингомиелина в мозге пациентов с БА (Han et al., 
2002).

До сих пор неизвестно, с чем связаны такие различия: с исследованиями, про-
водимыми на разных стадиях заболевания, либо с разными структурами мозга, где 
определяли содержание сфингомиелина.

7. Механизм участия церамида в патогенезе БА

Различные факторы, такие как цитокины, факторы роста, гормоны, окис-
лительный стресс и радиация активируют SMase в различных тканях, приводя 
к накоплению церамида в них (Hannun et al., 2008). Гораздо меньше известно о 
механизмах, ответственных за активацию SMase в нейронах и в активированных 
глиальных клетках, приводящих к значительным повышениям уровня церамида. 
Знание механизма активации глиальных клеток чрезвычайно важно, поскольку с 
этим процессом связана потеря нейронов при развитии ряда нейродегенеративных 
заболеваний, включая БА. В экспериментах, в которых использовались астроци-
ты – главные представители глиальных клеток, активированные 1мкM βА (1-42) в 
комбинации с 10 нг/мл IL-1, изучался механизм их токсического действия на пер-IL-1, изучался механизм их токсического действия на пер--1, изучался механизм их токсического действия на пер-
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вичные нейроны человека (Jana et al., 2009; Jana et al., 2010). Было показаны рез-Jana et al., 2009; Jana et al., 2010). Было показаны рез- et al., 2009; Jana et al., 2010). Было показаны рез-et al., 2009; Jana et al., 2010). Было показаны рез- al., 2009; Jana et al., 2010). Было показаны рез-al., 2009; Jana et al., 2010). Было показаны рез-., 2009; Jana et al., 2010). Было показаны рез-Jana et al., 2010). Было показаны рез- et al., 2010). Было показаны рез-et al., 2010). Было показаны рез- al., 2010). Было показаны рез-al., 2010). Было показаны рез-., 2010). Было показаны рез-
кая активация нейтральной SMSe и накопление церамида в нейронах в процессе 
их гибели, индуцированной активацией астроглии. Активация нейтральной SMSe 
в нейронах определяется NO, генерируемым активированной астроглией. В тоже 
время установлено, что в активированных астроцитах нейтральная SMSe способна 
индуцировать экспрессию мРНК индуцибльной NO синтазы (iNOS). Также было 
установлено, что экспрессия провоспалительных цитокинов TNF-α, IL-1, IL-6 в ак-TNF-α, IL-1, IL-6 в ак--α, IL-1, IL-6 в ак-α, IL-1, IL-6 в ак-, IL-1, IL-6 в ак-IL-1, IL-6 в ак--1, IL-6 в ак-IL-6 в ак--6 в ак-
тивированной астроглии зависит от нейральной SMSe. Участие βА в генерации це-SMSe. Участие βА в генерации це-. Участие βА в генерации це-
рамида подтверждается тем, что только пептид А1-42, но не его реверсионная форма 
(βА42-1) индуцирует активацию SMase и генерацию церамида в нейронах (Jana et 
al., 2007). Кроме того именно фибриллярная форма пептида по сравнению с рас-., 2007). Кроме того именно фибриллярная форма пептида по сравнению с рас-
творимой была наиболее эффективна в генерации церамида (Jana et al., 2004). βА 
индуцирует апоптоз также и в олигодендроцитах. При этом также как и в нейронах 
наблюдается повышение уровня церамидов (Lee et al., 2004) , активации каспазы -8 
и фрагментация ДНК (Xuan et al., 2010). Добавление в клеточную культуру олиго-Xuan et al., 2010). Добавление в клеточную культуру олиго- et al., 2010). Добавление в клеточную культуру олиго-et al., 2010). Добавление в клеточную культуру олиго- al., 2010). Добавление в клеточную культуру олиго-al., 2010). Добавление в клеточную культуру олиго-., 2010). Добавление в клеточную культуру олиго-
дендроцитов церамида или бактериальной SMase, повышающей содержание цера-SMase, повышающей содержание цера-, повышающей содержание цера-
мида, приводит их к гибели (Lee et al., 2004; Xuan et al., 2010). Более того ингибитор 
сфингомиелиназ (3-метил-сфингомиелин) эффективно защищают олигодендроци-
ты от действия βА (Lee et al., 2004).

Чрезвычайно важна роль экспрессии iNOS при токсическом действии βА на 
клетки мозга. Механизм активации сигнальной системы NO и развития окисли-NO и развития окисли- и развития окисли-
тельного стресса при действии βА в клетках ЦНС показан на примере олигоден-
троцитов (Zeng et al., 2005). Этот процесс сопровождается активацией метаболи-Zeng et al., 2005). Этот процесс сопровождается активацией метаболи- et al., 2005). Этот процесс сопровождается активацией метаболи-et al., 2005). Этот процесс сопровождается активацией метаболи- al., 2005). Этот процесс сопровождается активацией метаболи-al., 2005). Этот процесс сопровождается активацией метаболи-., 2005). Этот процесс сопровождается активацией метаболи-
ческого пути, в который вовлечена нейтральная SMase и в результате которого 
накапливается церамид (Shupik et al., 2011). Однако показано, что и церамид, и βА 
в этих клетках самостоятельно не вызывают экспрессию iNOS. Необходимо на-iNOS. Необходимо на-. Необходимо на-
копление TNF-α, который и индуцирует этот процесс, в то время как βА способен 
активировать только нейтральную SMase. Этот факт важен для понимания меха-SMase. Этот факт важен для понимания меха-. Этот факт важен для понимания меха-
низма развития БА, в патогенезе которой провоспалительная составляющая играет 
важную роль (Zeng et al.,2005).

Фактор роста нервов вызывает повышение уровня церамида в клетках глиомы 
Т9 и гиппокампальных нейронах в результате активации нейтральной SMase (De 
Chaves et al., 2001). В некоторых случаях, связанных со стресс-активированными 
сигналами, происходит активация кислой SMase в нейронах гиппокампа (Yu et al., 
2000). Поскольку различные SMase локализованы в клетках в различных компар-SMase локализованы в клетках в различных компар- локализованы в клетках в различных компар-
тментах, то это означает, что на разного типа стимулы генерируются разные пулы 
церамидов (Obeid et al., 1993). Особое значение имеет для развития апоптоза, инду-Obeid et al., 1993). Особое значение имеет для развития апоптоза, инду- et al., 1993). Особое значение имеет для развития апоптоза, инду-et al., 1993). Особое значение имеет для развития апоптоза, инду- al., 1993). Особое значение имеет для развития апоптоза, инду-al., 1993). Особое значение имеет для развития апоптоза, инду-., 1993). Особое значение имеет для развития апоптоза, инду-
цируемого βА, пул церамидов, локализованных в митохондриях (Obeid et al., 1993).

В экспериментах на животных показано, что микроинъекция βА1-42 в кору мы-
шей линии С57/BL6 вызывает 3-х кратное накопление церамида в коре, которое 
индуцируется нейтральной SMase, в то время как активность кислой SMase в этих 
условиях не меняется (Jana, et al., 2010). βА, введенный в мозг крыс, способствует 
накоплению церамида преимущественно в гиппокампе (Alessenko et al., 2004).
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Это находит подтверждение в повышенном уровне церамидов в мозге и спин-
номозговой жидкости пациентов с БА по сравнению с другими неврологически-
ми патологиями, причем церамид накапливается в мозге пациентов уже на ранних 
стадиях заболевания (Gottfries et al., 1996; Han et al., 2002; Zhang et al., 1999). По 
другим данным, уровень церамида снижен в белом веществе средней фронтальной 
мозговой извилины у пациентов с БА по сравнению с контролем (Han et al., 2002). 
Эти различия, по-видимому, определяются стадией заболевания, поскольку в ис-
следовании (Han et al., 2002) показано, что на ранней стадии деменции уровень 
церамида повышен, в то время как на поздней стадии отмечено понижение содер-
жания церамида в структурах мозга.

При анализе 6 молекулярных видов церамида, которые отличаются по длине 
их жирных кислот, в мозге пациентов с БА и другими нейропатологиями было об-
наружено повышение уровня Cer16 (церамида 16), Cer18, Cer20 и Cer24 при всех 
нарушениях функций мозга. При комбинации БА с другими патологиями уровень 
церамида оказывается самым высоким. Наиболее определенные результаты были 
получены при изучении экспрессии генов, которые контролируют синтез, метабо-
лизм и деградацию церамида в процессе развития БА. Наблюдается разнонарав-
ленная активация генов, отвечающих за содержание церамида в структурах мозга 
при специфических формах заболевания по сравнению с контролем (Katsel et al., 
2007). Четко установлено, что синтез ферментов, контролирующих синтез церами-
да (Katsel et al., 2007), в особенности церамидов, содержащих длинноцепочечны 
жирные кислоты С22:0 и С24:0, был активирован на ранней стадии заболевания, в 
то время как синтез глюкозилцерамида, напротив, был снижен. То есть уровень раз-
ных типов церамидов может меняться зеркально на разных стадиях заболевания.

В ряде исследований отмечено, что сигнальная система сфингомиелинового 
цикла связана с окислительным стрессом (Alessenko, 2006; Shupik et al., 2011). Ус-Alessenko, 2006; Shupik et al., 2011). Ус-, 2006; Shupik et al., 2011). Ус-Shupik et al., 2011). Ус- et al., 2011). Ус-et al., 2011). Ус- al., 2011). Ус-al., 2011). Ус-., 2011). Ус-
тановлено, что активные формы кислорода непосредственно влияют на сфинго-
миелиназу либо на другие ферменты, которые, в свою очередь, регулируют актив-
ность сфингомиелиназы. Это может приводить к усилению токсического действия 
на клетки мозга цитокинов и βА в результате их совместного действия. Следует 
отметить, что природный антиоксидант глутатион ингибирует активность SMase. 
Снижение уровня глутатиона приводит к активации фермента и накоплению цера-
мида в олигодендрацитах, вызывая их гибель (Lee et al., 2004). В клинической прак-Lee et al., 2004). В клинической прак- et al., 2004). В клинической прак-et al., 2004). В клинической прак- al., 2004). В клинической прак-al., 2004). В клинической прак-., 2004). В клинической прак-
тике довольно успешно применяется антиоксидантная терапия, что подтверждает 
эффективность ингибирования процессов, связанных с активацией окислительных 
систем при развитии БА. Однако до сих пор не установлено, происходит ли инги-
бирование и сфингомиелинового каскада в этих условиях.

Таким образом, индукция сфингомиелинового цикла, приводящая к накопле-
нию проапоптотического агента – церамида, может рассматриваться в качестве 
нового механизма БА, что может служить предпосылкой для терапии этого за-
болевания путем использования препаратов нового поколения, ингибирующих 
активность сфингомиелиназы (Arenz, 2010; Kornburger et al., 2010; Taguchi et al.,  
2003).
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8. Сфингозин и сфингозин-1-фосфат при БА

Сфингозин, который обладает свойствами проапоптотического агента, накап-
ливается в мозге умерших пациентов с БА по сравнению с нормальным контролем 
(He et al., 2010). Повышена и активность кислой церамидазы, превращающей цера-He et al., 2010). Повышена и активность кислой церамидазы, превращающей цера- et al., 2010). Повышена и активность кислой церамидазы, превращающей цера-et al., 2010). Повышена и активность кислой церамидазы, превращающей цера- al., 2010). Повышена и активность кислой церамидазы, превращающей цера-al., 2010). Повышена и активность кислой церамидазы, превращающей цера-., 2010). Повышена и активность кислой церамидазы, превращающей цера-
мид в сфингозин (He et al., 2010; Huang et al., 2004; Park, Schuchman, 2006). Однако 
до сих пор не известно, накапливается ли сфингозин или активируется фермент, 
генерирующий его из церамида, на ранней стадии заболевания. Следовательно, не 
известна роль сфингозина в патогенезе БА.

Сфингозин-1-фосфат (СФЗ-1-Ф) – фосфорилированный продукт сфингозина, в 
противоположность церамиду и сфингозину, обладает антиапоптотическими свойства-
ми и участвует в регуляции клеточной пролиферации (Maceyka et al., 2012). Существу-Maceyka et al., 2012). Существу- et al., 2012). Существу-et al., 2012). Существу- al., 2012). Существу-al., 2012). Существу-., 2012). Существу-
ют единичные данные, указывающие, что уровень СФЗ-1-Ф уменьшается в цитозоль-
ной фракции серого вещества лобно-височной области мозга при БА по сравнению с 
контролем (He et al., 2010). Уровень СФЗ-1-Ф также негативно коррелирует с уровнем 
βA и фосфорилированным tau-белком в той же области мозга (He et al., 2010).

9. Изменение содержания сульфатидов в структурах 
мозга при развитии БА

Сульфатиды цереброзидов в большом количестве содержатся в мозге и пред-
ставляют собой галактозил-3-сульфаты цереброзидов. Предшественником суль-
фатидов является галактозилцерамид. Имеются единичные исследования об из-
менении уровня галактозилцерамида в мозгу пациентов с болезнью БА. При БА 
его содержание увеличивается в средней фронтальной извилине (middle frontal 
gyrus) по сравнению с контролем, в то время как в мозжечке остается неизменным 
(Culter et al., 2004). Не было найдено различий в содержании галактозилцерамида 
и сульфатидов в липидах рафтов, выделенных из фронтальной коры мозга БА по 
сравнению с контролем. Эти данные указывают, что в различных структурах моз-
га при развитии БА происходят специфические изменения галактозилцерамида и 
сульфатидов. Более того, отмечено, что эти различия проявляются в зависимости от 
стадии заболевания. Уровень сульфатидов резко снижается на ранней стадии БА, 
а затем остается неизменным вплоть до терминальной стадии (Bandaru et al., 2009; 
Han et al., 2002, 2003).

Авторы этих исследований предполагают, что изменения в концентрации суль-
фатидов в определенных областях мозга отражают изменения в содержании амило-
идных бляшек, которое резко увеличивается на начальной стадии болезни, однако 
их количественный рост замедляется на средней и поздней стадии деменции.

10. Исследование сфинголипидов в периферических 
жидкостях при БА

Спинномозговая жидкость (СМЖ) наиболее адекватно может отражать патоло-
гические изменения в мозге, вызванные БА. Как правило, у пациентов с БА изуча-
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ют нарушения в липидном спектре мозга только на терминальной стадии, исследо-
вания же липидов СМЖ позволяют проследить за развитием заболевания, а также 
за эффективностью его лечения.

Оптимистичные результаты по диагностике начальной стадии БА получены 
при исследовании сульфатидов и отношения сульфатида/фосфатидилинозита Han 
et al., 2003). Были обнаружены вполне достоверные различия в отношении сульфа- al., 2003). Были обнаружены вполне достоверные различия в отношении сульфа-al., 2003). Были обнаружены вполне достоверные различия в отношении сульфа-., 2003). Были обнаружены вполне достоверные различия в отношении сульфа-
тида/фосфатидилинозита между контролем и начальной стадией деменции альц-
геймеровского типа, в то время как различий между контролем и начальной ста-
дией БА в содержании βА1-42, tau и p-tau231 в СМЖ обнаружено не было. Поэтому 
сульфатиды, очевидно, могут быть боле достоверным маркером для диагностики 
ранней стадии БА (Han et al., 2003).

Анализ содержания церамидов в СМЖ пациентов с разнообразными невроло-
гическими заболеваниями (цервикальный спондилез, боковой амиотрофический 
склероз, метаболическая энцефалопатия, инсульт) показал, что при БА его содер-
жание значительно выше, чем при этих патологиях и в контроле (Satoi et al., 2005). 
Наиболее высокое содержание церамида было обнаружено при средней тяжести 
заболевания по сравнению с начальной и тяжелой (Mielke et al., 2011).

Однако не изучались корреляции между изменением содержания в СМЖ цера-
мидов и βА, tau и p-tau231, что позволило бы определить более конкретную роль 
церамидов в патогенезе БА.

Тем не менее, в литературе обсуждается возможность использования церамидов 
в качестве маркеров БА (Kosicek et al., 2012; Mielke et al., 2010, 2011). Некоторым 
ограничением может служить неспецифичность этого параметра для БА, посколь-
ку уровень церамидов в СМЖ меняется и при других нейропатологиях. Однако 
церамиды можно использовать в качестве маркеров стадии развития заболевания. 
До сих пор для диагностики патологии мозга используются только когнитивные и 
поведенческие симптомы, но они проявляются уже на далеко зашедших стадиях 
нарушений функций мозга. Изменения же в церамидах могут сигнализировать о 
ранних нарушениях при БА, которые, возможно, будут доступны для медикамен-
тозной коррекции (Miеlke et al., 2011).

При анализе сфингомиелинов методом масс-спектрометрии было установлено, 
что их уровень повышается на ранней стадии заболевания, в то время как меж-
ду средней и тяжелой стадиями заболевания практически нет различий. Эти дан-
ные подтверждают, что нарушения в метаболизме сфинголипидов могут служить 
диагностическим маркером риска развития БА (Mielke et al., 2011; Kosicek et al., 
2012).

11. Сфинголипиды крови при БА

При анализе предполагаемых биомаркеров, определяемых в плазме крови при 
различных нейропатологиях, возникает вопрос, существует ли прямая корреляция 
между их измерениями в крови и патологическими процессами, осуществляющи-
мися в мозге. Поэтому необходимо установить закономерность изменения уровня 
сфинголипидов в плазме крови в процессе развития БА.
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Обнаружено, что содержание церамидов в крови понижено на ранней стадии 
БА, в то время как в мозге и спинномозговой жидкости – повышено (Kosicek et al., 
2012; Miеlke et al., 2011). Эти изменения коррелировали с нарушением когнитив-Miеlke et al., 2011). Эти изменения коррелировали с нарушением когнитив- et al., 2011). Эти изменения коррелировали с нарушением когнитив-et al., 2011). Эти изменения коррелировали с нарушением когнитив- al., 2011). Эти изменения коррелировали с нарушением когнитив-al., 2011). Эти изменения коррелировали с нарушением когнитив-., 2011). Эти изменения коррелировали с нарушением когнитив-
ных функций у пациентов. Однако таких исследований до сих пор выполнено не 
достаточно, чтобы использовать содержание церамидов крови для ранней диагнос-
тики БА. Необходимо также дальнейшее изучение корреляций между содержанием 
церамидов в плазме крови и спинномозговой жидкости на всем протяжении БА. 
Некоторые исследователи предполагают, что определение корреляции между изме-
нениями сфинголипидов в крови и в СМЖ у пациентов с БА, и особенно на ранней 
стадии заболевания, позволят использовать сфинголипиды в качестве биомаркеров 
БА и, возможно, в качестве мишеней для лекарственных средств нового поколения 
(Kosicek et al., 2012; Miеlke et al., 2010; Miеlke, Lyketsos, 2010).

В последнее время интенсивно изучается связь между изменениями в спектре 
сфинголипидов в плазме крови пациентов с БА и нарастанием когнитивного дефи-
цита для предсказания скорости развития деменции на основании результатов ана-
лиза сфинголипидов (Kosicek et al., 2012; Miеlke et al., 2010; Miеlke, Lyketsоs, 2010).

Эта задача может быть решена благодаря развитию метода масс-спектрометрии 
и его успешному применению в липидологии.

В работах M.M. Милке и соавторами (Miеlke et al., 2010, 2011) содержание 
церамидов (Cer), дигидроцерамидов (DHCer), сфингомиелинов (SM) и дигидро-Cer), дигидроцерамидов (DHCer), сфингомиелинов (SM) и дигидро-), дигидроцерамидов (DHCer), сфингомиелинов (SM) и дигидро-DHCer), сфингомиелинов (SM) и дигидро-), сфингомиелинов (SM) и дигидро-SM) и дигидро-) и дигидро-
сфингомиелинов (DHSM) было изучено методом хромато-масс-спектрометрии на 
120 пациентах с деменцией альцгеймеровского типа и деменциями, связанными с 
другими нейропатологиями. Во всех случаях на протяжении более двух лет наблю-
дений обнаружено повышение Cer и DHCer, связанное с развитием деменции. В 
противоположность этому, у пациентов, в плазме которых наблюдался повышен-
ный уровень SM и DHSM, а также отношения SM/Cer и DHSM/DHCer, развитие 
деменции происходило более медленно. В этой же работе показано, что изменения 
в уровне холестерина и триглицеридов не связано со скоростью развития демен-
ции. Эти результаты позволяют предположить, что повышение отношения SM/Cer 
и DHSM/DHCer в плазме крови пациентов может служить маркером для предска-DHSM/DHCer в плазме крови пациентов может служить маркером для предска-/DHCer в плазме крови пациентов может служить маркером для предска-DHCer в плазме крови пациентов может служить маркером для предска- в плазме крови пациентов может служить маркером для предска-
зания скорости развития БА.

Аналогичные данные получены в работе (Han et al., 2011) при анализе липидов 
плазмы крови методом масс-спектрометрии у 26 пациентов с БА и 26 пожилых 
людей с нормальными когнитивными функциями. Из 33 сфингомиелинов 8 моле-
кулярных видов, содержащих жирнокислотные алифатические цепи из 22 и 24 ато-
мов углерода, были значительно ниже у пациентов с БА по сравнению с контролем. 
Уровень 2 молекулярных видов церамидов (16:0 и 21:0), напротив, был значитель-
но выше в плазме крови с БА остальные 5 церамидов повышались незначительно. 
Отношение церамидов к сфингомиелинам, содержащим идентичные жирные кис-
лоты, у пациентов с БА резко отличалось от контроля. Эти изменения отражали 
как нарушения в когнитивных функциях пациентов, так и в генотипе (при диагнозе 
определяли наличие генотипа по аполипопротеину Е4).

Кроме возможности использования сфинголипидов для тестирования развития 
БА они были бы полезны для мониторинга эффективности лечения каждого ин-
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дивидуального пациента определенным лекарственным средством. Это особенно 
важно, если пациент получает новые лекарства или новые лекарства исследуются 
на предклинической или ранней клинической стадии.

Влияние прокогнетивных препаратов на содержание и спектр молекуляр-
ных видов сфигномиелинов и фосфатидилхолинов в плазме крови пациентов в 
процессе лечения БА. В настоящее время в клинической практике наиболее широ-
ко применяемыми препаратами для лечения БА являются мемантин (фирмы Merz) 
и ривастигмин (фирмы Novartis). Ривастигмин – ингибитор ацетилхолинэстеразы 
(АХЭ) (КФ 3.1.1.7) – фермента, функция которого нарушена при БА, а мемантин 
– ингибитор NMDA рецепторов глутаматергической системы, функция которой 
также нарушается в ходе развития этого заболевания (Гаврилова, 2007). Однако 
влияние этих препаратов на липидный метаболизм и возможность коррекции его 
нарушений в процессе лечения до сих пор не изучались.

Нами впервые было исследовано влияние ривастигмина и мемантина на содер-
жание и молекулярный спектр фосфолипидов, которые в своем составе содержат 
холиновую группировку (сфингомиелины, фосфатидилхолины, лизофосфатидил-
холины) (Каратассо и др., 2008). Нарушения в метаболизме этих фосфолипидов 
могут влиять на холинергическую систему за счет изменения баланса холина и ли-
ганд-рецепторного взаимодействия, определяемого структурированностью мемб-
ран клеток нервной системы. Используя метод хромато-масс-спектрометрии, мы 
определили, какие именно молекулярные виды холинсодержащих фосфолипидов 
(различия молекулярных видов фосфолипидов определяются набором жирных 
кислот, входящих в их состав) особенно активно подвергаются действию изучае-
мых ингибиторов (Каратассо и др., 2008).

Ривастигмин, блокируя действие АХЭ и БуХЭ, способствует повышению био-
доступности нейромедиатора ацетилхолина. Он зарегистрирован для лечения БА 
на этапе мягкой и умеренной деменции. Мемантин, нормализуя мембранный по-
тенциал, активирует процесс передачи нервного импульса в глутаматэргической 
системе, что приводит к улучшению когнитивных процессов, памяти и способнос-
ти к обучению, повышает повседневную активность пациентов (Гаврилова, 2007). 
Перечисленные выше свойства мемантина указывают на его возможную способ-
ность оказывать модулирующее действие на компоненты мембран клеток головно-
го мозга, в том числе и на липидные структуры.

Исследование фосфолипидных спектров методом масс-спектрометрии плазмы 
крови пациентов с БА на стадии умеренной деменции до и после лечения ривас-
тигмином и мемантином по истечении 3 и 6 месяцев соответственно с начала курса 
терапии показало, что препараты снижают уровень всех изученных фосфолипидов 
в плазме крови (Каратассо и др., 2008).

При детектировании по молекулярным массам отдельных типов фосфолипидов 
была обнаружена избирательность действия этих препаратов на определенные мо-
лекулярные виды тех или иных фосфолипидов. Было установлено дифференциро-
ванное влияние ривастигмина и мемантина на фосфатидилхолины (ФХ) с различ-
ным набором жирных кислот.
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Наиболее четкие изменения при действии ривастигмина, выраженные в умень-
шении содержания, зафиксированы для ФХ с набором жирных кислот 16:0/18:2, 
18:1/20:2 и 18:0/20:4, соответствующих молекулярным массам 758,6, 808,6 и 810,6. 
При действии мемантина наибольшие изменения происходили во фракции ФХ с 
жирными кислотами 16:0/18:2, 18:0/18:2, 18:0/20:4 (рис. 1). Также в ходе лечения 
уменьшается уровень всех лизофосфатидилхолинов (рис. 2). Сфингомиелины с 
жирными кислотами 16:1, 16:0, 18:3 и 18:0 проявляют тенденцию к снижению. На-
ибольшие изменения зафиксированы для СМ 16:0 с молекулярной массой 703,6 
(рис. 3).

Рис. 1. Изменение содержания ФХ в плазме крови пациентов с болезнью Альцгеймера до и после 
лечения ривастигмином и мемантином
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Следовательно, наши результаты указывают на то, что ингибитор АХЭ и БуХЭ, 
влияя на фермент-мишень, в конечном счете способен модифицировать фосфоли-
пидный спектр плазмы крови пациентов в процессе лечения. Под влиянием этого 
ингибитора происходит снижение уровня холинсодержащих фосфолипидов. Это 
вполне закономерное явление, поскольку в результате действия ривастигмина сни-

Рис. 2. Изменение содержания ЛФХ в плазме крови пациентов с болезнью Альцгеймера до и 
после лечения  ривастигмином и мемантином
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жается уровень свободного холина (Каратассо и др., 2008), являющегося струк-
турным элементом изученных нами фосфолипидов. Ацетилхолин, который не рас-
щепляется до холина и уксусной кислоты в присутствии ривастигмина, напротив, 
накапливается. Однако он не может быть непосредственно включен в тот метабо-
лический путь синтеза фосфолипидов, в котором участвует свободный холин, что, 
вероятно, приводит к снижению синтеза холинсодержащих фосфолипидов (схема). 

Рис. 3. Изменение содержания СФМ в плазме крови пациентов с болезнью Альцгеймера до и 
после лечения ривастигмином и мемантином
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Однако до сих пор при изучении ингибиторов холинэстеразного ряда не уделялось 
внимания их влиянию на метаболизм сфингомиелина, хотя именно этот холинсо-
держащий фосфолипид является источником проапоптотических агентов, вызыва-
ющих гибель нейронов.

При действии ривастигмина и мемантина на спектр холинсодержащих липидов 
не было обнаружено однообразия в изменении содержания всех детектируемых 
молекул фосфолипидов. Содержание некоторых из них остается неизменным, в то 
время как в определенном виде фосфолипидных молекул отмечается заметное сни-
жение их содержания в плазме после лечения мемантином (Каратассо и др., 2008).

Под действием этих двух препаратов с различными свойствами характер изме-
нений фосфолипидов является однонаправленным. Следует подчеркнуть, что вли-
яние ингибитора ХЭ на изменение уровня сфингомиелина в липидах крови пациен-
тов с БА было установлено впервые (Каратассо и др., 2008). Также впервые обнару-
жено новое важное свойство препаратов, используемых в клинике для лечения БА. 
Возможно, что их способность влиять на липидный обмен вносит существенный 
вклад в эффективность терапии, проводимой данными препаратами.

Как показывает клиническая практика, наиболее эффективными являются те 
препараты, которые способны действовать на несколько мишеней. И это вполне ло-
гично, так как нейродегенеративные заболевания, к которым относится БА, имеют 
многофакторный характер и определяются множественностью патогенетических 
факторов, которые корректируются в случае успешного лечения заболевания. На-
рушения в липидном метаболизме обнаруживаются при многих патологиях, пос-
кольку структура мембраны клетки, а также процессы, происходящие на ее повер-
хности, определяются липидной составляющей мембраны. Следовательно, если 
медикаментозные препараты наряду с другими функциями способны вызывать 
коррекцию в липидном метаболизме, то они могут рассматриваться как более пер-
спективные при лечении нейродегенераций, в том числе и альцгеймеровского типа.

Тестирование липидного спектра методом масс-спектрометрии может отражать 
успешность лечения исследуемым препаратом и в дальнейшем этот метод ввиду 
его широких возможностей по определению различных классов липидов может 
быть внедрен в клиническую практику для мониторинга эффективности лечения 
разных нейродегенеративных заболеваний, патогенез которых связан с нарушени-
ем липидного обмена, а также для отбора наиболее эффективных лекарств нового 
поколения, корректирующих липидный метаболизм.
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1. Введение

В исследованиях нейродегенеративных заболеваний человека, проводимых, как 
правило, на аутопсийном материале, отмечаются два основных патоморфологичес-
ких признака: накопление множественных (экстраклеточных или внутриклеточ-
ных) агрегатов различных белков и прогрессирующая гибель нейронов в структу-
рах головного мозга (Иллариошкин, 2003). Между тем, все большее число данных 
наглядно демонстрирует, что дисфункция и дегенерация синапсов предшествует 
гибели нейронов и характеризует наиболее ранние стадии заболевания. Более того, 
эти данные поддерживают идею о том, что синаптические нарушения, возникаю-
щие как непосредственные последствия генных мутаций или модификаций клеточ-
ных процессов, определяют инициацию и прогрессирование заболевания (Wishart 
et al., 2006).

В совокупности, результаты последних исследований позволяют предположить 
существование общих молекулярных и клеточных механизмов НДЗ, вызывающих 
дисфункцию или дегенерацию синапсов. Наибольшей популярностью пользуется 
гипотеза «компартментализованной нейродегенерации», предполагающая специ-
фическую регуляцию нейродегенеративных процессов в различных компартментах 
нейронов. Гипотеза предполагает, что нейродегенерация и гибель сомы, аксонов, 
дендритов и синаптических терминалов регулируются независимо (Gillingwater, 
Ribchester, 2001). Следует отметить, что многие процессы неонатального периода 
происходят подобным образом. Так, выживаемость неонатальных мотонейронов 
прямо зависит от поддержания синаптического контакта с мышцами. В норме эти 
мотонейроны гибнут от апоптоза спустя несколько дней после нарушения сина-
птического контакта. Предполагается, что синаптическая терминаль аксона ха-

Сокращения: БА – болезнь Альцгеймера; БАС – боковой (латеральный) амиотрофический скле-
роз; БГ – болезнь Гентингтона; БП – болезнь Паркинсона; Аβ – β-амилоидный пептид; GFP – зеленый 
флуоресцентный белок; LTP – долговременная потенциация; NMDA – N-метил-D-аспартат; PrP – при-LTP – долговременная потенциация; NMDA – N-метил-D-аспартат; PrP – при- – долговременная потенциация; NMDA – N-метил-D-аспартат; PrP – при-NMDA – N-метил-D-аспартат; PrP – при- – N-метил-D-аспартат; PrP – при-N-метил-D-аспартат; PrP – при--метил-D-аспартат; PrP – при-D-аспартат; PrP – при--аспартат; PrP – при-
онный белок.
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рактеризуется повышенной чувствительностью к нейродегенерации (Gillingwater, 
Ribchester, 2001; Coleman et al., 2004). Основным процессом в регулируемой ней-
родегенерации синапсов является так называемый «синаптоз», представляющий 
собой локализованный в синаптических структурах каскад апоптоза (Gillingwater, 
Ribchester, 2001). Синаптоз предполагает, что активация каспаз в синаптических 
компартментах может осуществляться агрегатами аномальных белковых про-
дуктов или происходить при инициации клеточных проапоптических процессов, 
пространственно локализованных в синапсах (Mattson et al., 1998; Mattson, 2000; 
Gilman, Mattson, 2002).

Интересно, что многие синаптические белки содержат амилоидогенный домен, 
который в случае мутаций или в условиях стресса может приводить к аномальной 
конформации белка, образованию нейротоксических агрегатов, воздействующих 
на синапсы (рис. 1). Наиболее распространенными амилоидогенными белками, 
вызывающими синаптические нарушения, являются амилоид-β-протеин (Аβ) при 
болезни Альцгеймера, прионовые белки при прионовых болезнях, гентингтин при 
болезни Гентингтона, α-синуклеин при болезни Паркинсона. Следует отметить, 
что, несмотря на обнаружение белков или их агрегатов, регулирующих гибель си-
напсов, трудно представить существование одного, общего для всех НДЗ, меха-
низма синаптоза. Поэтому для разработки синаптозащитной терапии необходимо 
знание механизма дисфункции и дегенерации синапсов для каждого отдельного 
заболевания.

Рис. 1. Амилоидогенные синаптические белки вызывают синаптические нарушения и нейроде-
генерацию (Masliah et al., 2001)
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2. Болезнь Альцгеймера

Болезнь Альцгеймера (БА) представляет собой наиболее часто встречающееся 
НДЗ пожилого возраста, которое характеризуется прогрессирующей потерей памя-
ти, расстройством речи, распадом интеллекта и психической деятельности (Davis, 
Samuels, 1998).В настоящий момент накапливается все больше данных о том, что в 
мозге больных БА наблюдается значительная потеря синапсов (Masliah et al., 2001; 
Davies et al., 1987; DeKosky, Scheff, 1990; Selkoe, 2002). Характерно, что дисфун-
кция синапсов сопровождалась нарушением тех когнитивных функций, которые 
характеризуют наиболее ранние симптомы заболевания. При этом потеря синапсов 
наблюдалась даже при незначительных когнитивных нарушениях, которые могли 
трактоваться как предшествующие БА (Scheff et al., 2007). Более того, когнитивные 
нарушения были отмечены еще до постановки клинического диагноза БА (Elias 
et al., 2000; Kawas et al., 2003). Приводятся данные о том, что, прежде чем нейро-
ны умирают в мозге больных с БА, в них происходят синаптические изменения, 
приводящие к последовательности когнитивных нарушений (Coleman et al., 2004). 
При этом существует значительная часть «живых» нейронов, потерявших синапсы 
(Coleman et al., 2004; Hatanpaa et al., 1999). Потеря синапсов у «живых» нейронов, 
в частности, связана с нарушением структуры дистальных дендритов на самых 
ранних стадиях БА (Braak et al., 1994). Примечательно, что эти нарушения пред-
шествуют снижению активности холин-ацетилтрансферазы (Tiraboschi et al., 2000). 
В целом, потеря синапсов коррелирует лучше других патологических признаков 
с нарушением когнитивных функций и может считаться основой в патогенезе БА 
(DeKosky et al., 1996; Coleman, Yao, 2003).

Ряд исследований предполагает, что дисфункция и потеря синапсов при БА 
связаны с нарушением экспрессии синаптических белков (Masliah, Terry, 1993; 
Davidsson, Blennow, 1998). Так, снижение содержания синаптофизина обнаружено 
на самых ранних стадиях БА (Masliah et al., 2001). Нарушение экспрессии генов 
белков синаптических везикул было показано и у трансгенных животных с экс-
прессией предшественника амилоид β-протеина (APP) (Chapman et al., 1999). Сле-
дует заметить, что нарушения структуры синапсов и экспрессии синаптических 
белков отражают наиболее ранние стадии БА и предшествуют образованию амило-
идных бляшек и нейрофибриллярных клубков (Cataldo et al., 2000).

По современным представлениям, образование токсичных олигомеров амилоид-
β-протеина (Аβ) является основной причиной потери и дисфункции синапсов при 
БА. Действительно, потеря синапсов происходит в непосредственной близости от 
амилоидных бляшек, предполагая, что они могут быть источником токсичных оли-
гомеров Аβ (Tsai et al., 2004).

Детальный механизм олигомеризации Аβ и структура образующихся промежу-
точных соединений при образовании амилоидных фибрилл до настоящего време-
ни изучены недостаточно. Тем не менее, установлено, что среди олигомеров при-
сутствуют растворимые димеры, тримеры, додекамеры, олигомеры более высокого 
порядка, обозначаемые в литературе как ADDL («Aβ-derived diffusible ligands»), и 
протофибриллы (Lambert et al., 1998; Walsh et al., 1999).
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Синтетические Аβ-олигомеры, или олигомеры, выделенные из культуральной 
среды клеток, экспрессирующих мутантный АРР, в экспериментах in vivo и in vitro 
индуцируют синаптические нарушения (Enya et al., 1999; Walsh et al., 2002). При 
этом димеры и тримеры Аβ обладают наиболее выраженным эффектом в ингиби-
ровани долговременной потенциации (LTP, long-term potentiation) (Townsend et al., 
2006; Shankar et al., 2007). Следует отметить, что олигомеры Аβ вызывают значи-Shankar et al., 2007). Следует отметить, что олигомеры Аβ вызывают значи- et al., 2007). Следует отметить, что олигомеры Аβ вызывают значи-
тельные нарушения когнитивных функций у животных как при инъекциях в мозг 
(O’Hare et al., 1999; Cleary et al., 2005), так и на трансгенных моделях (Mucke et al., 
2000).

Дисфункция синапсов, вызванная олигомерами Аβ, имеет достаточно сложный 
механизм, связанный с нарушением гомеостаза Са2� и функций N-methyl-D-aspartate 
(NMDA) рецепторов (Mucke et al., 2000; Citri, Malenka, 2008; Liu et al., 2004). Дол-
говременная потенциация физиологически зависит от притока Са2� через NMDA-
рецепторы и происходит при повышении его концентрации (Kullmann, Lamsa, 2007; 
Bezprozvanny, Mattson, 2008). Интересно, что мутации в гене пресенилина 1 (PS1), 
вызывающие раннюю семейную форму БА, усиливают накопление Са2� в эндоплаз-
матическом ретикулуме и приводят к дефектам LTP (Popugaeva et al., 2007). Олиго-
меры Аβ ингибируют индукцию LTP и вызывают нарушение структуры дендритов и 
коллапс синапсов, который проявляется в когнитивных нарушениях (Palop, Mucke, 
2010). Так, инъекции в мозг синтетических или природных Аβ-олигомеров изме-
няют поведение животных, включая память и когнитивные функции (O’Hare et al., 
1999; Cleary et al., 2005). Нейтрализация растворимых Аβ-олигомеров с помощью 
Аβ-антител нормализует аномалии поведения в различных линиях трансгенных 
животных (Kotilinek et al., 2002; Dodart et al., 2002; Klyubin et al., 2005).

Исследование больных с БА показало, что уровень растворимых олигомеров 
Аβ, но не сенильных бляшек, коррелирует с остротой потери памяти, хотя вклад 
различных олигомеров в когнитивные нарушения остается неясным (Gong et al., 
2003). Следует заметить, что попытки терапевтического лечения БА снижением 
общего уровня олигомеров путем уменьшения концентрации Аβ должны учиты-
вать, что Аβ в нормальных физиологических концентрациях индуцируют LTP и 
нормальные синаптические функции, и только аномально высокие концентрации 
Аβ вызывают нейротоксические эффекты (Venkitaramani et al., 2007; Puzzo et al., 
2008).

В целом, хотя приведенные выше данные предполагают, что именно повышен-
ная генерация нейротоксических Аβ-олигомеров приводит к дегенерации и дис-
функции синапсов, анализ литературы показывает, что ситуация является более 
сложной. Так, трансгенные мыши с полным выключением экспрессии генов PS1 и 
его гомолога PS2 в переднем мозге («conditional double knockout») в постнатальный 
период характеризуются потерей памяти, потерей синапсов и развитием нейроде-
генеративных процессов, т.е. классической картиной раннего нейропатологическо-
го процесса БА в отсутствие генерации Ab (Saura et al., 2004).

В рамках программы «Фундаментальные науки – медицине» мы провели оцен-
ку изменений в синапсах при гиперэкспрессии PS1 человека, его мутантных форм 
и последовательности Aβ42. Мы исследовали распределение пресинаптических бел-
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ков синаптотагмина 1 (synaptotagmin 1, syt1) и синаптобревина (n-synaptobrevina, 
n-syb), меченых зеленым флуоресцентным белком (GFP), в трансгенных линиях 
Drosophila melanogaster с экспрессией в нервных клетках PS1. Методом конфо-
кальной микроскопии мы проанализировали распределение syt1-GFP и n-syb-GFP 
в отделах мозга, отвечающих за ассоциативное обучение и память, грибовидных 
телах и каликсе. Анализ распределения syt1-GFP в мозге Drosophila на 30-й день 
жизни животных показал, что уровень syt1, оцененный по уровню относительной 
флуоресценции GFP, в грибовидном теле при экспрессии гена PS1 и последова-
тельности Aβ42 не отличается от такового в контроле. В то же время, в каликсе 
уровень syt1 резко снижен. То же самое было выявлено при совместной экспрессии 
PS1 дикого типа и последовательности Aβ42. При этом в случае совместной экс-
прессии последовательности Aβ42 и мутантного PS1 уровень этого белка в каликсе 
по сравнению с контролем не снижался, а увеличивался.

Другая картина наблюдалась при анализе распределения n-syb-GFP. При экс-
прессии PS1 его уровень был уменьшен по сравнению с контролем в грибовидном 
теле и в каликсе, хотя в каликсе снижение и не было столь сильным, как в случае 
с syt1. Однако в случае совместной экспрессии последовательности Aβ42 и мутант-
ного PS1(PSN1.P267S) количество этого белка в каликсе по сравнению с контролем 
было также не снижено, а повышено. Эти эксперименты указывают, что нарушение 
функций синаптических белков может вносить существенный вклад в дисфункцию 
синапсов.

3. Болезнь Паркинсона

Болезнь Паркинсона (БП) – второе по частоте встречаемости после болезни 
Альцгеймера прогрессирующее нейродегенеративное заболевание человека. Час-
тота встречаемости БП среди лиц старше 60 лет составляет 1–2%. Симтомокомп-
лекс заболевания (тремор, ригидность и брадикинезия) обусловлен гибелью дофа-
минэргических нейронов черной субстанции мозга человека. Постановка диагноза 
производится на основании развития симптомов заболевания, которые проявля-
ются при гибели 80% дофаминергических нейронов черной субстанции (Dawson, 
Dawson, 2003; Savitt et al., 2006). Исследования последних лет показали, что дис-
функция синапсов проявляется во многих моделях БП на животных и можeт быть 
ключевым фактором в развитии БП (Bagetta et al., 2010; Dawson et al., 2010; Plowey, 
Chu, 2011; Belluzzi et al., 2012; Picconi et al., 2012). Хотя большинство случаев БП 
являются спорадическими, сегодня известно пять генов, мутации в которых при-
водят к развитию БП, α-синуклеин (SNCA), паркин (PARK2), DJ-1, PINK1 и обо-
гащенная лейциновыми повторами киназа 2 (LRRK2) (Nuytemans et al., 2010). Как 
правило, продукты этих генов связаны с синаптическими функциями.

Альфа-синуклеин (SNCA) является ключевым компонентом патологических 
процессов нейродегенерации при БП (Sidhu et al., 2004; Recchia et al., 2004). Хотя 
его физиологические функции в норме на сегодняшний день изучены недостаточ-
но, многочисленные наблюдения предполагают, что основная функция этого белка 
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заключается в регуляции содержания дофамина в нейронах (Bonanomi et al., 2006; 
Bellani et al., 2010) и поддержании структурной целостности синапсов (Murthy, De 
Camilli , 2003; Fortin et al., 2005).

Мутации в гене SNCA A53T, A30P, E46K (Polymeropoulos et al., 1997; Kruger 
et al., 1998; Zarranz et al., 2004), а также дупликация и трипликация гена (Chartier-
Harlin et al., 2004; Singleton et al., 2003) вызывают аутосомно-доминантную форму 
БП. При этом мутации и мультипликации гена SNCA, определяющие нарушение 
структуры или избыточное накопление этого белка, приводят к образованию оли-
гомеров и агрегатов SNCA, которые являются главными компонентами телец Леви, 
нейрональных цитоплазматических включений (Spillantini et al., 1997). Тельца 
Леви наблюдаются как при идиопатических и семейных формах БП, так и в экспе-
риментах на трансгенных животных (Baba et al., 1998; Trojanowski, Lee, 1998; Wan 
et al., 2012).

Основная загадка нейротоксичности SNCA заключается в селективной нейроде-
генерации нейронов, синтезирующих дофамин и локализованных в черной субстан-
ции мозга. Логично предположить, что предрасположенность этих нейронов к ней-
родегенерации определяется именно дофамином, вызывающим агрегацию SNCA, 
которая может быть ключевой характеристикой нейродегенерации при БП. Именно 
образованные в результате агрегации SNCA олигомеры являются, по мнению мно-
гих исследователей, первичными агентами, приводящими к дисфункции и дегенера-
ции синапсов при БП (Bate et al., 2010; Scott et al., 2010; Diógenes et al., 2012).

Исследование свойств SNCA показало, что он является одним из основных бел-
ков пресинаптического терминала, участвует в образовании и транспорте синап-
тических везикул, синтезе и освобождении дофамина (Sidhu et al., 2004; Scott et 
al., 2012; Yavich et al., 2004). Все эти свойства указывают на важную роль SNCA в 
образовании и поддержании синапсов. Интересно, что мутантный SNCA нарушает 
гомеостаз дофамина, что может обусловливать нарушение синаптогенеза и нейро-
трансмиссии при БП (Lotharius et al., 2002).

Среди всех случаев семейных форм БП наиболее часто встречаются мутации в 
гене обогащенной лейциновыми повторами киназы 2 (LRRK2) до 13% (Paisan-Ruíz 
et al., 2004; Zimprich et al., 2004). При этом среди спорадических случаев БП часто-Zimprich et al., 2004). При этом среди спорадических случаев БП часто- et al., 2004). При этом среди спорадических случаев БП часто-
та мутаций в гене LRRK2 достигает 1–2% (Berg et al., 2005; Taylor et al., 2006). Хотя 
молекулярные механизмы процессов, в которых задействована LRRK2, изучены 
недостаточно, известно, что этот белок является одним из основных регуляторов 
морфологии синапсов. В экспериментах на нейромышечных контактах Drosophila 
показано, что на постсинаптическом уровне LRRK2 взаимодействует с субстра-
том 4E-BP, известным как ингибитор синтеза белка, а на пресинаптическом уров-
не LRRK2 образует комплекс с тубулином и фосфорилирует ассоциированный с 
микротрубочками белок Futsch, который регулирует рост аксонов и дендритов и 
необходим для нормального синаптогенеза (Lee et al., 2010). В ряде работ также по-
казано, что LRRK2 контролирует образование и эндоцитоз синаптических везикул 
(Shin et al., 2008; Piccoli et al., 2011; Matta et al., 2012). Наконец, установлено, что 
мутация R1441C в гене LRRK2 приводит к нарушению дофаминергической нейро-
трансмиссии у трансгенных мышей (Tong et al., 2009).
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Мутации в гене PARK2 являются наиболее частой причиной раннего аутосом-
но-рецессивного паркинсонизма, включающего как спорадические, так и семей-
ные случаи (Zhang et al., 2000). Продукт гена PARK2, паркин, представляет собой 
убиквитин-протеин-лигазу типа Е3, функция которой заключается в доставке ано-
мально конформированных белков в протеасомный комплекс для последующего 
расщепления. Часть субстратов паркина, включая CDCrel-1, гликозилированный 
SNCA, синаптотагмин и синфилин участвуют в синаптической трансмиссии (Zhang 
et al., 2000; Huynh et al., 2003). У паркина выявлено многообразие клеточных функ-
ций, одна из которых – регуляция функций и стабильности глутаматергических си-
напсов. Так, нокдаун паркина, или гиперэкспрессия БП-ассоциированных мутантов 
PARK2 приводит к пролиферации глутаматергических синапсов (Helton et al., 2008).

Аутосомно-рецессивная форма паркинсонизма, вызванна мутациями в гене DJ-
1, встречается лишь в 1–2% случаев ранней БП (Hedrich et al., 2004). Белок DJ-1 об-
ладает активностью антиоксиданта и митохондриального шаперона (Thomas, Beal, 
2007). Показано, что DJ-1 необходим для подержания долговременной депрессии в 
СА1 синапсах гиппокампа (Wang et al., 2008).

PINK1-форма аутосомно-рецессивного паркинсонизма обусловливает от 1 до 
9% всех случаев паркинсонизма с ранним началом симптомов (Klein et al., 2006). 
Белок PINK1 является высококонсервативной митохондриальной протеинкиназой 
и его дефицит вызывает выраженные аномалии в дофаминергической нейротранс-
миссии (Kitada et al., 2007).

4. Болезнь Гентингтона

Болезнь Гентингтона (БГ) является НДЗ с аутосомно-доминантным типом на-
следования. БГ приводит к прогрессирующей деменции, появлению психопатоло-
гической симптоматики и хореиформным движениям, и к преждевременной смер-
ти (Landles et al., 2004).

В основе БГ лежит увеличение размера полиглютаминового домена в белке 
гентингтине (huntingtin), функция которого пока не вполне понятна. В норме дли-
на СAG-повтора в гене гентингтина варьирует у разных индивидуумов от 10 до 
34 триплетов. У больных его длина колеблется от 35 до более чем 100 кодонов. 
Аномальные полиглютаминовые белки формируют нерастворимые белковые агре-
гаты, образование которых сопровождается дисфункцией нейронов и их гибелью 
(Landles et al., 2004; Aronin et al., 1995; Trottier et al., 1995). Предполагается, что 
нарушение функционирования убиквитин-протеосомной системы приводит к тому, 
что в клетках не происходит деградации мутантного гентингтина, что и является 
основной причиной образования и накопления его агрегатов (Bence et al., 2001). 
Агрегаты гентингтина накапливаются преимущественно в ядрах клеток и оказыва-
ют выраженный токсический эффект на аксонный транспорт к пресинаптическому 
терминалу (Li et al., 2001; Nucifora et al., 2003).

Как правило, БГ характеризуется поздним началом заболевания, хотя ювениль-
ные формы встречаются, когда количество повторов CAG превышает 60 (Raymond 
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et al., 2011). По другим данным, начало заболевания коррелирует с количеством 
CAG-кодонов (Becher et al., 1998). В основном нейродегенерация затрагивает кору 
головного мозга и стриатум, однако на поздних стадиях заболевания потеря ней-
ронов отмечалась и в других отделах мозга (Vonsattel et al., 1985). В настояшее 
время доказано, что ранние когнитивные нарушения появляются у пациентов до 
наступления классических симптомов заболевания (Lawrence et al., 1998). Более 
того, результаты исследование аутоптатов больных предполагают, что первые сим-
птомы заболевания (моторные и когнитивные) появляются еще до гибели нейронов 
(Vonsattel et al., 1985; Mizuno et al., 2000).

Отличительными ранними морфологическими изменениями в нейронах как 
при БГ, так и в трансгенных моделях являлась дегенерация дендритов, указываю-
щая на дисфункцию синапсов (DiFiglia et al., 1997; Guidetti et al., 2001). Структур-Guidetti et al., 2001). Структур- et al., 2001). Структур-
ные изменения в нейронах сопровождались выраженными нарушениями экспрес-
сии синаптических белков, состав которых был идентичен в аутоптатах больных с 
БГ и трансгенных животных и не зависел от длины и дозы гентингтина (Cha et al., 
2007; Kuhn et al., 2007). 

Эксперименты на трансгенных животных показали, что нарушение когнитив-
ных функций и моторных реакций предшествует гибели нейронов и наблюдается 
при нарушении структуры дендритов и снижении глутаматергической нейротран-
смиссии в стриатуме (Cepeda et al., 2010; Milnerwood, Raymond, 2010). При этом, 
подобно результатам, полученным на больных, эксперименты на трансгенных жи-
вотных показали, что ранние когнитивные нарушения предшествуют моторной 
дисфункции (Van Raamsdonk et al., 2005; Paulsen et al., 2008).

В нейронах гентингтин ассоциирует с различными белками, связанными так 
или иначе с синаптическими функциями (Wood et al., 1996). Мутантный гентин-
гтин может подавлять экспрессию генов, кодирующих дофаминовые D1-, D2- и 
D3-рецепторы, локализованные как на пресинаптическом, так и постсинаптичес-
ком компартментах (Dunah et al., 2002). Мутантный гентингтин, взаимодействуя с 
синаптическими везикулами, вызывает нарушение экзоцитоза и эндоцитоза, при-
водящее к нарушению нейротрансмиссии (Li et al., 2003а). Эти факты указывают, 
что в основе БГ может лежать синаптопатология (Li  еt al., 2003b).

Существующие данные предполагают, что именно нейротрансмиссия глутама-
та индуцирует повышенную токсичность глутамата в стриатуме (Zeron et al., 2002; 
André et al., 2010). В целом, анализ литературы указывает, что синаптические де-
фекты являются ключевыми факторами в патогенезе БГ.

5. Прионные болезни

Прионные болезни – это губчатые энцефалопатии млекопитающих, включаю-
щие бычью губчатую энцефалопатию, или коровье бешенство, скрапи овец и неко-
торые нейродегенеративные заболевания человека – болезни Крейцфельда-Якоба и 
Герстмана-Штраусслера-Шейнкера, семейная фатальная бессонница и куру (Илла-
риошкин, 2003; Prusiner, 1998, Гусев, 2004). Агент, вызывающий скрепи, является 
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белком, получившим название «прион» (prion –proteinacious infectious particle), PrP 
(Prion Protein) (Prusiner, 1998). PrP является мембранным белком, который в основ-
ном экспрессируется в клетках центральной нервной системы и лимфоретикуляр-
ной ткани. Нормальная форма белка PrP обозначается PrPC. Патологическая форма 
этого белка, обуславливающая инфекционность, была названа PrPSc (форма PrP, 
связанная со scrapie). PrPSc неотличим от PrPC по аминокислотной последователь-
ности, но имеет другую конформацию (Stahl et al., 1993). Инфекционным агентом 
является белок PrPSc, а превращение белка из нормальной формы (PrPC) в инфекци-
онную (PrPSc) происходит путем конформационного перехода (Prusiner, 1998). Было 
показано, что PrPC содержит преимущественно α-спиральные участки, тогда как в 
составе PrPSc в основном представлены β-структуры (Гусев, 2004).

Основные патологические черты прионных болезней включают губчатую де-
генерацию мозга, сопровождаемую гибелью нейронов, синаптические изменения 
астроглиоз и накопление в организме больного PrPSc (Prusiner, 1998). Иммуногис-
тохимические методы определяли PrPSc преимущественно в ЦНС, как в нейронах, 
так и глиальных клетках (Kretzschmar et al., 1986; Moser et al., 1995), но также и в 
переферических тканях, в основном в лимфатической системе (Hilton et al., 2002; 
Budka, 2003). Интересно, что в мозге отложения PrPSc представляли собой амило-
идные бляшки и фибриллы (Prusiner, 1983). Примечательно, что фрагмент реком-
бинантного приона мыши, экспрессированный в Escherichia coli, образует амило-
идные фибриллы in vitro, которые при введении трансгенным мышам, экспрессиру-
ющим этот же фрагмент, вызывают развитие неврологической картины прионного 
заболевания (Legname et al., 2004).

Интересно, что у мышей, зараженных скрепи, отложения PrPSc, так же как и 
синаптические изменения, предшествуют гибели нейронов (Jeffrey et al., 2000). 
Следует отметить, что уменьшение числа дендритных шипиков было характерным 
не только для различных моделей скрепи (Jeffrey et al., 2000; Johnston et al., 1997), 
но также и для больных с болезнью Крейцфельда-Якоба (Landis et al., 1981). Было 
отмечено, что когнитивные нарушения, так же как и нарушения структуры дендри-
тов, происходят на самых ранних стадиях нейропатогенеза прионных болезней 
(Cunningham et al., 2003; Ishikura et al., 2005).

Прионные болезни человека обычно диагностируются при развитой деменции 
и превалировании моторной симптоматики. У мышей о развитии заболевания су-
дят по нарушениям опорно-двигательного аппарата, гибели нейронов и отложени-
ях PrPSc. В то же время существуют более ранние поведенческие симтомы, кото-
рые предшествуют гибели нейронов и отражают дисфункцию и потерю синапсов 
(Guenther et al., 2001; Cunningham et al., 2005).

Ключевыми экспериментами в понимании патологии прионных болезней ста-
ли эксперименты, доказывающие, что ранние губчатые изменения обратимы после 
нокаута гена PrPC (Mallucci et al., 2003; Mallucci, 2009). Авторы показали, что у мы-
шей, зараженных скрепи, выключение гена PrPC предотвращало гибель нейронов 
и развитие заболевания. Выключение гена PrPC было произведено через 8 недель 
после инфекции и за четыре недели до обычно диагностируемых моторных симп-
томов. Тесты показали, что на этой стадии происходят синаптические изменения, 
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подтвержденные электофизиологически. Гистопатологический анализ демонстри-
ровал наличие спонгиоза, глиоза и PrPSc-отложений. Однако ни гибели нейронов, 
ни значительных накоплений PrPSc-агрегатов обнаружено не было. Более того, 
элиминация PrPC приводила к существенному восстановлению поведенческих, 
физиологических и гистопатологических признаков (Mallucci et al., 2007).

Таким образом, было получено прямое доказательство, что в основе прионных 
болезней лежат синаптические нарушения, а не гибель нейронов. Более того, эти 
результаты указывают, что основным агентом в развитии заболевания могут быть 
интермедиаты агрегатов прионов, а не непосредственно PrPSc.

6. Боковой амиотрофический склероз

Боковой (латеральный) амиотрофический склероз (БАС), также известный как 
болезнь моторных нейронов, представляет собой НДЗ, вызываемое избирательным 
поражением периферических двигательных нейронов передних рогов спинного 
мозга и двигательных ядер ствола мозга, а также корковых (центральных) мотоней-
ронов и боковых столбов спинного мозга. Заболевание характеризуется неуклонно 
прогрессирующим течением, приводящим к развитию амиотрофий, параличей и 
спастичности (Rowland, Shneider, 2001; Boillee et al., 2006).

БАС в основном является спорадическим заболеванием, семейные формы вы-
явлены не более чем у 10% больных. В настоящее время при анализе семейных 
случаев БАС выявлено 10 локусов, связанных с развитием моногенных форм забо-
левания. К ним относятся дефекты в генах: Cu/Zn супероксиддисмутазы, аслина, 
сенатаксина, династина. Таким образом, моногенные формы связаны с белками, 
вовлеченными в процесс окислительно-восстановительного стресса и в процессы 
внутриклеточного транспорта различных белков и органелл. Дополнительно, ло-
кусы, сцепленные с БАС, были идентифицированы на хромосомах 15, 16, 18, 20 
и Х-хромосоме. Семейные случаи БАС клинически и генетически гетерогенны и 
могут наследоваться по аутосомно-доминантному, аутосомно-рецессивному и Х-
сцеплению (Pasinelli, Brown, 2006). Хотя патофизиология БАС во многом остается 
неясной, исследования последних лет указывают, что нейромышечные контакты 
вовлечены в самые ранние стадии заболевания (Dupuis et al., 2009; Liu et al., 2013). 
Следы дегенерации аксонов с помощью МРТ были обнаружены у пациентов с БАС 
(Eisen, Weber, 2001; Karlsborg et al., 2004). На модели БАС у мышей (мутация G93A 
в гене супероксиддисмутазы) была продемонстрирована ретракция моторных ак-
сонов от их мышечных синапсов до появления каких-либо признаков заболевания 
(Fischer et al., 2004). Аналогичные результаты были получены при анализе биопта-et al., 2004). Аналогичные результаты были получены при анализе биопта- al., 2004). Аналогичные результаты были получены при анализе биопта-al., 2004). Аналогичные результаты были получены при анализе биопта-., 2004). Аналогичные результаты были получены при анализе биопта-
тов, полученных у больных на ранних стадиях БАС (Maselli et al., 1993; Fischer et 
al., 2004). Таким образом, в настоящее время уже можно считать доказанным, что в 
основе БАС, так же как и на моделях заболевания, лежит потеря контактов в нейро-
мышечных соединениях. Примечательно, что на различных моделях БАС у собак, 
грызунов и Drosophila было отмечено, что прогрессирующая дегенерация нейро-
мышечных синапсов предшествовала дегенерации сомы и аксонов (Balice-Gordon 
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et al., 2000; Frey et al., 2000; Fischer et al., 2004). В настоящее время предполагается, 
что дегенерация синапсов при развитии БАС происходит до их удаления с постси-
наптической мембраны, и что функциональные нарушения в синапсах предшест-
вуют их коллапсу (Balice-Gordon et al., 2000). Эту гипотезу поддерживают данные, 
показывающие, что потеря синаптических везикул предшествует структурным из-
менениям пресинаптической плазматической мембраны (Ikemoto et al., 2002).

7. Возрастные изменения в синапсах

Возрастные изменения характеризуются нарушением когнитивных функций и 
являются одним из основных факторов риска в развитии НДЗ-заболеваний. Боль-
шинство исследователей долгое время предполагало, что старение ассоциировано 
с уменьшением плотности синапсов в мозге. С использованием антител к синапто-
физину было показано, что в процессе нормального старения наблюдается устой-
чивое снижение концентрации синапсов коры головного мозга, начинающееся по 
крайней мере в возрасте около двадцати лет (Terry, Katzman, 2001) (рис. 2).

К удивлению, последние данные, полученные на животных, не подтверждают 
предположения о том, что старение сопровождается потерей синапсов. В недав-
них экспериментах на мышах было показано, что потери синапсов с возрастом не 
происходит. Напротив, скорость образования и элиминации синапсов, т.е. обмен 
синапсов, с возрастом увеличивается в 10–20 раз по сравнению с молодым мозгом 
(Grillo et al., 2013) (рис. 3).

Эти наблюдения показывают, что обучение и нарушения памяти у мышей с воз-
растом могут возникать не через неспособность сформировать новые синапсы, а за 
счет снижения синаптической прочности.

Синаптические нарушения, вызываемые как с мутациями, так и со стрессовыми 
условиями, представляют собой первичный дефект для широкого спектра невроло-

Рис. 2. Плотность синапсов при нормальном старении (Terry, Katzman, 2001)
Плотность пресинаптических терминалов определена методом конфокальной микроскопии на 

срезах мозга, окрашенных антителами к синаптофизину
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гических заболеваний человека. Обнаружение дисфункции, или потери синапсов 
позволяет не только проводить раннюю диагностику в период отсутствия клини-
ческих симптомов, но и разработать превентивные методы синаптотерапии. Пред-
ставляется, что исследование моделей НДЗ человека сможет помочь в открытии 
ключевых клеточных процессов, которые регулируют дисфункцию и дегенерацию 
синапсов. Понимание этих процессов станет основой для разработки терапии НДЗ.
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1. Введение

Нейродегенеративные заболевания (НДЗ) представляют собой гетерогенную 
группу хронических фатальных заболеваний нервной системы, которые характе-
ризуются прогрессирующей гибелью нейронов мозга. Наиболее распространен-
ными и тяжелыми НДЗ являются болезнь Альцгеймера (БА), болезнь Паркинсо-
на, боковой амиотрофический склероз (БАС). В настоящее время во всем мире 
насчитывается более 45 миллионов людей, преимущественно пожилого возраста, 
страдающих от различных НДЗ, что делает их важнейшей медико-социальной про-
блемой общества. Различные НДЗ характеризуются гибелью нейронов в специфи-
ческих областях головного или спинного мозга, проявляются в виде множествен-
ных когнитивных и/или двигательных нарушений (в зависимости от нозологии), 
быстро приводят к инвалидизации, а затем к смерти больного. Так, при болезни 
Альцгеймера смерть наступает в среднем через 8 лет, а при боковом амиотрофи-
ческом склерозе – в среднем через 5 лет после постановки диагноза. К сожалению, 
до сих пор медицина не располагает эффективными средствами для лечения НДЗ. 
Большинство применяемых препаратов действуют симптоматически, не влияя на 
причину заболевания – гибель нейронов. Кроме того, в настоящее время НДЗ диа-
гностируются уже на этапе декомпенсации, когда большинство заинтересованной 
популяции нейронов уже погибла, а значит повлиять на ход болезни практически 
невозможно (Угрюмов, 2010). Основной причиной НДЗ является гибель нейронов 

Сокращения: βАП – β-амилоидный пептид; БА – болезнь Альцгеймера; БАС – боковой ами-
отрофический склероз; БПА – белок предшественник амилоида; БХ – болезнь Хантингтона; ВРС 
– вариабельность ритма сердца; МРТ – магнитно-резонансная томография; НДЗ – нейродегенератив-
ные заболевания; НО – нервное окончание; ФП – фибрилляция предсердий.



340

под действием разнообразных патогенетических факторов, таких как накопление 
токсических белковых агрегатов, окислительный стресс, митохондриальная дис-
функция, внутриклеточный кальциевый дисбаланс и др. (Мухамедьяров, Зефиров, 
2013). В последнее время появились данные о том, что определенную роль в пато-. В последнее время появились данные о том, что определенную роль в пато-
генезе многих НДЗ играет дисфункция возбудимых клеток периферических орга-
нов, относящихся к нервно-мышечной и сердечно-сосудистой системе.

В настоящее время существует необходимость поиска новых, патогенетичес-
ких подходов к лечению НДЗ с использованием новейших достижений медико-
биологических наук. Большое значение в данной области имеет ранняя диагности-
ка НДЗ. Большой интерес для диагностики НДЗ представляет поиск специфичес-
ких маркеров болезни в периферических тканях, однако пока ни одного подобного 
метода не внедрено в клиническую практику.

Важное значение в патогенезе НДЗ имеют периферические нарушения нервно-
мышечной и сердечно-сосудистых систем, которые зачастую и становятся непос-
редственными причинами инвалидизации и смерти. К ним можно отнести атрофию 
и паралич скелетных мышц, инфаркт миокарда и т.д. Необходимо понимать, что 
патология нервно-мышечной и сердечно-сосудистой систем при НДЗ не является 
просто «отражением» дегенеративных изменений в нервной системе, а представ-
ляет собой отдельный, практически неизученный аспект патогенеза НДЗ, значение 
которого в практической медицине недооценивается. Периферические дисфункции 
при НДЗ могут быть первичными, либо усиливающими дегенеративный процесс 
в центральной нервной системе, что еще повышает их значимость в клиническом 
течении заболевания.

В рамках данного обзора будут рассмотрены клеточно-молекулярные механиз-
мы дисфункции возбудимых структур (синапсы и мышечные клетки) в перифери-
ческих органах, относящихся к нервно-мышечной и сердечно-сосудистой систе-
мам. Акцент будет сделан на вне-нейрональной патологии при болезни Альцгей-
мера, но также затронуты и другие нейродегенеративные заболевания – боковой 
амиотрофический склероз, болезнь Хантингтона.

2. β-амилоид и периферические нарушения: 
вклад в нейродегенеративный процесс

β-амилоидный пептид (βАП) является олигопептидом, состоящим из 38–42 
аминокислотных остатков, который образуется во внеклеточном пространстве 
при расщеплении трансмембранного белка предшественника амилоида (БПА) под 
действием специальных ферментов – β- и γ-секретаз (Crouch et al., 2008; Querfurth, 
LaFerla, 2010). Считается, что избыточная продукция и накопление нейротокси-. Считается, что избыточная продукция и накопление нейротокси-
ческого βАП лежат в основе патогенеза БА. βАП полимеризуется с образованием 
длинных нерастворимых фибрилл, которые являются ключевым компонентом се-
нильных бляшек, формирующихся в мозге и некоторых других тканях у пациентов 
с болезнью Альцгеймера, а также у трансгенных мышей с генетической моделью 
этого недуга (Crouch et al., 2008; Querfurth, LaFerla, 2010). Одним из перспектив-(Crouch et al., 2008; Querfurth, LaFerla, 2010). Одним из перспектив-. Одним из перспектив-
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ных методов ранней диагностики БА может являться определение различных форм 
βАП либо их соотношений в крови и периферических тканях (кожа, мышцы). Од-
нако при наличии большого количества исследований, посвященных изучению 
токсических эффектов βАП, остается много неясных вопросов относительно меха-
низмов участия βАП в развитии НДЗ, что тормозит разработку способов диагнос-
тики с применением количественной оценки βАП.

В последнее время значительное внимание исследователей привлекают воз-
можные токсические эффекты βАП на не-нейрональные клетки. О возможности 
периферического токсического воздействия βАП свидетельствуют ряд фактов. Во-
первых, БПА экспрессируется не только в нейронах, но и практически во всех кле-
точных типах организма (Selkoe et al., 1988), а растворимый βАП присутствует в 
системном кровотоке (Mehta et al., 2000). Кроме того, отложения βАП обнаружены 
не только в мозге, но и в коже и скелетных мышцах пациентов с болезнью Альц-
геймера (Joachim et al., 1989; Soininen et al., 1992). Наконец, при БА наблюдается 
повышенная частота встречаемости двигательных и сердечно-сосудистых наруше-
ний (Rosendorff et al., 2007; Wirths, Bayer, 2008). С учетом приведенных фактов 
наиболее вероятными мишенями периферического токсического воздействия βАП 
являются возбудимые клетки двигательного аппарата и сердечно-сосудистой си- 
стемы. Вместе с тем, эти эффекты изучены гораздо меньше, чем воздействие βАП 
на нейроны.

Значительный интерес представляет исследование токсических эффектов βАП 
на возбудимые структуры двигательного аппарата. Интересно, что при БА помимо 
выраженной когнитивной дисфункции иногда (особенно на поздних стадиях бо-
лезни) наблюдаются легкие либо умеренные моторные нарушения: брадикинезия, 
тремор, дизартрия, ригидность и др. (Goldman et al., 1999; Wirths, Bayer, 2008). У 
пациентов с болезнью Альцгеймера также отмечается снижение веса за счет умень-
шения мышечной массы, что может косвенно свидетельствовать о дегенеративных 
процессах в мышцах (Poehlman, Dvorak, 2000). Наконец, ярким примером токси-(Poehlman, Dvorak, 2000). Наконец, ярким примером токси-. Наконец, ярким примером токси-
ческого воздействия βAП на скелетные мышцы может служить миозит с включени-βAП на скелетные мышцы может служить миозит с включени-П на скелетные мышцы может служить миозит с включени-
ями – распространенное мышечное заболевание, характеризующееся слабостью и 
атрофией мышц конечностей (Kitazawa et al., 2006). В основе патогенеза миозита с 
включениями лежит внутриклеточное накопление βAП в мышечных волокнах.

В исследовании на портняжной мышце лягушки и диафрагме мыши мы устано-
вили, что под действием βАП (фрагмент 25–35) происходит снижение амплитуды 
потенциалов концевой пластинки вследствие уменьшения величины мембранного 
потенциала покоя мышечных волокон (Mukhamedyarov et al., 2009). В результате 
этого нарушается сократимость мышцы лягушки, но не мыши, что может объяс-
няться более высоким фактором надежности нервно-мышечной передачи у тепло-
кровных (Mukhamedyarov et al., 2011). В электрофизиологических экспериментах 
на диафрагме мыши мы установили, что βАП нарушает процессы генерации мем-
бранного потенциала покоя и вызывает выраженную деполяризацию мышечных 
волокон за счет двух механизмов: 1) ингибирование Na�/K�-АТФазы, что приводит 
к исчезновению вклада данного насоса в формирование мембранного потенциала 
покоя; 2) увеличение катионной проницаемости мембраны в результате формиро-
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вания в ней «амилоидных» каналов, блокируемых ионами Zn (Мухамедьяров и др.,  
2011).

При обсуждении экспериментальных данных необходимо учитывать, что у па-
циентов с болезнью Альцгеймера выраженные двигательные и мышечные наруше-
ния встречаются довольно редко. Тогда возникает закономерный вопрос – какова 
же клиническая значимость обнаруженных нами эффектов βАП в функциях ске-
летных мышечных волокон?

Необходимо отметить, что использованная нами в экспериментах концентра-
ция βАП в несколько раз ниже той, что обнаруживается в плазме крови пациентов 
с болезнью Альцгеймера (Mehta et al., 2000). Кроме того, in vivo могут наблюдаться 
защитные реакции организма от действия βАП в виде иммунного ответа и актив-
ности βАП-деградирующих ферментов (Caccamo et al., 2005; Crouch et al., 2008). С 
другой стороны, при БА мышца подвергается воздействию βАП в течение гораздо 
более длительного времени (годы и десятилетия). Кроме того, эффекты βАП могут 
сильнее проявляться при двигательной нагрузке, когда высокочастотная активация 
нервно-мышечного синапса приводит к депрессии потенциалов концевой пластин-
ки и снижению фактора надежности нервно-мышечной передачи. При этом на поз-
дних стадиях БА пациенты практически прикованы к постели вследствие ухудше-
ния общего состояния, что может маскировать мышечную патологию.

Кстати, патологические изменения мышц при миозите с включениями могут во 
многом объясняться воздействием βAП на процессы мембранного электрогенеза, 
обнаруженным в наших исследованиях. В целом, полученные нами данные зна-
чительно расширяют понимание механизмов развития двигательных нарушений и 
патологии скелетных мышц при БА, миозите с включениями и других заболевани-
ях, связанных с накоплением βАП.

Существует определенная взаимосвязь между нарушением метаболизма βАП и 
патологией сердечно-сосудистой системы. Сердечно-сосудистыми факторами рис-
ка развития БА являются инсульты, артериальная гипертензия, диабет, гиперхолес-
теринемия, сердечная недостаточность, фибрилляция предсердий и др. (De Toledo 
Ferraz Alves et al., 2010; Dolan et al., 2010). Повышенный риск развития атероск-. Повышенный риск развития атероск-
лероза в среднем возрасте приводит к повышению риска развития БА в старости 
(Skoog et al., 1996). В наших исследованиях показано, что кардиохирургические 
вмешательства вызывают синдром, сходный с болезнью Альцгеймера, который 
проявляется снижением когнитивных способностей человека и характерными из-
менениями биохимического состава ликвора (Palotas et al., 2010; Reis et al., 2011). 
β-амилоидная ангиопатия сосудов головного мозга является одной из наиболее рас-
пространенных патологий в пожилом возрасте, поражая большинство пациентов с 
болезнью Альцгеймера и около 30% здоровых людей (Love et al., 2009). βАП спо-(Love et al., 2009). βАП спо-. βАП спо-
собен накапливаться в сосудистой стенке в виде нерастворимых фибрилл (Tian et 
al., 2004), при этом его источником являются нейроны, дегенерирующие миоциты 
и кровь (Querfurth, LaFerla, 2010). βАП усиливает вазоконстрикцию артериальных 
сосудов, оказывает токсическое действие на эндотелиальные и гладкомышечные 
клетки сосудов (Paris et al., 2004; Van Nostrand et al., 1998). Взаимосвязь между 
болезнью Альцгеймера и сердечно-сосудистой патологией может быть опосре-
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дована системой крови – в частности показано, что βАП замедляет растворение 
фибриновых сгустков путем изменения структуры фибрина и ослабления связы-
вания плазминогена и фибрина (Zamolodchikov, Strickland, 2012). В исследовании 
на трансгенных мышах с моделью БА обнаружены нарушения сократимости ми-
окарда (Turdi et al., 2009). У крыс с моделью гипертензии, вызванной поперечным 
сужением аорты, наблюдаются когнитивные нарушения и накопление βАП в ткани 
мозга (Carnevale et al., 2012).

Несмотря на большое количество экспериментальных данных, механизмы вза-
имосвязи между нарушением метаболизма βАП и сердечно-сосудистой патологией 
неясны. Вероятно, взаимосвязь может быть двоякой – с одной стороны, нарушение 
метаболизма βАП (в первую очередь – при болезни Альцгеймера) может приво-
дить к развитию сердечно-сосудистой патологии. С другой стороны, сердечно-со-
судистые нарушения, ведущие к гипоперфузии и гипоксии мозга, способствуют 
развитию спорадической формы болезни Альцгеймера и нарушению метаболизма 
βАП. В конечном итоге, болезнь Альцгеймера и сердечно-сосудистая патология 
взаимоусиливают друг друга, формируя таким образом «порочный круг» патоге-
неза. Вероятно, поэтому клиницистам бывает довольно сложно провести диффе-
ренциальную диагностику между деменцией альцгеймеровского типа и сосудистой 
деменцией, и довольно часто встречаются смешанные виды деменции.

3. Нарушение нервно-мышечной синаптической 
передачи в моделях НДЗ

Синапсы составляют основу межклеточной коммуникации в нервной системе. 
В последние годы установлено, что именно синаптическая передача является «сла-
бым звеном» при развитии патологии нервной системы, и ее нарушения лежат в 
основе патогенеза целого ряда неврологических и психиатрических заболеваний. 
В частности, синаптическая патология выявляется практически при всех НДЗ (Gar-(Gar-
den, La Spada, 2012), причем еще до начала заметной гибели нейронов (Kamenetz 
et al., 2003; Dupuis, Loeffler, 2009). Дисфункция синапсов играет ключевую роль в 
развитии болезни Альцгеймера, что послужило причиной считать ее «синаптичес-
кой болезнью» (Selkoe, 2002). В ряде работ последних лет установлено, что при 
НДЗ дисфункция развивается не только в центральных, но и в нервно-мышечных 
синапсах.

Нами была выявлена выраженная синаптическая дисфункция на уровне нервно-
мышечного соединения, а также другие нарушения нервно-мышечного аппарата в 
моделях болезни Альцгеймера и бокового амиотрофического склероза.

Боковой амиотрофический склероз – это НДЗ, которое сопровождается гибе-
лью центральных и периферических мотонейронов, отличается неуклонным про-
грессированием и приводит к летальному исходу. Распространенность БАС в мире 
в среднем составляет 2–5 случаев на 100 тыс. человек в год. При этом в последнее 
время, отмечены тенденции к росту заболеваемости им во всех возрастных груп-
пах. В настоящее время является общепризнанным то, что ключевым фактором 
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патогенеза гибели нейронов при боковом амиотрофическом склерозе является ак-
тивация апоптоза.

В электрофизиологических экспериментах на диафрагме трансгенных мышей 
линии B6SJL-Tg(SOD1-G93A)dl1Gur/J с моделью бокового амиотрофического 
склероза (БАС) на досимптомной стадии заболевания были обнаружены снижение 
квантового состава и рост времени нарастания потенциала концевой пластинки, 
снижение интенсивности загрузки FM 1-43 в НО и ускорение его последующей 
выгрузки, а также увеличение времени рециклирования синаптических везикул в 
НО в сравнении с мышами дикого типа. Полученные результаты свидетельству-
ют о значительном нарушении процессов нейросекреции и рециклирования сина-
птических везикул в синапсе. Кроме того, у трансгенных мышей с моделью БАС 
были обнаружены выраженные нарушения электрогенеза скелетной мышцы. При 
помощи спектрофотометрического метода было установлено, что у G93A-мышей 
как с симптомной, так и досимптомной стадией БАС концентрация H2O2, одной 
из ключевых активных форм кислорода, в головном, спинном мозге и исследован-
ной скелетной мышце достоверно не отличается от таковой у мышей дикого типа. 
Полученные данные расширяют понимание патогенетических механизмов БАС и 
других нейродегенеративных заболеваний.

В экспериментальных исследованиях было выявлено, что в двух моде-
лях БА на животных (β-амилоидная модель и трансгенные мыши линии B6C3-
Tg(APP695)85Dbo Tg(PSENI)85Dbo) происходит нарушение функций перифери-(APP695)85Dbo Tg(PSENI)85Dbo) происходит нарушение функций перифери-APP695)85Dbo Tg(PSENI)85Dbo) происходит нарушение функций перифери-695)85Dbo Tg(PSENI)85Dbo) происходит нарушение функций перифери-Dbo Tg(PSENI)85Dbo) происходит нарушение функций перифери- Tg(PSENI)85Dbo) происходит нарушение функций перифери-Tg(PSENI)85Dbo) происходит нарушение функций перифери-(PSENI)85Dbo) происходит нарушение функций перифери-PSENI)85Dbo) происходит нарушение функций перифери-)85Dbo) происходит нарушение функций перифери-Dbo) происходит нарушение функций перифери-) происходит нарушение функций перифери-
ческих возбудимых структур нервно-мышечной системы. Было установлено, что 
в β-амилоидной и генетической моделях БА происходит выраженное нарушение 
функции нервно-мышечного синапса, одним из ключевых механизмов при этом 
является нарушение параметров рециклирования синаптических везикул в дви-
гательном нервном окончании. В двух моделях БА также происходит нарушение 
электрогенеза скелетных мышечных волокон, проявляющееся в виде снижения ве-
личины мембранного потенциала покоя. Однако механизм нарушений электроге-
неза различен – в β-амилоидной модели (острая модель) происходит выраженное 
угнетение работы натрий-калиевого насоса и увеличение проницаемости мембра-
ны мышечного волокна для катионов за счет формирования катион-селективных 
«амилоидных» каналов в плазматической мембране мышечных волокон, а в гене-
тической модели БА (хроническая модель) наблюдается снижение активности и 
переход на иной (более низкий) стационарный уровень работы Na�/K�-АТФазы и, 
возможно, других ионных насосов мембраны мышечных волокон (Мухамедьяров 
и др., 2011; Mukhamedyarov et al., 2014). Одним из возможных механизмов нару- Одним из возможных механизмов нару-
шения функций скелетных мышечных волокон может быть увеличение продукции 
активных форм кислорода, в частности перекиси водорода, в данных клетках, что 
было показано в ходе выполнения исследований.

Есть данные о дисфункции нервно-мышечного синапса в модели болезни Хан-
тингтона – НДЗ, характеризующегося постепенным началом в возрасте 35–50 лет 
и сочетанием прогрессирующего хореического гиперкинеза и психических рас-
стройств. В модели болезни Хантингтона на R6/1-трансгенных мышах выявлено 
увеличение амплитуды и квантового состава потенциалов концевой пластинки при 
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неизменных параметрах спонтанной нейросекреции и отстутствии нарушений в 
размере и динамике рециклирующего пула синаптических везикул. Кроме того, 
было обнаружено увеличение экспрессии нескольких синаптических белков, в час-
тности VAMP/синаптобревина и SNAP-25 (Rozas et al., 2011).

4. Сердечно-сосудистая система и болезнь Альцгеймера: 
клинические данные

Исследования последних лет свидетельствуют о том, что существует взаимо-
связь между болезнью Альцгеймера и патологией сердечно-сосудистой системы. 
Факторами риска развития болезни Альцгеймера являются инсульт, артериальная 
гипертензия, диабет, гиперхолестеринемия, сердечная недостаточность, фибрилля-
ция предсердий и др. (De Toledo Ferraz Alves et al., 2010; Dolan et al., 2010). Повы-(De Toledo Ferraz Alves et al., 2010; Dolan et al., 2010). Повы-. Повы-
шенный риск развития атеросклероза в среднем возрасте приводит к повышению 
риска развития болезни Альцгеймера в старости (Skoog et al., 1996). В наших ис-(Skoog et al., 1996). В наших ис-. В наших ис-
следованиях показано, что кардиохирургические вмешательства вызывают синд-
ром, сходный с болезнью Альцгеймера, который проявляется снижением когнитив-
ных способностей человека и характерными изменениями биохимического состава 
ликвора (Palotas et al., 2010; Reis et al., 2011).

Недавно была сделана попытка определения возможной взаимосвязи между 
фибрилляцией предсердий (ФП) и деменцией, а также решения вопроса – являет-
ся ли их совместное наличие независимым маркером риска (Bunch et al., 2010). В 
общей сложности были проанализированы данные 37 025 пациентов из крупного 
проспективного исследования Intermountain Heart Collaborative Study, которые на-Intermountain Heart Collaborative Study, которые на- Heart Collaborative Study, которые на-Heart Collaborative Study, которые на- Collaborative Study, которые на-Collaborative Study, которые на- Study, которые на-Study, которые на-, которые на-
ходились под наблюдением специалистов в среднем в течение 5 лет (как для паци-
ентов с ФП, так и с деменцией). Деменция была подразделена на сосудистую, стар-
ческую, при БА и неспецифическую. Авторы установили, что ФП была независимо 
связана со всеми вышеуказанными формами деменции, при этом наличие ФП у 
пациентов с выявленной деменцией указывает на высокий риск смерти.

Тем не менее, согласно работе (Jefferson et al., 2010), сердечная дисфункция 
взаимосвязана с нейроанатомическими и нейропсихическими изменениями при 
старении пациентов, у которых преобладают сердечно-сосудистые заболевания. 
Считается, что это происходит из-за того, что системная гипоперфузия нарушает 
перфузию головного мозга, способствуя его субклиническому повреждению. Сде-
лано предположение, что оценка функции сердца при помощи сердечного индекса 
будет взаимосвязана с доклиническим исследованием головного мозга при помо-
щи магнитно-резонансной томографии (МРТ), нейропсихологическими маркера-
ми ишемии и БА. Анализ данных МРТ головного мозга, сердца, нейропсихологи-
ческих и лабораторных исследований 1504 участников исследования Framingham 
Offspring, у которых не было инсультов, транзиторных ишемических атак или де-
менции (возраст 61±9 лет, 54% женщин), выявил, что результаты нейропсихоло-
гических исследований и МРТ головного мозга были взаимосвязаны с сердечным 
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индексом (сердечный выброс/площадь поверхности тела), полученным при МРТ. 
В многофакторных моделях сердечный индекс был положительно взаимосвязан с 
общим объемом мозга (р=0,03) и обратно взаимосвязан с объемом боковых же-
лудочков (р=0,048). Хотя авторам не удалось установить причину, вызывающую 
вышеупомянутую корреляционную взаимосвязь, полученные данные согласуются 
с гипотезой о снижении функции сердца даже при нормальной сердечном индексе, 
связанном с прогрессирующим старением головного мозга.

В 1993 г. была предложена сосудистая гипотеза возникновения БА, которая ста-
ла полезной концепцией в определении сосудистых факторов риска БА. Полагают, 
что для предотвращения, сокращения или задержки начала когнитивных наруше-
ний и деменции влияние этих факторов можно снизить при помощи соответствую-
щего лечения. Среди уже определенных более двух десятков сосудистых факторов 
риска БА к хроническому снижению перфузии головного мозга при старении могут 
привести заболевания сердца и атеросклероз сонных артерий. Ведутся клиничес-
кие исследования по скринингу лиц среднего возраста без когнитивных нарушений 
с проведением эхокардиографии и ультразвукового исследования сонных артерий 
для выявления потенциально модифицируемой прогрессирующей патологии. В 
случае признания эффективности данной методики в профилактике состояний, 
приводящих к развитию тяжелых когнитивных нарушений, распространенность 
БА будет возможно значительно уменьшить (Jefferson et al., 2010; De la Torre, 2010).

В дополнение к хорошо известным структурным стигмам, которые сопровож-
дают БА, обращает на себя внимание присутствие группы устойчивых изменений 
мелких сосудов (капилляров, артериол и венул) – особенно коры головного моз-
га. Эти изменения включают наросты на сосудах, их мешкообразные расширения 
неправильной формы, общее утолщение базальной мембраны, потерю мелких пе-
риваскулярных нейронных сплетений, которые, как известно, оплетают каждый 
сосуд, независимо от его размера, и появление приблизительно у половины иссле-
дованных пациентов с БА углублений в стенках сосудов. Установлено, что ни одно 
из этих изменений не было зафиксировано в группе соответствующего возраста без 
БА (Scheibel et al., 1989).

В экспериментальной работе по изучению гистологии миокарда, сократительной 
способности кардиомиоцитов и регуляторных белков у диких мышей C57 (WT) и транс-C57 (WT) и транс-57 (WT) и транс-WT) и транс-) и транс-
генных моделей БА APPswe/PS1dE9 (APP/PS1) было выявлено, что в миокарде мышей 
APP/PS1 имелись изменения: снижение пиковой сократимости кардиомиоцитов (вы-/PS1 имелись изменения: снижение пиковой сократимости кардиомиоцитов (вы-PS1 имелись изменения: снижение пиковой сократимости кардиомиоцитов (вы-1 имелись изменения: снижение пиковой сократимости кардиомиоцитов (вы-
раженный спад при высокой частоте), снижение повторного растяжения (±dL/dt), по 
сравнению с мышами WT. Во время применения антиоксиданта N-ацетилцистеина 
контрактильная дисфункция кардиомиоцитов у мышей APP/PS1 снижалась, что, веро-APP/PS1 снижалась, что, веро-/PS1 снижалась, что, веро-PS1 снижалась, что, веро-1 снижалась, что, веро-
ятно, говорит о влиянии оксидативного стресса (Turdi et al., 2009).

5. Патология сердца при боковом амиотрофическом склерозе

В работе (Gdynia et al., 2006) указывается, что повреждение миокарда при мо-Gdynia et al., 2006) указывается, что повреждение миокарда при мо- et al., 2006) указывается, что повреждение миокарда при мо-
тонейронных заболеваниях крайне редки. Однако среди обследованных авторами 
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четырех пациентов с подтвержденным БАС и двух больных с наследственной спас-
тической параплегией была выявлена кардиомиопатия. За исключением одного 
случая гиперлипидемии и умеренной гипертензии, ни у одного из этих больных не 
было сердечно-сосудистых факторов риска. Также не было выявлено условий для 
развития вторичной кардиомиопатии.

Общеизвестно, что при БАС обычно поражаются мотонейроны, однако накоп-
ленные доказательства говорят о вовлечении в патологический процесс симпати-
ческих нейронов, так же как и при других заболеваниях, включая деменцию с тель-
цами Леви, болезнь Паркинсона и множественную системную атрофию. При этих 
заболеваниях возрастает риск внезапной остановки сердца, в то время как при БАС 
этот аспект остается неизученным. Были исследованы 12 спорадических случаев 
БАС у больных без искусственной вентиляции легких. Среди них двое больных 
скончались от внезапной остановки сердца. Изменения интервала QT, его диспер-QT, его диспер-, его диспер-
сия, указывающие на симпатическую активность, были получены при помощи 
ЭКГ, оценены на ранней и терминальной стадии заболевания. Было исследовано 
промежуточно-латеральное ядро (ПЯ) симпатических нервов в верхнем (грудном) 
отделе спинного мозга. QT-интервал и его дисперсия значительно увеличились в 
терминальную стадию по сравнению с начальной. Количество нейронов ПЯ было 
значительно ниже у больных с БАС по сравнению с контрольной группой (p=0,017) 
и имело обратную линейную корреляцию со степенью увеличения максимально-
го QT-интервала и дисперсии QT. Больные с БАС имеют сниженную симпатичес-QT-интервала и дисперсии QT. Больные с БАС имеют сниженную симпатичес--интервала и дисперсии QT. Больные с БАС имеют сниженную симпатичес-QT. Больные с БАС имеют сниженную симпатичес-. Больные с БАС имеют сниженную симпатичес-
кую активность в терминальной стадии заболевания, вероятно, вследствие потери 
нейронов в ПЯ, что может увеличивать риск внезапной остановки сердца (Asai et 
al., 2007). Вовлечение вегетативной нервной системы сердца в раннюю стадию бо-, 2007). Вовлечение вегетативной нервной системы сердца в раннюю стадию бо-
кового амиотрофического склероза было измерено у 40 больных. Компьютерная 
томография (MIBG-SPECT) и вариабельность ритма сердца (ВРС) предоставляет 
информацию о симпатической и парасимпатической иннервации сердца. MIBG-
SPECT является чувствительной диагностической методикой, определяющей ран- является чувствительной диагностической методикой, определяющей ран-
нюю симпатическую денервацию миокарда. И симпатическая, и парасимпатичес-
кая дисфункция была определена у 16 (40%) из 40 больных. Полученные результа-
ты указывают, что все больные с БАС со степенью повреждения от начальной до 
умеренной имеют постганглионарную симпатическую адренергическую сердеч-
ную или кардиовагальную денервацию (Druschky et al., 1999).

В оригинальной работе (Murata et al., 1997), для того чтобы установить дис-et al., 1997), для того чтобы установить дис- al., 1997), для того чтобы установить дис-al., 1997), для того чтобы установить дис-., 1997), для того чтобы установить дис-
функцию вегетативной нервной системы при БАС, было исследовано взаимоот-
ношение между артериальным давлением и частотой пульса, QT-интервалом и ко-QT-интервалом и ко--интервалом и ко-
эффициентом вариации интервала R-R. Артериальное давление и частота пульса 
определялись каждые 30 минут в течение 24 часов у 6 больных БАС и 18 здоровых, 
схожих по возрасту. QT-интервал и коэффициент вариации интервала R-R также 
оценивался при помощи ЭКГ. Взаимоотношение между артериальным давлением и 
частотой пульса было потеряно в группе с БАС. Значительных различий между QT-
интервалом и коэффициентом вариации интервала R-R между БАС и контрольной 
группой не было. Вероятнее всего, дисбаланс между артериальным давлением и 
частотой пульса в группе с БАС отражает нарушение взаимоотношения между сим-
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патической и парасимпатической нервной системой, что подтверждается работой 
(Chida  et al., 1989), в которой при исследовании вегетативной регуляции сердечно 
сосудистой системы при БАС с помощью количественных тестов по изучению ве-
гетативной функции была выявилена субклиническая гиперфункция симпатичес-
кой и гипофункция парасимпатической (вагальной) нервных систем, что, вероятно 
,сказывается на нарушении функции сердечно-сосудистой системы в целом.

В Италии между 2000 и 2008 годами до момента смерти было исследовано 182 
больных с БАС (Spataro et al., 2010) и создана единая база данных. Среди при-Spataro et al., 2010) и создана единая база данных. Среди при- et al., 2010) и создана единая база данных. Среди при-et al., 2010) и создана единая база данных. Среди при- al., 2010) и создана единая база данных. Среди при-al., 2010) и создана единая база данных. Среди при-., 2010) и создана единая база данных. Среди при-
чин смерти 7,1% составили причины, связанные сердцем (т.е. внезапная сердечная 
смерть – 6,0%, инфаркт миокарда – 1,1%) (Corcia et al., 2008). Среди причин смерти 
наблюдавшихся 100 больных с БАС во Франции смерть от сердечной недостаточ-
ности составила 10%, причем она зарегистрирована в два раза чаще у больных с 
бульбарным типом БАС, чем со спинальным (Gil et al., 2008).

6. Дисфункция сердечно-сосудистой системы 
при болезни Хантингтона

Последние данные свидетельствуют о том, что индуцированные белком хан-
тингтином энергетические нарушения способствуют появлению сбоев в работе не-
рвной системы при болезни Хантингтона (БХ). Если учитывать высокий уровень 
экспрессии хантингтина, можно сделать вывод, что другие типы высокоэнергети-
ческих клеток организма также могут подвергаться риску возникновения нару-
шений при БХ. Раннее начало сердечно-сосудистых заболеваний является второй 
ведущей причиной смерти у пациентов с БХ, непосредственная роль хантингтина 
при этом остается неизученной (Kehoe et al., 1999; Kieburtz et al., 1994).

Была проверена гипотеза о том, что экспрессии хантингтина достаточно, чтобы 
вызвать нарушения функции сердца, используя хорошо описанную трансгенную 
модель БХ (линия R6/2). Нарушения работы сердца у мышей R6/2 развивались в 
возрасте 8 недель, прогрессировали до серьезного сбоя за 12 недель, что удалось 
определить при помощи эхокардиографии. Были получены ограниченные призна-
ки ремоделирования сердца (гипертрофия, фиброз, апоптоз, снижение чувстви-
тельности β-1 адренергических рецепторов). Электронная микроскопия показала 
значительное повышение присутствия ядерного и митохондриального полиглута-
мина в миоцитах мышей R6/2. Были замечены значительные изменения ультрас-
труктуры митохондрий, что согласуется с метаболическим стрессом. Наблюдалось 
увеличение ацетилирования сердечного лизина и нитрования белков, что было в 
значительной степени связано с нарушениями работы сердца. Эти данные показы-
вают, что экспрессия хантингтина обладает мощным кардиотоксическим эффек-
том; сердечная недостаточность может являться серьезным осложнением у данной 
важной экспериментальной модели БХ. Авторы полагают, что исследование по-
тенциальных кардиотропных эффектов хантингтина у людей может быть вполне 
обоснованным (Mihm et al., 2007; Sassone et al., 2009).
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7. Заключение

Таким образом, мы рассмотрели имеющиеся в современной литературе данные 
о нарушении функций периферических возбудимых структур при НДЗ. Проведен-
ный анализ показал, что практически все наиболее распространенные НДЗ сопро-
вождаются периферическими дисфункциями на уровне нервно-мышечного аппа-
рата и/или сердечно-сосудистой системы. Стоит отметить, что проведенный анализ 
не может представить вниманию читателя полный спектр дисфункций и дизрегу-
ляторных процессов в периферических возбудимых тканях при НДЗ, поскольку 
при многих НДЗ периферические проявления практически не изучены. Хотим 
подчеркнуть, что описанные нами примеры дисфункции периферических возбу-
димых структур при НДЗ являются не просто интересными экспериментальными 
«находками», а представляют собой важные, не учтенные ранее аспекты патогене-
за указанных заболеваний (в некоторых случаях – ключевые факторы патогенеза). 
Данные аспекты необходимо учитывать при постановке диагноза и назначении те-
рапии пациентам с НДЗ. Считаем, что коррекция нарушенных функций перифери-
ческих возбудимых структур позволит улучшить результаты комплексной терапии 
нейродегенеративных заболеваний.
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1. Введение

Для понимания механизмов развития болезни Альцгеймера (БА) и разработ-
ки эффективных подходов к лечению этого фатального заболевания, и весьма ве-
роятно, и других хронических нейродегенеративных патологий, принципиально 
важным является понимание возможностей и ограничений при моделировании 
на животных механизмов специфических человеческих патологий. С сожалением 
приходится вновь констатировать, что в настоящее время не существует ни одной 
экспериментальной модели, которая позволяла бы полостью воспроизводить все 
когнитивные, поведенческие, биохимические и гистопатологические признаки 
БА, наблюдающиеся у пациентов. За два года, прошедшие с момента первого из-
дания настоящей монографии, в печати появилось более 20 000 публикаций, пос-
вященных исследованию различных аспектов БА. Среди этих статей более 2000 
работ выполнено на моделях, воспроизводящих разнообразные симптомы и/или 
механизмы патогенеза БА. Примерно половина этих работ выполнена с исполь-
зованием трансгенных животных, в первую очередь мышей, которые позволяют в 
определенной степени моделировать разные стороны семейных (наследственных) 
форм БА, тогда как в остальных использованы иные подходы к моделированию, 
включая инъекции разнообразных нейротоксичных субстанций в мозг животных, в 
первую очередь грызунов. Тем не менее, даже в случае наиболее удачных моделей, 
полученных с помощью генетических манипуляций, приходится говорить, что они 
воспроизводят патогенез крайне незначительной части случаев, которые принято 

Сокращения: АХЭ – ацетилхолинэстераза; БА – болезнь Альцгеймера; ВТАХ – везикулярный 
транспортер ацетилхолина; ГЭБ – гемато-энцефалический барьер; ЗФ – зубчатая фасция; СВЗ – суб-
вентрикулярная зона; СГЗ – субгранулярная зона; ФНОα – фактор некроза опухоли-α; ХАТ – холина-
цетилтрансфераза; Аβ – амилоидный-β-пептид; bFGF – основный фактор роста фибробластов; BrdU 
– 5'-бромо-2'-дезоксиуридин; Dcx – даблкортин; EGF – эпидермальный фактор роста; MHC – белки 
основного класса гистосовместимости; NGF – фактор роста нервов.
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относить к БА. Бóльшая часть больных страдает от так называемой спорадичес-
кой формы БА, которая возникает у значительной части пациентов преклонного 
возраста. В связи с этим необходимо выделить наиболее общие характерные из-
менения, которые отличают стареющий мозг от мозга молодых и зрелых людей. 
Независимо от генетических факторов существует ряд клеточных и молекулярных 
изменений, которые наблюдаются в стареющем мозге, как и в других органах че-
ловека. К таковым следует отнести усиление окислительного стресса, нарушения 
энергетического метаболизма клеток, нарушения кальциевого сигналинга, накоп-
ление поврежденных белков и органелл (Stranahan, Mattson, 2012). Другими, бо-
лее специфичными для ЦНС чертами старения являются активация нейровоспали-
тельных процессов на клеточном и молекулярном уровнях (Krstic, Knuesel, 2013) 
и существенное снижение нейрогенеза (Lazarov et al., 2010; Hamilton et al., 2013). 
При этом не всегда проявление указанных фундаментальных механизмов старе-
ния мозга сопровождается выраженными когнитивными нарушениями. Поэтому 
одним из наиболее сложных вопросов исследования нейродегенеративных пато-
логий, включая БА, является вопрос о том, каким образом возрастные изменения 
превращаются в стартовую площадку для нейродегенеративной патологии. Что 
является причиной срыва адаптационных механизмов, ответственных за устойчи-
вость к возрастным изменениям, и развития нейродегенерации, т.е. структурных и 
функциональных нарушений деятельности клеток мозга и/или их гибели? Поиски 
подходов к ответу на эти вопросы в значительной степени и определяет разнообра-
зие моделей нейродегенеративных заболеваний.

Помимо этой, как представляется, главной проблемы, создание модели БА на 
животных имеет целый ряд трудностей как методического, так и методологичес-
кого характера. Это связано, с одной стороны, с многофакторной этиологией БА, 
включающей генетические и негенетические факторы, а с другой стороны, с осо-
бенностями моделирования различных патологических процессов на животных. 
Моделирование на животных может иметь различную специфику в зависимости 
от поставленной задачи. Например, модели могут отражать отдельные симптомы 
заболевания, сходные с клиническим течением конкретной патологии. Вторым 
важным аспектом моделей является сходство патофизиологических механизмов 
течения заболевания в клинике и у животных. Третьим важным моментом является 
приемлемость данной модели для тестирования методов лечения патологии.

2. Основные инъекционные модели БА

БА – нейродегенеративное заболевание, которое приводит к нарушению де-
ятельности отделов головного мозга, связанных с когнитивными функциями. В 
связи с этим может быть использован ряд стратегий для моделирования БА in vivo 
в зависимости от конечной цели, например: исследования природы нарушения того 
или иного вида памяти или механизмов, лежащих в основе гибели нейронов.

Дегенерация холинергических нейронов базальных ядер переднего мозга – 
один из наиболее ранних этапов БА, коррелирующий с проявлением когнитивно-
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го дефицита у пациентов (Coyle et al., 1983; Winkler et al., 1998). В связи с этим 
модели, созданные с помощью фармакологических воздействий, воспроизводящих 
холинергический дефицит, наблюдаемый на ранних стадиях БА, можно отнести к 
традиционным (McDonald, Overmier, 1998; Yamada, Nabeshima, 2000). Этот подход 
использовали как в экспериментах на грызунах, так и в работах на приматах. С этой 
целью обычно инъецируют антагонисты мускариновых ацетилхолиновых рецепто-
ров, такие как скополамин, или повреждают определенные структуры мозга. К пос-
ледней категории относятся модели, включающие разрушение крупноклеточного 
базального ядра, септо-гиппокампального пути или гиппокампа, которые могут 
быть реализованы различными средствами, например при помощи возбуждающих 
аминокислот (N-метил-D-аспартата, каината, хинолината, квискволата и т.п.). Как 
правило, эти модели позволяют получить у животных нарушения обучения и па-
мяти, которые в большей или меньшей степени связаны с гипофункцией холинер-
гической системы. Критический обзор этих моделей был дан в работе (McDonald, 
Overmeier, 1998). Такой подход позволяет получить так называемые аналогичные 
модели – моделировать поведенческий и холинергический дефицит у животных, 
однако без характерной патоморфологической картины течения БА (т.е. без обра-
зования амилоидных бляшек и нейрофибриллярных сплетений). Следует отметить 
также, что при БА обнаружена и существенная утрата глутаматергических ассоци-
ативных связей в коре, которая коррелирует с тяжестью патологии (Francis et al., 
1993). Поэтому моделирование на животных с использованием только антихоли-
нергических агентов не может рассматриваться как полноценная модель БА.

В конце 1980-х – 1990-х годах были разработаны новые подходы к моделирова-
нию БА на животных, прежде всего грызунах. Среди них можно выделить исполь-
зование внутримозговых инъекций специфического холинотоксина AF64A (этил-
холин азиридиний) или селективного цитотоксина 192-IgG-сапорина (Walsh, 1997). 
AF64A – токсический аналог холина, который был исходно предложен в качестве 
холинергического нейроспецифичного токсина. Установлено, что в малых дозах 
(1–3 нмоль) AF64A вызывает продолжительную холинергическую гипофункцию 
(Hanin et al., 1987) и гибель холинергических нейронов в медиальном ядре пере-
городки (Chrobak et al., 1988; Lorens et al., 1991). AF64A имеет холиноподобную 
структуру, соединенную с высокореактивным цитотоксическим азиридиниевым 
кольцом. Благодаря такому сходству система транспорта холина может захватывать 
AF64A и вносить его внутрь клетки, где токсин угнетает синтез ацетилхолина. Это 
выражается в первую очередь в нарушении системы активного транспорта холина, 
снижении активности холинацетилтрансферазы (ХАТ), холинкиназы, холиндегид-
рогеназы, ацетилхолинэстеразы (АХЭ) в холинергических теминалях (Hanin et al., 
1987; Hanin, 1996). Эти процессы приводят к возникновению пресинаптической 
холинергической гипофункции, сопровождающейся снижением синтеза и высво-
бождения ацетилхолина. Указанный эффект является специфическим, поскольку 
AF64A не влияет существенно на активность ферментов, которые не используют 
холин в качестве субстрата. Не изменяются и уровни других нейротрансмиттеров, 
а именно: дофамина, норадреналина, серотонина и их метаболитов как в гиппо-
кампе, так и в стриатуме, амигдале, фронтальной и париетальной коре (Chrobak et 
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al., 1988, 1989; Walsh, 1997). AF64A снижает активность ХАТ в гиппокампе крыс, 
не затрагивая при этом фронтальную и париетальную кору, стриатум, амигдалу 
(Chrobak et al., 1988; Lorens et al., 1991; Walsh et al., 1994). Следует отметить, что 
хотя AF64A является нейротоксином, воздействующим на холинергические клет-
ки, он может также вызывать изменения норадренергической и серотонинергичес-
кой трансмиссии (Eva et al., 1987).

Холинергическая гипофункция сопровождается когнитивными нарушениями, 
проявляющимися в различных поведенческих тестах, позволяющих оценить со-
стояние процессов памяти у крыс. Было установлено, что введение АF64А нару-
шает выработку и сохранение условной реакции пассивного избегания (Abe et al., 
1993; Bailey et al., 1986; Brandeis et al., 1986; Mannisto et al., 1994; Miyamoto et al., 
1993; Walsh et al., 1984; Yamammoto et al., 1993), равно как и обучение и воспроиз-et al., 1984; Yamammoto et al., 1993), равно как и обучение и воспроиз- al., 1984; Yamammoto et al., 1993), равно как и обучение и воспроиз-al., 1984; Yamammoto et al., 1993), равно как и обучение и воспроиз-., 1984; Yamammoto et al., 1993), равно как и обучение и воспроиз-et al., 1993), равно как и обучение и воспроиз- al., 1993), равно как и обучение и воспроиз-al., 1993), равно как и обучение и воспроиз-., 1993), равно как и обучение и воспроиз-
ведение реакции активного избегания (Mannisto et al., 1994; Miyamoto et al., 1993). 
АF64А ухудшает выполнение животными задач, требующих участия пространс-
твенной памяти – обучение в радиальном лабиринте (Brandeis et al., 1986; Walsh et 
al., 1984) и водном лабиринте (Brandeis et al., 1986; Opello et al., 1993; Wortwein et 
al., 1994; Yehuda et al., 1995). В то же время, Д.К. Лим с сотрудниками (Lim et al., 
2001) показали, что нарушения пространственной и непространственной памяти у 
крыс после АF64А со временем исчезают. Расширенное тестирование с АF64А в 
более сложных задачах до сих пор не предпринималось. Вероятно, как и в случае 
повреждения крупноклеточного базального ядра, АF64А может приводить к воз-
никновению состояний, характерных для более поздних стадий БА, при которых 
происходит дегенерация в базо-кортикальном холинергическом пути (McDonald, 
Overmier, 1998).

Еще одним токсином, который получил широкое распространение в иссле-
дованиях, направленных на понимание патологии холинергической системы при 
БА, является иммуноглобулин 192-IgG-сапорин. Этот иммунотоксин был создан 
на основе моноклонального антитела к низкоаффинному рецептору фактора роста 
нервов (NGF) p75NTR и гликозида мыльнянки лекарственной сапорина (Wiley et 
al., 1991). Токсическое действие сапорина связано с инактивацией рибосом. Свя-., 1991). Токсическое действие сапорина связано с инактивацией рибосом. Свя-
зываясь с рецепторами p75NTR, расположенными на мембране холинергических 
нейронов, 192-IgG-сапорин проникает внутрь клетки по механизму, сходному с 
нейротрофином NGF, и ретроградно транспортируется клеткой в сому, где расщеп-
ляется с высвобождением сапорина. Сапорин инактивирует рибосомы нейрона, что 
приводит к гибели клетки. Известно, что интрацеребровентрикулярное введение 
192-IgG-сапорина вызывает существенное снижение функциональных показателей 
холинергической системы в проекционных зонах холинергических нейронов, но-
вой коре и гиппокампе, значительному уменьшению иммунореактивности ХАТ и 
АХЭ в медиальном септальном ядре и диагональном ядре полоски Брока (Waite et 
al., 1994, 1995). В то же время, изменения обучения и памяти у крыс после введения 
этого иммунотоксина не столь однозначны. Некоторые авторы сообщают о наруше-
нии памяти у крыс при обучении в водном лабиринте Морриса (Waite et al., 1994, 
1995), а другие отмечают отсутствие выраженного эффекта 192-IgG-сапорина на 
пространственное обучение и память, отмечая, что изменения памяти, наблюда-
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емые в водном лабиринте, в большей степени связаны с нарушением поведения 
вообще (Baxter et al., 1995, 1996).

Модели БА, использующие свойства амилоидного-β-пептида (Аβ), можно раз-
делить на две большие группы: трансгенные и нетрансгенные модели. Несмотря 
на большую популярность работ с использованием методов генной инженерии, 
позволяющих получать лабораторных животных, экспрессирующих в мозге бе-
лок-предшественник Аβ, число исследований с применением относительно про-
стого введения различных фрагментов Аβ продолжает увеличиваться. Это связа-
но с несколькими факторами. Во-первых, как уже отмечалось, число генетически 
обусловленных случаев семейных форм БА относительно невелико. Во-вторых, 
главное преимущество трансгенных моделей – образование амилоидных бляшек в 
мозге – проявляется только при довольно высоком уровне экспрессии гена белка-
предшественника Аβ человека в мозге мышей. В-третьих, отсутствие значитель-
ных нейродегенеративных изменений у трансгенных мышей не позволяет модели-
ровать механизмы патогенеза БА, связанные с гибелью нейронов.

Введение Аβ в мозг животных (крыс или мышей) приводит к развитию дис-
функции, связанной с нейродегенерацией и нарушениями процессов обучения и 
памяти. Способность Аβ и его синтетических аналогов вызывать когнитивный де-
фицит была продемонстрирована разными авторами. Так, введение пептидов Аβ(1-
40) и Аβ(12-28) в мозг нарушало воспроизведение реакции активного избегания в 
Y-образном лабиринте у мышей (Flood et al., 1991, 1994) и крыс (McDonald et al., 
1994), обучение пассивному избеганию (Nabeshima et al., 1994) и обучение в Y-об-
разном лабиринте с использованием пищевого подкрепления у крыс (McDonald et 
al., 1994, 1996). Инъекция Аβ(1-42) в базальные ядра вызывала нарушение выработ-
ки пассивного избегания и нарушение поведения в тесте «открытое поле» (Harkany 
et al., 1998, 1999). Хроническое введение Аβ(1-42) в латеральные желудочки мозга 
крыс также нарушало поведение в водном лабиринте (Nitta et al., 1994). Острые и 
хронические интрагиппокампальные инъекции Аβ(1-40) не нарушали выполнение 
стандартной задачи в 8-рукавном лабиринте (McDonald et al., 1994), хотя острая 
инъекция нарушает выполнение этой задачи при 30-секундной задержке между 4 и 
5 выборами рукавов (Sweeney et al., 1997). Приведенные данные свидетельствуют о 
том, что инъекции Аβ-пептидов вызывали возникновение амнезии у мышей и крыс.

В своих экспериментах T. Маурик с сотрудниками (Maurice et al., 1996, 1998) 
индуцировали амнезию у мышей с помощью центрального введения агрегирован-
ного Аβ(25-35). Введение Аβ(25-35) до обучения вызывало дозо-зависимое на-
рушение рабочей памяти в тесте спонтанного чередования рукавов в Y-образном 
лабиринте и нарушение обучения и воспроизведения реакции пассивного избега-
ния. Эти нарушения поведения наблюдались при однократном введении агреги-
рованного Аβ(25-35) в дозах 3 и 9 нмоль. Введение Аβ(25-35) крысам вызывало 
нарушение пространственной рабочей памяти в радиальном 8-рукавном лабиринте 
(Степаничев и др., 2004а,б; Stepanichev et al., 2003a,b, 2004; Yamaguchi, Kawashima, 
2001) и обучения в Y-образном лабиринте (Степанов и др., 2006). Инъекция аг-
регированного Аβ(25-35) в боковые желудочки мозга крыс вызывала нарушение 
памяти в водном лабиринте (Муганцева, Подольский, 2009; Delobette et al., 1997). 
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Введение Аβ(25-35) в ядра перегородки (Terranova et al., 1996) или боковые желу-
дочки мозга крыс (Klimentiev et al., 2007; Stepanichev et al., 2003a,b; Степаничев 
и др., 2000) нарушало обонятельную память в тесте социального взаимодействия 
(social recognition) у крыс. У крыс введение Аβ(25-35) вызывает нарушение ориен-
тировочно-исследовательского поведения в тесте «открытого поля» (Пшенникова и 
др., 2005; Степаничев и др., 1997) Ряд авторов продемонстрировали трудности вы-
работки и сохранения реакции пассивного избегания у крыс, вызванные введением 
Аβ(25-35) (Nabeshima et al., 1994: Yamaguchi, Kawashima,2001), однако этот эффект 
Аβ(25-35) в значительной мере зависит от дозы пептида и времени наблюдения 
после его введения (Stepanichev et al., 2003a,b, 2006).

Нарушения краткосрочной пространственной памяти в водном лабиринте Мор-
риса были продемонстрированы на крысах после билатеральных инъекций Аβ(25-
35) в гиппокампальные области СА1-СА3 (Chen et al., 1996a,b). Е.М. Сигурдссон 
с сотрудниками (Sigurdsson et al., 1997а) показали, что билатеральные интраамиг-Sigurdsson et al., 1997а) показали, что билатеральные интраамиг- et al., 1997а) показали, что билатеральные интраамиг-et al., 1997а) показали, что билатеральные интраамиг- al., 1997а) показали, что билатеральные интраамиг-al., 1997а) показали, что билатеральные интраамиг-., 1997а) показали, что билатеральные интраамиг-
далярные инъекции Аβ(25-35) не оказывали влияния на поведение в водном лаби-
ринте Морриса и условную реакцию одностороннего избегания, вызывая лишь не-
значительные изменения поведения крыс в тесте «открытого поля». На отсутствие 
влияния Аβ на процессы обучения и памяти указывают и некоторые другие авторы 
(Von Linstow Roloff et al., 2002).

Впервые способность Аβ(1-40) вызывать дегенерацию нейронов и их отрост-
ков в мозге in vivo была продемонстрирована Н. Коваллом с сотрудниками (Kowall 
et al., 1992). В других ранних работах in vivo при инъекциях Аβ в гиппокамп и 
кору больших полушарий мозга крыс не удавалось обнаружить существенных из-
менений, которые были бы сходны с морфологической картиной БА (Games et al., 
1992; Stein-Behrens et al., 1992). По всей видимости, отсутствие эффектов Аβ могло 
быть связано с использованием в этих исследованиях неагрегированных пептидов, 
поскольку известно, что нейродегенерация, вызванная Аβ in vitro, зависит от его 
фибриллярной b-структуры: агрегированный Аβ обладает большей нейротоксич-
ностью по сравнению с неагрегированным пептидом (Delobette et al., 1997; Pike et 
al., 1995). Позднее нейротоксичность фибриллярных фрагментов Аβ in vivo была 
неоднократно подтверждена в работах разных исследовательских коллективов 
(Степаничев и др., 2000, 2004а; Geula et al., 1998; Giovannelli et al., 1995; Harkany et 
al., 1998; Maurice et al., 1996; Nitta et al., 1994; Sigurdsson et al., 1997a,b; Stepanichev 
et al., 2004, 2006; Weldon et al., 1998). Нейротоксические свойства целого пепти- al., 2004, 2006; Weldon et al., 1998). Нейротоксические свойства целого пепти-al., 2004, 2006; Weldon et al., 1998). Нейротоксические свойства целого пепти-., 2004, 2006; Weldon et al., 1998). Нейротоксические свойства целого пепти-Weldon et al., 1998). Нейротоксические свойства целого пепти- et al., 1998). Нейротоксические свойства целого пепти-et al., 1998). Нейротоксические свойства целого пепти- al., 1998). Нейротоксические свойства целого пепти-al., 1998). Нейротоксические свойства целого пепти-., 1998). Нейротоксические свойства целого пепти-
да сохраняются и у ряда фрагментов, в частности характерны для фрагмента Аβ 
(25-35). Н. Ковалл с сотрудниками (Kowall et al., 1992) установили, что инъекция 
Аβ(25-35) в кору больших полушарий мозга крыс вызывала локальный некроз в 
месте введения, окруженный зоной гибели нейронов и глиозом, однако дистант-
ной нейродегенерации не наблюдалось. Интрагиппокампальные инъекции агреги-
рованного Aβ(25-35) вызывали повреждения в гиппокампе крыс и действовали на 
уровни нейротрансмиттеров в двух подкорковых структурах, которые имеют про-
екции аксонов в гиппокампе: голубом пятне и медиальной перегородке (Chen et al., 
1996a; Stepanichev et al., 2003b). Унилатеральное введение Aβ(25-35) в амигдалу 
крыс вызывало экспрессию белка тау-2 в телах нервных клеток ипсилатеральных 
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амигдалы, цингулярной коры и гиппокампа и иммунореактивность к антителам 
Alz-50 в ипсилатеральной амигдале (Sigurdsson et al., 1996).

Следует заметить, что сроки возникновения когнитивных нарушений после 
различных манипуляций значительно варьируют. Так, введение фрагментов Аb в 
структуры или латеральные желудочки мозга приводит к возникновению амне-
зии, которая проявляется начиная с 4-го дня после операции (Yamaguchi, Kawashi-Yamaguchi, Kawashi-, Kawashi-Kawashi-
ma, 2001), и, как установлено в работах М. Степаничева (Степаничев и др., 2000; 
Stepanichev et al., 2003а), сохраняется, по крайней мере, до 180-го дня после введе-
ния. В то же время, некоторые функциональные нарушения после введения Aβ(25-
35) могут иметь приходящий характер. Например, было показано (Stepanichev et 
al., 2014), что нарушение выработки и воспроизведения условной реакции замира-
ния на предъявление экспериментального контекста возникало через 12 дней пос-
ле введения Aβ(25-35). В то же время, при тестировании через 6 и 28 дней после 
инъекции Aβ(25-35) животные демонстрировали уровень фризинга, сходный с кон-
тролем. Эти результаты согласуются с полученными ранее данными (Urani et al., 
2004; Wang et al., 2007; Tsunekawa et al., 2008; Jin et al., 2009; Dineley et al., 2010). 
Время возникновения нарушений памяти также было сходным с тем, что сообщали 
другие авторы. В то же время, в большинстве из цитированных работ эта форма 
поведения была исследована лишь однажды, и практически ни в одной из них не 
сообщалось о временном развитии когнитивных нарушений после введения Aβ.

Ранее было показано, что нарушения контекст-зависимой памяти коррелируют 
с холинергической дисфункцией (Jin et al., 2009), включая снижение уровня аце-
тилхолина, активности и экспрессии гена ХАТ. Кроме того, ингибирование АХЭ 
(Tsunekawa et al., 2008) или аллостерическое потенцирование рецепторов ацетил-
холина (Wang et al., 2007) снижало выраженность когнитивных нарушений, вы-
званных Aβ(25-35). В нашей работе было установлено, что появление нарушений 
памяти было связано со снижением числа ХАТ-позитивных нейронов в медиаль-
ном септальном ядре, которое наблюдалось через 12 дней после введения Aβ(25-
35) в боковые желудочки мозга (Stepanichev et al., 2014). Вместе с тем, через 28 
дней после воздействия, несмотря на то что число холинергических нейронов ос-
тавалось сниженным, поведение крыс в тесте условно-рефлекторного замирания 
не было нарушено.

3. Нейродегенеративные процессы и гибель клеток 
в инъекционных моделях БА

Важным аспектом моделирования нейродегенеративной патологии является 
наличие структурных изменений нейронов и/или их гибель. В этом отношении 
введение AF64A не позволяет существенно приблизиться к моделированию гис-
топатологических изменений, наблюдающихся при БА. Было показано, что AF64A 
существенно уменьшает число холинергических нейронов в медиальном ядре пе-
регородки (Степаничев и др., 2007; Chrobak et al., 1988; Gulyaeva et al., 1996; Lorens 
et al., 1991; Walsh et al., 1994). Указанные эффекты являются дозозависимыми, и ис-
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пользование больших доз AF64A влечет за собой возникновение неспецифических 
последствий, связанных с высокой токсичностью этого соединения по отношению 
к нервным клеткам (Eva et al., 1987). Например, односторонняя инъекция AF64A в 
черную субстанцию у крыс вызывает разрушение дофаминергических нейронов и 
вызванное этим ипсилатеральное вращение (Jarrard et al., 1985).

Несмотря на то что в культуре холинергических клеток NG108-15 AF64A вызы-NG108-15 AF64A вызы-108-15 AF64A вызы-
вает апоптоз (Kuwagata, Inoue, 2009), ранее было показано (Rinner et al., 1997), что 
апоптоз в мозге крыс после введения этого токсина не связан с его специфическим 
холинотоксическим эффектом. Более того, апоптозу подвергаются как нервные, так 
и не нервные клетки преимущественно в области, прилегающей к месту введения. 
Гибель клеток может быть связана также с повреждением генома, которое вызы-
вается алкилирующим действием АF64А на нуклеиновые кислоты (Hanin, 1997). 
Наряду с алкилированием причиной повреждения нуклеиновых кислот может яв-
ляться активация процессов свободнорадикального окисления. Окислительный 
стресс может быть одним из инициаторов апоптотической гибели клеток (Simon et 
al., 2000), которую вызывает AF64A in vivo и in vitro (Rinner et al., 1997). Н. Гуляева 
и др. (Gulyaeva et al., 1996) показали, что в течение первой недели после введе-Gulyaeva et al., 1996) показали, что в течение первой недели после введе- et al., 1996) показали, что в течение первой недели после введе-et al., 1996) показали, что в течение первой недели после введе- al., 1996) показали, что в течение первой недели после введе-al., 1996) показали, что в течение первой недели после введе-., 1996) показали, что в течение первой недели после введе-
ния AF64A происходило накопление продуктов перекисного окисления липидов и 
усиление генерации активных форм кислорода в коре больших полушарий, гиппо-
кампе и подкорковых структурах. При этом наблюдалось компенсаторное усиление 
антирадикальной защиты. В пользу возможного участия механизмов окислитель-
ного стресса в нейротоксических эффектах AF64A свидетельствуют и работы ряда 
других авторов, которые на этой модели продемонстрировали защитное влияние 
различных видов воздействий, обладающих способностью купировать окислитель-
ный стресс, таких как введение антиоксиданта витамина Е (Wortwein et al., 1994), 
ганглиозидов (Emerich, Walsh, 1990), или трансплантация эмбриональной ткани 
(по-видимому, за счет повышения уровня нейротрофических факторов, поддержи-
вающих антиоксидантную защиту) (Emerich et al., 1992).

Введение AF64A вызывает снижение активности синтазы оксида азота (NO-
синтазы) в гиппокампе (Моисеева и др., 2001; Lautenshlager et al., 2000). Этот 
эффект был непродолжительным и по времени совпадал с интенсивным окисли-
тельным стрессом. Кроме того, наблюдалось снижение числа клеток, экспресси-
рующих гистохимический маркер NO-синтазы – НАДФН-диафоразу – в ядрах 
перегородки (Степаничев и др., 2007). По данным литературы, ингибирование 
NO-синтазы метиловым эфиром N-нитро-L-аргинина способствовало усилению 
холинотоксического эффекта AF64A (Lautenshlager et al., 2000). Ингибиторы спе-
цифических изоформ NO-синтазы не влияют существенно на нейротоксичность 
AF64A (Lautenshlager et al., 1997). Это свидетельствует о том, что в этой модели БА 
снижение активности NO-синтазы способствует развитию септо-гиппокампальной 
нейродегенерации. Возможно, именно недостаточная генерация NO за счет инак-NO за счет инак- за счет инак-
тивации NO-синтазы и гибели содержащих ее клеток перегородки является одной 
из причин токсичности AF64A.

Исчезновение иммунореактивности к ХАТ в комплексе медиальное септальное 
ядро – диагональное ядро полоски Брока является отличительной чертой патологи-
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ческих процессов в мозге после введения 192-IgG-сапорина (Rossner et al., 1995). 
Несмотря на то что отмечается специфический эффект этого токсина на нейроны 
крупноклеточного холинергического комплекса базальных ядер, авторы не приво-
дят явных доказательств гибели нейронов в этой области мозга. Позднее те же ав-
торы, используя электронную микроскопию, показали наличие дегенерирующих 
нейронов в медиальной септальной области через 7 дней после введения нейроток-
сина (Seeger et al., 1997), однако они не привели никаких количественных данных.

Гистологические исследования после введения агрегированного Аβ(25-35) в 
боковой желудочек мозга мышей выявили умеренную, но достоверную потерю 
клеток во фронто-париетальной коре и гиппокампе (Maurice et al., 1996). Более 
того, авторам этой работы удалось установить наличие диффузных депозитов Аβ в 
коре больших полушарий. К сожалению, в аналогичных экспериментах, проведен-
ных на крысах с использованием того же пептида, не удалось обнаружить образо-
вания отложений Аβ (Delobette et al., 1997; Gulyaeva et al., 1998; Степаничев и др., 
2000), хотя гибель нейронов наблюдалась регулярно в коре больших полушарий, 
гиппокампе, базальных ядрах переднего мозга.

Динамика возникновения патологических изменений в мозге крыс после введе-
ния агрегированного Аβ(25-35) в боковые желудочки была прослежена в ряде ра-
бот. Было установлено, что выраженные патологические изменения в гиппокампе, 
базальных ядрах проявляются не ранее чем через месяц после введения пептида 
(Степаничев и др., 2000). Вместе с тем существенная потеря нейронов поля СА1 
гиппокампа возникает примерно через три месяца после воздействия (Степаничев 
и др., 2004а; Stepanichev et al., 2004). Более того, нейропатологические изменения 
в гиппокампе и фронто-париетальной коре сохраняются примерно в течение шес-
ти месяцев после введения Аβ(25-35) (Степаничев и др., 2000). Важно заметить, 
что нарушения поведения, вызываемые Аβ, наблюдаются даже после однократной 
инъекции и происходят при отсутствии накоплений Аβ в мозге. Это особенно ин-
тересно с точки зрения патофизиологии и симптоматики БА (McDonald, Overmier, 
1998). Известно, что специфические нарушения памяти при БА происходят в пер-
вые несколько лет развития болезни, когда значительных накоплений Аβ в форме 
бляшек еще не наблюдается (Braak, Braak, 1991). Следовательно введение Аβ мо-
жет служить моделью для изучения изменений в мозге, наблюдаемых на ранних 
стадиях БА.

Й. Ямагучи и С. Кавашима (Yamaguchi, Kawashima, 2001) показали, что число 
ХАТ-позитивных нейронов в медиальном септальном ядре и активность ХАТ были 
достоверно снижены через 8 дней после инъекции Aβ(25-35) в боковые желудочки. 
Авторы предположили, что это снижение связано с гибелью холинергических ней-
ронов, хотя и не проводили подсчета клеток. Полученные нами данные (Stepanichev 
et al., 2014) четко показывают, что нейроны медиальной перегородки не исчезают, 
т.к. число клеток, экспрессирующих нейрональный ядерный белок NeuN, маркер 
нейронов, не изменяется после введения Aβ(25-35), хотя наличия признаков де-
генерации у этих клеток также исключить нельзя. Эти результаты подтверждают 
полученные нами ранее данные об отсутствии существенных морфологических 
изменений в медиальном септальном ядре после интрацеребровентрикулярного 
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введения агрегированного Aβ(25-35) (Степаничев и др., 2000). Можно предполо-
жить, что наблюдавшиеся в этой работе нарушения памяти не связаны с гибелью 
холинергических нейронов медиальной перегородки. Не исключено, однако, что 
длительные и стойкие нарушения памяти возникают, когда проявляются дополни-
тельные повреждения мозга, такие как нейродегенерация в гиппокампе, базальных 
ядрах и/или в неокортексе.

Введение Aβ(25-35) вызывало снижение активности генов ХАТ и везикулярно-
го транспортера ацетилхолина (ВТАХ) в медиальной септальной области без (до?) 
гибели холинергических нейронов (Stepanichev et al., 2014). Гены ХАТ и ВТАХ 
находятся в так называемом холинергическом локусе 10-й хромосомы и регули-
руются согласованно. Эти два гена отвечают за продукцию белков, необходимых 
для проявления холинергического фенотипа (Berrard et al., 1995; Mallet et al., 1998). 
Было установлено, что явное снижение числа ХАТ-позитивных нейронов возника-
ло в медиальном септальном ядре через 12 дней после введения Aβ(25-35), тогда 
как уровни мРНК ХАТ и ВТАХ у этих животных не отличались от контрольных. 
Интересно, что несколько групп исследователей показали, что ранние эффекты 
Aβ в культуре нейронов могут быть связаны с его влиянием на процессы синте-
за белка. Так, Х. Шан и др. (Shan et al., 2007) продемонстрировали, что уровень 
синтеза белка снижен в морфологически интактных нейронах через сутки после 
аппликации Aβ в первичную культуру нейронов. Эти авторы предположили, что 
такой эффект Aβ связан с появлением большого числа тяжелых полирибосом. Эти 
данные недавно были подтверждены в условиях in vivo (Гордон и др., 2012). Введе-
ние Aβ(25-35) в гиппокамп сопровождалось снижением уровня синтеза белка из-за 
избыточного образования тяжелых полирибосом. Сходный эффект был обнаружен 
и через 14 дней после интрацеребровентрикулярного введения Aβ(25-35). Эти дан-
ные могут объяснить, почему при «нормальном» уровне экспрессии мРНК ХАТ 
в медиальной септальной области, обнаруженном через 12 дней после инъекции 
Aβ(25-35) в боковые желудочки, наблюдалось снижение экспрессии белка ХАТ, 
оцененное по числу ХАТ-позитивных клеток. Кроме того, нарушения синтеза бел-
ка могли быть вызваны избыточной генерацией активных форм кислорода, кото-
рые способны окислять РНК и вызывать образование тяжелых полирибосом (Shan 
et al., 2007; Ding et al., 2005). Окислительный стресс развивается в мозге в тече-
ние первого месяца после инъекции Aβ (Степаничев и др., 2000, Stepanichev et al., 
2004). Известно также, что олигомерные формы Aβ ингибируют процессы трансля-
ции in vitro (Virok et al., 2011). Помимо этого было убедительно показано, что утра-
та фенотипических особенностей не всегда сопровождается гибелью клетки. Так, 
в работе (Icard-Liepkalns et al., 1993) сообщалось, что адаптация к определенным 
условиям среды может приводить к смене адренергического на холинергический 
фенотип в нейронах. О.М. Лазо с сотрудниками (Lazo et al., 2010) показали, что 
через 3 недели после аксотомии наблюдается утрата холинергического фенотипа 
в нейронах медиального септального ядра. При этом происходит даун-регуляция 
рецепторов фактора роста нервов, что снижает возможность этих нейронов реа-
гировать на нейротрофин. В нашей работе также было обнаружено достоверное 
снижение мРНК-специфического рецептора фактора роста нервов Ntrk1 (TrkA), 
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при этом уровень мРНК был достоверно ниже у крыс, получавших Aβ(25-35), по 
сравнению с контролем. Это происходило на этапе, предшествовавшем снижению 
числа ХАТ-позитивных нейронов. При этом уровень экспрессии белка рецептора 
TrkA в мозге крыс существенно не изменялся после введения Aβ(25-35) при оценке 
на срезах мозга с помощью антител к TrkA через 6 дней, но постепенно снижался 
к 12-му дню после введения Aβ(25-35). Следует отметить, что даже увеличение 
уровня мРНК Ntrk1, наблюдавшееся в медиальной септальной области крыс обеих 
групп через 12 дней после операции и сохранявшееся на более высоком уровне у 
крыс, инъецированных Aβ(25-35), не приводило к нормализации экспрессии ре-
цептора. Таким образом, вероятно, что, как и в случае аксотомии, исчезновение 
холинергического фенотипа в нейронах медиальной перегородки сопровождалось 
изменением экспрессии рецептора, обеспечивающего восприятие сигнала фактора 
роста нервов, необходимого, как можно предположить, не столько для выживания, 
сколько для нормального функционирования этих клеток. Эта гипотеза может рас-
сматриваться как наиболее важный результат проведенной работы.

Можно предположить, что нарушения в системе трофического обеспечения 
приводят к дедифференцировке нейронов и активации механизмов клеточного де-
ления. Активация клеточного цикла в нейронах была убедительно показана при 
БА (Arendt et al., 1998; Hoozemans et al., 2002; Yang et al., 2003; Mosch et al., 2007). 
Экспрессия различных факторов клеточного цикла была также продемонстрирова-
на в моделях токсичности Aβ (Varvel et al., 2008; Malik et al., 2008). Поэтому можно 
заключить, что утрата холинергического фенотипа вследствие нарушения процес-
сов трофического обеспечения может быть начальным этапом на пути к гибели 
нейронов индуцированной Aβ(25-35).

4. Исследование механизмов нейровоспаления 
в инъекционных моделях БА

Воспаление представляет собой важнейшую реакцию живого организма на 
повреждающее воздействие. В патологии принято разделять воспаление на ост-
рое и хроническое. Острое воспаление – это срочная форма ответа организма на 
действие повреждающего агента, которая по сути является защитной реакцией, на-
правленной на устранение или репарацию повреждения. Хроническое воспаление 
– реакция организма на длительное воздействие повреждающего стимула. На пери-
ферии острое и хроническое воспаление различаются по форме клеточного ответа, 
который проявляется в виде инфильтрации полиморфноядерных или мононукле-
арных лейкоцитов, соответственно, в зону повреждения. В ЦНС воспалительный 
ответ проявляется в форме реактивного глиоза (Streit et al., 2004). Эндогенная ре-
акция ЦНС на повреждение сопровождается накоплением увеличенных в размере 
астроцитов и микроглиоцитов, которые появляются сразу же после повреждения 
нервной ткани. Глиальная реакция на повреждение является активной, т.к. сопро-
вождается высвобождением из глиоцитов таких факторов, которые действуют на 
клетки-мишени и вызывают в них ответную реакцию, подобно тому как это про-
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исходит в периферических органах и тканях при активации иммунного ответа. В 
норме проникновение клеток иммунной защиты в мозг крайне затруднено благода-
ря наличию гемато-энцефалического барьера (ГЭБ). Разрушение ГЭБ способствует 
инфильтрации лейкоцитов и сопровождается воспалительным ответом, сходным с 
таковым на периферии.

Вызванные активацией иммунного ответа повреждения нейронов характерны 
для многих нейродегенеративных заболеваний, включая БА (Akiyama et al., 2000). 
На вовлеченность механизмов воспаления в нейродегенеративный процесс указы-
вают и работы, проведенные на инъекционных моделях БА. Так, дегенерация холи-
нергических нейронов в медиальном септальном ядре сопровождалась глиальны-
ми изменениями, которые наблюдались в латеральной септальной области и лате-
ральной зоне гиппокампа (Dudas et al., 2004). Этот эффект практически полностью 
снимался введением 7-β-гидрокси-эпиандростерона.

Активация микроглиальных клеток наблюдалась и после введения иммуноток-
сина 192-IgG-сапорина. Интрацеребровентрикулярное введение 192-IgG-сапори-
на вызывало увеличение числа микроглиоцитов в базальных ядрах (Rossner et al., 
1995). Электронномикроскопическое исследование показало, что микроглиальные 
клетки располагались вблизи нейронов, окружая своими отростками тела клеток 
или дендриты (Seeger et al., 1997). При этом активированные микроглиоциты мож-
но было видеть как вблизи нормальных нейронов, так и возле нейронов с призна-
ками дегенерации.

Агрегированный Аβ может активировать микроглию и вызывать ее скопле-
ние вокруг амилоидных бляшек. В мозге пациентов активированная микроглия 
не только перемещается в направлении бляшек, но и фагоцитирует их компонен-
ты, что сопровождается секрецией провоспалительных цитокинов и хемокинов, 
свободных радикалов и т.д. Прямые доказательства фагоцитоза были получены в 
экспериментах на крысах (Frautschy et al., 1992). Микроглия может играть роль в 
деградации Аβ, поскольку содержит практически полный набор необходимых про-
теаз, включая инсулин-разрушающий фермент, неприлизин, матриксную металло-
протеазу-9 (Hickman et al., 2008; Qiu et al., 1997). Параллельно с фагоцитозом Аβ 
может индуцировать продукцию микроглией активных форм кислорода (Weldon 
et al., 1998), повышать экспрессию белков основного класса гистосовместимости 
(MHC II), увеличивать секрецию провоспалительных цитокинов IL-1β, IL-6, TNFα, 
а также хемокинов IL-8, воспалительного белка макрофагов MIP1-α и моноцитар-
ного хемоаттрактантного белка MCP-1 (Rogers, Lue, 2001).

Введение Aβ(25-35) в гиппокамп приводит к разрушению близлежащей ткани 
и дегенерации нейронов (Rush et al., 1992). В то же время, Е.М. Сигурдссон с соав-Rush et al., 1992). В то же время, Е.М. Сигурдссон с соав- et al., 1992). В то же время, Е.М. Сигурдссон с соав-et al., 1992). В то же время, Е.М. Сигурдссон с соав- al., 1992). В то же время, Е.М. Сигурдссон с соав-al., 1992). В то же время, Е.М. Сигурдссон с соав-., 1992). В то же время, Е.М. Сигурдссон с соав-
торами (Sigurdsson et al., 1995) не смогли обнаружить нейротоксического действия 
Aβ(25-35) при введении его в область вентрального бледного шара и безымянной 
субстанции. Авторы смогли наблюдать лишь образование полостей, содержавших 
белковые агрегаты, которые окрашивались Конго красным. Те же авторы обнару-
жили нейродегенеративные изменения после введения Aβ(25-35) в миндалину (Si- 
gurdsson et al., 1996), что может свидетельствовать о специфичности нейротоксичес- et al., 1996), что может свидетельствовать о специфичности нейротоксичес-et al., 1996), что может свидетельствовать о специфичности нейротоксичес- al., 1996), что может свидетельствовать о специфичности нейротоксичес-al., 1996), что может свидетельствовать о специфичности нейротоксичес-., 1996), что может свидетельствовать о специфичности нейротоксичес-
ких эффектов этого пептида в отношении определенных структур и/или популяций 
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клеток мозга. Кроме того, в ипсилатеральном гиппокампе наблюдался реактивный 
астроцитоз (Sigurdsson et al., 1996,1997a). Необходимо отметить также, что микрог-
лия и нейроны экспрессировали провоспалительный фактор IL-1β (Sigurdsson et 
al., 1997b). Агрегированный пептид Aβ(25-35) вызывал более выраженные повреж-Aβ(25-35) вызывал более выраженные повреж-(25-35) вызывал более выраженные повреж-
дения пирамидного слоя поля СА1 гиппокампа по сравнению с пептидом, который 
был синтезирован из тех же аминокислот в обратной последовательности Aβ(35-
25) (Степаничев и др., 2006б; Arias et al., 2002; Montiel et al., 2006; Stepanichev et al., 
2003b). Дегенерирующие нейроны были также обнаружены в височной коре пос-b). Дегенерирующие нейроны были также обнаружены в височной коре пос-). Дегенерирующие нейроны были также обнаружены в височной коре пос-
ле инъекции Aβ(25-35) в крупноклеточное базальное ядро крыс (Манухина и др., 
2009). Следует отметить, что введение ундекапептида в отдельные структуры моз-
га может вызывать развитие транссинаптических нарушений цитоскелета и актива-
цию астроглии и микроглии, т.е. нейровоспалительный ответ, которые распростра-
няются от места непосредственного введения к более отдаленным регионам. Такие 
изменения наблюдали, например, после введения Aβ(25-35) в миндалину (Sigurds-Aβ(25-35) в миндалину (Sigurds-(25-35) в миндалину (Sigurds-Sigurds-
son et al., 1996). В наших исследованиях Aβ(25-35) также вызывал активацию аст- et al., 1996). В наших исследованиях Aβ(25-35) также вызывал активацию аст-et al., 1996). В наших исследованиях Aβ(25-35) также вызывал активацию аст- al., 1996). В наших исследованиях Aβ(25-35) также вызывал активацию аст-al., 1996). В наших исследованиях Aβ(25-35) также вызывал активацию аст-., 1996). В наших исследованиях Aβ(25-35) также вызывал активацию аст-Aβ(25-35) также вызывал активацию аст-(25-35) также вызывал активацию аст-
роцитов и микроглии в гиппокампе (Stepanichev et al., 2003b). Провоспалительный 
цитокин-фактор некроза опухоли-α (ФНОα), введенный одновременно с Aβ(25-35), 
делал повреждающий эффект этого пептида более выраженным (Stepanichev et al., 
2003b), тогда как антивоспалительный цитокин IL-4 снижал патологические пос-b), тогда как антивоспалительный цитокин IL-4 снижал патологические пос-), тогда как антивоспалительный цитокин IL-4 снижал патологические пос-IL-4 снижал патологические пос--4 снижал патологические пос-
ледствия интрагиппокампальной инъекции Aβ(25-35) (Степаничев и др., 2006a).

Введение агрегированного Аβ(25-35) в латеральные желудочки мозга крыс 
вызывало интенсификацию свободнорадикальных процессов, которые также со-
провождают нейровоспаление. Накопление продуктов перекисного окисления 
липидов, компенсаторные изменения генерации свободных радикалов и антиради-
кальной защиты наблюдались прежде всего в гиппокампе (Митрохина и др., 1999; 
Степаничев и др., 2000, Stepanichev et al., 2004). Изменения параметров окисли-
тельного стресса происходили в течение первой недели после введения Аβ(25-35) 
и становились максимально выраженными через месяц после воздействия. Аβ(25-
35) приводил к активации нейрональной NO-синтазы, которая не была связана с 
изменениями уровня транскрипционной активности или трансляционных процес-
сов (Stepanichev et al., 2008). Эти данные подчеркивают, что даже в отсутствие от-Stepanichev et al., 2008). Эти данные подчеркивают, что даже в отсутствие от- et al., 2008). Эти данные подчеркивают, что даже в отсутствие от-et al., 2008). Эти данные подчеркивают, что даже в отсутствие от- al., 2008). Эти данные подчеркивают, что даже в отсутствие от-al., 2008). Эти данные подчеркивают, что даже в отсутствие от-., 2008). Эти данные подчеркивают, что даже в отсутствие от-
ложений Аβ в мозге крыс, кратковременная аппликация этого пептида способна 
вызвать стойкую активацию процессов, в частности нейровоспалений, способных 
приводить к развитию дегенеративных изменений.

5. Исследование процессов нейрогенеза 
в инъекционных моделях БА

Возникновение ряда мнестических нарушений может быть связано с измене-
нием процессов нейрогенеза в мозге. Действительно, возрастное снижение нейро-
генеза в субвентрикулярной зоне (СВЗ) и субгранулярной зоне (СГЗ) гиппокампа 
является одной из причин функциональных нарушений памяти (Kuhn et al., 1996; 
Kempermann et al., 1998, 2002). Исследование нейрогенеза в биопсийном материале, 
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полученном от больных БА, с использованием маркерных белков дифференциров-
ки показало увеличение экспрессии белков незрелых клеток, таких как даблкортин 
(Dcx), полисиалилированный белок клеточной адгезии PSA-NCAM, нейрогенный 
фактор дифференцировки и TUC-4 (Jin et al., 2004b). В то же время, у пациентов с 
пресенильной стадией БА не было обнаружено усиления пролиферации нейраль-
ных предшественников, хотя число глиальных элементов, образованных de novo, 
возрастало (Boekhoorn et al., 2006). Было также установлено, что при БА проис-
ходит нарушение механизмов созревания новообразованных нейронов в зубчатой 
фасции (ЗФ) (Li et al., 2008). В других работах было многократно показано, что 
при БА пролиферация предшественников и их число существенно снижаются (см. 
обзоры Hamilton et al., 2013; Lazarov et al., 2010).

Использование нетрансгенных моделей БА также не позволяет сделать опре-
деленного заключения относительно влияния разных фрагментов белка-предшест-
венника амилоида на нейрогенез. Так, введение в боковые желудочки мозга мышей 
Aβ(1-42) или Aβ(25-35) снижало уровень пролиферации клеток в СВЗ в течение 
последующих 5 дней (Haughey et al., 2002a). Похожие результаты были получены 
Х. Ли и П. Зу (Li, Zuo, 2005), которые показали, что интрацеребровентрикулярная 
инъекция Аβ(25-35) сопровождается не только снижением нейрогенеза, но и ней-
родегенеративными изменениями в гиппокампе. Вместе с тем, увеличение проли-
ферации клеток в СВЗ также было продемонстрировано у мышей линии B6/DBA 
после введения Aβ(1-42) (Sotthibundhu et al., 2009). Стимулирующий эффект Aβ(1-
42) на стволовые клетки был опосредован активацией рецептора p75NTR. Как вид-NTR. Как вид-. Как вид-
но из приведенных данных, результаты этих немногих работ так же противоречи-
вы, как и полученные на мутантных животных. Практически отсутствуют данные 
для каких-либо других видов грызунов, кроме мышей.

Следует отметить, что в значительной степени противоречивость получаемых 
данных может быть обусловлена различиями в используемых авторами методичес-
ких подходах к детекции процессов нейрогенеза даже на сходных эксперименталь-
ных моделях. В первую очередь это связано с различными протоколами введения 
тимидинового аналога 5’-бромо-2’-дезоксиуридина (BrdU), который чаще всего 
используется для детекции пролиферации. У людей применение этого подхода не-
возможно, что затрудняет и без того непростую интерпретацию получаемых ре-
зультатов. Так, единственное исследование (Jin et al., 2004b), выполненное на ма-b), выполненное на ма-), выполненное на ма-
териале, полученном от людей, и демонстрирующее увеличение содержания Dcx в 
гиппокампе при БА, основано только на данных вестерн-блот-анализа, который не 
позволяет сделать выводов о местоположении и распределении клеток, экспресси-
рующих этот белок. В то же время, гистологическое исследование в когорте более 
молодых пациентов с БА позволило сделать вывод о том, что изменения пролифе-
рации в гиппокампе связаны, главным образом, с изменением числа глиальных и 
эндотелиальных клеток (Boekhoorn et al., 2006).

В нашей работе исследование пролиферации было проведено с использованием 
многократного введения BrdU в течение 5 дней после инъекции Aβ(25-35) в боко-
вые желудочки мозга крыс (Степаничев и др., 2009). Было установлено, что Aβ(25-
35) оказывал влияние на процессы пролиферации клеток и в СВЗ, и в СГЗ, но ха-
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рактер этих влияний был различным. В СВЗ число клеток, которые образовались в 
группе животных, инъецированных этим пептидом, не отличалось от контрольных 
крыс или крыс, получавших Aβ(35-25), но оставалось более высоким через 12 дней 
после операции, что может свидетельствовать об усилении пролиферации и/или 
нарушении миграционных процессов, связанных с действием Aβ(25-35). В СГЗ 
пролиферация клеток была снижена по сравнению с другими группами животных 
и через 6, и через 12 дней после операции.

Негативное влияние Aβ(1-42) и Aβ(25-35) при интрацеребровентрикулярном 
введении мышам было замечено в работе (Haughey et al., 2002a) также при субхро-
ническом введении BrdU. Авторы описали этот эффект на качественном уровне при 
унилатеральном введении 5 нмоль Aβ(1-42) и Aβ(25-35). Они показали также, что 
аппликация этих пептидов в культуру нейросфер, полученных из эмбриональной 
ткани, приводила к нарушению пролиферации и нейрональной дифференцировки 
нейросфер (Haughey et al., 2002a,b), связанному с дисбалансом Ca2�. Следует отме-
тить, что в этой работе авторы использовали существенно меньшую дозу пептидов 
и более поздние сроки по сравнению с нашим исследованием. В то же время, был 
обнаружен стимулирующий пролиферацию нейросфер эффект Aβ(1-42) в культу-
ре, полученной из СВЗ (Lopez-Toledano, Shelanski, 2004; Sotthibundhu et al., 2009). 
Предполагают, что эти эффекты обусловлены активацией рецептора p75NTR.

Можно предположить, что стимулирующий эффект Aβ связан с длительным 
воздействием на относительно многочисленную популяцию делящихся клеток, 
которая включает в себя как непосредственно стволовые клетки, так и незрелые 
пролиферирующие нейробласты. Для того чтобы исследовать эффекты Aβ(25-35) 
на более однородную по составу группу клеток, была использована иная схема вве-
дения BrdU, при которой этот предшественник вводили крысам только в течение 
первых суток после инъекции Aβ(25-35). Иммуногистохимическая детекция вклю-
чившегося BrdU была проведена через 6, 12 и 28 дней после инъекций Aβ(25-35) 
или растворителя. Было установлено, что общее число BrdU�-клеток в СВЗ у кон-
трольных крыс при такой схеме введения было меньше, чем в предыдущей серии 
экспериментов, и на протяжении всего времени наблюдения не подвергалось су-
щественному изменению. В то же время, через 6 дней после введения Aβ(25-35) 
число новых клеток было значительно увеличено. Число BrdU�-клеток не отлича-
лось достоверно от контрольного уровня уже через 12 дней после операции, но все 
еще оставалось весьма высоким. Это также свидетельствует в пользу предположе-
ния о том, что Aβ(25-35) не только усиливает пролиферацию в СВЗ, но и снижает 
скорость миграции новых клеток по ростральному миграционному пути.

Иная картина изменений наблюдается при исследовании пролиферации и со-
зревания клеток в СГЗ. Так, при субхроническом введении BrdU наблюдалось су-
щественное снижение числа BrdU�-клеток в СГЗ ЗФ мозга крыс как через 6, так и 
через 12 дней после инъекции Aβ(25-35) по сравнению с контролем или пептидом 
Aβ(35-25). Тем не менее, при исследовании популяции «новых» клеток, образовав-
шихся через 1 день после операции, нам не удалось выявить каких-либо различий в 
числе BrdU�-клеток ни на одном из исследованных сроков. В то же время, Aβ(25-35) 
существенно изменял характер созревания клеток. Так, через 28 дней после инъек-
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ции Aβ(25-35) доля BrdU�-клеток, экспрессировавших маркер незрелых нейронов 
Dcx, была значительно выше в этой группе крыс по сравнению с контролем. Кроме 
того, доля BrdU�-клеток, экспрессировавших маркер зрелых нейронов NeuN, была 
достоверно ниже по сравнению с контролем.

Для того чтобы понять, какие механизмы могут быть задействованы в опос-
редовании эффектов Aβ(25-35), необходимо кратко упомянуть об основных про-
цессах, контролирующих нейрогенез. Наши представления об этих процессах в 
основном базируются на исследованиях механизмов деления клеток и экспрессии 
маркеров нейробластов. Стволовые клетки и предшественники делятся в специ-
фическом микроокружении нейрогенной ниши. Нейроны ЗФ получают возбужда-
ющую глутаматергическую иннервацию из энторинальной коры, а ГАМК-ерги-
ческая тормозная иннервация обеспечивается интернейронами самой ЗФ. Поми-
мо этого нейроны ЗФ получают входы из разных отделов мозга, передача сигнала 
в которых опосредована различными медиаторными системами (Андреева и др., 
1985; Гасанов, Меликов, 1986; Отмахов, 1993; Lie et al., 2004). Наиболее исследо-
вана роль глутамата и ГАМК в контроле деления и дифференцировки клеток в СГЗ 
ЗФ. Считается, что глутаматная трансмиссия, опосредованная NMDA-рецептора-
ми, обратно коррелирует с уровнем пролиферации в гиппокампе (Lie et al., 2004).  
В то же время, сами нейробласты не экспрессируют NR1-субъединицу NMDA-ре-
цепторов, играющую ведущую роль в нейротрансмиссии (Deisseroth et al., 2004), 
однако эти клетки деполяризуются в ответ на аппликацию ГАМК, а, кроме того, 
ГАМК-ергическая стимуляция способствует дифференцировке гиппокампальных 
предшественников типа 2 (Tozuka et al., 2005). По-видимому, ГАМК играет более 
выраженную роль в процессах пролиферации и дифференцировки новых клеток в 
СГЗ гиппокампа как в обычных условиях, так и в условиях патологии (Аниол, Сте-
паничев, 2007; Deisseroth, Malenka, 2005). Кроме того, пептидные нейромедиаторы 
также могут оказывать влияние на нейробласты СВЗ и СГЗ (Lie et al., 2004).

Нейральные стволовые клетки, подобно стволовым клеткам из других органов 
и тканей, экспрессируют рецепторы к большому набору ростовых факторов, что 
свидетельствует о возможной регуляции пролиферации этих клеток такими моле-
кулами. На сегодняшний день получены свидетельства того, что практически все 
известные ростовые факторы в той или иной мере обладают способностью воз-
действовать на нейрогенез. Например, повышение уровня BDNF в нейрогенных 
областях приводит к усилению пролиферации предшественников (Benraiss et al., 
2001). Установлено, что пролиферация клеток, взятых из субвентрикулярной об-
ласти in vitro, требует наличия нескольких ростовых факторов (Reynolds, Weiss, 
1992). К их числу, наряду с уже упомянутым BDNF, относятся эпидермальный фак-
тор роста (EGF) и основный фактор роста фибробластов (bFGF). Предполагается, 
что эти же ростовые факторы стимулируют нейрогенез in vivo (Kuhn et al., 1997; 
Doetsch et al., 2002).

Можно предположить, что отрицательное влияние Аβ на пролиферацию клеток 
связано с нарушением трофического обеспечения. Так, установлено, что агреги-
рованный Аβ негативно влияет на уровень BDNF у трансгенных мышей (Peng et 
al., 2009). Введение Аβ(1-42) в мозг крыс также приводит к снижению содержания 
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этого нейротрофина (Christensen et al., 2008). С другой стороны, длительное введе-
ние Аβ(1-42), Аβ(1-40) или Аβ(25-35) приводило к увеличению экспрессии BDNF 
(Tang et al., 2000).

Клетки пролиферативных областей мозга могут находиться под влиянием и 
других внешних факторов, среди которых хотелось бы особо остановиться на воз-
действии свободных радикалов. ГАМК-ергические нейроны Аммонова рога и ЗФ 
могут служить источником NO. При этом оказывается, что области, богатые нит-
рергическими нейронами, анатомически тесно связаны с областями интенсивного 
нейрогенеза. Такое наблюдение справедливо как для гиппокампа, где нитрергичес-
кие нейроны гранулярного слоя и хилуса находятся в непосредственной близос-
ти от пролиферирующих клеток СГЗ ЗФ (Estrada, Murillo-Carretero, 2005), так и 
для СВЗ (Moreno-López et al., 2000). Последняя богата аксонами нитрергических 
нейронов, образующими здесь густую сеть, в петлях которой расположены клас-
теры пролиферирующих нейробластов. Отростки нейронов, экспрессирующих 
nNOS, наблюдаются также и на всей протяженности рострального миграционного 
русла, где они тесно переплетаются с цепочками пролиферирующих и мигрирую-
щих клеток. В самих нейробластах, мигрирующих от субвентрикулярной облас-
ти, экспрессии nNOS не отмечается, и лишь в некоторых клетках, уже достигших 
гранулярного и перигломерулярного слоев обонятельной луковицы, начинает экс-
прессироваться nNOS. Указанные области обонятельной луковицы являются мес-
тами, где происходит дифференцировка нейральных предшественников, что, по 
мнению  Е.Р. Матарредона и др. (Matarredona et al., 2004), может говорить как о 
дифференцировке нейральных предшественников в нитрергические нейроны, так 
и о временной экспрессии nNOS в процессе дифференцировки нейронов. Все это 
позволяет задуматься о возможном участии нитрергических механизмов в регуля-
ции процессов нейрогенеза не только на ранних этапах онтогенеза (Santacana et al., 
1998; Peunova et al., 2001), но и в мозге взрослых животных (Moreno-Lopez et al., 
2000). Также известно, что NO подавляет пролиферацию многих типов клеток in 
vitro (Murillo-Carretero et al., 2002), при этом блокируя пролиферативные эффек-
ты некоторых ростовых факторов, в частности EGF. NO подавляет пролиферацию 
предшественников нейронов в СВЗ (Moreno-Lopez et al., 2000). При этом авторам 
не удалось наблюдать аналогичного эффекта в ЗФ. А. Ченг и др. (Cheng et al., 2003) 
установили, что система NO участвует в механизме действия BDNF на дифферен-
цировку нейральных предшественников. В частности, было показано, что BDNF 
повышает экспрессию nNOS в предшественниках нейронов в СВЗ, останавливая 
их пролиферацию и запуская дифференцировку, а ингибирование nNOS блокирует 
дифференцирующее действие BDNF.

В настоящее время остается неясным, как на молекулярном уровне NO оказы-
вает свое антипролиферативное и дифференцирующее действие. С.Р. Джеффри  с 
соавторами (Jaffrey et al., 2001) полагают, что в качестве такого механизма высту-
пает осуществляемое NO нитрозилирование –SH групп цистеиновых остатков раз-
личных рецепторных и регуляторных белков с образованием нитрозотиолов, что 
приводит к изменению активности белков-мишеней. В подтверждение этой кон-
цепции авторы работы (Murillo-Carretero et al., 2002) показали, что NO может обра-
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Рис. 1. Гипотетическая схема событий, ведущих к возникновению амнезии альцгеймеровского 
типа

Жирным шрифтом выделены процессы, развитие которых можно наблюдать в так называемой 
«амилоидной» модели БА
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тимо нитрозилировать рецептор EGF. Рецептор EGF представляет собой мембран-
ную тирозинкиназу, димеризующуюся при связывании EGF и взаимно фосфори-
лирующуюся по остаткам тирозина. Воздействие NO приводит к ингибированию 
реакции фосфорилирования рецептора EGF, а также к замедлению пролиферации, 
вызванной EGF.

Можно предположить, что помимо NO и другие свободные радикалы и ме-
таболиты окислительного стресса могут оказывать воздействие на обсуждаемые 
процессы. Например, аппликация Аβ(1-40) в культуру стволовых клеток человека 
приводила к увеличению в них содержания карбонильных групп в белках и продук-
тов ПОЛ (Mazur-Kolecka et al., 2006). Окислительный стресс, вызванный радиоак-
тивным облучением (Fishman et al., 2009) или экспозицией в атмосфере, обогащен-
ной озоном (Rivas-Arancibia et al., 2010), ведут к угнетению нейрогенеза. В пользу 
этого свидетельствует также подавление нейрогенеза в результате эмоционального 
стресса (Heine et al., 2005; Dagyte et al., 2009). Известно, что и острый, и хрони-
ческий эмоциональный стресс сопровождаются изменениями свободнорадикаль-
ного окисления (Айрапетянц и др. 2006) и в ряде случаев повреждением нейронов 
гиппокампа (Тишкина и др., 2009). Возможно, что дополнительный негативный 
эффект стресса на нейрогенез связан с выбросом стрессорных гормонов в кровь 
(Fuchs et al., 2001). Косвенным свидетельством того, что свободные радикалы до 
определенной степени могут контролировать и/или изменять процессы пролифера-
ции клеток в мозге, является ее усиление вследствие двигательной активности (Van 
Praag et al., 1999a,b). Было показано, что умеренная физическая нагрузка повышает 
антиоксидантную защиту организма в целом (Gomez-Cabrera et al., 2008) и мозга в 
частности (Radak et al., 2007), и снижает вероятность возникновения БА (Radak et 
al., 2010). Таким образом, окислительный стресс, вызываемый в гиппокампе вве-
дением Aβ(25-35) в боковые желудочки, может быть одной из причин угнетения 
пролиферации и замедления дифференцировки в СГЗ ЗФ.

6. Заключение

В последнее десятилетие был сделан существенный вклад в понимание ней-
ропатологии и механизмов клеточных и биохимических нарушений, связанных с 
БА. Одновременно с этим были предприняты шаги к разработке моделей этого за-
болевания на животных. Несмотря на отсутствие в настоящий момент «идеальной 
модели» БА, которая позволяла бы воспроизвести все нейропатологические и кли-
нические аспекты болезни, разработанные в экспериментах подходы к моделирова-
нию позволяют использовать имеющиеся модели для поиска новых путей терапии 
БА. Необходимым условием для этого является понимание тех аспектов, которые 
имеющиеся модели позволяют воспроизводить. Базируясь на имеющихся данных 
литературы и собственных исследованиях, можно изобразить совокупность собы-
тий, протекающих в мозге при развитии нейродегенеративного процесса, сопро-
вождающего БА, в виде схемы (рис. 1). На ней изображены основные этапы па-
тогенеза этого заболевания, часть из которых воспроизводится в модели амнезии 
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альцгеймеровского типа, исследованной с применением интрацеребрального вве-
дения разных фрагментов Aβ, включая наши исследования с пептидом Aβ(25-35). 
Подытоживая, следует отметить, что безусловным преимуществом относительно 
«простых» фармакологических моделей, о которых шла речь в настоящем разделе, 
является наличие гибели холинергических нейронов. По-видимому, одним из ве-
дущих механизмов запуска и/или реализации этой гибели является окислительный 
стресс. Позволит ли это выработать новые подходы к обеспечению антирадикаль-
ной защиты холинергических нейронов, которые способствовали бы их выжива-
нию в условиях окислительного стресса в ходе развития БА, покажет ближайшее 
будущее.
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1. Активация компенсаторных механизмов 
при болезни Альцгеймера

В настоящее время не вызывает сомнения, что болезнь Альцгеймера (БА) воз-
никает задолго (20–30 лет) до момента ее клинической манифестации (Iacono  et 
al., 2008). На рис. 1 представлена временная динамика развития патологии и ее 
поведенческие проявления при БА. Поэтому некоторые исследователи склонны 
рассматривать БА как болезнь адаптации (Clément, 2007). В течении болезни мож-
но выделить состояние предболезни, когда отдельные симптомы слабо выражены, 
а их сочетание не представляет какого-либо определенного симптомо-комплекса.

Естественно предположить, что в организме имеются системы, активация ко-
торых способна затормозить, а возможно, и полностью приостановить развитие 
патологического процесса. Знание этих компенсаторных механизмов открывает 
новые перспективы ранней диагностики и лечения через активацию этих эндо-
генных защитных механизмов. До настоящего времени исследованию этих меха-
низмов при заболеваниях с длительным скрытым латентным периодом уделялось 
очень мало внимания. Причина, по всей видимости, заключается в невозможности 
их обнаружения в клинике, когда болезнь уже находится на стадии манифестации, 
а компенсаторные механизмы в стадии декомпенсации. Однако в последние годы 
в связи с интенсивным поиском ранних маркеров заболевания, а также благодаря 

Сокращения: БА – болезнь Альцгеймера; БТШ – белки теплового шока; ОБЭ, БЭ – ольфакторно 
бульбэктомированные животные; ПОЛ – пероксидное окисление липидов; РЕТ – позитронно-эмисси-
онная томография; SPECT – фотонно-эмиссионная томография.
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развитию новых методов прижизненного исследования мозга, таких как позитрон-
но-эмиссионная томография (РЕТ) и одиночная фотонно-эмиссионная томография 
(SPECT), появляется все больше данных, освещающих различные аспекты актива-
ции компенсаторных механизмов при БА. Во многом их изучению способствуют 
исследования на моделях БА у животных.

Наши работы по исследованию этих механизмов были проведены на модели 
спорадической формы БА на ольфакторно-бульбэктомированных (ОБЭ) животных, 
то есть животных с удаленными обонятельными луковицами, которые, как было 
показано, характеризуются морфологическими, поведенческими и биохимически-
ми маркерами, характерными и для БА, включая потерю пространственной памя-
ти, развитие депрессивноподобного состояния, гибель нейронов в специфических 
структурах мозга, ответственных за память, дефицит холинергической и серотони-
нергической систем мозга, повышение уровня мозгового Аβ и т.д. (Бобкова и др., 
2001; Александрова и др., 2004; Bobkova et al., 2005).

Для нас, прежде всего, представляло большой интерес исследовать особеннос-
ти динамики развития нейродегенеративного процесса у ОБЭ животных. С этой 
целью проведено тестирование уровня пространственной памяти в разные сроки 
после операции по удалению обонятельных луковиц, а также в эти же сроки вы-
полнен ряд биохимических, биофизических и морфологических исследований по 
изучению мозга этих животных, позволивших сопоставить полученные характе-
ристики. Обучение и тестирование памяти проводили в водном лабиринте Морри-
са. Статистическая обработка результатов проведена с использованием факторного 
анализа (One Way ANOVA). На рис. 2 представлены данные Post hok анализа пове-hok анализа пове-ok анализа пове-
денческих экспериментов.

Рис. 1. Наличие длительной бессимптомной фазы в развитии БА
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Из представленных на рис. 2 данных следует, что на протяжении 16 месяцев пос-
ле бульбэктомии отмечается определенная динамика изменения уровня пространс-
твенной памяти, о которой судили по достоверности увеличения времени пребыва-
ния в отсеке обучения по сравнению с индифферентными секторами. Ложноопери-
рованные (ЛО) животные хорошо помнили отсек обучения, о чем свидетельствует 
как достоверность фактора выделения отсеков, так и значения времени пребывания 
в нем, достоверно превышающие время, проводимое животными, в других отсеках 
лабиринта Морриса на всех этапах тестирования памяти. ОБЭ животные демон- 
стрировали своеобразную динамику изменения уровня памяти: резкое снижение 
способности к запоминанию отсека обучения в начальный период после операции 
затем сменялось ее восстановлением через 6 мес. после бульбэктомии, а в период 
с 8 по 16 мес. (конечная точка, когда проводили тестирование памяти) память у  
ОБЭ-мышей вновь ухудшалась.

Рис. 2. Динамика изменения уровня пространственной памяти у мышей в разные сроки после 
удаления обонятельных луковиц

По оси абсцисс – послеоперационный период, в месяцах, когда произведено тестирование про-
странственной памяти. По оси абсцисс – время пребывания в отсеках лабиринта Морриса. Черным 
отмечены столбцы, соответствующие времени, проведенному животными в отсеке , где при обучении 
размещалась спасательная площадка; белые столбцы соответствуют индифферентным отсекам ла-
биринта. Звездочками отмечена достоверность различия показателей в индифферентных отсеках по 
сравнению с сектором обучения (3-ий сектор) * – p<0,05; **– p<0,01; ***– p<0,001
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Важно отметить, что одновременно с изменением показателей памяти у  
ОБЭ животных наблюдались изменения ряда других биохимических и биофизи-
ческих характеристик. Для определения уровня мозгового Аβ использовали метод 
ЕLISA. Анализ микровязкости мембран, выделенных из переднемозговых струк-
тур, проводили методом ЭПР (эмиссионно-позитронный резонанс) спиновых зон-
дов совместно с Институтом биохимической физики им. Н.М. Эмануэля РАН (лаб. 
проф. Е.Б. Бурлаковой). 

Из графиков, представленных на рис. 3А,Б, следует, что ухудшение пространс-
твенной памяти через 1,5 мес. и через год после бульбэктомии происходило на 
фоне увеличения уровня мозгового Аβ. Особый интерес заслуживают результаты 
временной динамики нарушения микровязкости клеточных мембран, выделен-
ных из грубой фракции синаптосом, и эндоплазматического ретикулюма клеток 
переднемозговых структур (кора, гиппокамп, подкорковые ядра переднего мозга) 
(рис 3В,Г).

Рис. 3. Ассоциация временной динамики изменения пространственной памяти ОБЭ мышей (А), 
мозгового уровня Аβ (Б) и микровязкости мембран переднего мозга, оцениваемой методом ЭПР спи-
новых «белкового» и «липидного» зондов (В, Г)

Все данные представлены в процентах от аналогичных результатов, полученных для возрастного 
контроля ЛО животных

                 Зонд А – липидный                  Зонд Б – белковый

А

Б

В

Г
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Известно, что в мембранах клеток мозга больных БА имеются нарушения сис-
темы гомеостаза пероксидного окисления липидов (ПОЛ) мембран, участвующей в 
регуляции клеточного метаболизма. Поэтому БА рассматривают как пример мемб-
ранной патологии, требующей систематического изучения изменений структуры и 
функций мембран на разных стадиях заболевания. Исследования с использованием 
метода ЭПР спиновых зондов позволили выявить изменения структуры (текучес-
ти) поверхностных областей липидного бислоя («липидный зонд») и прибелковых 
липидных доменов («белковый» зонд) мембран, изолированных из переднего мозга 
ОБЭ мышей в разные сроки после операции. На рис. 3В,Г приведены результаты 
этих исследований. Видно, что выраженность и направленность изменений теку-
чести мембран различалась в разные сроки развития патологии. Более сильным 
изменениям подвержена текучесть прибелковых липидов, которые наиболее важны 
для функционирования ферментов, ответственных за образование Аβ. Таким обра-
зом, бульбэктомия приводит к стадийным изменениям структуры мембран мозга 
мышей, которые по времени совпадают с изменением уровня Аβ в мозге ОБЭ жи-
вотных и уровнем их пространственной памяти.

Таким образом, получены данные, подтверждающие комплексный характер 
изменений биохимических и поведенческих характеристик, свидетельствующих 
о фазном характере течения патологического процесса у ОБЭ животных, как это 
наблюдается и при БА.

Уникальной особенностью нашей модели явилось воспроизведение разных ста-
дий БА, включая и длительную латентную фазу, когда наблюдалась нормализация 
многих поведенческих и морфо-биохимических показателей. Исследование мозга 
ОБЭ животных на этой стадии развития патологии открывает новые возможности в 
изучении эндогенных компенсаторных механизмов. Кроме того, следует отметить, 
что их активация может стать одним их самых ранних диагностических признаков, 
свидетельствующих о начале заболевания.

В связи с этим было интересно провести анализ собственных и литературных 
данных с точки зрения активации компенсаторных механизмов в мозге при разви-
тии патологии альцгеймеровского типа. Наше внимание было уделено изложению 
фактического материала, трактовка которого не всегда может быть однозначной.

2. Роль βА в запуске компенсаторных механизмов при БА

Основными морфологическими маркерами БА являются многочисленные 
амилоидные бляшки и нейрофибриллярные отложения. Согласно общепринятой 
гипотезе «амилоидного каскада», именно эти образования и являются ключевы-
ми патогенными факторами возникновения БА, поскольку белок Аβ, являющий-
ся основным компонентом амилоидных бляшек, равно как и внутриклеточный 
гиперфосфорилированный тау-белок, образующий нейрофибриллярные клубки, 
обладают нейротоксическими свойствами и запускают механизмы гибели нейро-
нов. Поэтому новые стратегии лечения БА в основном нацелены на очистку моз-
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га от амилоидных бляшек и нейрофибриллярных клубков. Однако иммунизация 
больных БА против Аβ оказалась малоэффективной, хотя мозг и освобождался от 
амилоидных агрегатов. Деменция продолжала нарастать с той же скоростью, что 
и в контрольной группе (Holmes et al., 2008). Чтобы понять причину этих неудач, 
необходимо более детально знать, какую функцию несут эти патогенные агенты 
в начальной стадии заболевания. В последнее время появились данные, что ней-
рофибриллярные клубки и βА проявляют активность антиоксидантов, а βА спо-
собен еще и образовывать хелатные комплексы с ионами таких металлов, как Cu, 
Fe и Zn, что может лежать в основе его нейротрофического действия (Apelt  et al., 
2004; Atwood  et al., 2003; Lee  et al., 2005). С этой точки зрения можно полагать, 
что начальное выделение βА и фосфорилирование тау-белка в мозге инициируется 
окислительным стрессом, развивающимся с возрастом, и является по своей сути 
ответной компенсаторной реакцией. Установлено, что на начальных этапах БА в 
нейронах определяются маркеры развития окислительного стресса, однако по мере 
прогрессирования заболевания уровень этих маркеров снижается, что позволяет 
рассматривать окислительный стресс также начальным компенсаторным клеточ-
ным ответом на стресс разного генеза (Moreira et al., 2006). О защитной природе 
начального выделения Аβ в экстраклеточное пространство свидетельствуют и дан-
ные о том, что усиление нейрональной активности в ответ на стресс сопровожда-
ется повышением содержания внеклеточного Аβ (Cirrito et al., 2005). Показано, что 
в острый период его уровень положительно коррелирует со степенью улучшения 
состояния пациентов с различными травмами мозга. Со временем при БА проис-
ходит ослабление антиоксидантных свойств Аβ и превращение его в прооксидант 
(Moreira et al., 2008).

В настоящее время уже не вызывает удивления представление о компенсатор-
ной функции и самого процесса бляшкообразования, поскольку олигомеры и про-
тофибриллы βА оказались более нейротоксичными по сравнению с нераствори-
мым βА, упаковынным в бляшки (Watson et al., 2005). В литературе описаны случаи 
бессимптомного протекания БА, когда наличие сенильных бляшек и нейрофибрил-
лярных клубков в мозге не сопровождалось когнитивными нарушениями, но была 
отмечена гипертрофия клеточных тел, ядер и ядрышек нейронов гиппокампа и 
цингулярной коры, что авторы рассматривают как комплексное проявление ком-
пенсаторной реакции, препятствующей развитию деменции (Riudavets et al., 2007; 
Iacono et al., 2008).

Выражением крайней точки зрения является представление о том, что все ви-
димые морфологические и функциональные изменения в мозге больных БА яв-
ляются отражением приспособительных реакций в ответ на какое-то патогенное 
начало, возможно, окислительный стресс, развивающийся в мозге в процессе ста-
рения, а также при любых видах травм и воспалительных реакциях разного генеза 
(Castellani  et al., 2008). Генерация Аβ и фосфорилирование тау-белка является по-
пыткой восстановить окислительный гомеостаз в клетке в условиях окислительно-
го стресса. При прогрессировании БА происходит разбаланс процессов накопления 
этих компонентов в нейронах и их утилизации (Moreira et al., 2008).
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3. Ферменты процессинга Аβ

Как известно, для увеличения содержания Аβ необходимыми условиями явля-
ются либо увеличенный синтез белка-предшественника АРР, или снижение актив-
ностей Аβ деградирующего белка неприлизина и α-секретазы, либо активация β- и 
γ-секретаз – ферментов, ответственных за процессинг Аβ из АРР. Поэтому еще не-
давно их ингибиторы рассматривались как перспективные терапевтические средс-
тва для лечения БА. Однако необходимо учитывать, что такое воздействие может 
повлиять на процессы пролиферации, миграции и созревания нервных клеток, пос-
кольку продукты ферментативной деградации АРР, такие как sAPPα и sAPPβ, иг-
рают важную роль в этих компенсаторных процессах. Здесь же уместно отметить, 
что помимо АРР одним из субстратов γ-секретазы является Notch-рецептор. Его 
внутриклеточный фрагмент, образующийся в результате деятельности γ-секретазы, 
проникает в ядро и инициирует синтез соединений, ответственных за направлен-
ность нейрональной дифференцировки в развивающемся мозге и за образование 
новых синаптических контактов у взрослых организмов. Таким образом, актива-
ция β- и γ-секретаз не только способствует повышению уровня Аβ, вызывающего 
апоптоз, но одновременно и стимулирует появление соединений, ответственных 
за активацию регенеративных процессов в мозге. Интересно отметить, что такой 
сильный стресс, как острая ишемия мозга, сопровождается снижением активнос-
ти неприлизина и α-секретазы на фоне увеличения синтеза АРР (Nalivaeva et al., 
2004), что приводит к увеличению уровня Аβ. Подобные изменения сопровожда-
ются нарушением долговременной и кратковременной памяти (Дубровская и др., 
2005; Zhuravin et al., 2011). На основании этих данных можно предположить, что 
в условиях острого стресса (травма, ишемия, воспаление, вызванное инфекцион-
ным агентом) мозг переходит из режима нормального функционирования в режим 
выживания, который связан с инициацией гибели пораженных клеток, нейропро-
текцией клеток с небольшим нарушением и стимуляцией процессов установления 
новых межклеточных контактов и нейрогенеза. Аβ является одним из ключевых со-
единений, участвующих в запуске этих процессов. Исследования свидетельствуют, 
что нервные клетки способны выживать и в условиях повышенных концентраций 
Аβ за счет активации синтеза белков, обладающих нейропротективной активнос-
тью, таких как Thimet олигопептидаза (Pollio et al., 2008), транстиретин (Саранце-
ва, Шварцман, 2010) и, конечно, семейство белков теплового шока.

4. Белки теплового шока и БА

В последние годы ведутся интенсивные поиски соединений, способных предо-
твратить или замедлить образование сенильных бляшек. В связи с этим большой 
интерес у исследователей вызывают белки теплового шока (БТШ), поскольку за 
счет шаперонных свойств БТШ препятствуют образованию Аβ агрегатов in vitro 
(Kudva et al., 1997), а через активацию микроглии (Kаkimura et al., 2002) эти белки 
способствуют фагоцитозу Аβ. Способность БТШ70 образовывать стойкий комп-
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лекс с тау-белком защищает последний от гиперфосфорилирования, а снижение 
содержания БТШ70 приводит к формированию нейрофибриллярных клубков в 
нейронах (Dou et al., 2003). Они также помогают транспортировать разрушенные 
протеины к местам их утилизации. В ЦНС эти белки выполняют роль нейропротек-
торов через активацию различных механизмов. БТШ70 может ингибировать апоп-
тоз за счет блокирования высвобождения цитохрома из митохондрий (Klein, Brune, 
2002). БТШ могут ограничивать продукцию NO и соответственно уменьшать вос-
палительные реакции при БА (Calabrese et al., 2000). Было также отмечено, что 
клетки с повышенным содержанием БТШ70 более устойчивы к глутаматной эк-
сайтотоксичности (Yee et al., 1993), которая является одним из факторов индукции 
нейрональной гибели при БА. По-видимому, БТШ и особенно БТШ70 представля-
ют собой важную эндогенную систему защиты нейронов при БА, поскольку пока-
зано увеличение их уровня в мозге больных БА (Yoo et al., 1999). Однако в пожилом 
возрасте начинает меняться шаперонная активность БТШ, происходят изменения в 
структуре и механизме их синтеза (Castegna et al., 2002). Наши исследования были 
проведены на модели спорадической формы БА на ОБЭ животных в разные сроки 
после операции. На рис. 4B приведен уровень эндогенного БТШ70 в мозге в разные 
сроки после бульбэктомии.

Было установлено, что наибольший подъем содержания БТШ70 наблюдался в 
гиппокампе через 6 месяцев после операции бульбэктомии. По времени это совпа-
ло с восстановлением памяти (рис. 4А) и снижением уровня мозгового Аβ у ОБЭ 
животных (см. рис. 3). С возрастом эти показатели опять ухудшались (Bobkova et 

Рис. 4. Временная динамика изменения пространственной памяти (А) и уровня индуцибельной 
формы эндогенного белка БТШ70 в гиппокампе у ОБЭ мышей (В)

По оси абсцисс на графиках А и В – время в мес. после удаления обонятельных луковиц. По оси 
ординат на графике А – время пребывания ОБЭ животных в секторе водного лабиринта Морриса, где 
располагалась спасательная платформа во время обучения, выраженное в процентах относительно 
этого показателя, принятого за 100% у контрольной группы ЛО мышей, который на графике соответс-
твует нулевой линии. На графике В – уровень БТШ70 в мозге ОБЭ мышей, выраженный в процентах 
относительно его содержания в мозге ЛО животных, принятого за 100%
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al., 2013). Данные дают возможность предположить, что БТШ70 может играть оп-
ределенную роль в наблюдаемом улучшении состояния и памяти ОБЭ-животных. 
Для проверки этой идеи был изучен эффект экзогенного введения БТШ70 на обуче-
ние и память ОБЭ мышей. Результаты этого исследования представлены на рис. 5.

Возможность проникновения БТШ70 внутрь клетки через активацию эндоци-
тоза была показана на клеточной культуре (Guzhova et al., 1998) и целостном орга-
низме (Bobkova et al., 2014). К тому же, в настоящее время уже известен ряд данных 
о биологических эффектах экзогенного введения БТШ70 на клеточном и организ-
менном уровнях (Ekimova et al., 2010). Он усиливает толерантность NMDA-ре-
цепторов к воздействию токсических агентов (Mokrushin et al, 2004), а при интра-
назальном введении вызывает изменение поведения животных в тесте «открытое 
поле» (Andreeva et al., 2004). Нами впервые было показано, что субхроническое ин-

Рис. 5. Позитивный эффект интраназального введения рекомбинантного белка БТШ70 на про-
странственную память (А,В), нейрональную плотность в гиппокампе (С) и уровень мозгового Аβ (D)

На графиках А – результаты тестирования пространственной памяти у ОБЭ мышей сразу после 
3-недельного интраназального введения БТШ70 (2мкг/мышь/день); В – через 6 мес. после отмены 
БТШ70. На графиках А и В по оси ординат отложено время пребывания животных в отсеках лаби-
ринта Морриса во время тестирования пространственной памяти. Заштрихованные столбцы пред-
ставляют данные для отсека обучения, белые – для индифферентных отсеков. На диаграмме С по оси 
ординат отложена нейрональная плотность, выраженная в количестве нейронов, определяемых на кв. 
миллиметр. На диаграмме D по оси ординат отложен уровень Аβ , определенный методом ЕLISA, в 
гомогенатах коры и гиппокампа, выраженный в процентах относительно его уровня у SO мышей, 
принятого за 100%. На всех графиках на оси абсцисс представлены группы экспериментальных жи-
вотных: ЛО(SO) и ОБЭ(OBE) мышей с интраназальным введением БТШ70 (Hsp70), его инактивиро-
ванной нагреванием формы или альбумина
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траназальное введение БТШ70 в дозе 2 мкг/мышь/день эффективно предотвраща-
ло развитие потери пространственной памяти у ОБЭ мышей (Bobkova et al., 2014). 
Наши результаты подтверждаются и данными, полученными на культуре корковых 
нейронов с аденовиральной системой для регулируемой экспрессии индуцибель-
ного Аβ42 и аденовиральным вектором экспрессии БТШ70. Синтез БТШ70 защи-
щал клетку от гибели, вызываемой внутриклеточной аккумуляцией Аβ42 (Magrane 
et al., 2004).

5. Динамическая перестройка синаптического аппарата 
при развитии БА

Приспособительные изменения при БА наблюдаются и на уровне синаптичес-
кой передачи. Резкое уменьшение дендритных спинов в гиппокампе у трансгенных 
мышей Tg2576, характеризующихся усиленной экспрессией шведской мутации 
АРР человека, компенсируется увеличением синаптических контактов в стриатуме 
(Middei et al., 2008). Снижение основного белка синаптических везикул синаптофи-
зина, что наблюдается у больных БА, у трансгенных животных и на нашей модели у 
ОБЭ мышей отражает уменьшение синаптической плотности вследствие дегенера-
ции аксонов и дендритов (Scheff, Price, 2006). Эти изменения в пресинаптическом 
аппарате частично компенсируются увеличением плотности постсинаптического 
белка PSD-95, который, в частности, ответственен за нормальное функционирова-
ние АМРА и NMDA рецепторов, поскольку выполняет важную функцию связыва-
ния рецепторного белка с цитоскелетом (Leuba et al., 2008). Важно отметить, что 
именно эти рецепторные образования важны для процессов обучения и памяти.

6. Состояние основных нейротрансмиттерных систем 
при развитии БА

Для БА характерным является дефицит основных нейротрансмиттерных систем 
мозга, с которым связывают когнитивные нарушения, развитие депрессивного со-
стояния или агрессивности (Garcia-Alloza et al., 2006). Однако в процессе развития 
патологии отмечается ряд перестроек в их деятельности, которые можно рассмат-
ривать как компенсаторные реакции, направленные на поддержание ослабленной 
функции нейромедиаторных систем. При БА уменьшение никотиновых рецепто-
ров α7-типа на нейронах коры компенсируется увеличением этого типа рецепторов 
на проекционных нейронах базального ядра Мейнерта и астроглии в неокортексе 
(Xiao et al., 2006; Counts et al., 2007), а также некоторым увеличением плотности 
мускариновых (М1) рецепторов. Однако одна из современных гипотез предполага-
ет, что βА (1-42) за счет высокоаффинного связывания с α7-субъединицей ацетил-
холинового рецептора через активацию механизма эндоцитоза проникает внутрь 
клетки, после чего через вторичные мессенджеры g-белкового семейства запускает 
каскад реакций, приводящих к апоптозу и лизису клетки (D'Andrea, Nagele, 2006).  
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С этой точки зрения снижение плотности этого типа рецепторов является приспосо-
бительной реакцией, повышающей выживаемость нейронов коры, но приводящей 
к ухудшению памяти. Галаниновая гипериннервация нейронов базального ядра ак-
тивирует экспрессию mРНК холинацетилтрансферазы – фермента, ответственного 
за синтез ацетилхолина (Counts et al., 2008). На этапе поведенческой компенсации 
у ОБЭ животных нами было обнаружено восстановление плотности нейронов, со-
держащих холинацетилтрансферазу в крупноклеточном преоптическом ядре гипо-
таламуса – аналоге ядра Мейнерта у человека.

Интересные перестройки претерпевает и глутаматергическая система в про-
цессе развития БА. Как правило, отмечается редукция числа NMDA-рецепторов, 
проходящая на фоне возрастания плотности каинатных рецепторов. Варьирование 
в плотности рецепторов не сопровождается изменением их аффинности (Nordberg, 
1992).

С использованием метода позитронно-эмиссионной томографии у пациентов с 
мягким когнитивным нарушением, которые с некоторым приближением могут рас-
сматриваться как случаи раннего проявления БА, обнаружено значительное увели-
чение плотности серотониновых 5-НТ1-рецепторов на гиппокампальных нейронах 
по сравнению со здоровыми людьми того же возраста. У больных с диагностиро-
ванной БА уже происходит уменьшение плотности этого типа рецепторов (Truchot 
et al., 2007). В наших исследованиях на модели спорадической формы БА на ОБЭ 
животных также наблюдалось компенсаторное увеличение плотности 5-НТ1-ре-
цепторов в новой коре и гиппокампе на фоне дефицита содержания серотонина 
в стволе мозга, где расположено основное серотонинсинтезирующее ядро шва 
(n.raphe) (Gurevich et al., 1993). Установленным фактом при БА является снижение 
числа нейронов в ядре Locus coeruleus, где находятся нейроны, синтезирующие но-
радреналин и посылающие свои аксоны в гиппокамп и кору. Компенсаторным от-
ветом, направленным на поддержание норадренергической иннервации при БА, яв-
ляется спрутирование терминалей оставшихся в живых норадренергических ней-
ронов, а также увеличение плотности пресинаптических α2 – адренорецепторов и 
постсинаптических α1 адренорецепторов в гиппокампе (Szot et al., 2007), а также 
гиперактивность оставшихся в живых норадренергических нейронов (Hoogendijk 
et al., 2001). Возможно, эти компенсаторные перестройки являются одной из при-
чин резких перепадов настроения больных БА и развития агрессивности.

ГАМК- и дофаминергическая системы в отличии от холинергической и глута-
матергической систем в меньшей степени подвержены изменениям при БА. Тем 
не менее, при прогрессировании БА отмечается увеличение плотности ГАМК(А) 
рецепторных субъединиц (Rissman et al., 2007), что компенсирует снижение уровня 
ГАМК во фронтальной и височной коре (Garcia-Alloza et al., 2006). Как уже указы-
валось выше, на начальных этапах БА наблюдается усиленная активность части 
нейронов, компенсирующая утраченную активность погибающих клеток. У транс-
генных животных, характеризующихся усиленным синтезом гуманизированного 
белка АРР, отмечено спрутирование ГАМК-ергических терминалей в коре и гип-
покампе. Усилением возбудительных и тормозных процессов на фоне ухудшения 
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пластичности нейронов зубчатой фасции исследователи объясняют появление су-
дорожной электрической активности в коре и гиппокампе трансгенных животных, 
проходящей без поведенческого проявления конвульсий (Palop et al., 2007).

При БА компенсаторные перестройки происходят и в деятельности пептидер-
гической системы мозга: снижение в плотности рецепторов к соматостатину и ней-
ропептиду Y сопровождается увеличением мест связывания с кортикотропин-рели-
зинг-фактором (Nordberg, 1992).

 7. Иммунная система и компенсаторные реакции 
при БА, роль микро- и астроглии

Известно, что больные БА характеризуются выраженным иммунодефицитом, 
который воспроизводится и на модели БА у ОБЭ животных (Новоселова и др., 
2003). Однако на определенном этапе развития БА в сыворотке крови начинают оп-
ределяться антитела к Аβ. Трактовка их образования неоднозначна. Первоначаль-
ное представление о патологической аутоиммунной реакции в настоящее время не-
сколько изменилось, поскольку эти антитела появляются только на определенной 
фазе заболевания и никогда не наблюдаются на его терминальной стадии. Поэтому 
можно предположить компенсаторную функцию таких антител, поскольку через 
связывание с Аβ они будут способствовать снижению его концентрации в общем 
кровотоке и тем самым ускорять его выход из ткани мозга. Показано, что антитела 
к Аβ проникают в мозг и там через активацию микроглии либо через непосредс-
твенное связывание с фибриллярными и олигомерными формами Аβ активируют 
процесс их удаления из мозга. Однако для реализации такой компенсаторной ре-
акции должно произойти серьезное изменение в проницаемости гемато-энцефа-
лического барьера (ГЭБ), что и наблюдается у больных БА, поскольку сам Аβ вы-
зывает нарушение целостности ГЭБ (Ujiie et al., 2003). Это имеет и отрицательные 
последствия, т.к. мозг становится более уязвимым ввиду нарушения его иммуно- 
привилегированности.

Микроглия является иммунными клетками мозга, обеспечивающими первую 
линию защиты путем стимуляции выделения цитокинов при узнавании патоген-
ассоциированного микробного паттерна. Цитокины в свою очередь активируют 
механизмы адаптивного иммунного ответа. Через фагоцитоз микроглия освобож-
дает мозг от патогенов и зашлакованности. Отрицательным побочным эффектом 
активации микроглии является воспалительная реакция, которая может вызвать 
поражение ткани мозга, что и происходит при БА. Высказывается предположение 
о сниженной способности микроглии и макрофагов в мозге больных БА к фагоци-
тозу Аβ, что компенсаторно приводит к гиперэкспрессии провоспалительных ци-
токинов для активации этой функции. Однако повышенная концентрация таких ци-
токинов вызывает хронический воспалительный процесс в мозге (Fiala et al., 2007). 
Данный пример наглядно иллюстрирует возможность отрицательных последствий 
компенсаторной реакции.
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Астроциты – одна из самых многочисленных групп глиальных клеток в ЦНС, 
однако их роль до сих пор остается не до конца выясненной. Эти клетки имеют 
достаточно крупные размеры и множество извитых отростков, переплетающихся 
вокруг нейронов и образующих специфические контакты-«ножки», прилегающие 
к капиллярам. Только в этих глиальных клетках обнаружены тонкие фибриллы, 
содержащие маркерный белок – глиальный кислый протеин-GFAP. В настоящее 
время уже не вызывает сомнения, что астроциты в мозге выполняют не только 
поддерживающую функцию. Они участвуют в ресинтезе глутамата и осущест-
вляют контроль над его внеклеточной концентрацией. Известна их способность 
оказывать влияние на формирование синапсов на нейронах, а также контролиро-
вать их структурную и функциональную пластичность. Астроциты ответственны 
за поддержание ионного, нейротрансмиттерного и водного гомеостазов в экстра-
целлюлярном пространстве мозга. Способность образовывать сети и отвечать на 
гуморальные стимулы позволяет им передавать информацию внутри синтициума 
на длинные дистанции, что обеспечивает формирование интегрального ответа на 
множество раздражителей. Показано, что они участвуют в транспорте веществ из 
крови к нейронам и, возможно, обратно в кровь. Осуществляя в норме функцию 
«домоправительницы» в мозге, астроглия меняет свою активность при ряде за-
болеваний. Одним из ранних нейропатологических проявлений при БА является 
скопление астроцитов в местах амилоидных депозитов (Ma, 2001), однако причина 
и значение этого явления не ясна. Недавно была обнаружена способность астрог-
лии утилизировать Аβ (Nagele et al., 2004) и остатки дегенерирующих нейронов, 
а также предотвращать формирование зрелых бляшек (Wyss-Coray et al., 2003). В 
опытах in vitro астроциты, помещенные на переживающие срезы мозга трансген-
ных животных, очищали их от амилоидных бляшек, а фрагменты Аβ определись 
внутри астроцитов. Астроглия участвует в деградации Аβ путем экспрессии и 
секреции матриксных металлопротеиназ вблизи амилоидных бляшек. Более того, 
даже среда, в которой культивировались астроциты, содержит определенное коли-
чество металлопротеиназ-2 и -9, что проявляется в ее способности расщеплять Аβ 
на различные фрагменты (Yin et al., 2006). На рис. 6 приведены результаты наших 
исследований состояния астроглии в мозге ОБЭ мышей на этапе латентной фазы 
протекания нейродегенеративного процесса альцгеймеровского типа.

Мы обнаружили значительное увеличение числа контактов отростков астрог-
лии с микрососудами мозга в новой коре и в гиппокампе. Иммуногистохимические 
исследования  с антителами к концевому фрагменту Аβ выявили включение Аβ 
в астроциты, которые были идентифицированы с помощью антител к GFAP, что 
не наблюдалось на этапе манифестации развития патологии (Бобкова и др., 2005). 
Приведенные литературные и собственные данные свидетельствуют об утилизации 
Аβ астроглией. Однако в наших экспериментах нельзя исключать и возможность 
эндогенного синтеза этого пептида самими астроцитами. Активация фагоцитарной 
способности микро- и астроглии является компенсаторной реакцией на избыток 
генерации Аβ в мозге, которую в перспективе можно использовать для разработки 
нового подхода к лечению БА.



393

Рис. 6. Микрофотографии астроглии в срезах мозга ЛО (А) и ОБЭ (Б) мышей через 3 мес. после 
операции (гистоиммунохимическая окраска с применением антител к GFAP). В – гистоиммунохими-GFAP). В – гистоиммунохими-). В – гистоиммунохими-
ческая окраски срезов мозга ОБЭ мышей с использованием антител к концевому фрагменту Аβ 1-40 
(антитело R163). Г, Д – плотность контактов астроглии с микрососудами мозга (n контактов на едини-n контактов на едини- контактов на едини-
цу длины сосуда) в коре и гиппокампе ОБЭ мышей на этапе компенсации поведенческих нарушений. 
Шкала 25 мкм
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8. Гормональные изменения при БА

В настоящее время активно обсуждается защитная роль женских половых гор-
монов, в частности, обусловленная высоким потенциалом их антиоксидантной ак-
тивности. Нейропротекторная роль эстрогенов обусловлена как их прямым взаи-
модействием с нейронами, так и опосредованным их действием через активацию 
глутаматных транспортеров в астроглии, что способствует снижению эксайтоток-
сичности внеклеточного глутамата (Pawlak et al., 2005). Одним из механизмов ней-
ропротективного действия половых гормонов андрогена и эстрогена является так-
же стимуляция синтеза БТШ70 в клетке (Zhang et al., 2004). С возрастом отмечается 
резкое снижение уровня половых гормонов эстрогена и тестостерона, что в после-
дующем вызывает компенсаторное увеличение гонадотропина – лютеинизирую-
щего гормона, который, по мнению ряда авторов, и может играть ключевую роль 
в генезе БА (Webber et al., 2007). Поэтому столь популярна заместительная гормо-
нальная терапия. Однако в отношении ее эффективности, особенно в пожилом воз-
расте, имеются весьма противоречивые сведения. Серьезное исследование на эту 
тему, проведенное недавно в США (Women's Health Initiative Memory Study), дало 
отрицательные результаты по применению эстрогенотерапии у женщин в пост- 
климактерическом возрасте (Craig et al., 2005; Almeida, Flicker, 2005). К тому же, 
регулярный прием эстрогена в виде эстрадиола повышает риск заболевания раком 
молочной железы. В этом случае компенсаторное увеличение уровня БТШ70 по-
вышает устойчивость раковых клеток к стрессорным воздействиям, в том числе и 
к действию цитостатиков. Поэтому в настоящее время акцент перенесен на антиго-
надотропины, которые могут стать новыми терапевтическими средствами против 
БА (Gregory  et al., 2006).

9. Компенсаторная функция апоптоза при БА

Одним из проявлений БА на уровне клетки является нарушение гомеостаза 
кальция. И крайним проявлением этого процесса является его накопление и запуск 
процесса апоптоза – запрограммированной гибели клеток. Апоптоз играет сущес-
твенную роль в процессе развития мозга, инициируя гибель нейронов, не уста-
новивших контакты с другими клетками к определенному сроку эмбрионального 
развития. Интересно отметить, что именно в этот период наблюдается и увеличе-
ние уровня Аβ в мозге. Нарушение апоптоза является одной из причин развития 
опухолевого процесса. Через апоптоз поддерживается динамическое равновесие 
функционирующих клеток в мозге. При БА это равновесие сдвигается в сторону 
активации апоптоза, при раке – в сторону его торможения, что вызывает активацию 
пролиферативного процесса. По-видимому, ключевую роль в этом процессе игра-
ет регуляция активности белка Р53. Предполагается, что активация апоптоза при 
БА является ответной реакцией на нарушение клеточного цикла, наблюдаемого 
во многих нейрональных клетках. Запрещенной попыткой для нейронов является 
вхождение в фазу, предшествующую делению клетки, что неминуемо заканчива-
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ется активацией апоптоза и ее гибелью (Arendt et al., 1998). Интересно отметить, 
что в мозге больных БА отмечается много нейронов с фрагментацией ДНК, но не 
подвергающихся апоптозу. Одним из компенсаторных механизмов, активируемых 
в таких нейронах, является активация проонкогена Bcl-2, продукт которого тормо-
зит развитие апоптоза (Cotman, 1998). Однако активация Bcl-2 наблюдается и при 
развитии рака молочной железы, при этом она положительно регулируется через 
гормональные рецепторы ( Lee et al., 2007).

10. Нейрогенез в мозге при БА

Еще до недавнего времени господствовало представление о невозможности 
нейрогенеза в мозге взрослых млекопитающих и человека, хотя это явление было 
открыто более 30 лет назад. Сейчас это одна из наиболее «горячих» тем не толь-
ко нейрофизиологии, но и многих смежных дисциплин. Основными структурами 
мозга, где происходит нейрогенез во взрослом организме, являются субвентрику-
лярная зона и зубчатая фасция гиппокампа, а также обонятельная луковица, кото-
рую с субвентрикулярной зоной связывает переднемозговой миграционный путь, 
по которому двигаются нейрональные прогениторы, постепенно дифференцируясь 
в нейроны, олигодендроциты и астроциты (Kato et al., 2001). Показано, что в старе-
ющем мозге наблюдается нарушение нейрогенеза, что может быть одной из причин 
развития нейродегенеративных заболеваний, включая и БА (McDonald, Wojtowicz, 
2005). Однако при БА обнаружено и усиление пролиферативной активности в моз-
ге (Jin et al., 2004). В настоящее время нет полной ясности в этом вопросе ввиду 
весьма противоречивых данных, полученных в эксперименте на животных моде-
лях БА и в клинике. Исследования с использованием трансгенных животных – мо-
делях БА, не внесли ясности в решение этого вопроса, поскольку в подавляющем 
большинстве трансгенные животные демонстрировали снижение выраженности 
нейрогенеза (Dong et al., 2004). С другой стороны, модели ускоренного старения 
у крыс показали усиленный нейрогенез в гранулярных клетках гиппокампа, выра-
женность которого положительно коррелировала с когнитивным дефицитом (Bizon, 
Gallagher, 2005). Результаты наших исследований пролиферативной активности в 
мозге ОБЭ мышей представлены на рис. 7.

В наших исследованиях максимальная пролиферативная активность, которая 
определялась по включению в клетки мозга BrdU, отмечена в гиппокампе, субвен-
трикулярной зоне и височной коре ОБЭ животных через 3–4 недели после буль-
бэктомии, т.е. на фоне развития нейродегенеративных изменений. Действительно, 
именно в этот период после операции бульбэктомии наблюдали снижение нейро-
нальной плотности у ОБЭ мышей: в височной коре – на 10±1,8%, в поле СА1 гип-
покампа – на 18,3±2,6%; в поле СА3 гиппокампа – на 23,8±3,1%, в холинергических 
структурах переднего мозга (горизонтальном ядре вертикального пучка Брока и ги-
гантоклеточном преоптическом ядре) – на 44,1±9,2%, в хвостатом ядре и скорлупе 
– на 29±3,1% (Бобкова и др., 2001). Клетки дорзального ядра шва, ответственные за 
синтез серотонина и обеспечивающие им переднемозговые структуры и кору, рез-
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ко меняли свою форму и демонстрировали различные формы патологии – пикноз, 
кариолизис, цитолиз. Число нормальных клеток снижалось до 50,6±10%. Этот факт 
дает основание думать, что инициатором активации пролиферативной активности 
в мозге является сама гибель клеток и выделение факторов, компенсаторно уси-
ливающих пролиферативную активность и нейрогенез (Bobkоva et al., 2006). Па-

Рис. 7. Активация пролиферативной активности в суправентрикулярной зоне (А), гранулярном 
слое зубчатой фасции гиппокампа (Б) и височной коре (С), вызванная удалением обонятельных лу-
ковиц. По оси абсцисс отложено время после бульбэктомии в неделях, по оси ординат – плотность 
иммунопозитивных к BrdU ядер (n/мм2) в соответствующих структурах мозга
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мять у ОБЭ животных начинала восстанавливаться только через 12 недель после 
операции. В это время в гиппокампе и коре были обнаружены нейрональные про-
гениторы, одновременно иммунопозитивные как к BrdU, так и маркерам разных 
стадий клеточной дифференцировки, таким как виментин, 3-β-тубулин и NeuN. На-
личие клеток с 3-β-тубулином и NeuN указывает на активацию нейронального рос-NeuN указывает на активацию нейронального рос- указывает на активацию нейронального рос-
тка дифференцировки, т.е. происходит не только стимуляция образования новых 
глиальных элементов, но и нейронов. Период функциональной компенсации ха-
рактеризовался постепенным восстановлением нейрональной плотности в ацетил-
холин- и серотонинсинтезирующих ядрах, в которых через 6 мес. после удаления 
обонятельных луковиц уже не обнаруживалось ухудшения морфофункционального 
состояния нейронов. На рис. 8 представлена динамика восстановления плотности 
нейронов в структурах, синтезирующих серотонин, ацетилхолин и норадреналин.

Рис. 8. Динамика восстановления нейрональной плотности в подкорковых ядрах, отвечающих 
за синтез основных нейромедиаторов в мозге в разные сроки после удаления обонятельных луковиц

Обозначения: NRD (дорзальное ядро шва) – ядро, синтезирующее серотонин; NMP (преоптичес-
кое крупноклеточное ядро) – ядро, синтезирующее ацетилхолин; LC (голубоватое пятно) – ядро, син-
тезирующее норадреналин. По оси абсцисс отложено время в месяцах, прошедшее после бульбэкто-
мии; по оси ординат – нейрональная плотность у ОБЭ мышей, выраженная в процентах относительно 
аналогичного показателя у ЛО животных в те же послеоперационные сроки
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В мозге ОБЭ животных в этот период нормализовался уровень серотонина и 
увеличивалось число нейронов, позитивных к антителам против холинацетил-
трансферазы, в базальных структурах переднего мозга. Восстановление серотони-
нергической функции должно способствовать дальнейшему процессу нейрональ-
ной дифференцировки прогениторных клеток через активацию синтеза мозгового 
нейротрофического фактора BDNF (Mattson et al., 2004). Важно отметить, что обе 
эти системы через активацию 5-HT2a или 5-HT2c рецепторов, а также через мус-
кариновые рецепторы, связанные с активацией фосфолипаз и киназ, способству-
ют активации α-секретазы, ответственной за неамилоидогенный путь метаболизма 
АРР (Nitsch et al., 1996). Возможно, восстановление функционирования этих сис-
тем является одним из факторов, ответственных за снижение уровня Аβ, которое 
мы наблюдали на этапе компенсации у ОБЭ животных. Детальные исследования на 
трансгенных животных с усиленной продукцией АРР в разные возрастные перио-
ды показали активацию нейрогенеза у молодых животных и его снижение по мере 
накопления в их мозге Аβ (Jin et al., 2004a,b; López-Toledano, Shelanski, 2007; Gan 
et al., 2008). Однако, по данным других исследователей, Аβ из сенильных бляшек 
в основном стимулирует нейрогенез, но не глиогенез (Gan et al., 2008). Наши и 
литературные данные свидетельствуют, что активация нейрогенеза является одним 
из компенсаторных механизмов, используемых организмом, чтобы противодейс-
твовать развитию нейродегенеративного процесса на этапе стертой формы течения 
патологии. Для проверки данного предположения нами были выполнены опыты 
с трансплантацией фетальной ткани обонятельной луковицы, содержащей нейро-
нальные прогениторы, в мозг ОБЭ животных через 7 мес. после бульбэктомии, т.е. 
в период, предшествующий манифестации патологии (рис. 9).

Эффективность трансплантации проявилась в улучшении памяти ОБЭ живот-
ных и нормализации морфо-функционального состояния нейронов височной коры 
и полей гиппокампа, в то время как ОБЭ животные, которым вводился физиологи-
ческий раствор или ткань мозжечка, демонстрировали выраженную поведенчес-
кую и морфологическую патологию. Таким образом, эти данные свидетельствуют 
о компенсаторной роли активации нейрогенеза при развитии нейродегенерации и 
целесообразности его активации при БА.

11. Компенсаторная активация резервных возможностей 
мозга при БА

Известно, что нейроны чрезвычайно чувствительны к недостатку кислорода. 
При БА наблюдается парадоксальное явление – длительное сохранение нормаль-
ной функциональной активности в областях мозга с выраженной атрофией серого 
вещества, что обеспечивается компенсаторным усилением мозгового кровотока в 
этих районах (Alsop еt al., 2008) и гиперактивностью оставшихся в живых нейро-
нов. Здесь же уместно коснуться проблемы резервных когнитивных возможнос-
тей. Установлено, что у высокообразованных людей клинические проявления БА 
задерживаются, несмотря на выраженные морфологические проявления развития 
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патологического процесса в мозге, что исследователи связывают с компенсатор-
ным подключением других непораженных патологическим процессом структур 
(Kemppainen et al., 2008). Как известно, наличие аллели АроЕ4 в геноме являет-
ся фактором риска развития не только БА, но и сердечно-сосудистых заболеваний 
(Christensen et al., 2008). В отличие от АроЕ2 и АроЕ3 АроЕ4 имеет взаимодейству-
ющие концевые N- и С-домены, образующие глобулярную структуру. При стрессе 
под влиянием внутриклеточных протеаз АроЕ4 распадается на токсические фраг-
менты, которые через разрушение цитоскелета и митохондрий вызывают гибель 
нейронов (Mahley et al., 2006). Однако, согласно некоторым исследованиям, носи-
тели этой аллели проявляют более высокие способности к обучению в молодом воз-
расте, а в более пожилом возрасте для компенсирования сниженных когнитивных 
способностей в преклиническом периоде БА у них активировано больше мозговых 
структур (Han et al., 2008). В связи с этим интересно отметить и такое наблюдение 
– риск быстрой генерализованной атрофии всего мозга при БА имеют лица до 65 
лет, не являющиеся носителями АроЕ4-аллели, в то время как имеющие в геноме 
эту аллель характеризуются в основном атрофией гиппокампа и более медленным 
развитием БА (сенильной деменции) (Sluimer et al., 2008; Rogaev, 2012).

Интересные наблюдения развития компенсаторных реакций были сделаны на 
больных с синдромом Дауна, который обусловлен трисомией по 21 хромосоме, где 
локализован и ген АРР. Почти у всех взрослых больных в мозге возникают нейро-
патологические изменения, характерные для БА. Однако деменция не развивается 
или ее клинические проявления задерживаются на десятилетие. Важно отметить, 
что у пациентов с синдромом Дауна обнаружено усиление метаболизма в структу-

Рис. 9. Позитивный эффекттрансплантации в мозг фетальной ткани обонятельной луковицы на 
память ОБЭ мышей 

Обозначения: ЛО�Тр.ОЛ и ОБЭ�Тр.ОЛ – группы ложнооперированных и бульбэктомированных-
животных с трансплантацией в мозг фетальной ткани (15 дн. зародышей мыши) обонятельной луко-
вицы. Остальные обозначения те же, что и на рис. 5
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рах, которые поражаются при БА, а также гиперпродукция протеинов, важных для 
нейронального развития и образования синапсов (Head  et al., 2007)

Исследования на трансгенных животных – моделях БА, преподнесли много 
сюрпризов экспериментаторам. Так, оказалось, что в раннем возрасте у knock-in 
APP/PS1-мышей нейроны менее чувствительны к нейротоксическому действию 
Аβ, однако в процессе старения они утрачивают это качество и быстрее гибнут при 
его аппликации. Эта особенность нейронов трансгенных животных, в частности, 
связана с усиленной активностью митохондриальной супероксиддисмутазы у мо-
лодых трансгенных животных и ее торможением у старых (Sompol et al., 2008). В 
раннем возрасте такие трансгенные животные обладают лучшими способностями 
к обучению, которые по мере взросления резко ухудшаются. Эти данные позволяют 
высказать предположение о функции Аβ в здоровом организме как о регуляторе ба-
ланса соотношения молодых и старых клеток. По-видимому, не случайно он явля-
ется фрагментом белка АРР, связанного с регенерацией, синапто- и нейрогенезом.

Большинство нейродегенеративных заболеваний, включая и БА, возникают в 
пожилом возрасте, когда приспособительные возможности организма постепенно 
теряют свое адаптационное значение, что и способствует развитию патологии. По-
видимому, при БА вырабатывается новый функциональный и морфологический 
стереотип, который является не просто нарушением функций, а своеобразным про-
явлением приспособительных компенсаторных реакций, когда нормальное функ-
ционирование структур мозга, ответственных за обучение, память и ориентацию в 
пространстве, а также за когнитивную деятельность, сменяется борьбой нервных 
клеток за свое выживание.

Длительное время развитие патологического процесса при БА сдерживается 
активацией множества компенсаторных механизмов, действующих на молекуляр-
но-клеточном и организменном уровнях. Согласованность в деятельности компен-
саторных механизмов является непременным условием их эффективности. По-ви-
димому, каждой фазе развития патологии соответствует и свой набор компенсатор-
ных механизмов, поэтому их обнаружение является надежным диагностическим 
маркером разных стадий БА. Декомпенсация может наступить как при гиперакти-
вации, так и при снижении активности отдельных компенсаторных механизмов. 
Регуляция эндогенных компенсаторных механизмов может стать новым перспек-
тивным подходом для профилактики и лечения БА. Мы продемонстрировали это 
на примере с интраназальным введением БТШ70 и продолжаем активно работать 
над возможностями стимуляции нейрогенеза в терминальной стадии развития па-
тологии (Бобкова и др., 2013).
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1. Механизмы болезни Альцгеймера

Болезнь Альцгеймера (БА) – наиболее распространенное нейродегенеративное 
заболевание людей пожилого и старческого возраста. Она характеризуется про-
грессивным снижением памяти и развитием деменции (слабоумия). Агрегирован-
ный амилоидный β-пептид (1-42) (Аβ1-42) играет ключевую роль в патогенезе БА. 
Гиппокамп и фронтальная кора поражаются на ранней стадии заболевания (Dick-Dick-
erson, Sperling, 2009; Haass, Selkoe, 2007; Grothe et al., 2009). Физиологические, 
клеточные и молекулярные механизмы БА во многом остаются неизвестными, не-
смотря на интенсивные исследования многих ведущих лабораторий мира. Отсутс-
твуют методы лечения, которые эффективно задерживают развитие нейродегенера-
тивного процесса и восстанавливают когнитивные процессы (Haass, Selkoe, 2007; 
Rafii, Aisen, 2009).

Симптомы БА многообразны. В их числе – постепенное снижение памяти и 
внимания, нарушение процессов мышления и способности к обучению, дезори-
ентация во времени и пространстве, затруднения при подборе слов, трудности в 
общении, изменения личности. Однако кардинальными симптомами БА являются 
прогрессирующее ухудшение памяти и развитие деменции. Нарушение пространс-
твенной памяти является одним из наиболее ранних симптомов БА (Burgess et al., 
2001). Симптомы деменции постепенно прогрессируют, приводя в конечном итоге 
к тому, что больной полностью утрачивает способность к самообслуживанию и по-
гибает от присоединившегося заболевания. Процесс нейродегенерации и распада 
психики продолжается несколько лет. Вероятность развития патологии связывают 
с увеличением средней продолжительности жизни (в особенности в развитых стра-
нах). Считается, что после 85 лет риск достигает 50%.

При микроскопическом анализе головного мозга отмечаются два основных 
нейропатологических признака: сенильные бляшки и нейрофибриллярные узелки. 
Сенильные бляшки представляют собой плотные, сферические, диаметром 10– 
150 мкм, в большинстве случаев нерастворимые отложения β-амилоида и клеточ-

Сокращения: БА – болезнь Альцгеймера; МРТ – магнитно-резонансная томография; СОД – су-
пероксиддисмутаза; Аβ – амилоидные пептиды; АРР – предшественник амилоидного пептида.
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ного материала внутри и снаружи нейронов (Гаврилова, 1990). Основу ядра амило-
идной бляшки составляет патологический агрегированный Аβ, состоящий из 40 и 
42 аминокислотных остатков и ряд дополнительных компонентов (аполипопротеин 
Е, остатки микроглии и др.).

Нейрофибриллярные узелки состоят из гиперфосфорилированного тау-белка. 
В норме этот белок связан с системой микротрубочек и поддерживает внутреннюю 
структуру нейрона.

С помощью магнитно-резонансной томографии (МРТ) показаны функциональ-
ные нарушения во фронтальной, височной и теменной областях неокортекса как у 
пациентов с мягкими когнитивными нарушениями, так и больных БА (Dickerson, 
Sperling, 2009). Первичные моторные и сенсорные зоны страдают в последнюю 
очередь.

Постепенное нарастание клинических симптомов БА происходит параллельно 
с увеличением зон поражения мозга (Braak, Braak, 1998). Нарушения в энториналь-Braak, Braak, 1998). Нарушения в энториналь-, 1998). Нарушения в энториналь-
ной коре и гиппокампе происходит на самых ранних стадиях заболевания (Dick-Dick-
erson, Sperling, 2009; Haass, Selkoe, 2007; Grothe et al., 2009). Уменьшение объема 
базального ядра Мейнерта, являющегося главным источником холинэргической 
иннервации неокортекса, показано у пациентов с БА и мягкими когнитивными на-
рушениями (Grothe et al., 2009).

У этих больных уменьшение поля Брокка и фронтальной области коры сопро-
вождается нарушением общего когнитивного статуса, а уменьшение гиппокам-
па, энторинальной коры и ядра Мейнерта связано со снижением припоминания 
(Grothe et al., 2009). Дальнейшая атрофия гиппокампа приводит к более тяжелым 
расстройствам декларативной памяти.

В связи с тем, что гиппокамп играет ключевую роль в механизмах формирова-
ния декларативной памяти, которая нарушается на самой ранней стадии болезни 
Альцгеймера, проблема «гиппокамп и болезнь Альцгеймера» является одной из 
наиболее актуальных.

Первичные молекулярные нарушения нейродегенеративных заболеваний, 
включая БА, вызываются нарушением конформации специфических белков (За-
влишин, Захарова, 2003). «Комформационные болезни» характеризуются измене-
нием вторичной структуры белков, образованием β-структуры, агрегацией и по-
лимеризацией полипептидных цепей. Этот процесс может быть обусловлен как 
экзогенными, так и эндогенными факторами.

При БА амилоидные пептиды (Аβ) образуются при амилоидогенном протеоли-
зе большого (695–700 аминокислотных остатков) трансмембранного белка нейро-
нов, «предшественника амилоидного пептида» (АРР).

Функция АРР и Аβ в норме до конца неизвестна (Рогаев, 1999, Grigorenko, Ro-Grigorenko, Ro-, Ro-Ro-
gaev, 2007; Selkoe, 1998), что во многом затрудняет понимание молекулярных ос-, 2007; Selkoe, 1998), что во многом затрудняет понимание молекулярных ос-
нов патологического процесса. В норме образование Аβ не приводит к развитию 
заболевания, поскольку в здоровой ткани мозга существует баланс между продук-
цией β-пептида и его удалением. Нарушение функции клеток, участвующих в его 
утилизации, может вести к накоплению β-амилоида в межклеточном пространс-
тве. Однако в настоящее время механизмы подобного нарушения не ясны. Тем не 
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менее, образование Аβ-пептидов путем протеолиза АРР было подтверждено как 
исследованиями на культуре клеток различного типа (Walsh et al., 2002), так и в 
опытах in vivo (McKee et al., 1998).

Расщепление АРР осуществляется пресенилинами 1 и 2 – большими белками 
с трансмембранными доменами и внеклеточными петлями. Амилоидогенный про-
цессинг заключается в последовательном расщеплении АРР β- и γ-секретазами на 
отдельные фрагменты β-амилоида. Конечный фрагмент, Aβ1-42, образует раствори-
мые олигомеры, амилоидные фибриллы и бляшки и оказывает сильное нейроток-
сическое действие (Storey, Cappai, 1999; Wilson et al., 1999; Walsh, Selkoe, 2007).

В норме расщепление АРР осуществляется с помощью альфа-секретазы. Инте-
ресно, что α-секретаза расщепляет β-амилоидный пептид почти посередине между 
сайтами секретаз β и γ. Путь расщепления АРР с помощью β- и γ-секретаз является 
патогенным. Важное значение имеют генетически детерминированные изменения 
в пресенилинах 1 и 2, которые являются катализатором и составляют часть проте-
азного комплекса γ-секретазы (Ikeuchi et al., 2003).

У здоровых людей растворимая форма Аβ обнаруживается в цереброспиналь-
ной жидкости в наномолярных концентрациях; фрагмент Аβ1-40 составляет 90%, а 
Аβ1-42 – 10% (Tran et al., 2002). Роль АРР и Аβ в норме остается неизвестной (Рогаев, 
1999; Selkoe, 1998).

Согласно одной из гипотез, амилоидный каскад запускается вследствие пос-
тепенных изменений уровня Aβ40/42 в мозге. Этот уровень может повышаться из-за 
увеличения продукции и нарушения расщепления Aβ. В частности, соотношение 
Aβ42/Aβ40 может быть увеличено из-за мутаций в трех различных генах (пред-
шественника амилоидного белка, пресенилина-1 и пресенилина-2), что является 
причиной семейной формы заболевания. Причина развития каскада при споради-
ческой форме заболевания неизвестна.

Увеличение уровня Aβ42 усиливает образование олигомеров, что ведет к изме-
нениям синаптических функций. Параллельно формируются отложения Aβ42 в па-
ренхиме мозга, нефибриллярные депозиты пептида.

Как только образуются фибриллы, возникает воспалительный процесс, активи-
руется микроглия и астроциты. Усиливается токсическое воздействие на синапсы и 
нейроны, снижается количество шипиков.

Поражение синапсов и нервных клеток ведет к нарушению ионного гомеос-
таза, в частности – повышению внутриклеточной концентрации кальция. При БА 
наблюдается повышенный уровень глутамата в синаптической щели, что оказывает 
токсичный эффект. На срезах гиппокампа и культуре микроглии было показано, 
что Аβ повышают выделение глутамата и тормозят его обратное поглощение. Уве-
личенная концентрация внеклеточного глутамата ведет к активации НМДА рецеп-
торов и развитию эксайтотоксичности (Tran еt al., 2002).

Параллельно происходит генерирование активных форм кислорода и разви-
вается окислительный стресс, который вносит существенный вклад в механизмы 
заболевания (Jang, Surh, 2002; Perry et al., 2002). Антиоксидантная система пре-
дохраняет ткани от избыточного образования свободных кислородных радикалов. 
Ключевыми ферментами этой системы являются супероксиддисмутаза (СОД), ка-
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талаза, глутатионпероксидаза. СОД, каталаза и глутатионпероксидаза содержатся 
не только в цитоплазме, но и в митохондриях, где образуется большинство внут-
риклеточных свободных радикалов (Lawrence, Burk, 1976).

Биохимические исследования показали, что при БА в коре и гиппокампе зна-
чительно снижается уровень ацетилтхолинтрансферазы, ключевого фермента 
синтеза ацетилхолина. Снижение активности ацетилхолинтрансферазы считает-
ся надежным коррелятом тяжелой деменции при БА. Эти данные подтверждают 
гипотезу, что холинегические нейроны переднего мозга особенно ранимы при БА 
(Whitehouse et al, 1982).

Нейрофибриллярные сплетения вызывают нарушение аксонного транспорта, 
изменение активности клеточных киназ и фосфатаз. Повышенное фосфорилирова-
ние тау-белка при БА приводит к его агрегации, разрушению микротрубочек и ней-
рофиламентов, нарушению цитоскелета и внутриклеточного транспорта веществ 
в нейроне. В отличие от нормальных микротрубочек, имеющих правильную ли-
нейную форму, переплетения состоят из перекрученных белковых нитей. Это спо-
собствует накоплению фибриллярных отложений, которые в еще большей степени 
вызывают дисфункцию нейритов и тел нейронов.

Все эти события, в конечном счете, завершаются гибелью нервных клеток, про-
грессирующим нарушением памяти, других когнитивных процессов и развитием 
деменции (Haass, Selkoe, 2007).

Существует несколько экспериментальных моделей БА in vivo для исследо-
вания механизмов заболевания и разработки способов его лечения. Трансгенные 
мыши – модели БА, значительно продвинули изучение молекулярных механизмов 
этого заболевания и разработку способов его лечения (Haase, Selkoe, 2007; Howlett, 
Richardson, 2009; Götz, Ittner, 2008). Однако ни одна из современных эксперимен-
тальных моделей БА не является универсальной.

Введение в центральную нервную систему (в желудочки мозга или непосредс-
твенно в мозг, гиппокамп или кору) агрегированного амилоидного β-пептида или 
его токсического фрагмента Аβ25-35 позволяет исследовать его действие на когни-
тивные, физиологические, молекулярные процессы и изучать антиамилоидное 
действие лекарственных средств (Nitta, Nabeshima, 1996; Stepanichev et al., 2006; 
Klementiev et al., 2007; Manzano et al., 2009).

Одними из ранних симптомов БА являются прогрессирующие нарушения про-
странственной памяти (Burgess et al., 2001). При исследовании нарушений памяти 
на моделях БА во многих случаях наблюдаются мягкие нарушения памяти, что не 
соответствует клиническим данным. Характеристика нарушений когнитивных про-
цессов является одним из узких мест в экспериментальных моделях БА (Koistinaho 
et al., 2001).

В последнее время исследование зависимости нарушения когнитивной де-
ятельности от межнейронных взаимосвязей в структурах головного мозга вызы-
вает повышенный интерес. По современным представлениям, взаимосвязь между 
нейронной активностью различных областей головного мозга лежит в основе ког-
нитивной деятельности (Ливанов, 1972; Chailakhyan, 1990, 1998; Ivanitsky et al., 
2009; Uhlhaas, Singer, 2006; Sirota еt al, 2008). Предполагается, что механизмы на-
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рушения памяти при БА связаны со снижением связи нейронной активности между 
различными областями мозга (Uhlhaas, Singer, 2006). Исследования, выполненные 
на людях, страдающих БА, показали ухудшение пространственной памяти и нару-
шение передачи информации между полушариями мозга (Delbeuck et al., 2003). Од-
нако имеются лишь единичные работы, в которых авторы изучали осцилляторные 
процессы в неокортексе на экспериментальных моделях БА in vivo (Uhlhaas, Singer, 
2006; Bokde et al., 2009). Не проводилось специальных исследований влияния цент-
рального введения β-амилоида на осцилляторную активность и пространственную 
синхронизацию различных областей мозга.

При исследовании динамики ЭЭГ коры на трансгенных мышах с двойной му-
тацией APP/PS1 было показано снижение мощности осцилляций в диапозоне тета-
ритма (5 ГЦ) и увеличение мощности β- и γ-ритмов, но эти изменения не зависели 
от возраста. Эта модель характеризуется высоким уровнем β-амилоида l-42 и раз-
витием амилоидных бляшек в возрасте 9 месяцев. Зависимости между изменением 
спектра ЭЭГ и уровнем накопления Аβ40/42 не было найдено. Мутантные по АРР 
мыши имели подобные изменения θ-, β- и γ-ритмов, как и АРР/РС1 мыши. В отли-
чие от этого, ЭЭГ PS1 мутантов не отличалось от контроля. Концентрация нераст-
воримого Аβ40/42 была сильно увеличена у АРР/РС1 мутантов. Растворимая форма 
Аβ42 была обнаружена у мышей, мутантных по АРР, АРР/РС1 и по PS1, но в более 
низкой концентрации. Накопление β-амилоида в бляшках отмечалось у 13-месяч-
ных, но не у 8-месячных АРР/РС1 мутантов. Таким образом, нарушения ЭЭГ коры 
не были связаны с уровнем β-амилоида в мозге (Wang et al, 2002).

Изучалось влияние неамилоидогенных производных APP, образованных 
α-секретазой, на электрофизиологические и цереброваскулярные процессы  
in vivo у взрослых крыс. Было показано, что кровоток в гиппокампе не изменялся, 
а наблюдалось снижение мощности низкочастотного θ-ритма в диапозоне 4– 
8 Гц и увеличение мощности δ-ритма в гиппокампе и теменной коре. Причина 
этого эффекта неизвестна (Sánchez-Alavez et al., 2007).

На бульбоэктомированных мышах показано перераспределение активности 
ЭЭГ во фронтальной коре: усиление θ-активности во фронтальной коре правого 
полушария и затылочной коре левого полушария. Во фронтальной коре правого 
полушария наблюдалось снижение активности в β1-диапозоне. Все эти изменения 
сопровождались нарушением пространственной памяти в водном лабиринте Мор-
риса (Bobkova et al,, 2008).

Изучалось влияние Аβ1-40 на септо-гиппокампальное строение и функции. Аβ1-40 
вводился в медиальное ядро септум. Иммуногистохимическим методом показано 
уменьшение числа холинергических и глутаматергических нейронов на 57 и 53%, 
соответственно. Снизилось число глутаматергических терминалий, ГАМКерги-
ческие нейроны септума не пострадали. Регистрация гиппокампальных полевых 
потенциалов показала подавление мощности гиппокампального θ-ритма на 49% и 
уменьшение числа медленно разрежающихся септальных нейронов. Было установ-
лено, что β-амилоид нарушает анатомию и физиологию медиального септального 
ядра и вызывает дисфункцию септо-гиппокампальных холинергических и глутама-
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тергических систем и нарушение гиппокампального θ-ритма, который играет клю-
чевую роль в процессах памяти (Colom et al., 2010).

М.Н. Ливановым показана важная роль пространственной синхронизации рит-
мов ЭЭГ в формировании функциональной связи между областями коры, вовле-
ченными в процесс обучения (Ливанов, 1972). По современным представлениям, 
взаимосвязь между нейронной активностью различных областей головного моз-
га лежит в основе когнитивной деятельности (Uhlhaas, Singer, 2006; Sirota et al., 
2008). Предполагается, что наршушение памяти при БА связано с ослаблением свя-
зи между различными областями коры (Uhlhaas, Singer, 2006). В опытах in vivo на 
трансгенных мышах с повышенной экспрессией предшественника β-амилоидного 
пептида было показано, что бляшки нарушают возможность нейронов интегриро-
вать и передавать информацию (Stern et al., 2004).

Исследование, выполненное на людях, страдающих БА, показали ухудше-
ние эпизодической памяти и передачи информации между полушариями мозга 
(Delbeuck et al., 2003), увеличение активности ЭЭГ в θ- и δ-диапазонах, снижение в 
α-диапазоне, нарушение пространственной синхронизации в α-, β- и γ-диапазонах 
(Jeong, 2004). Данные МРТ обнаружили снижение функциональных связей между 
различными областями коры как у больных БА (Grady et al., 2001), так и у паци-
ентов с повышенным риском БА (мягкие когнитивные нарушения) (Bokde et al., 
2006).

2. Влияние Аβ25-35 на спектральные и корреляционные 
характеристики ЭЭГ взрослых и старых животных

На ранней стадии БА нейродегенеративный процесс в первую очередь захва-
тывает гиппокамп и ассоциативные области неокортекса (Mattson, 2004). Недавно 
были получены данные о том, что у людей, страдающих БА, нарушена пространс-
твенная синхронизация ЭЭГ разных областей коры (Grady et al., 2001). Однако на 
экспериментальных моделях БА in vivo этот вопрос не исследован.

Поэтому было изучено влияние в/ж введения Аβ25-35 на спектрально-корреляци-
онные характеристики ЭЭГ дорзального гиппокампа и фронтальной коры у взрос-
лых и старых животных.

Эксперименты проводили по следующей схеме (рис. 1). Животным вживлялись 
канюли для введения веществ в латеральный желудочек мозга и электроды в дор-
зальный гиппокамп (поле СА1) и фронтальную кору.

Через 7 дней после операции в/ж вводился 0,9-процентный раствор NaCl и че-
рез неделю регистрировалась ЭЭГ, затем тому же животному вводился Аβ25-35 и пов-
торно проводилась запись ЭЭГ на 7-й, 14-й и 30-й день после его введения. Через 
месяц после инъекции Аβ25-35 у этих же животных тестировалось пространственное 
обучение при случайном положении цели.

Спектральный анализ ЭЭГ дорзального гиппокампа (поле СА1) и фронтальной 
коры крыс показал следующее. В контрольных записях ЭЭГ как гиппокампа, так и 
фронтальной коры преобладал смешанный тип активности, наблюдался небольшой 
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пик в δ-диапозоне (3 Гц). При этом на спектрограммах, соответствующих обеим 
структурам, отчетливо выделялся экстремум в θ-диапазоне (6 Гц). После введения 
Аβ25-35 выраженность такой составляющей на обеих спектральных функциях досто-
верно уменьшилась, и сами функции приобрели более плоский вид (рис. 2А, Б).

Корреляционный анализ ЭЭГ показал, что у взрослых и старых животных пос-
ле внутрижелудочкового введения Аβ25-35 значительно снижался коэффициент кор-
реляции между дорзальным гиппокампом и фронтальной корой. На рис. 3A пока-
зан усредненный коэффициент корреляции у взрослых животных. Он достоверно 
снижался до 70–80% от контроля через неделю после введения Аβ25-35 и сохранялся 
на сниженном уровне в течение месяца после инъекции.

У старых крыс в контроле наблюдалась положительная корреляция между ЭЭГ 
гиппокампа и фронтальной коры, но через неделю после в/ж введения Аβ25-35 про-
изошло достоверное (p<0,05, а в большинстве случаев и при p<0,01) снижение 
среднего значения коэффициента корреляции, вплоть до 30% (рис. 3Б). Эти данные 
показывают, что и у старых, и у взрослых животных на ранних стадиях действия 

Рис. 1. Схема опыта

Рис. 2. Усредненные спектральные характеристики ЭЭГ гиппокампа (А) и фронтальной коры (Б) 
в контроле и через 1, 2 и 4 недели после введения Аβ25-35, n=6
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Аβ25‑35 значительно снижалась корреляция между осцилляторной активностью дор‑
зального гиппокампа и фронтальной корой.

Применение вейвлет‑преобразования (�������� позволило исследовать динами-
ку возникновения синхронизации и ритмической активности в структурах головно‑
го мозга крыс. Нами было проанализировано изменение коэффициента корреляции 
ЭЭГ между гиппокампом (поле СА1� и фронтальной корой в θ‑диапозоне (4– 
12 Гц� в зависимости от времени и частоты через месяц после введения Аβ25‑35 .

На рис. 4 представлен результат когерентного анализа ЭЭГ у взрослой крысы 
в контроле. Градиентом серого цвета указано распределение коэффициентов кор‑
реляциии между гиппокампом и фронтальной корой (белый – максимум, черный 
– минимум�. Наличие точек белого цвета, группирующихся в полосе 5–8 Гц, яв‑
ляется показателем высокой синхронизации гиппокампа и фронтальной коры на 
данной частоте в контроле (см. рис. 4А�. На рис. 4Б коэффициент корреляции в 
контроле на частоте 6 Гц представлен в численном значении. Видно, что значение 
коэффициента колеблется около 0.8, что означает высокую синхронизацию поле‑
вых потенциалов гиппокампа и фронтальной коры.

Через месяц после введения Аβ25‑35 не наблюдалось высоких значений коэффи‑
циента корреляции. Обработка ЭЭГ‑сигналов показала отсутствие долговременной 
корреляции вейвлет‑коэффициентов в полосе частот 4–12 Гц. Это свидетельствует 
о нарушении пространственной синхронизации, дезорганизации и хаотичном ха‑
рактере ЭЭГ‑активности. График изменения численного значения коэффициента 
корреляции между ЭЭГ гиппокампа и фронтальной коры подтверждает эти дан‑
ные: коэффициент принимает значения от 0,3 до 0,6.

Таким образом, с помощью метода корреляции вейвлет‑коэффициентов были 
выявлены моменты синхронизации ритмов ЭЭГ в полосе частот от 4 до 6 Гц, что 

Рис. 3. Усредненные коэффициенты корреляции± стандартная ошибка между ЭЭГ гиппокампа и 
фронтальной коры через различные сроки после введения Аβ25‑35 у взрослых животных в процентах 
от контрольных значений, принятых за 100%, n=6 (А�. Коэффициент корреляции у трех старых (20 
месяцев� животных в процентах по отношению к контролю (Б�. 1, 2, 3 – номера крыс. * – значимое 
различие коэффициента корреляции в контроле и опыте
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соответствует низкочастотному θ-ритму в контроле и нарушение синхронизации 
через месяц после введения Аβ25-35.

После окончания электроэнцефалографических экспериментов у взрослых 
животных было проанализировано обучение в водном лабиринте Морриса со слу-
чайным положением платформы. Опыты проходили через месяц после введения 
Аβ25-35. Среднее значение и стандартная ошибка времени решения когнитивной за-
дачи представлены на рис. 5.

В контроле наблюдалась типичная кривая обучения: время решения задачи со-
кращалось от сеанса к сеансу. Это служило показателем консолидации пространс-
твенной памяти. У опытных животных в течение 5 сеансов наблюдалась тенденция 
к обучению, но скорость обучения была сниженной по сравнению с контролем. 
Статистический анализ показал значимую разницу (при p≤0,05) во втором, третьем 
и пятом сеансах между опытной и контрольной группами. Особенно информатив-
но значимое различие латентного времени в пятом сеансе.

Приведенные примеры ясно показывают, что у старых животных взаимодей- 
ствие между гиппокампом и фронтальной корой было нарушено значительно силь-
нее, чем у взрослых крыс. Интересный результат заключается в том, что у всех 

Рис. 4. Когерентность между ЭЭГ гиппокампа и фронтальной коры на частоте тета-ритма (4–12 
Гц) у взрослого животного, полученная с помощью вейвлет-преобразования в контроле (А) и через 
месяц после введения Аβ25-35 (В). Оттенками серого указано распределение корреляции вейвлет-коэф-
фициентов (белый-максимум, черный-минимум). Коэффициенты корреляции на частоте 6 Гц в конт-
роле (Б) и в опыте (Г)
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взрослых животных с изменением осцилляторной активности гиппокампа и фрон-
тальной коры, нарушением синхронности между этими структурами происходило 
ухудшение пространственного обучения при случайном положении цели.

Таким образом, введение Аβ25-35 не полностью нарушает, а замедляет (снижа-
ет скорость) пространственное обучение у взрослых крыс. Наши результаты согла-
суются с экспериментальными данными, согласно которым β-амилоид, введенный 
в желудочки мозга, нарушал память у крыс в V-лабиринте, но вызывал слабый де-
фицит пространственного обучения (Stepanov et al., 2007).

Нарушение когнитивных функций при спорадической форме БА обычно про-
исходит после 70 лет на фоне общего физиологического старения организма. Но 
центральное введение β-амилоида на старых животных изучалось относительно 
редко. После хронического введения Аβ1-42 в латеральные желудочки мозга мы-
шей в возрасте 2,5 и 9 месяцев наблюдалось нарушение пространственной памяти 
в тесте Морриса. У старых крыс дефицит пространственной памяти был особен-
но сильный. Это указывает на повышенную чувствительность старых животных к 
действию β-амилоида (Malm et al., 2006).

Нарушения осцилляторной активности и синхронизации электрических сигна-
лов между различными областями мозга становятся одной из центральных про-
блем и начинают исследоваться на моделях болезни Альцгеймера (Uhlhaas, Singer, 
2006; Bokde et al., 2009).

На моделях БА не изучался вопрос о связи пространственной синхронизации 
ЭЭГ и когнитивных функций. Поэтому мы провели исследование осцилляторной 
активности гиппокампа и фрональной коры и пространственной синхронизации 
электрической активности между этими структурами после центрального введения 
Аβ у взрослых и старых животных. Было показано подавление низкочастотного 
θ-ритма (4–6 Гц) в гиппокампе и фронтальной коре под действием β-амилоида. 
Эти изменения были зарегистрированы через неделю после в/ж введения Аβ25-35 и 

Рис. 5. Влияние в/ж введения Аβ25-35 на время решения когнитивной вероятностной задачи в мо-
дифицированном водном лабиринте Морриса, среднее значение ± стандартная ошибка. Взрослые 
крысы (n=6/9 контроль/опыт, соответственно). * – различия в 3 и 5 сеансах между контрольными и 
опытными животными, p<0,05
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сохранялись в течение месяца. Эти результаты совпадают с данными, полученными 
на трансгенных мышах – моделях БА (APP/PS1, APP), где наблюдалось подавление 
мощности низкочастотного θ-ритма в коре (Wang еt al., 2002). Недавно показано, 
что микроинъекция Аβ1-40 в медиальное ядро септума подавляет гиппокампальный 
θ-ритм (Colom et al., 2010). По современным теориям θ-ритм играет ключевую роль 
в механизмах гиппокампа: фильтрации поступающей в мозг новой информации, се-
лективном внимании, начальном этапе обучения (Bland, Colom, 1993; Vinogradova, 
1995, 2001), ориентации в пространстве (Maurer, 2007). Снижение фоновой актив-
ности в θ-диапазоне является показателем нарушения функционального состояния 
гиппокампа. Эти изменения коррелируют с нарушением обработки новой инфор-
мации, декларативной памяти и различения пространственных сигналов (Maurer, 
2007; McNaughton et al., 2006). Ориентация в пространстве и направление движе-
ния тесно связаны с клетками-места в гиппокампе (McNaughton et al., 2006).

Было показано, что β-амилоидные олигомеры ингибируют долговременную 
потенциацию в гиппокампе млекопитающих (Haass, Selkoe, 2007). Образованные 
в клетках олигомеры β-амилоида снижают плотность дендритных шипиков в гип-
покампальных срезах, что изменяет прохождение сигнала в пирамидных нейронах 
СА1 гиппокампа (Selkoe, 2008). Активность нейрональных сетей модулируется 
нейротрансмиттерными системами, такими как глутаматная, ацетилхолиновая, се-
ротониновая, дофаминовая. На культуре гиппокампальных нейронов показано, что 
β-амилоидные олигомеры связываются с поверхностью нейрона, а именно – с си-
ноптическими окончаниями дендритов. На этом основании В.Л. Клейн и соавторы 
предположили, что Аβ42/43 является лигандом синапсов (Klein et al., 2004).

Подавление осцилляций в диапозоне 4-6 Гц в гиппокампе и коре связано со 
снижением активности септо-гиппокампальной холинергической системы, су-
щественной для кодирования новой информации и формирования первых стадий 
памяти (Vinogradova, 1995, 2001; Hasselmo, 2006). β-амилоид оказывает негатив-
ное влияние на никотиновые ацетилхолиновые рецепторы (в частности ά7nACh-
рецепторы) (Turner, 2003; Albuquerque et al., 2009). Нарушение холинергической 
иннервации гиппокампа является одним из существенных проявлений патогенеза 
БА (McKay et al., 2007).

М.Н. Ливановым показана важная роль пространственной синхронизации рит-
мов ЭЭГ в формировании функциональной связи между областями коры, вовлечен-
ными в процесс обучения. Особый интерес для понимания механизмов нервной де-
ятельности имеют осцилляторные синхронизированные электрические процессы, 
регистрируемые на уровне ЭЭГ-потенциалов. Было установлено, что пространс-
твенная синхронизация в определенном частотном диапазоне ЭЭГ и когерентность 
этих процессов имеет определяющее значение для проведения возбуждения между 
различными отделами коры больших полушарий, а также между корой и подкорко-
выми структурами (Ливанов, 1972).

Нарушения осцилляторной активности и синхронизации электрических сигна-
лов между различными областями мозга становятся одной из центральных про-
блем и начинают исследоваться на моделях болезни Альцгеймера (Uhlhaas, Singer, 
2006; Bokde et al., 2009).
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По современным представлениям, межнейронные взаимодействия структур го-
ловного мозга играют ведущую роль в механизмах когнитивной деятельности в 
норме и при нейродегенеративных заболеваниях, включая болезнь Альцгеймера 
(Uhlhaas, Singer, 2006; Bokde et al., 2009). Предполагается, что нарушение памяти 
при БА связано со снижением связи между различными областями коры (Uhlhaas, 
Singer, 2006). А. Стерн и соавторы (Stern et al., 2004) показали, что β-амилоидные 
бляшки нарушают кортикальную сеть нейронов. По-видимому, это происходит из-
за изменения морфологии аксонов и дендритов нерастворимыми β-амилоидными 
агрегатами (Stern et al., 2004).

В работе впервые показано снижение пространственной синхронизации меж-
ду гиппокампом и фронтальной корой на модели БА. Коэффициент корреляции 
в среднем снижался до 0,6 у взрослых и до 0,3 у старых животных. Важно под-
черкнуть, что синхронизация между гиппокампом и неокортексом нарушалась в 
большей степени у старых животных, что коррелирует с ухудшением когнитивной 
деятельности в старческом возрасте.

Снижение корреляции ЭЭГ между гиппокампом и фронтальной корой сопро-
вождалось нарушением пространственного обучения у взрослых животных. У ста-
рых крыс коэффициент кросскорреляции снизился гораздо сильнее, чем у взрослых 
животных. Такие изменения воспроизводят клиническую картину, наблюдаемую 
при БА, и могут служить основой для разработки экспериментальной модели де-
менции альцгеймеровского типа. Нарушение функциональной связи между этими 
структурами и подавление гиппокампального θ-ритма могут лежать в основе нару-
шения когнитивных процессов при болезни Альцгеймера.
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1. Введение

Когнитивные дисфункции выражаются в нарушении наиболее сложных функ-
ций головного мозга, с помощью которых осуществляется процесс рационально-
го познания мира и обеспечивается целенаправленное взаимодействие с ним. При 
этом изменяется восприятие, обработка и анализ информации, ее запоминание, 
хранение и обмен, а также построение и осуществление программы действий (За-
харов, Яхно, 2005). Причинами когнитивных дисфункций могут являться нейро-
дегенеративные заболевания, в частности болезнь Альцгеймера (БА), в результате 
которой происходит массовая гибель нейронов в кортикальных отделах головного 
мозга и нарушение межклеточного взаимодействия, вызванные различными мета-
болическими изменениями в нервной ткани.

Для успешного изучения механизмов возникновения БА и поиска стратегий ее 
профилактики и лечения большое значение имеет использование адекватных мо-

Сокращения: АХЭ – ацетилхолинэстераза; БА – болезнь Альцгеймера; БХЭ – бутирилхоли-
нэстераза; ИДФ – инсулин-деградируещий фермент; МКС (MCI) – мягкое когнитивное снижение;  
НЕП – неприлизин; ЭКФ (ECE-1) – эндотелин-конвертирующий фермент; Аβ – амилоидный пептид; 
АРР – белок-предшественник амилоидного пептида; EAAT – переносчик возбуждающих аминокис-
лот; EGCG – эпигаллокатехингаллат; LTP – долговременная потенциация; PS– пресенилины; VAChT 
– везикулярный переносчик ацетилхолина.
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делей тех состояний, которые наблюдаются в головном мозге при развитии этого 
заболевания. Традиционно основное внимание при создании моделей БА на жи-
вотных фокусировалось на идентификации областей мозга и медиаторных систем, 
связанных с памятью. В этом отношении наибольшее внимание уделялось холи-
нергической системе переднего мозга, которая претерпевает значительные измене-
ния при БА (Schliebs, Arendt, 2011; Dumas, Newhouse, 2011).

В экспериментальной литературе был предложен ряд моделей дисфункций 
холинергической системы при БА, например при введении антагонистов муска-
риновых рецепторов (Flood, Cherkin, 1986), повреждении медиальной септальной 
области (McDonald, Overmier, 1998) или базальных ядер Мейнерта (Pepeu et al., 
1986; Salamone et al., 1986), вызывающих снижение уровня АХТ и АХЭ в коре 
головного мозга. Во всех таких исследованиях было показано нарушение выполне-
ния задач по обучению. Помимо этого было обнаружено, что воздействие на рецеп-
торы фактора роста нерва крысы моноклональными антителами, конъюгирован-
ными с сапорином (192 IgG-saporin), приводит к потере холинергических нейронов 
и некоторым когнитивным расстройствам (Wiley et al, 1991). Экспериментальные 
данные, свидетельствующие о связи между патогенезом БА и нарушением системы 
инсулинового метаболизма в головном мозге, привели к развитию модели стреп-
тозотоцинового диабета (Grunblatt et al., 2004; De la Monte, Wands, 2005). Помимо 
разрушения клеток поджелудочной железы, синтезирующих инсулин, введение 
стрептозотоцина приводило к развитию у крыс дефицита обучения и памяти, про-
грессивной потери холинергических нейронов и нейродегенерации. Недавно так-
же была разработана модель внутричерепного введения стрептозотоцина, которая 
в определенной степени моделирует нарушения, характерные для БА (Salkovic-
Petrisic et al., 2013). Однако сведения относительно изменений содержания амило-
идного пептида (Аβ) и тау-белка в мозгу таких крыс противоречивы (Grunblatt et 
al., 2004; Prickaerts et al., 1999; Salkovic-Petrisic et al., 2006). Более того, проводимые 
исследования показывают, что все эти модели не всегда адекватно отражают мне-
монические дефициты, наблюдаемые на ранних стадиях БА.

До недавнего времени большое число исследований по моделированию пато-
генеза БА проводилось с использованием i.c. инъекций экзогенного Aβ, облада-
ющего токсичностью как в растворенном, так и в агрегированном состояниях, и 
накопление которого в ткани мозга является одной из основных причин развития 
БА (Hardy, Selkoe, 2002; Walsh et al., 2002). Однако, несмотря на определенный 
прогресс в понимании ряда биохимических процессов, происходящих в ткани моз-
га при введении экзогенного Аβ, эта модель имеет ряд ограничений и не всегда 
воспроизводит симптомы когнитивных расстройств, характерных для БА (Takeda 
et al., 2009). Поскольку амилоидный пептид у большинства грызунов растворим и 
не формирует бляшки, а его токсичность не доказана, имеющиеся в настоящее вре-
мя зоотропные модели БА основаны на использовании трансгенных животных (в 
основном мышей), экспрессирующих гены человека, в частности, белка предшест-
венника амилоидного пептида (АРР), пресенилинов (PS1 и PS2), а также тау-белка. 
Все они в разной степени воспроизводят основные признаки БА и характеризуются 
накоплением амилоидного пептида в нервной ткани, а также когнитивным дефи-
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цитом (Hwang et al., 2005; Saura et al., 2005). Несмотря на явные физиологические 
ограничения, использование трансгенных насекомых, в частности Drosophila, до-
вольно часто является полезным для выяснения роли определенного класса моле-
кул в развитии патологии или для тестирования эффектов новых лекарственных 
препаратов (Newman et al., 2011; Zhu et al., 2014).

Использование трансгенных мышей с патологией метаболизма амилоидного 
пептида привело к углубленному пониманию процессов образования Aβ и роли 
растворимых Aβ олигомеров в патогенезе БА (Schaeffer et al., 2011; Morrissette et al., 
2009; Cheng et al., 2007; Lesne et al., 2006). Так, было выявлено, что у многих APP 
трансгенных мышей патологические и функциональные изменения происходят до 
образования амилоидных бляшек (Schaeffer et al., 2011). В то время как у многих 
из этих трансгенных мышей образуются амилоидные бляшки и развиваются ког-
нитивные нарушения, в ряде случаев у них не наблюдается другой признак БА, а 
именно – формирование внутриклеточных нейрофибриллярных клубков. Для вос-
произведения обоих признаков была создана так называемая тройная трансгенная 
модель мышей (3xTgAD), экспрессирующих гены АРРSw (со шведской мутацией, 
приводящей к развитию ускоренной формы БА), PS1 (M146V) и тау-белка (P301L) 
(Oddo et al., 2003), которая до сих пор является наиболее часто используемой в ис-
следованиях патологии БА (Cavanaugh et al., 2014). Помимо основных признаков 
БА (ускоренное образование Aβ, наличие сенильных бляшек и нейрофибрилляр-
ных клубков) эти мыши демонстрируют другие патологические и поведенческие 
особенности, характерные для БА, а именно – глиоз, синаптические нарушения 
и ухудшение памяти. Помимо трансгенных линий мышей были также получены 
аналогичные линии трансгенных крыс, однако немногие из них характеризуются 
накоплением Aβ и/или нейрофибриллярных клубков (Cavanaugh et al., 2014). Н   ., 2014). Не-
давно были получены трансгенные крысы (TgF344-AD), которые экспрессируют 
гены человеческого APP со шведской мутацией и PS1 (PS1�E9), приводя к разви-
тию бляшек и к накоплению гиперфосфорилированного тау-белка, корый является 
предшественником нейрофибриллярных клубков (Cohen et al., 2013).

Для выяснения роли возрастного фактора в развитии спорадической формы БА 
была получена линия мышей с ускоренным старением. У этих животных к 6-ме-
сячному возрасту наблюдаются отложения Aβ и когнитивные нарушения (DelValle  
et al., 2010).

Основным недостатком существующих моделей является их ограниченная при-
менимость в исследованиях молекулярно-клеточных механизмов, действующих на 
ранней стадии патологии, когда когнитивный дефицит еще не сопровождается на-
коплением амилоидных бляшек и массовой гибелью нервных клеток и, скорее все-
го, связан с нарушением регуляции межнейронного взаимодействия (Arendt, 2003). 
Более того, они моделируют, в основном, генетически обусловленные формы БА, в 
то время как большинство случаев этого заболевания имеет спорадическую форму. 
Также следует отметить, что к настоящему времени ни одна из стратегий лечения 
БА, основанная на амилоидной гипотезе развития этого заболевания, не прошла 
клинических испытаний и не может быть признана эффективной из-за недостатка 
исследований нормальной физиологической роли АРР и образующегося из него 
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продукта Aβ (Hardy, 2009; Nalivaeva, Turner, 2013; Cavanaugh et al., 2014). Исследо-
вание механизмов когнитивного дефицита на ранних стадиях заболевания крайне 
важно как с точки зрения ранней диагностики, так и в плане разработки стратегий 
профилактики и терапии. В настоящее время большой интерес вызывает поиск и 
разработка адекватных зоотропных моделей молекулярно-клеточных механизмов 
мягкого когнитивного снижения (МКС английская принятая аббревиатура – MCI, 
ранняя стадия БА), основанных на создании экспериментально вызванной синап-
топатии (Arendt, 2003; Pepeu, 2004). В свете этого представляется актуальной по-
пытка разработки подобной модели на основе естественных механизмов наруше-
ния межнейронного взаимодействия, аналогичного наблюдаемому при МКС.

2. Когнитивные дисфункции после действия 
пренатальной гипоксии

Для моделирования патологических нарушений когнитивных функций нами 
была разработана модель пренатальной гипоксии, в основе которой лежит действие 
острой гипоксии в период активного формирования мозга в эмбриогенезе живот-
ных. Для этого самок крыс на 14-е сутки беременности (Е14) помещали на 3 часа в 
гипоксическую камеру с пониженным до 7% содержанием кислорода. В результате 
такого воздействия на материнский организм у потомства было выявлено отстава-
ние в развитии организма, структуры нервной ткани и врожденных двигательных 
реакций, которое постепенно нивелировалось в процессе взросления (Журавин и 
др., 2005, 2007б; Дубровская, Журавин, 2008). Однако нарушение когнитивных 
функций у крыс, подвергавшихся действию пренатальной гипоксии, наблюдалось 
в разных поведенческих задачах на протяжении всей последующей жизни.

Так, у животных, перенесших гипоксию, снижалась способность к обучению 
новым инструментальным движениям. В группе крыс, перенесших пренатальную 
гипоксию, количество молодых животных (20–30 сут после рождения, Р20-Р30), 
способных обучаться инструментальным навыкам (просто нажимать на поршень), 
составляло 50%, а в группе взрослых (трехмесячные крысы, давление на поршень 
более заданного времени) – 46%, в то время как в норме количество животных, 
способных к обучению этим навыкам, составляло 70 и 73%, соответственно.

При исследовании долговременной памяти и сохранности выработанного инстру-
ментального рефлекса через длительный промежуток времени (перерыв после началь-
ного обучения в течение 5 недель, после чего повторяли процесс тестирования и обу-
чения инструментальному рефлексу) было обнаружено, что животные контрольной 
группы сохраняли навык выполнения инструментальных движений с длительным дав-
лением на поршень. У этих животных среднее время давления до и после 5-недельного 
перерыва не отличалось и значительно (р<0,001) превышало среднее время давления, 
регистрируемое перед началом обучения, в то время как у животных, перенесших пре-
натальную гипоксию, после перерыва наблюдалось снижение среднего времени дав-
ления до начального уровня, регистрируемого перед началом обучения. Дальнейшее 
обучение животных, перенесших пренатальное гипоксическое воздействие, после пе-
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рерыва начиналось как бы заново, в то время как в контрольной группе повторное обу-
чение начиналось от уровня, достигнутого в результате первичного обучения.

При исследовании формирования кратковременной памяти в радиальном двух-
уровневом лабиринте у взрослых крыс, перенесших пренатальную гипоксию, было 
обнаружено, что на фоне отсутствия изменений среднего времени нахождения 
крысы внутри рукава процент правильных посещений кормушек по сравнению с 
контролем достоверно (р<0,01) снижался, что может свидетельствовать о наруше-
нии процессов кратковременной памяти. Исследование памяти в тесте распознава-
ния новых объектов у молодых и взрослых животных также свидетельствовало о 
нарушении кратковременной (в течение 10 минут) и долговременной (в течение 60 
минут или 24 часов) памяти у крыс, перенесших пренатальную гипоксию.

Данная модель позволяет получать хорошо воспроизводимые изменения когни-
тивных функций (Dubrovskaya et al., 2012) и изучать динамику и молекулярно-кле-
точные основы этих нарушений в ходе развития животных, а также использовать 
их для тестирования различных фармакологических препаратов (Журавин и др., 
2011; Nalivaeva et al., 2012a,b).

3. Механизмы действия пренатальной гипоксии на развитие
кортикальных отделов головного мозга

Известно, что воздействие различных патологических факторов в определен-
ные периоды пренатального развития может приводить к нарушению структур-
но-функциональной организации мозга в дальнейшем онтогенезе, сопровождаю-
щемуся рядом моторных и когнитивных дисфункций. Существование периодов 
повышенной чувствительности мозга к повреждающим факторам базируется на 
гетерохронности онтогенетического развития нервной системы (Rice, Baron, 2000). 
Показано, что неблагоприятные воздействия в такие критические периоды эмбри-
онального развития могут вызывать структурно-функциональные нарушения на 
всех уровнях организации головного мозга. В частности, на моделях ионизирую-
щего радиационного облучения (Rakic, 1988; Algan, Rakic, 1997), ультразвукового 
воздействия (Ang et al., 2006) было показано нарушение генерации и радиальной 
миграции нейробластов в кортикальную пластинку, что вызывает нарушения даль-
нейшего формирования неокортекса, сопровождающиеся длительными наруше-
ниями регуляции двигательной активности и когнитивных функций. На модели 
пренатальной гипоксии нами было показано, что причины структурно-функцио-
нальных изменений, наблюдавшихся многими авторами (Nyakas et al.                  -, 1996; Жу-
равин и др., 2003; Отеллин и др., 2002) в постнатальном онтогенезе животных, 
могут также быть связаны с нарушениями генерации и миграции нейробластов, 
вызванными гипоксическим воздействием в критический период пренатального 
развития (Vasilev et al., 2012). Пренатальная гипоксия на E14 или E18 вызывает те 
же нарушения пролиферации и радиальной миграции клеток, какие были описаны 
на различных негипоксических моделях пренатальной патологии в те же периоды 
эмбрионального развития мозга (Ang et al., 2006). Согласно литературным данным, 
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гипоксия на E17 может нарушать миграцию нейробластов в гиппокампе (Golan et 
al., 2009), однако влияние такого нарушения миграции клеток на формирование 
нейронных сетей в дальнейшем онтогенезе животных еще не изучено.

4. Изменения структурно-функциональной организации 
нервной ткани в постнатальном онтогенезе 
после пренатальной гипоксии

При помощи электронной микроскопии нами было показано, что в раннем пост-
натальном онтогенезе крысята, перенесшие пренатальную гипоксию, отстают в фор-
мировании синаптических контактов в нейропиле, миелинизации нервных волокон 
и дифференцировке нейронов на ультраструктурном уровне как в ткани новой коры, 
так и базальных ганглиев (Журавин и др., 2005, 2007). При этом на Р10-30 происхо-
дит снижение общего количества пирамидных нейронов во II–III и V–VI слоях коры 
головного мозга (Васильев и др., 2008) и нарушается соотношение числа пирамид-
ных и непирамидных нейронов. Снижение числа пирамидных нейронов наблюда-
лось только в течение первого месяца постнатального онтогенеза (период интенсив-
ной элиминации избыточного клеточного материала, установления межнейронных 
связей и формирования новых синапсов в кортикальной пластинке), но не у взрос-
лых животных, а также только у крыс, подвергнутых пренатальной гипоксии на E14, 
но не на E18. Следует отметить избирательное действие пренатальной гипоксии на 
различные клеточные популяции коры головного мозга. Так, на Р10-20 у крыс, пе-
ренесших пренатальную гипоксию на Е14, снижается число больших пирамидных 
нейронов в V–VI слоях новой коры, что связано с обнаруженным нами нарушением 
миграции нейробластов, из которых образуется данная клеточная популяция. Время 
проведения гипоксии на Е14 совпадает с периодом генерации первых клеток корти-
кальной пластинки, которые в будущем дают кортикофугальные эфференты и слу-
жат основой для формирования кортикальной миниколонки. Нарушение миграции 
нейробластов в эмбриогенезе приводит к тому, что значительная часть пирамидных 
нейронов V–VI слоя коры оказывается за ее пределами и элиминируется на Р10-30 
(Vasilev et al., 2012). В период Р20-30 у животных, перенесших гипоксию на Е14, на-
блюдалось снижение количества малых пирамидных нейронов II–III слоев и непира-
мидных клеток (интернейронов) на фоне общего снижения плотности расположения 
клеток новой коры (Васильев и др., 2008). К периоду Р60 в новой коре этих живот-
ных происходит нормализация клеточного состава, после завершения элиминации 
избыточного клеточного материала и временных элементов, таких как субпластинка 
(Del Rio et al., 2000), и различий в цитоархитектонике и клеточном составе между 
животными с нормальным и нарушенным эмбриональным развитием уже не наблю-
дается. Таким образом, пренатальная гипоксия в период образования первых кле-
точных элементов кортикальной пластинки (E14) нарушает формирование корковых 
миниколонок в постнатальном онтогенезе. Гипоксия в более поздний период (E18) не 
столь критична для формирования коры головного мозга и не вызывает существен-



425

ных изменений в ее цитоархитектонике. Аналогичные процессы изменения клеточ-
ного состава наблюдались и в дорсальном гиппокампе животных, перенесших пре-
натальную гипоксию. Однако дорсальный гиппокамп (поле СА1) характеризовался 
более низкой степенью выраженности нейродегенеративных изменений: снижением 
количества нейронов пирамидного слоя, увеличением числа нейронов с дегенераци-
ей апикальных дендритов, при этом нарушение соотношения разных типов клеток и 
их отсроченная гибель наблюдались только на 20-е сутки постнатального развития 
(Журавин и др., 2009а,б).

5. Роль каспаз в структурно-функциональных изменениях 
после пренатальной гипоксии

Есть основания полагать, что причины изменения общей плотности располо-
жения клеток и изменения клеточного состава в ткани мозга животных после дейс-
твия пренатальной гипоксии связаны скорее с усилением элиминации избыточного 
клеточного материала, вызванного нарушением миграции нейробластов в период 
эмбриогенеза, нежели с гибелью клеток от непосредственного действия гипоксии. 
Полученные нами данные свидетельствуют о повышении экспрессии и активности 
каспазы-3, а также об увеличении количества нейронов с повышенной экспрессией 
проапоптотических белков (Р53 и каспаза-3) в кортикальных отделах мозга крыс, 
перенесших пренатальную гипоксию (Васильев и др., 2008, 2013), что можно ин-
терпретировать в пользу гибели клеток по механизму каспазозависимого апоптоза. 
Молекулярные механизмы апоптоза весьма сложны и не полностью изучены, од-
нако известно, что каспазозависимый апоптоз характеризуется наличием несколь-
ких вариантов путей определения судьбы клеток и инициации их гибели, при этом 
общие терминальные этапы связаны с усилительным каскадом активации каспаз, 
центральными компонентами которого являются каспаза-9 и каспаза-3 (Fan et al., 
2005). Активированные каспазы оказывают влияние на многие белки в цитоплазме 
клетки, включая клеточные протеазы, вызывающие деградацию структурных и ре-
гуляторных белков на завершающих стадиях апоптоза (для обзора см. Snigdha et al., 
2012). Имеются данные о том, что каспазы-9 и -8 также активируются при гипоксии 
и ишемии мозга (Delivoria-Papadopoulos et al., 2008; Broughton et al., 2009). Счита-
ется, что повышение активности каспаз (прежде всего каспазы-3) в пре- и постси-
наптических терминалях приводит к протеолизу многих синапс-ассоциированных 
белков и нарушению регуляции работы межнейронных контактов, причем мише-
нями для каспаз могут являться белки цитоскелета, рецепторы и регуляторные бел-
ки (Lema Tomé et al., 2006). Нарушение функций межнейронных контактов, в том 
числе аксо-шипиковых, наблюдаемое при различных патологиях, например при 
БА, также связывают с активацией каспаз при запуске апоптоза нейронов, вызван-
ного накоплением Аβ (D’Amelio et al., 2011). Такая концепция позволяет рассмат-
ривать возможность компенсации патологии, используя различные ингибиторы 
каспаз. Следует упомянуть, что описано немало случаев повышения содержа- 
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ния проапоптотических белков и активности каспаз без гибели клеток (Oomman et 
al., 2004), что подтверждает их неапоптотические функции (D’Amelio et al., 2010; 
Chowdhury et al., 2008; Jiao, Li, 2011; Heta, Glimcher, 2008). Хотя избыточная актива-
ция каспаз в период эмбриогенеза приводит к комплексному нарушению формиро-
вания головного мозга (Roth, D’Sa, 2001), экспериментально вызванное снижение 
активности каспазы-3 у взрослых животных приводит к снижению способности 
к обучению (Kudryashov et al., 2002). Предполагается, что изменение активности 
каспазы-3 влияет на синаптическую пластичность, поэтому ее снижение может 
сопровождаться когнитивными дисфункциями (Gulyaeva, 2003; Kudryashova et al., 
2009a,b). Полученные нами предварительные данные показали, что системы регу-
ляции экспрессии активной формы каспазы-3 в раннем постнатальном онтогенезе 
различаются у животных с нормальным эмбриональным развитием и перенесших 
пренатальную гипоксию. Было показано, что i.v. введение ингибиторов каспазы-3 
(Z-DEVD-FMK или Ac-DEVD-СHO) на 18–25-е сутки после рождения изменяет 
активность этого фермента в кортикальных структурах головного мозга в течение 
первых трех суток после инъекции. При этом через 1–3 суток после инъекции у 
животных, перенесших пренатальную гипоксию и характеризующихся повышен-
ным уровнем каспаз, активность каспазы-3 снижается до уровня контрольных жи-
вотных. Примечательно, что у контрольных животных активность каспазы-3, на-
против, увеличивается за счет компенсаторного повышения экспрессии активной 
формы этого фермента. Через месяц после инъекции ингибиторов экспрессия и 
активность каспазы-3 возвращается к исходным значениям, присущим каждой из 
исследованных групп.

6. Синаптическая пластичность как основа адаптивных 
возможностей нейронных сетей

В литературе имеются убедительные данные о том, что дендритные шипики 
в значительной степени определяют характер межклеточного взаимодействия и 
могут рассматриваться в качестве основного субстрата пластичности нервной тка-
ни. Наиболее длительные процессы, вовлеченные в реализацию памяти, связаны с 
формированием новых межнейронных контактов в сети, осуществляющей ревер-
берации. Новообразованные дендритные шипики могут достаточно быстро обра-
зовывать синаптический контакт и становиться активными в течение нескольких 
часов (Zito et al., 2009), а сами синапсы являются местом более быстрой (секун-
ды–минуты) пластической перестройки, которая, несомненно, оказывает влияние 
на эффективность передачи сигнала (Martin et al., 2000; Prescott et al., 1999). Скорее 
всего, образование памятного следа связано как с быстрой модуляцией активности 
синапса, так и с более медленными процессами структурной реорганизации, необ-
ходимой для его длительного хранения (Arendt, 2003). В аксошипиковых синапсах 
шипиковый аппарат вовлечен в процесс локального синтеза, посттрансляционных 
изменений и транспорта множества синапс-ассоциированных белков (Segal, 2010).
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Одним из маркерных белков шипикового аппарата является актин-ассоцииро-
ванный белок синаптоподин. Короткая форма синаптоподина локализуется в ши-
пиковом аппарате, связана с α-актинином и участвует в стабилизации актиновых 
компонентов цитоскелета в шейке шипика (Mundel et al., 1997). Синаптоподин не-
обходим для формирования шипикового аппарата и ремоделирования цитоскелета 
шипика при изменении его размера и формы (Deller et al., 2003, 2006). У трансген-
ных мышей, лишенных гена синаптоподина, отмечается ухудшение кратковремен-
ной памяти, угнетение долговременной потенциации (LTP) и отсутствие развитого 
аппарата в дендритных шипиках гиппокампа (Deller et al., 2003). Однако оверэкс-
прессия синаптоподина не влияет на размер и количество дендритных шипиков, 
хотя повышение экспрессии этого белка наблюдается при LTP (Okubo-Suzuki et al., 
2008). Таким образом, в настоящее время принято считать, что синаптоподин учас-
твует в обеспечении пластичности нейронных сетей за счет реорганизации распре-
деления лабильных аксошипиковых межнейронных контактов (Segal et al., 2010) и 
в процессах консолидации памятных следов (Asanuma et al., 2005).

Нарушение синаптогенеза и формирования активного шипикового аппарата 
рассматривают в качестве основных причин, влияющих на пластичность нервной 
ткани и развитие когнитивного дефицита или нейрональных патологий (Sousa et 
al., 2000; Shapiro, Ribak, 2005; Chen et al., 2010; Sanchez et al., 2012; Santos, 2004). 
Однако работы, в которых оценивается соотношение количества лабильных и ста-
бильных аксо-шипиковых контактов в нервной ткани обучаемых и наивных живот-
ных на разных стадиях онтогенеза в норме и при нарушении памяти, практичес-
ки отсутствуют. Благодаря разработанному в нашей лаборатории методу оценки 
пластичности нервной ткани путем сравнения числа лабильных аксо-шипиковых 
контактов у животных, подвергнутых разным экспериментальным воздействиям, 
нам удалось показать, что способность животных к запоминанию (кратковремен-
ная и долговременная память) коррелирует с числом синаптоподин-позитивных 
дендритных шипиков в коре головного мозга (Dubrovskaya et al., 2012). Показано, 
что пренатальная гипоксия у крыс в период, критический для формирования мини-
колонок коры мозга (Е14), приводит к сокращению количества синаптоподин-пози-
тивных дендритных шипиков в молекулярном слое новой коры и в stratum radiatum-
moleculare поля CA1 гиппокампа (Журавин и др., 2009б), которое сопровождается 
ослаблением рабочей памяти. Мы полагаем, что снижение числа лабильных синап-
топодин-позитивных шипиков в stratum radiatum-moleculare поля СА1 гиппокампа 
крыс, перенесших пренатальную гипоксию, может быть связано со структурными 
изменениями в энторинальной коре, нарушения в которой являются самыми ранни-
ми признаками развития БА (Gómez-Isla et al., 1996).

Согласно нашим данным, сокращение количества синаптоподин-позитивных 
шипиков на фоне естественного снижения способности к обучению наблюдается и 
у стареющих животных, что может являться одной из основных причин когнитив-
ных дисфункций при нормальном старении, а также при развитии спорадической 
формы БА (Журавин и др., 2009б).
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7. Нарушение межнейронного взаимодействия

Механизмы нарушения межнейронных взаимодействий, вызванных патологи-
ей пренатального развития, скорее всего комплексные и не исчерпываются только 
изменением пластичности синаптических контактов. В существующей литературе 
имеются данные, указывающие на то, что пренатальная гипоксия оказывает изби-
рательное действие на различные клеточные популяции и может вызывать наруше-
ния функционирования разных медиаторных систем в постнатальном онтогенезе 
(Nyakas et al.,1996; Louzoun-Kaplan et al., 2008; Gerstein et al., 2005). Используя 
везикулярный переносчик ацетилхолина (VAChT) в качестве маркерного белка, 
мы проанализировали влияние пренатальной гипоксии на распределение холинер-
гических пресинаптических терминалей в коре головного мозга крыс. Установ-
лено, что у взрослых крыс, перенесших гипоксию на Е14, снижается количество 
VAChT-позитивных холинергических пресинаптических терминалей, образующих 
аксо-соматические синапсы на телах пирамидных нейронов V–VI слоев теменной 
коры (Васильев и др., 2013), что свидетельствует об изменении холинергической 
модуляции функционирования кортикальных миниколонок в коре мозга таких жи-
вотных. Методом иммуноблотинга также было проведено сравнение содержания 
белка синаптофизина, локализованного в пресинаптических терминалях независи-
мо от вырабатываемого в них медиатора, и белка – переносчика возбуждающих 
аминокислот (EAAT), являющегося маркером активных глутаматергических тер-
миналей в коре мозга. У крыс, перенесших пренатальную гипоксию, содержание 
синаптофизина не отличалось от контроля, однако содержание EAAT было выше, 
чем у крыс с нормальным развитием (Васильев и др., 2013), что свидетельствует 
о повышении интенсивности выброса глутамата в синаптическую щель у гипок-
сических животных. Это может провоцировать спонтанную эпилептиформную 
активность и повышать судорожную готовность животных с патологией развития 
в ответ на фармакологические воздействия и другие внешние стимулы. Таким об-
разом, полученные результаты свидетельствуют о комплексных нарушениях меж-
нейронного взаимодействия на взрослой стадии у животных с патологией эмбрио-
нального развития.

8. Изменения на молекулярном и биохимическом уровнях

Помимо функциональных и структурных изменений, вызванных пренатальной 
гипоксией, в нервной ткани экспериментальных животных наблюдались сущест-
венные перестройки на молекулярном и биохимическом уровнях. Это выражалось, 
прежде всего, в изменении экспрессии разных генов на уровне мРНК и белка, а 
также активности ряда ферментов (в частности, упомянутых выше каспаз) и сис-
тем трансдукции сигналов, в том числе холинергической медиации. Так, в постна-
тальном онтогенезе животных, перенесших пренатальную гипоксию, наблюдалась 
существенно иная динамика активности ацетил- и бутирилхолинэстераз (АХЭ и 
БХЭ) в сенсомоторной коре (Лавренова и др., 2003; Кочкина и др., 2015). Это про-
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являлось не только в снижении активности данных ферментов на определенных 
этапах развития мозга (в частности, в первый месяц постнатального развития и 
активного формирования межклеточных контактов), но также в изменении соот-
ношения мембраносвязанной, выполняющей медиаторные функции, и раствори-
мой формы АХЭ (Лавренова и др., 2003; Кочкина и др., 2015), выполняющей роль 
фактора роста нервов и участвующей в синаптогенезе (Halliday, Greenfield, 2012).
Более того, пренатальная гипоксия с возрастом приводила к повышению доли БХЭ 
в общей холинэстеразной акткивости, что может иметь компенсаторный характер, 
поскольку этот фермент играет важную роль в выведении из ткани мозга токсичес-
ких агентов, которые могут образовываться в результате перенесенной гипоксии и 
нарушения нормального функционирования мозга. С другой стороны, повышение 
активности БХЭ в ткани мозга является одним из характерных признаков БА и 
может свидетельствовать о наличии нарушений, предрасполагающих к развитию 
нейродегенерации (Greig et al., 2002).

Анализ содержания предшественника амилоидного пептида (АРР) в сенсомо-
торной коре также выявил существенное изменение динамики экспрессии этого 
белка в постнатальном онтогенезе крыс, перенесших пренатальную гипоксию 
(Nalivaeva et al., 2003, 2005), в то время как гипоксия приводила к повышению со-
держания мембраносвязанной формы АРР на всех анализируемых этапах развития, 
образование его растворимой формы (sAPP), обладающей нейритогенными свойс-
твами, было снижено. При этом наиболее существенное снижение наблюдалось в 
период интенсивного синаптогенеза (Р10-Р30), когда недостаток данного нейрито-
генного фактора может привести к нарушению формирования нейрональных сис-
тем мозга. Полученные данные также свидетельствуют, что пренатальная гипоксия 
существенным образом модифицирует активность α-секретазы – фермента, играю-
щего важную роль в образовании основного пула sAPP в нервной ткани и препятс-
твующего формированию Аβ. Недостатком активности этого фермента можно объ-
яснить снижение образования растворимой формы АХЭ (Nalivaevа, Turner, 1999). 
В целом, повышение уровня содержания АРР и снижение его неамилоидного рас-
щепления под действием α-секретазы, вызванные пренатальной гипоксией, могут 
являться предпосылкой к сдвигу амилоидного метаболизма в сторону процессов, 
инициирующих развитие БА.

Важным фактором, который обуславливает накопление Аβ в ткани мозга при 
развитии спорадической формы БА, является дефицит активности амилоид-дегра-
дирующих ферментов и нарушение выведения избытков этого пептида из нервной 
ткани (для обзора см. Nalivaeva et al., 1992, 2012а). Согласно нашим данным, пре-
натальная гипоксия приводит к снижению уровня экспрессии и активности основ-
ного амилоид-деградирующего фермента неприлизина (НЕП) и его гомолога эндо-
телин-конвертирующего фермента (ЭКФ, ECE-1) (Nalivaeva et al., 2003), что может 
способствовать накоплению Аβ и развитию патологии, в частности, нарушению 
памяти. Подтверждением этому служат результаты наших экспериментов по вве-
дению ингибитора НЕП и ЭКФ фосфорамидона в кору мозга интактных взрослых 
крыс. Длительное i.c. введение фосфорамидона (2·10-3 M, со скоростью 0,25 мкл в 
час в течение 28 суток посредством миниосмотических помп – Alzet, USA) вызыва-
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ло у взрослых крыс нарушение кратковременной памяти в радиальном лабиринте 
и снижение среднего количества синаптоподин-позитивных шипиков в молекуляр-
ном слое коры мозга. Эти результаты согласуются с данными, полученными ранее 
в экспериментах с многократными (6–8 раз с интервалом в 1 сутки) одиночными 
i.c. введениями ингибиторов НЕП фосфорамидона или тиорфана (Дубровская и 
др., 2009).

У животных, перенесших пренатальную гипоксию, снижение активности НЕП 
наблюдается не только в коре, но и в гиппокампе (Nalivaeva et al., 2012b). Однако в 
плазме крови этих животных мы наблюдали повышение активности НЕП по срав-
нению с контролем. Такое разнонаправленное изменение активности НЕП в ткани 
мозга и плазме крови может свидетельствовать о различиях в системе регуляции 
НЕП, экспрессируемого в центральной нервной системе и вне ее. Более того, по-
вышение экспрессии НЕП в плазме может быть отражением компенсаторных из-
менений, направленных на снижение Аβ в нервной ткани посредством поддержа-
ния баланса, существующего между пулами Аβ в ткани мозга и крови (Guan et al.,  
2009).

Анализ экспрессии еще одной амилоид-деградирующей протеазы – инсулин-
деградируещего фермента (ИДФ), в структурах мозга крыс после пренатальной 
гипоксии также показал снижение его содержания в разных структурах мозга. Так, 
на разных этапах постнатального онтогенеза, начиная с Р30 и заканчивая старыми 
животными (Р600), уровень содержания этого фермента в коре был на 40–50%, а 
в стриатуме на 30% ниже, чем в контроле. В гиппокампе наииболее существенное 
снижение ИДФ (на 60%) наблюдалось на P20. Поскольку ИДФ играет важную роль 
в метаболизме инсулина, дефицит его активности после пренатальной гипоксии 
может приводить не только к развитию патологий, обусловленных накоплением 
Аβ, но и к диабету.

В поисках средств повышения активности амилоид-деградирующих фермен-
тов, в частности НЕП, уровень которого также существенно снижается с возрас-
том, были проведены интенсивные исследования с использованием клеточных 
моделей, которые существенно расширили наши представления о механизмах ре-
гуляции экспрессии гена этого фермента (Belyaev et al., 2009, 2010). Так, было убе-
дительно показано, что экспрессия НЕП регулируется по принципу обратной связи 
цитоплазматическим фрагментом АРР (AICD), который образуется одновременно 
с Аβ в результате действия на молекулу АРР β- и γ-секретаз (Pardossi-Piquard et 
al., 2005; Belyaev et al., 2009). С другой стороны, было установлено, что репрессия 
гена НЕП в нервных клетках осуществляется с помощью гистондеацетилаз, и их 
ингибирование (трихостатином А или вальпроатом натрия) приводит к повыше-
нию уровня экспрессии и активности НЕП (Belyaev et al., 2009). Другим классом 
соединений, способных повышать экспрессию и активность НЕП, являются анти-
оксиданты зеленого чая, в частности эпигаллокатехингаллат (EGCG ), положитель-EGCG ), положитель- ), положитель-
ный эффект которых был показан при разных нейродегенеративных заболеваниях 
(Melzig, Janka, 2003; Weinreb et al., 2004). В серии экспериментов на животных, 
подвергавшихся пренатальной гипоксии, нами было показано, что i.p. инъекции 
вальпроата натрия (200 мкг/кг веса, 2 недели) или i.c. введение EGCG (2·10-3 M, 



431

посредством миниосмотических помп в течение 28 дней) существенно поышали 
уровень экспрессии и активности НЕП в коре и гиппокампе, приближая его к конт-
рольным величинам. Повышение активности НЕП у этих животных коррелировало 
с числом правильных пробежек в радиальном лабиринте и восстановлением крат-
ковременной и долговременной памяти в тесте распознавания новых объектов, а 
также с повышением количества лабильных шипиков в коре мозга (после введения 
вальпроата натрия) и в гиппокампе (после введения EGCG) по сравнению с живот-
ными, перенесшими пренатальную гипоксию и получавшими физраствор вместо 
тестируемых соединений (Журавин и др., 2011; Nalivaeva et al., 2012а).

В исследованиях по влиянию гипоксии на уровень экспрессии НЕП с исполь-
зованием клеток нейробластомы человека NB7 показано, что снижение содержа-
ния мРНК и ферментативной активности НЕП при гипоксии сопровождается по-
ниженным связыванием транскриационного фактора AICD с промотером его гена. 
Поскольку AICD является субстратом каспаз, которые активируются при гипоксии, 
нами был проведен анализ действия ингибитора каспаз Z-DEVD-FMK на уровнь 
НЕП и показано, что его добавление к клеткам до начала гипоксического воздей- 
ствия восстанавливало связывание AICD с промотором НЕП и повышало уровень 
активности НЕП (Beckett et al., 2012). Эти исследования показывают наличие связи 
между изменением эпигенетической регуляции нейрональных генов, уровнем ней-
рональной пластичности и активацией каспаз, поскольку последние могут не толь-
ко регулировать содержание транскрипционных факторов, включая AICD, но так-
же и белков цитоскелета и синаптического аппарата (Itoh et al., 2011; Sultana et al., 
2010). Дальнейшие исследования с применением модели пренатальной гипоксии, 
несомненно, углубят наши представления о механизмах регуляции когнитивных 
функций на молекулярном уровне, которые могут лечь в основу создания средств 
профилактики когнитивных нарушений.

9. Заключение

Несмотря на различия в механизмах генеза отставленного когнитивного дефи-
цита, наблюдаемого после пренатальной патологии, и при развитии такого нейро-
дегенеративного заболевания, как болезнь Альцгеймера, обе эти патологии име-
ют общие особенности. Как при пренатальной гипоксии, так и на ранних стадиях 
МКС происходит дисрегуляция синапс-ассоциированных белков, сопровождающа-
яся комплексными нарушениями межнейронного взаимодействия, в первую оче-
редь снижением пластичности и адаптивного потенциала кортикальных отделов 
головного мозга. Это провоцирует у таких животных когнитивные дисфункции на 
взрослой стадии развития. Повышение активности каспаз в раннем постнатальном 
онтогенезе животных, перенесших пренатальную гипоксию, может вызывать де-
градацию синапс-ассоциированных белков и дегенерацию синаптических структур, 
вызывая когнитивный дефицит на взрослой стадии развития. Изменение уровня 
активности ферментов, участвующих в образовании и катаболизме Аβ, являюще-
гося основным токсическим агентом, приводящим к БА, также создает предпосыл-
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Таблица
Аналаз характеристики поведения, структурно-функциональных и биохимических изменений 

в структурах мозга экспериментальных животных

Вид
воздействия

Память Количество
синаптоподин- 

позитивных 
шипиков

Активность
неприлизинакратко- 

временная
долго- 

временная

Радиаль-
ный

лабиринт

Распозна-
вание
новых 

объектов
(10 мин.)

Распозна- 
вание
новых 

объектов
(60 мин. 
или 24 
часа)

Темен- 
ная 
кора

Гиппо- 
камп 

Темен- 
ная 
кора

Гиппо- 
камп 

Пренатальная 
гипоксия ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓

i.c.
фосфорамидон

(взрослые
контрольные

крысы)

↓ ↓ ↓ ↓ – ↓ ↓

i.p.
вальпроат 

натрия
(взрослые 

крысы, 
перенесшие

пренатальную 
гипоксию)

↑ ↑ ↑ ↑ – ↑ ↑

i.c.
эпигалло-

катехингаллат
(взрослые 

крысы, 
перенесшие

пренатальную 
гипоксию)

↑ ↑ ↑ – ↑ ↑ ↑

i.с.
ингибиторы 
каспазы-3

(3-недельные 
крысята,

перенесшие
пренатальную 

гипоксию)

↑ ↑ ↑ ↑ ? ? ?

↑ – улучшение или увеличение по сравнению с животными, перенесшими пренатальную гипоксию, 
↓ – ухудшение или уменьшение по сравнению с контролем, ― – нет статистически достоверных 
изменений, ? – нет данных.

ки к его накоплению в процессе старения мозга. Эти же изменения наблюдаются 
после пренатальной гипоксии на более ранних стадиях развития. Накопленные к 
настоящему времени результаты исследований, проводимых в нашей лаборатории 
(табл.), и данные литературы подтверждают, что модель пренатальной гипоксии яв-
ляется адекватным инструментом для изучения молекулярных механизмов ранних 
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этапов развития когнитивных дисфункций и удобным объектом для разработки и 
тестирования лекарственных препаратов.
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1. Преимущества Drosophila melanogaster для 
моделирования нейродегенеративных заболеваний человека

Одним из наиболее интересных подходов к исследованию генетических форм 
болезней человека является их моделирование на плодовой мушке Drosophila 
melanogaster. Для этих целей используют два основных экспериментальных под-
хода: экспрессия в Drosophila генов человека, играющих роль в развитии заболе-
ваний, и изучение собственных генов Drosophila, ортологов генов человека, при-
частных к развитию заболеваний (Bier, 2005; Bilen, Bonini, 2005; Marsh, Thompson, 
2006; Lu, Voger, 2009; Hirth, 2010). Расшифровка геномов человека и дрозофилы 
показала, что более 50% генов Drosophila melanogaster имеют гомологов у чело-
века, и в то же время не менее 60–70% генов наследственных болезней человека 
имеют своих двойников у Drosophila (Fortini et al., 2000; Reiter et al., 2001). Поэтому 
при работе с различными моделями заболеваний на Drosophila прямое исследова-
ние мутантного белка может в значительной степени характеризовать его участие 
в патогенезе заболевания у человека. Более того, использование трансгенной тех-
нологии позволяет создавать линии, несущие гены человека, и использовать их для 
модуляции конкретных физиологических механизмов. С другой стороны, генети-
ческие эксперименты с выключением генов могут быть основой для определения 
неизвестных клеточных функции белков, вовлеченных в развитие патологическо-
го процесса. Хорошо разработанный на дрозофиле метод получения трансгенных 
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особей позволяет получать трансгенных мух не только по определенному гену, но 
и запускать экспрессию этого гена в тканях на различных стадиях онтогенеза дро-
зофилы, благодаря бинарной системе UAS-GAL4 (Brand, Perrimon, 1993). Система, 
заимствованная из дрожжей, состоит из двух независимых линий, одна из кото-
рых несет исследуемый ген под контролем последовательности UAS (Upstream 
Activating Sequence), а вторая линия содержит активатор транскрипции – транс-
крипционный фактор GAL4. Для индукции экспрессии трансгена UAS линия скре-
щивается с линией, экспрессирующей GAL4 под контролем эндогенного или спе-
циально сконструированного промотора, что приводит к экспрессии исследуемого 
гена в тканях, где экспрессируется GAL4. На сегодняшний день для исследовате-
лей доступно более 7000 линий Drosophila с экспрессией GAL4 по данным GAL4 
Enhancer Trap Data Base (http://kyotofly.kit.jp/stocks/GETDB/getdb.html) и более 500 
линий в Bloomington Drosophila Stock Center at Indiana University (http://flystocks.
bio.indiana.edu).

Температурно-зависимый характер экспрессии трансгенов в системе UAS-
GAL4 был использован для создания системы экспрессии, контролирумой во вре-
мени (temporal and regional gene expression targeting, TARGET) (McGuire, 2003). 
TARGET-система основана на способности дрожжевого белка GAL80 подавлять 
экспрессию GAL4. Совместная экспрессия UAS-GAL4 линий и температурно-за-
висимого аллеля Gal80TS (Matsumoto et al., 1978), под контролем промотора tubulin 
1α приводит к наибольшему подавлению экспрессии GAL4 при 19°С и дерепрес-
сии синтеза этого белка при 30°С.

Другой подход для направленной временной экспрессии генов на основе систе-
мы UAS-GAL4 основан на создании гормон-индуцибельных химерных вариантов 
GAL4:Gal4-estrogen receptor (Han, 2002) и GAL4-progesterone receptor (GeneSwitch) 
(Osterwalder et al., 2001; Roman et al., 2001; Nicholson et al., 2008). Экспрессия 
трансгенов контролируется добавлением лигандов в корм мухам или личинкам в 
определенное время, что позволяет исключить пагубное действие ранней экспрес-
сии. Однако это накладывает ограничение на использование этих подходов на эмб-
риональной и куколочной стадиях развития (Elliott, Brand, 2008).

На Drosophila melanogaster был разработан и получил широкое распростране-
ние метод инсерционного мутагенеза, основанный на применении мобильных ге-
нетических элементов (МЭ). МЭ представляют собой сегменты ДНК, способные 
к автономным перемещениям (транспозициям) внутри генома. Доля мобильных 
элементов в геноме человека и млекопитающих может достигать 40% всей ядер-
ной ДНК (Kazazian, 2004). Количество копий мобильных элементов различных 
семейств изменяется от одной до нескольких сотен. Инсерция МЭ может сущест-
венно изменять характер экспрессии гена, что и послужило поводом для широкого 
применения МЭ в создании регулируемых тканеспецифических экспрессионных 
векторов (Rørth, 1996; Staudt et al., 2005; Enerly et al., 2002). Наибольшее распро-
странение в исследованиях на дрозофиле получили векторы, созданные на основе 
мобильного Р-элемента (Adams, Sekelsky, 2002; Bellen et al., 2004), однако свойство 
Р-элемента встраиваться только в определенные районы генома ограничивает про-
ведение мутагенеза в целом геноме. Поэтому в настоящее время разрабатываются 
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подходы с использованием других мобильных элементов, предпочитающих отлич-
ные от Р-элемента сайты инсерции, в частности hobo (Smith et al., 1993; Huet et al., 
2002; Myrick et al., 2009) и Minos (Metaxakis et al., 2005).

Следует отметить, что использование Drosophila позволяет избежать таких ог-
раничений, возникающих в работе с человеческим материалом, как неполные ро-
дословные, генетическая гетерогенность популяции, длительность сбора образцов. 
В то же время, фундаментальные аспекты клеточной биологии, такие как регуля-
ция экспрессии генов, мембранный транспорт, передача клеточных сигналов, си-
наптогенез, клеточная гибель, нейротрансмиттерные системы, довольно похожи у 
человека и Drosophila (Sang, Jackson, 2005).

2. Болезнь Альцгеймера и генетический скрининг 
новых мишеней для разработки терапевтических препаратов

Болезнь Альцгеймера (БА) характеризуется прогрессирующим снижением 
когнитивных функций, в первую очередь памяти, а также развитием поведенчес-
ких расстройств (Иллариошкин, 2003). Это заболевание является наиболее частой 
причиной деменции в пожилом и старческом возрасте. Нейропатологические из-
менения в мозге больных БА проявляются в накоплении в цитоплазме нейронов 
нейрофибриллярных агрегатов тау-белка и экстраклеточных отложений амилоида 
в форме так называемых сенильных бляшек. Основным компонентом сенильных 
бляшек является пептид размером 40–42 аминокислоты, названный амилоидным 
пептидом β (Аβ). Аβ является продуктом протеолитического расщепления боль-
шого трансмембранного белка, получившего название Amyloid Precursor Protein 
(APP). Функция АРР до конца еще не известна, что во многом затрудняет пони-
мание основ патологического процесса. В норме Аβ в наномолярных количествах 
обнаруживается в кровотоке и спинномозговой жидкости, однако при БА проис-
ходит его локальное накопление в мозге, ведущее к гибели нейронов. Согласно 
современным представлениям, накопление токсических интермедиатов амилоид-
ных фибрилл в мозге является центральным звеном во всех нейропатологических 
процессах, включая дисфункцию синапсов, нейродегенерацию, гибель нейронов и 
развитие деменции (DeStrooper, Annaert, 2001; Hardy, Selkoe, 2002; Selkoe, 1998). 
При этом значительная часть работ указывает, что такими интермедиатами могут 
являться растворимые олигомеры Aβ (Walsh, Selkoe, 2004; Haass, Selkoe, 2007).

В протеолитический процессинг АРР, ведущий к образованию Аβ, вовлечены 
β-секретаза (трансмембранная гликозил-аспартил-протеаза), получившая назва-
ние BACE, и γ-секретаза, представляющая собой сложный белковый комплекс, 
основным компонентом которого являются трансмембранные белки пресенилин 
1 (PSN1) или пресенилин 2 (PSN2) (DeStrooper, Annaert, 2000). Все известные на 
сегодняшний день семейные формы БА связаны с мутациями в генах АРР, PSN1, 
PSN2 (Selkoe, 1999). В геноме Drosophila melanogaster содержатся ортологи генов 
пресенелина (Psn) (Ye, Fortini, 1998) и APP (Appl) (Luo et al, 1990).
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Appl характеризуется высокой степенью гомологии с АРР, подвергается анало-
гичному протеолитическому расщеплению, но не содержит последовательности, 
необходимой для генерации Аβ (Luo et al., 1990; Rosen et al., 1989). Выключение 
Appl не приводило к летальному эффекту, но вызывало значительное изменение 
поведенческих реакций, которые восстанавливались при экспрессии АРР, что го-
ворит о функциональном консерватизме между Appl Drosophila и АРР человека 
(Luo et al., 1992). Целый ряд исследований указывает на ключевую роль Appl в фор-
мировании и поддержании синапсов у Drosophila (Ashley et al., 2005; Torroja et al., 
1999b). Эксперименты по определению локализации Appl показали значительное 
обогащение Appl в растущих аксонах и синаптических структурах, а также учас-
тие Appl в образовании и дифференцировке синапсов в нейромышечных контактах 
личинок (Torroja et al., 1999b). Гиперэкспрессия как Appl, так и АРР человека вы-
зывала нарушение аксонного транспорта (Gunawardena, Goldstein, 2001; Torroja et 
al., 1999a). При гиперэкспрессии АРР человека в Drosophila melanogaster он также 
транспортировался в пресинаптический терминал нейронов и постсинаптические 
участки нейромышечных контактов (Yagi et al., 2000).

При моделировании БА на Drosophila melanogaster наиболее часто используют 
прямую экспрессию последовательности Аβ (Iijima-Ando, Iijima, 2010; Moloney et 
al., 2010) в Drosophila. Так А. Финелли с коллегами были получены линии дрозо-
филы, в тканях нервной системы которых экспрессировались последовательности 
Аβ, кодирующие пептиды разной длины (соответственно Аβ1-40 и Аβ1-42) (Finelli et 
al., 2004). У мух, несущих в геноме последовательность более амилоидогенного 
Аβ1-42, были выявлены диффузные амилоидные отложения и гибель нейронов. Эти 
нейропатологические процессы сопровождались прогрессирующими с возрастом 
дефектами в поведении, а также сокращением продолжительности жизни. Иная 
картина наблюдалась у трансгенных мух, несущих последовательности менее ами-
лоидогенного Аβ1-40: отсутствие накопления амилоида и гибели нейронов на фоне 
все тех же усиливающихся с возрастом нарушений поведения (Iijima et al., 2004). 
Дальнейшие исследования показали, что Аβ1-42 в Drosophila накапливается на на-
чальных стадиях внутриклеточно и только потом детектируются его экстраклеточ-
ные депозиты (Crowther et al., 2005).

Для определения эффектов на синаптические функции эндогенно синтезиру-
емого Аβ1-42 его последовательность была экспрессирована в моторных нейронах 
и мышечных клетках личинок Drosophila. Оказалось, что образование Аβ1-42 по-
разному влияло на синаптические функции в зависимости от типа клеток. Так, 
в нейронах, по мнению авторов, Аβ1-42 главным образом был представлен в виде 
олигомеров, приводя к уменьшению амплитуды возбуждающих токов и не влияя 
на долговременную депрессию (ДВД), в то время как для мышечных клеток было 
характерно образование агрегатов большого размера, возможно фибрилл, и уве-
личение амплитуды возбуждающих токов и ДВД (Chiang et al., 2009). Применение 
вортамина, специфического ингибитора PI3 киназы, снижало ДВД до нормального 
уровня. Ингибирование PI3 киназы также улучшало способность к запоминанию, 
уменьшало количество Аβ1-42 фибрилл в мозге мух, в то время как количество оли-
гомеров уменьшалось незначительно (Chiang et al., 2010).
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В другой работе нарушение синаптических функций, вызванное образовани-
ем Аβ1-42 в нейромышечных контактах имаго, сопровождалось прогрессирующим 
с возрастом уменьшением пресинаптических и аксонных митохондрий, уменьше-
нием их скорости перемещения по аксону. Причем значительное уменьшение чис-
ла пресинаптических митохондрий предшествовало наблюдаемым изменениям в 
синаптической трансмиссии и ультрасктруктуре синапсов. Экспрессия последова-
тельности Аβс мутацией Arctic (Аβarc) значительно усиливала наблюдаемые фено-
типы (Zhao et al., 2010).

Нарушение транспорта и распределения митохондрий, снижение уровня бел-
ков митохондрий, которое отмечается в мозге больных БА, предполагает, что раз-
рушение функций митохондрий является одним из компонентов или механизмов 
патогенеза БА (Hirai et al., 2001). Аномальное распределение митохондрий в мозге 
наблюдалось у мух с экспрессией последовательности Аβ1-42: они аккумулирова-
лись в нервных клетках, в то время как в аксонах и дендритах их число было реду-
цировано (Iijima-Ando et al., 2009). Однако сегодня пока трудно сказать, является ли 
нарушение функций митохондрий ранним проявлением в патогенезе заболевания 
или это всего лишь последовательное звено в патогенезе БА.

У Drosophila представлены все компоненты белкового комплекса, ответственно-
го за активность γ-секретазы, но β-секретаза Drosophila не разрезает АРР в β-сайте 
(Carmine-Simmen et al., 2009), при этом APPL не содержит последовательности Аβ, 
поэтому для полного протеолитического процессинга полноразмерного АРР и по-
вышенной секреции Аβ были созданы линии Drosophila, в фоторецепторных клет-
ках глаза которых одновременно были экспрессированы АРР и ВАСЕ человека и 
мутантные PS1, вызывающие cемейные формы БА (Greeve et al., 2004). В рамках 
этой модели удалось воспроизвести наиболее важные патологические признаки БА, 
а именно – образование амилоидных отложений и гибель нервных клеток.

В своей работе, выполненной в рамках программы РАН «Фундаментальные на-
уки медицины», мы провели экспрессию АРР и ВАСЕ человека в нервных клетках 
Drosophila. У мух развивалась прогрессирующая с возрастом нейродегенерация в 
мозге, нарушение способности к обучению и запоминанию, а также уменьшение 
плотности синаптических белков в грибовидном теле мозга Drosophila. Интересно, 
подобные нарушения наблюдались у мух с экспрессией полноразмерного АРР или 
АРР с мутацией Swedish, независимо от секреции Aβ (Sarantseva et al., 2009a,b; 
Большакова и др., 2013). Следовательно, можно предположить, что мутантный АРР 
или другие фрагменты его протеолиза могут иметь нейротоксичные свойства. Не-
давно было установлено, что неамилоидогенные фрагменты АРР, которые также 
обнаруживаются в амилоидных депозитах, как и Aβ-пептид, обладают способнос-
тью формировать ионные каналы, вызывая выброс кальция, разрушение нейритов 
и гибель нейронов (Jang et al., 2010). В этой связи следует отметить, что роль Aβ 
как основного фактора в патогенезе БА широко дискутируется в настоящее время 
(Mullane, Williams, 2013).

Исходя из вышеперечисленных биологических особенностей и разработанных 
генетических методов на Drosophila часто и успешно проводят скрининг генов-мо-
дификаторов патологических процессов, что позволяет значительно ускорить про-
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ведение исследований и снизить затраты на них. Для скрининга генетических мо-
дификаторов амилоидоза были использованы линии мух, экспрессирующие Aβ42 в 
фоторецепторных клетках глаза (Finelli et al., 2004). Экспрессия Aβ42 в глазах мух 
вызывала ярко выраженный фенотип, характеризующийся дезорганизацией фоторе-
цепторных клеток и уменьшением размера глаз («rough eye»). Для скрининга была 
использована коллекция из 1963 линий дрозофилы, несущих в геноме вставки ЕР-
транспозона. ЕР-транспозон является производным Р-элемента, содержит промотор, 
активируемый GAL4, и в зависимости от сайта и ориентации инсерции модулирует 
активность генов. Все линии этой коллекции индивидуально скрещивались с муха-
ми, экспрессирующими Aβ. Целью скрининга был поиск линий, в которых наблюда-
лась модуляция токсического эффекта Aβ, маркером которого являлся «rough eye»-
фенотип. В результате скрининга фенотипов и последующего ДНК-анализа было 
выявлено 23 гена модификатора. Среди них – гены, участвующие в различных секре-
торных процессах, гомеостазе холестерина, а также регулирующие транскрипцию и 
ремоделирование хроматина. Анализ влияния модифицирующих мутаций на общий 
уровень Aβ и уровень растворимого Aβ показал, что восемь мутаций статистически 
достоверно изменяют общий уровень Aβ, при этом в 7 случаях изменения варьиро-
вали в пределах 20–30% и только в одной из линий, несущей инсерцию в регулятор-
ной зоне гена неприлизина 2 (nep2), наблюдалось снижение общего уровня Aβ на 
70% (Cao et al., 2008; Finelli et al., 2004). Деградация Aβ неприлизином, являющимся 
одной из мажорных нейропептидаз мозга, была доказана также при исследовании 
мышей с нокаутом гена неприлизина (Iwata et al., 2001, 2005). У этих мышей была 
резко снижена скорость деградации С14-Aβ по сравнению с мышами дикого типа. 
На основании этих экспериментов было выдвинуто предположение, что повышение 
экспрессии неприлизина может быть одной из стратегических задач в подавлении 
амилоидоза при болезни Альцгеймера. Однако хроническая гиперэкспрессия непри-
лизина человека в нервных клетках Drosophila наравне с уменьшением нейродегене-
рации и внутриклеточных депозитов Aβ42 сокращала продолжительность жизни мух, 
вызывала прогрессирующую с возрастом дегенерацию аксонов в мозге и уменьше-
ние транскрипции, контролируемой CREB (Cao et al., 2008).

В настоящее время показано, что нормальные клеточные функции других бел-
ков, участвующих в патогенезе БА, – пресенилинов, не исчерпываются их участи-
ем в γ-секретазном комплексе и требуют дальнейшего изучения (Baki et al., 2004; 
Bentahir et al., 2006; Singh et al., 2001; Saura et al., 2004; Schwarzman et al., 1999). 
Для понимания функций пресенилинов был проведен поиск генетических модифи-
каторов, модулирующих фенотип в крыльях и груди Drosophila, обусловленный ги-
перэкспрессией пресенилина. Было выявлено 177 модификаторов, среди которых 
– белки, регулирующие гомеостаз кальция, ответ организма на стресс и упаковку 
белков, а также компоненты сигнальной трансдукции, апоптотические факторы и 
белки клеточного цикла. При этом 58 модификаторов взаимодействовали также с 
АРР. Наличие среди них белков, регулирующих гомеостаз кальция (Calmodulin, 
sarcoplasmic calciumbinding protein, Ryanodine receptor), указывает на связь между 
пресенелинами, АРР и регуляцией кальция и предполагает, что она может играть 
важную роль в патогенезе БА (Van de Hoef et al., 2009).
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3. Полинейропатии, обусловленные 
мутациями в гене транстиретина

Транстиретин (TTR), белок плазмы крови, образующийся преимущественно в 
печени, сосудистом сплетении желудочков мозга и в пигментном эпителии сетчат-
ки глаза, является основным транспортером тироксина и ретинол-связывающего 
белка у млекопитающих (Goodman, 1987; Woeber, Ingbar, 1968). К заболеваниям 
человека, характеризующимся экстраклеточными отложениями агрегатов транс-
тиретина, относятся семейная амилоидная полинейропатия (Familial Amyloidotic 
Polyneuropathy, FAP), семейная амилоидная кардиопатия (Familial Amyloidotic Car-
diomyopathy, FAC) и системный старческий амилоидоз (Senile Systemic Amyloidosis, 
SSA). SSA – наиболее распространенная форма транстиретин-ассоциированного 
амилоидоза, спорадическое заболевание, вызываемое агрегацией транстиретина 
дикого типа, при котором наблюдается поражение сердца, головного мозга, под-
желудочной железы (Westermark et al., 1990). FAP и FAC являются наследствен-
ными атосомно-доминантными формами и обусловлены мутациями в гене тран-
стиретина. В настоящее время у человека описано более 100 амилоидогенных и 
около 15 неамилоидогенных мутаций в TTR, большинство из которых вызывают 
полинейропатию (Connors et al., 2003; http://www.bumc.bu.edu/Dept/Content.aspx? 
DepartmentID=354&PageID=5530). ТТR вовлечен в обмен Аβ, основного компонен-
та амилоидных отложений при болезни Альцгеймера (Liu, Murphy, 2006; Schwarz-
man et al., 1994). Более того, связываясь с Аβ, ТТR предотвращал агрегацию Аβ и 
образование амилоида как in vitro, так и in vivo (Choi et al., 2007; Buxbaum et al., 
2008). Несмотря на то что Drosophila не имеет явного TTR-гомолога, экспрессия 
двух его клинических форм TTRV30M (Berg et al., 2009) и TTRL55P (Pokrzywa et 
al., 2007), ответственных за возникновение семейной амилоидной полинейропа-
тии, а также мутантной формы TTR-A (Pokrzywa et al., 2007) с двумя аминокислот-
ными заменами (TTRV14N/V16E) (Olofsson et al., 2001) приводила к возникнове-
нию фенотипов, частично напоминающих патологию у человека. При экспрессии 
TTRV30M в нервных клетках Drosophila в мозге взрослых мух образовывались 
амилоидные соединения, детектируемые окраской Конго красным, сокращалась 
продолжительность жизни, развивалась нейродегенерация в мозге и нарушение 
поведения. В то же время, у мух, экспрессирующих TTR дикого типа, указанные 
нарушения проявлялись намного слабее и лишь незначительно отличались от кон-
троля, несмотря на наличии амилоидных отложений в мозге (Berg et al., 2009). По-
добные результаты были получены при экспрессии TTRL55P и TTR-A (Pokrzywa 
et al., 2007). Интересно, что экспрессия трех форм TTRL55P, TTR-AandTTRwt вы-
зывала изменение морфологии крыльев («dragged-wing»-фенотип). Образующиеся 
агрегаты TTR обладали различной токсичностью. Так, наиболее токсичными ока-
зались агрегаты, выделенные из гемолимфы и жирового тела мух, с экспрессией 
TTR-A (Pokrzywa et al., 2010).

Линии Drosophila с экспрессией TTR могут помочь ответить на специфические 
вопросы, касающиеся биологии TTR. Так, было показано, что амилоид Р сыворот-
ки (Serumamyloid Pcomponent, SAP), являющийся одним из основных компонентов 
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сенильных бляшек в мозге, может взаимодействовать с ТТR, ингибируя его агрега-
цию и предотвращая нейродегенерацию фоторецепторных клеток глаза Drosophila 
(Andersson et al., 2013). Хотя биологическая значимость этого взаимодействия, как 
и многих других, идентифицированных в последнее время (Liz et al., 2009), остает-
ся не вполне ясной, использование простой генетической системы, такой как Dro-
sophila, может иметь ключевую роль в понимании клеточных процессов, в которых 
эти взаимодействия имеют место.

4. Прионные заболевания

Прионные заболевания (трансмиссивные спонгиоформные энцефалопатии) 
представляют собой одну из форм первичных церебральных амилоидозов. В на-
стоящее время выделяют ряд форм прионных заболеваний животных (скрепи овец 
и коз, губчатая энцефалопатия крупного рогатого скота («коровье бешенство») и 
хроническая изнуряющая болезнь оленей и лосей), а также прионные болезни че-
ловека – синдром Герстмана–Штраусслера–Шейнкера, фатальная семейная бес-
сонница, болезнь Крейтцфельдта–Якоба и куру (Prusiner, 1998a,b; Prusiner, Hsiao, 
1994). Эти заболевания могут иметь спорадическую, наследственную или инфек-
ционную природу и приводить к спонгиоформной вакуолизации серого вещества 
головного мозга, разрастанию астроцитарной глии, дисфункции синапсов, гибели 
нейронов практически во всех отделах мозга, а также к отложеению в паренхиме 
мозга амилоидных депозитов, состоящих из протеазо-резистентной патологичес-
кой изоформы прионного белка (Aguzzi et al., 2008). Абсолютное большинство при-
онных болезней человека представлено спорадическими случаями, и около 10–15% 
представляют собой моногенные наследственные заболевания, передающиеся по 
аутосомно-доминантному типу и обусловленные мутациями в гене PRNP. В насто-
ящее время описано более 30 мутаций в гене PRNP, которые подразделяют на три 
класса: точковые мутации в кодирующей области гена, приводящие к изменению 
аминокислотной последовательности или образованию стоп-кодонов и вставки 
дополнительных копий октапептид-кодирующего повтора (Mead, 2006). Своеобра-
зие прионных болезней связано с возможностью развития трансмиссивных форм 
этих заболеваний, которые возникают при попадании в организм патологической 
изоформы прионного белка, инициирующей при контакте с нормальными моле-
кулами самоподдерживающий процесс трансформации последних в аномальные 
конформеры. Нормальная клеточная изоформа прионного белка PrPC представляет 
собой растворимый мономерный белок, который в норме синтезируется в эндоп-
лазматическом ретикулуме и легко подвергается протеолитическому расщеплению.  
Согласно современным представлениям, центральным патогенетическим собы-
тием в развитии прионных болезней является спонтанная конверсия нормаль-
ной клеточной изоформы прионного белка PrPC в его патологическую изоформу 
PrPSc (Prusiner, 1998a,b). Как PrPC превращается в PrPSc, как реплицируется PrPSc и 
почему его накопление вызывает дегенерацию нейронов, остается не вполне по-
нятным.
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Первые попытки создания модели прионных болезней на Drosophila оказались 
неудачными. Так, экспрессия PrP сирийского хомячка (SHaPrP) под контролем про-
мотора теплового шока Hsp70 не приводила к развитию нейропатологии: накопле-
нию протеазо-резистентных SHaPrP-форм и не сказывалась на продолжительности 
жизни мух, что, возможно, являлось следствием низкой экспрессии SHaPrP под 
контролем Hsp70 промотора и (или) влиянием шаперонов на фолдинг PrP (Raeber 
et al., 1995). Используя систему GAL4-UAS Н.Р. Делаулт с соавторами (Deleault et 
al.. 2003) провели экспрессию PrP дикого типа мыши (MoPrP) и мутантной формы 
PrP человека (PG14) (Krasemann et al., 1995), содержащую девять копий октопеп-
тид-кодирующего повтора и ответственную за развитие семейной формы болезни 
Крейтцфельдта–Якоба, в нервных клетках и фоторецепторных клетках глаза Dro-
sophila. Так же как и в первом случае, у мух с экспрессией дикого типа MoPrP не 
было выявлено клинических и патологических нарушений. Однако, хотя экспрес-
сия PG14 не приводила к нейродегенерации и нарушениям поведения, PG14 накап-
ливался в глазах мух и лишь в небольшом количестве в мозге, что дало авторам воз-
можность предположить наличие в нейронах Drosophila специального механизма, 
предотвращающего аккумуляцию в мозге токсичного PG14 (Deleault et al., 2003).

Больших успехов удалось добиться при экспрессии в холинергических и дофа-
минергических нейронах Drosophila гена прионного белка мыши с мутацией за-
мены пролина на лейцин (MoPrP P101L), гомологичной мутации P101L человека, 
приводящей к развитию синдрома Герстмана–Штраусслера–Шейнкера (Gavin et 
al., 2006). Для MoPrP P101L мух было характерно уменьшение продолжительности 
жизни и нарушение поведения, а также нейродегенерация, проявляющаяся в виде 
вакуолей, и образование агрегатов PrP. В работе также была показана чувствитель-
ность нейронов разного типа к экспрессии MoPrP P101L. Однако, по признанию 
самих авторов, созданная ими модель может описывать лишь частный случай од-
ной из семейных форм заболевания, поскольку авторам не удалось воспроизвести 
одни из основных морфологических признаков прионных болезней, а именно – ак-
кумуляцию в мозге протеаза-резистентного PrP, что все же не исключает использо-
вание данной модели для поиска генов-модификаторов P101L фенотипа (Gavin et 
al., 2006).

Для изучения механизмов, регулирующих спонтанное изменение конформации 
PrP, ген приона дикого типа сирийского (SHaPrP) был экспрессирован в Drosophila 
GAL-UAS системе (Fernandez-Funez et al., 2009). Эта первая удачная попытка по 
созданию на Drosophila спорадической формы прионных болезней. Было показа-
но, что наблюдаемые у трансгенных SHaPrP мух сокращение продолжительности 
жизни, нарушение поведения и губчатоподобная дегенерация мозга вызваны акку-
муляцией нерастворимого PrP. Однако в мозге трансгенных мух не накапливался 
PrP, резистентный к протеазе К, что указывает на способность PrP дикого типа вы-
зывать дегенеративные изменения в отсутствие PrPSc (Fernandez-Funez et al., 2009). 
В настоящее время описан ряд прионных заболеваний человека спорадического 
характера с накоплением в мозге больных нерастворимых PrP, чувствительных к 
протеиназе К, которые получили название прионопатии, чувствительные к протеа-
зе (proteasesensitive prionopathy, PSPr) (Brown et al., 1994; Rodríguez-Martínez et al., 
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2010; Tateishi, Kitamoto, 1995; Zou et al., 2010). На наш взгляд, дальнейшие иссле-
дования на Drosophila могут приблизить к пониманию механизмов патогенеза этой 
группы заболеваний.

Роль молекулярных шаперонов в предотвращении нейродегенерации ранее 
была исследована на моделях спиноцеребральной атаксии, болезни Паркинсона, 
полиглутаминовых заболеваний. П. Фернандес-Фунс с коллегами, используя Dro-
sophila, впервые in vivo удалось показать способность Hsp 70 препятствовать кон-
формационным изменениям прионного белка (Fernandez-Funez et al., 2009).

5. Drosophila melanogaster – модельная система 
для изучения потенциальных терапевтических соединений

В настоящее время Drosophila melanogaster широко используется не только для 
изучения патогенеза нейродегенеративных заболеваний, но и для поиска средств 
лечения этих заболеваний (Crowther et al., 2005). Это могут быть как химические 
вещества, которые добавляют в корм, так и вещества пептидной природы, эффект 
которых изучают при их генетической экспрессии в организме (Nagai et al., 2003). 
На сегодняшний день имеется несколько работ, проведенных на Drosophila, где 
тестировались соединения для лечения БА (Finelli et al., 2004; Greeve et al., 2004; 
Chakraborty et al., 2011), которые добавлялись непосредственно в питательную среду 
для мух. Химические модуляторы процессинга АРР, ингибирующие γ-секретазу, 
приводили к снижению уровня Аβ, уменьшению нейродегенерации и увеличению 
жизни животных (Finelli et al., 2004; Chakraborty et al., 2011). Надо отметить, 
что в последнее время число работ по тестированию различных потенциальных 
терапевтических соединений на Drosophila melanogaster постоянно растет (Pandey, 
Nichols, 2011).

В рамках программы РАН «Фундаментальные науки – медицине» на транс-
генных линиях Drosophila melanogaster с экспрессией генов человека АРР и 
β-секретазы мы провели изучение нейропротекторных свойств пептидных ми-
метиков аполипопротеина Е, включающих аминокислотную последовательность 
рецептор-связывающего домена аполипопротеина Е (апоЕ). Инъекции миметиков 
апоЕ уменьшали нейродегенерацию в мозге трансгенных мух и восстанавливали 
когнитивные функции (способность к распознаванию запахов). Полученные ре-
зультаты позволяют предположить, что миметики апоЕ являются перспективными 
нейропротекторами для разработки терапии БА.

В дополнение к тестированию фармакологических соединений Drosophila 
является превосходной моделью для проведения высокоэффективных скринингов 
(HTS) химических библиотек потенциальных терапевтических соединений. 
Проведение HTS на млекопитающих требует немалых средств, а имеющиеся сегодня 
in vitro модели не в полной мере воспроизводят ключевые черты заболеваний. 
Использование Drosophila как первичного фильтра при проведении HTS позволяет 
значительно уменьшить количество соединений для дальнейшего тестирования на 
моделях млекопитающих (Giacomotto, Ségalat, 2010).
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6. Заключение

Трансгенные линии Drosophila воспроизводят многие ключевые признаки НДЗ. 
В то же время, не следует ожидать, что на этих моделях будут полностью повторены 
все особенности болезней человека. Пожалуй, моделирование НДЗ на Drosophila 
должны рассматриваться как создание чувствительной генетической системы, ко-
торая предоставляет возможность быстро и сравнительно недорого выявлять кле-
точные процессы, вовлеченные в патогенез заболеваний, генетические модифика-
торы этих процессов, а также тестировать потенциальные терапевтические агенты 
на многоклеточном организме. Конечно, обязательным условием является проверка 
открытых на Drosophila новых механизмов и молекул на моделях млекопитающих. 
Открытие генетических модификаторов в Drosophila поможет выявить соответству-
ющие гены у человека и, следовательно, новые терапевтические мишени.
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Молекулярно-генетическая модель таупатии на 
основе сверхэкспрессии протеинкиназы GSK3β 
в нервной системе Drosophila melanogaster

М.В. Тростников, Н.В. Рощина, А.В. Симоненко, 
Д.В. Муха, Е.Г. Пасюкова

Снижение смертности и продление здоровой человеческой жизни являются од-
ним из приоритетных направлений работы в биологии и медицине. Известно, что 
старение сопряжено с развитием различных нейродегенеративных заболеваний, и 
следовательно предупреждение и лечение этих заболеваний, замедление старения 
и продление жизни могут быть связаны с коррекцией одних и тех же метаболичес-
ких путей и вызваны вмешательством одних и тех же агентов.

Болезнь Альцгеймера является одним из наиболее распостраненных нейро-
дегенеративных заболеваний, сопровождающихся деменцией, причем одним из 
основых ее призаков является гиперфосфорилирование и накопление белка тау 
в нейронах и клетках глии (Buerger et al., 2006; Ramachandran, Udgaonkar, 2013; 
Mal’tsev et al., 2013; Pooler et al., 2013). Таупатия возникает также при развитии 
другого нейродегенеративного заболевания – болезни Паркинсона, которая также 
сопровождается деменцией (Kawakami et al., 2013; Compta et al., 2013). Этот же 
диагностический признак характерен и для других, более редких болезней, сопро-
вождающихся развитием слабоумия – болезни Пика, лобно-височной деменции, 
прогрессирующего надъядерного паралича, кортико-базальной дегенерации и не-
которых других (Rowe et al., 2007; Noble et al., 2013; Pan, Chen, 2013). В настоящее 
время считается, что именно уровень фосфорилирования тау определяет развитие 
таупатий (Noble et al., 2013). Фосфорилирование белка тау обусловлено действием 
нескольких протеинкиназ, среди которых ключевую роль играет серин-треонино-
вая протеинкиназа GSK-3 β (glycogensynthase kinase-3 β) (Noble et al., 2013). В связи 
с этим ингибирование GSK-3 β можно рассматривать как потенциальное средство 
борьбы с таупатиями (Rockenstein et al., 2007). Так, ингибирование GSK-3 β литием 
уже используется для лечения маниакального синдрома и некоторых других болез-
ней (Rowe et al., 2007; Medina, Avila, 2014).

Протенкиназа GSK-3 β представляет собой мультифункциональный высоко- 
консервативный белок, участвующий в регуляции сходных процессов у различ-
ных организмов, включая дрозофилу и человека. Взаимодействуя с Wnt-каскадом 
(Ataman et al., 2008; Chiang et al., 2009), GSK-3 β играет важную роль в развитии 
нервной системы, определяет активность синапсов, поведение, память. GSK-3 β 
связана также с функционированием инсулинового и TOR (Target of Rapamycin) 
каскадов – ключевых путей регуляции гомеостаза, метаболизма и старения (Kapahi 
et al., 2010). Интересно, что активация инсулинового и Wnt-каскадов снижает уро-, 2010). 
вень фосфорилирования тау, опосредованный GSK-3 β (Medina, Avila, 2014). Избы-
точная акивность GSK-3 β в нервной системе приводит не только к гиперфосфори-
лированию тау, но также влияет на процессинг APP (Amyloid Precursor Protein ) и 
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образование амилоидных пептидов, регулируя транскрипцию BACE1 (β-Secretase 
1), изменяет свойства ионных каналов, вызывает нарушение функций митохондрий 
(Medina, Avila, 2014; Reddy, 2013). Существенную роль играет GSK-3 β в развитии 
различных других заболеваний – воспалений, диабета, ожирения (Reddy, 2013).

В последние годы для исследования молекулярно-генетических основ раз-
личных патологий и скрининга потенциальных лекарств всё большее использова-
ние находят модели болезней человека, созданные с использованием Drosophila 
melanogaster (Pandey, Nichols, 2011; Konsolaki, 2013). Высокий потенциал этих мо-
делей обусловлен их высокой специфичностью, а также особенностями Drosophila 
melanogaster как объекта, пригодного для проведения умеренно массовых скри-
нингов потенциальных лекарств (Rockenstein et al., 2007). Как модельный организм 
Drosophila melanogaster имеет множество преимуществ. В ее геноме, меньшем, но 
в то же время сравнимом по размеру с геномом человека, около 70% генов являют-
ся ортологами генов человека, а многие клеточные и физиологические процессы 
сходны на молекулярном уровне. Для Drosophila melanogaster разработан наибо-
лее изощренный по сравнению с другими модельными организмами генетический 
инструментарий. В распоряжении исследователей находятся мутации практически 
всех генов, работа около 80% генов может быть заблокирована с помощью РНК-
интерференции, усилена или ослаблена в целой мухе и в отдельном органе или 
ткани благодаря использованию специальных коллекций линий (http://flybase.org/). 
Сравнительно короткие жизненный цикл и продолжительность жизни Drosophila 
melanogaster позволяют эффективно проводить эксперименты, требующие боль-
шого числа поколений, и многократно проводить опыты большого масштаба, не-
обходимые для получения достоверных результатов; проведение таких опытов с 
млекопитающими имеет ряд технических и финансовых ограничений.

В настоящее время у Drosophila melanogaster описано более 30 моделей различ-
ных болезней человека. Наибольший успех достигнут в создании моделей различ-
ных нейродегенеративных заболеваний (см. обзоры Cauchi, Van den Heuvel, 2006; 
Lu, Vogel, 2009; Jeibmann, Paulus, 2009), что обусловлено принципиальным сходс-
твом в развитии и структуре нейронов и системах передачи нервного импульса у 
Drosophila melanogaster и человека, а также возможностью адекватной оценки из-
менений в поведении и долгосрочной и краткосрочной памяти. Разработаны также 
модели различных онкологических заболеваний (Froldi et al., 2008; Palomero et al., 
2008; Read et al., 2009), болезней сердечной мышцы (Wolf et al., 2006; Xu et al., 
2006; Shcherbata et al., 2007; Taghli-Lamallem et al., 2008), инфекционных пораже-
ний (Nehme et al., 2007; Sibley et al., 2008; Dionne, Schneider, 2008), астмы (Roeder 
et al., 2009) и других болезней.

Таупатии были успешно смоделированы у Drosophila melanogaster с помощью 
сверхэкспрессии у мух гена белка тау быка, нормального и мутантного гена че-
ловека и гена Drosophila melanogaster (Williams et al., 2000; Wittmann et al., 2001; 
Jackson et al., 2002; Mershin et al., 2004). Эти модели хорошо воспроизводят ос-
новные черты таупатий человека: гиперфосфорилирование белка тау и его накоп-
ление, образование нейрофибриллярных клубков, нейродегенерацию, нарушение 
функции синапсов, сокращение продолжительности жизни. Различные модели от-
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личаются не только происхождением сверхэкспрессированного гена, но и тканью, 
где индуцировали сверхэкспрессию: весь организм, все клетки мозга, мотонейро-
ны или другие отдельные группы нервных клеток и др. Эффект сверхэкспрессии 
гена тау усиливался, если одновременно в клетках сверхэкспрессировали ген белка 
GSK-3 β и уменьшался при использовании ингибиторов протеинкиназы (Mudher et 
al., 2004; Yeh et al., 2010). Сверэкспрессия генов тау в клетках ретины приводила 
к появлению фенотипа грубых глаз (Chen et al., 2007). Сверхэкспрессия гена белка 
тау человека в мотонейронах Drosophila melanogaster нарушала подвижность мух 
(Jackson et al., 2002; Mudher et al., 2004). Сверэкспрессия генов тау в дорзальной 
части мезоторакса приводила к потере щетинок (Yeh et al., 2010). Видно, что по-
мимо нарушений структуры и функции мозга таупатия у Drosophila melanogaster 
характеризуется различными нарушениями фенотипа, которые могут служить диа-
гностическими признаками для оценки токсичности тау в скринингах потенциаль-
ных лекарств.

Создание лекарственных средств нового поколения, базирующееся на понима-
нии механизмов болезни и научно обоснованных способов вмешательства в них, 
все шире распространяется за рубежом и начинает развиваться в нашей стране. 
Специфичность и направленность действия лекарства имеет принципиальное зна-
чение при лечении заболевания. Поиск терапевтических агентов и их мишеней, 
которые специфично взаимодействуют между собой, представляет собой сложную 
и актуальную задачу. Эффективное решение этой задачи становится возможным 
в результате разработки методов высокопродуктивного, чувствительного, быстро-
го и дешевого скрининга лекарственных препаратов. В основе такого скрининга 
лежит использование модельных систем различных заболеваний, позволяющих 
тестировать и отбирать препараты, обладающие заданной специфичностью в отно-
шении конкретной патологии и даже конкретного механизма, вызывающего эту па-
тологию. Использование модельных систем, позволяющих вести скрининг in vivo, 
является необходимым этапом поиска лекарств. В связи с этим разработка таких 
модельных систем представляет собой важную и актуальную задачу.

Преимущества поиска лекарственных средств с использованием Drosophila 
melanogaster основаны на следующем. 1) Возможность создания адекватных и 
гибких моделей болезней человека. 2) Возможность исследовать эффекты потен-
циальных лекарств на уровне целого организма и органов, свойства которых не 
удается воспроизвести у бактерий, дрожжей и на культуре клеток млекопитающих. 
3) Простота и относительно малая стоимость содержания Drosophila melanogaster, 
короткий жизненный цикл. 4) Наличие технического оснащения для анализа диа-
гностических признаков. Два последних пункта обусловливают возможность про-
ведения умеренно массовых скринингов (Rockenstein et al., 2007). Первые попытки 
скринирования библиотек химических веществ с помощью моделей успешно осу-
ществлены (Agrawal et al., 2005; Lai et al., 2008).

Целью нашей работы является создание молекулярно-генетической моде-
ли таупатии на основе трансгенных конструкций, обеспечивающих сверхэкс-
прессию различных форм протеинкиназы GSK-3 β в нервной системе Drosophila 
melanogaster. Эта модель может быть использована как инструмент для решения 
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фундаментальных задач – исследования молекулярно-генетических основ функци-
онирования нервной системы в норме и патологии и контроля продолжительности 
жизни. Она дополнит ряд уже существующих моделей и позволит детально иссле-
довать роль GSK-3 β в этих процессах. Такая задача представляется чрезвычайно 
важной, поскольку стало очевидно, что эта роль сложна и многообразна (Sofola et 
al., 2010; Reddy, 2013; Medina, Avila, 2014), а взаимосвязь различных процессов, в 
которых участвует GSK-3 β, и молекулярные механизмы их сопряжения остаются 
неясными.

Созданная модель таупатии также может быть адаптирована для практического 
использования в качестве тест-системы для скрининга потенциальных лекарствен-
ных препаратов. Использование такой модели позволит повысить специфичность 
скрининга и последующей терапии в отношении биомишеней, вызвающих гипер-
фосфорилирование тау.

Для осуществления поставленной цели в 2012–2014 гг. была заложена основа 
создаваемой модели: клонирована кДНК, соответствующая различным вариантам 
транскриптов гена shaggy, кодирующего GSK-3 β, получены линии-трансформан-
ты, необходимые для обеспечения сверхэкспрессии различных вариантов протеин-
киназы GSK-3 β и гиперфосфорилирования белка тау в клетках мозга, предвари-
тельно охарактеризована экспрессия GSK-3 β, подвижность, продолжительность 
жизни и функция синапсов у модельных особей.

В соответствии с принципиальной схемой модели гиперфосфорилирование тау 
достигается в результате увеличения уровня экспрессии GSK-3 β в нервной систе-
ме. Усиление экспрессии GSK-3 β достигается вследствие присутствия в геноме 
модельных мух дополнительной копии гена, кодирующего эту протеинкиназу, в 
составе специальной векторной конструкции. Экспрессия дополнительной копии 
гена (трансгена) обеспечивается благодаря использованию бинарной экспресси-
онной системы GAL4-UAS. Векторная конструкция помимо трансгена содержит 
дрожжевую последовательность UAS, активация которой с помощью специфи-
ческого дрожжевого транскрипционного фактора GAL4 позволяет индуцировать 
экспрессию трансгена. Для активации экспрессии векторные конструкции (одна из 
них содержит дополнительную копию гена и UAS, а другая ДНК транскрипци-
онного фактора GAL4 под управлением специфического промотора, обеспечива-
ющего экспрессию в выбранной ткани) совмещаются в одном геноме в результате 
скрещивания.

Ген shaggy, кодирующий GSK-3 β дрозофилы, образует 17 различных транс-
криптов, которым соответствуют 11 форм белка (http://flybase.org). Для дальнейшего 
исследования было выбрано четыре транскрипта (рис. 1), существование которых 
было не только предсказано, но и продемонстрировано экспериментально (http://
flybase.org). Транскрипт RB (длина несплайсированной формы 2847 п.н., сплайси-
рованной – 1545 п.н.) кодирует основную форму белка, PB. Функциональная роль 
этой формы белка описана в ряде работ (Bourouis, 2002; Ataman et al., 2008; Chiang 
et al., 2009). Транскрипт RA (длина несплайсированной формы 2929 п.н., сплайси-
рованной – 1728 п.н.) кодирует форму белка PA. Транскрипт RG (длина несплай-
сированной формы 3174 п.н., сплайсированной – 1491 п.н.) кодирует форму белка 
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PG. Транскрипт RO (длина несплайсированной формы 2166 п.н., сплайсированной 
– 1326 п.н.) кодирует форму белка PO. Функциональная роль этих форм белка не-
известна.

Анализ базы данных http://flybase.org показал, что линии, содержащие инсер-
цию векторной конструкции, в состав которой входит кДНК, соответствующая нор-
мальному варианту основной формы белка GSK-3 β, PB, а также вариантам с ами-
нокислотными заменами в N-терминальном ингибирующем сайте, активационной 
петле и киназном домене (Bourouis, 2002), имеются в центре культур дрозофилы 
(Блюмингтон, США). Эти линии были выписаны, получены и две из них подготов-
лены для дальнейшей работы. Одна из линий, w(1118); P{w(+mC)=UAS-sgg.B}MB5, 
содержит инсерцию векторной конструкции, в состав которой входит кДНК, соот-
ветствующая нормальному белку PB, и последовательность индуцибельного дрож-
жевого промотора UAS (Bourouis, 2002). Вторая линия, w(1118); P{w(+mC)=UAS-
sgg.Y214F}2, содержит инсерцию векторной конструкции, в состав которой входит 
кДНК, соответствующая белку PB с аминокислотной заменой Y214F в активацион-
ной петле, и последовательность дрожжевого промотора UAS. В результате мута-
ции экспрессия трансгенной копии GSK-3 β снижена примерно в 20 раз (Bourouis, 
2002). Таким образом, использование этих двух линий дает возможность сильного 
и умеренного индуцированного увеличения активности GSK-3 β.

Получение линий дрозофилы, содержащих инсерции векторных конструкций, 
в состав которых входит кДНК, соответствующая формам белка PA, PG и PO, было 
проведено нами. Тотальная РНК была выделена из целых мух, самцов и самок, 
линии, использованной ранее для полногеномного секвенирования (http://flybase.
org). Геном именно этой линии аннотирован в базе данных, из которой были по-

Рис. 1. Транскрипты гена shaggy
Интроны обозначены прямыми линиями, нетранслируемые области – черными прямоугольни-

кам, транслируемые области – серыми прямоугольниками; стрелки обозначают позиции праймеров, 
использованных для получения к ДНК
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лучены сведения о транскриптах и белках, кодируемых геном shaggy. Выделенная 
РНК была использована для получения кДНК. С помощью специфических прайме-
ров (см. рис. 1) фрагменты кДНК, соответствующие сплайсированным формам RA, 
RG и RO, были амплифицированы и клонированы в плазмидном векторе pUC19. 
Было проведено секвенирование полученных вставок, с тем чтобы выявить кло-
ны, в которых последовательность ДНК не имела возникших в ходе амплификации 
нуклеотидных замен по сравнению с референсной последовательностью из базы 
данных. Один такой клон из трех секвенированных был выявлен для RA, один из 
трех секвенированных – для RG, и один из шести секвенированных – для RO. Эти 
три клона были далее использованы для переклонирования в вектор для эмбрио-
нальной трансформации дрозофилы pBI-UASC.

Для переклонирования в вектор для эмбриональной трансформации дрозофи-
лы pBI-UASC (http://www.columbia.edu/cu/mccabelab/Publications/Vectors) (рис. 2) 
вставки ДНК, соответствующие RA, RG и RO, были амплифицированы таким об-
разом, что к их 5' концу в положении, предшествующем стартовому кодону, была 
пришита последовательность Kozak CAAA, характерная для дрозофилы, для обес-
печения лучшей экспрессии. Кроме того, к обоим концам были пришиты после-

Рис. 2. Схема встраивания трансгенной конструкции в геном Drosophila melanogaster
А – плазмида с кДНК копией гена shaggy. Б – посадочный сайт для интеграции в геном. В – полный 
вектор, интегрированный в геном. Г – вектор, интегрированный в геном, после вырезания вспомога-
тельных последовательностей. white – ген-маркер эмбриональной трансформации; attBи attP – после-attBи attP – после-и attP – после-attP – после- – после-
довательности сайт-специфической интеграции фага PhiC31; loxP – мишени для рекомбиназы фага 
P1; стрелки обозначают позиции праймеров (объяснения см. в тексте)
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довательности, обеспечивающие клонирование в вектор pBI-UASC по выбранным 
сайтам рестрикции. Последовательность полученных в результате переклониро-
вания вставок была проверена секвенированием. Полученные конструкции были 
далее использованы для получения линий-трансформантов.

Для эмбриональной трансформации дрозофилы была использована интегра-
ционная система на основе фага PhiC31. Вектор pBI-UASC содержит attB-сайт, 
обеспечивающий сайт-специфическую интеграцию чужеродного генетического 
материала в районы хромосом дрозофилы с заранее интегрированым attР-сайтом 
(см. рис. 2). Интеграза фага осуществляет рекомбинацию между att-сайтами и 
обеспечивает встройку. Для трансформации была выбрана линия y(1) M{vas-int.
Dm}ZH-2A w(*); M{3xP3-RFP.attP'}ZH-51C, которая содержит встроенную вектор-
ную конструкцию, кодирующую интегразу, встроенную векторную конструкцию 
с attP-сайтом, и характеризуется высокой эффективностью трансформации и от-
сутствием влияния геномных последовательностей на уровень экспрессии транс-
гена. Для каждой формы белка GSK-3 β (PA, PG и PO) было отобрано по несколько 
мух-трансформантов, из которых были заложены линии. Правильность встройки 
конструкции в каждой линии была подтверждена с помощью амплификации фраг-
мента ДНК с праймеров, один из которых гомологичен геномному окружению (GS-
R), а второй – встроенной последовательности (att1-F, см. рис. 2). Далее, индукция 
рекомбинации по встроенным в трансгенные конструкции loxP-сайтам позволила 
вырезать из генома большую часть вспомогательных последовательностей, оста-
вив в составе хромосом только трансгены (см. рис. 2). Эффективность вырезания 
была проверена с помощью ПЦР с праймерами att1-F, att2-F и GS-R (см. рис. 2). 
Для дальнейшей работы были выбраны три линии: y(1) M{vas-int.Dm}ZH-2A w(*); 
M{3xP3-RFP.attP'}ZH-51C P{w(+mC)=UAS-sgg.A}1M – содержит трансген, соот-
ветствующий форме PA; y(1) M{vas-int.Dm}ZH-2A w(*); M{3xP3-RFP.attP'}ZH-51C 
P{w(+mC)=UAS-sgg.G}1M – содержит трансген, соответствующий форме PG, y(1) 
M{vas-int.Dm}ZH-2A w(*); M{3xP3-RFP.attP'}ZH-51C P{w(+mC)=UAS-sgg.O}1M – 
содержит трансген, соответствующий форме PO.

Для создания модели был также сформирован набор специальных линий (драй-
веров), полученных из коллекционного центра в Блюмингтоне (США), в которых 
встроенные векторные конструкции содержат последовательности, кодирую-
щие дрожжевой транскрипционный фактор GAL4 под управлением специфичес-
ких промоторов, обуславливающих экспрессию в нервной системе. Линии w*; 
P{GAL4-elav.L}3 и P{w(+mW.hs)=GawB}elav(C155) w(1118); P{w(+mC)=UAS-Dcr-
2.D}2 обуславливают экспрессию в нервной системе в течение всей жизни. Линия 
w*; P{GawB}D42 обуславливает экспрессию в мотонейронах. Линия w1118; P{Ddc-
GAL4.L}4.36 обуславливает экспрессию в дофаминэргических и серотонинэргичес-
ких нейронах. Линия w(1118); P{GawB}DJ847 обуславливает уменьшающуюся с 
возрастом экспрессию в клетках нервной системы. Линия w(1118); P{GawB}DJ651 
обуславливает увеличивающуюся с возрастом экспрессию в клетках нервной сис-
темы.

Таким образом, в результате проведенной работы появилась возможность уве-
личивать уровень экспрессии четырех различных форм GSK-3 β (PA, PB, PG и PO) 
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в нервной системе модельных особей, совмещающих в своем геноме дополнитель-
ную копию определенного варианта гена shaggy (трансген) и специфический для 
нервной системы драйвер. Следующий этап работы заключался в характеристике 
модельных особей. Такая характеристика включала формальный этап – подтверж-
дение того, что у модельных особей действительно увеличено количество транс-
крипта, соответствующего определенной форме GSK-3 β, и содержательный этап 
– подтверждение того, что модельные особи имеют фенотипические изменения, 
позволяющие судить о наличии у них признаков таупатии: а) появление агреги-
рованного (гиперфосфорилированного) тау; б) нарушение функции синапсов; в) 
изменение поведения и памяти; г) изменение подвижности; д) изменение продол-
жительности жизни. Далее будут представлены предварительные характеристики 
модельных особей с генотипами w(1118)/P{w(+mW.hs)=GawB}elav(C155) w(1118); 
+/P{w(+mC)=UAS-Dcr-2.D}2; P{w(+mC)=UAS-sgg.B}MB5/+, и w(1118)/P{w(+mW.
hs)=GawB}elav(C155) w(1118); +/P{w(+mC)=UAS-Dcr-2.D}2; P{w(+mC)=UAS-sgg.
Y214F}2/+, у которых сильно и умеренно увеличена экспрессия основной формы 
GSK-3 β, PB, в клетках нервной системы на протяжении всей жизни, по сравнению 
с контрольными особями с генотипом w(1118)/P{w(+mW.hs)=GawB}elav(C155) 
w(1118); +/P{w(+mC)=UAS-Dcr-2.D}2; +/+.

Для того чтобы понять, действительно ли индукция трансгена приводит к 
сверхэкспрессии основной формы GSK-3 β, необходимо было измерить количест-
во транскрипта, соответствующего форме RB, после индукции. Из самцов и самок 
модельных и контрольного генотипов на стадии личинки третьего возраста и на 
стадии имаго в возрасте 1–3 дней была выделена РНК, получена кДНК, и коли-
чество транскрипта RB было измерено с помощью ПЦР в реальном времени. Для 
амплификации были использованы праймеры, специфичные для данной формы 
транскрипта. И у личинок, и у взрослых мух обоего пола количество транскрипта 
RB у особей двух модельных генотипов превышало его количество у контрольных 
особей (рис. 3 иллюстрирует этот факт на примере личинок самцов и самок мо-
дельного генотипа со сверхэкспрессией нормальной основной формы GSK-3 β). 
Таким образом, на уровне транскрипта у модельных особей действительно наблю-
дается увеличенная экспрессия гена shaggy, кодирующего GSK-3 β. Следует от-
метить, что увеличение количества транскрипта сходно у особей двух модельных 
генотипов; этот результат ожидаем, поскольку экспрессия трансгена в обоих слу-
чаях находится под регуляцией одной и той же промоторной последовательности 
UAS. Мы предполагаем, что количество и суммарная активность белка GSK-3 β PB 
у особей двух модельных генотипов также увеличены, хотя и в разной степени, что 
обусловлено свойствами трансгенов, несущих нормальную и мутантную последо-
вательности гена shaggy. Это предположение нуждается в дальнейшей эксперимен-
тальной проверке.

Для характеристики функционального состояния синапсов было проанализи-
ровано распределение и количество флюоресцентно-меченого маркера активных 
синаптических зон, белка Bruchpoint (Matkovic et al., 2013) в синаптических окон-
чаниях в районе четвертого мышечного сегмента личинок III возраста. Сверхэкс-
прессия нормальной основной формы GSK-3 β привела к существенному уменьше-
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Рис. 3. Количество транскрипта RB у личинок со сверхэкспрессией нормальной основной формы 
GSK-3β в нервной системе

Диаграмма построена с помощью программного обеспечения, поставляемого с детектирующим 
амплификатором MiniOpticon (Bio-Rad)

Рис. 4. Активность синапсов у личинок со сверхэкспрессией нормальной и мутантной основной 
формы GSK-3 β в нервной системе

Иммуногистохимическое окрашивание на белок Bruchpoint (красный)
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нию количества активных зон как у самок, так и у самцов (рис. 4), что указывает на 
нарушение функции синапсов. Сверхэкспрессия мутантной основной формы GSK-
3 β привела к менее выраженным эффектам (см. рис. 4). Исследование влияния 
сверхэкспресии различных вариантов GSK-3 β на функции нервной системы будет 
продолжено. Мы планируем охарактеризовать функциональное состояние синап-
сов в мозге (атенальных долях и грибовидных телах, где присутствуют скопления 
синапсов) самцов и самок разного возраста; наличие агрегированного (гиперфос-
форилированного) тау; уровень нейродегенерации; изменение поведения и памяти 
у мух модельных генотипов.

У самцов и самок, экспрессирующих основную форму GSK-3 β в нервной сис-
теме на протяжении всей жизни, была охарактеризована продолжительность жизни 
и подвижность. Метод измерения продолжительности жизни описан в (Krementso-
va et al., 2012). Для измерения подвижности был использован специальный прибор 
фирмы TriKinetiks (США). Метод измерения основан на том, что интенсивность 
передвижения мух в тестерной пробирке оценивается по числу пересечений ими 
инфракрасных лучей, которое фиксируется компьютером с помощью специальной 
программы.

Сверхэкспрессия нормальной основной формы GSK-3 β драматически снизила 
продолжительность жизни и подвижность как самцов, так и самок. Самцы оказа-
лись практически неспособными вылезать из куколок и гибли. Если их удавалось 
вытащить, они оказывались жизнеспособными, однако медианная продолжитель-
ность их жизни составила 2 дня, а максимальная не превышала 4 дней, при меди-
анной продолжительности жизни контрольных самцов 74 дня и максимальной – 92 
дня. Медианная продолжительность жизни модельных самок составила 4 дня, а 
максимальная – 22 дня (77 и 96 дней у контрольных самок). Подвижность таких 
самцов и самок была нарушена настолько, что плохо детектировалась прибором. 
Сверхэкспрессия мутантной основной формы GSK-3 β снизила продолжитель-
ность жизни самцов (медианная продолжительность жизни – 42 дня, максимальная 
– 74 дня) и практически не изменила продолжительность жизни самок (медиан-
ная продолжительность жизни – 71 день, максимальная – 84 дня). Подвижность 
самцов и самок не отличалась от нормальной. Таким образом, степень измене-
ния продолжительности жизни определяется как трансгеном, так и полом особей. 
Предполагаемое сильное увеличение активности GSK-3 β существенно уменьшает 
продолжительность жизни, в то время как предполагаемое умеренное увеличение 
активности GSK-3 β уменьшает продолжительность жизни в меньшей степени. И в 
том, и в другом случае более сильная реакция наблюдается у самцов.

Таким образом, первые данные о свойствах модельных особей позволяют пред-
положить, что на их основе может быть успешно создана модель таупатии. Различ-
ные варианты модели позволяют исследовать различные характеристики таупатии. 
Так, у модельных особей со сверхэкспрессий мутантной основной формы GSK-3 β, 
характеризующихся нормальной жизнеспособностью и продолжительностью жиз-
ни, можно исследовать зависимые от возраста поведение и память мух. Модель, 
основанная на сверхэкспрессии нормальной основной формы GSK-3 β, характери-
зующаяся более выраженными эффектами в отношении синаптической функции, 
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может быть использована для дальнейшего изучения патологических изменений 
нервной системы. Мы также предполагаем провести исследование Drosophila me-
lanogaster со сверхэкспрессией других форм GSK-3 β. Такой подход позволит всес-
торонне оценить роль GSK-3 β в контроле продолжительности жизни и функции 
нервной системы, включая поведение и память, выявить молекулярные основы вза-
имосвязи между этими признаками в норме и патологии.
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Глава 3

НАУРШЕНИЕ СЕНСОРИКИ

Молекулярные механизмы нейродегенерации 
клеток сетчатки при ишемии

Г.Р. Каламкаров, А.Е. Бугрова, 
Т.С. Константинова, Т.Ф. Шевченко

Уже в начале прошлого века один из первых лауреатов Нобелевской премии 
Рамон-и-Кахаль назвал сетчатку «мозгом, вынесенным на периферию». Он осно-
вывался на том, что гистологически устройство мозга и сетчатки оказалось уди-
вительно похожим. Позже выяснилось, что не только структурно эти ткани похо-
жи. В основе их функционирования лежат одинаковые молекулярные механизмы, 
химические посредники, способы регуляции синаптической передачи. В отличие 
от других сенсорных модальностей, в процессе зрительного восприятия обработка 
информации происходит уже в сетчатке глаза. У многих животных такие важней-
шие функции, как определение направления и скорости движения объекта, полно-
стью локализованы в сетчатке. Известно, что чем проще устроен мозг животного, 
тем сложнее устроена его сетчатка.

Такое сходство приводит к тому, что и многие молекулярные механизмы, свя-
занные с гибелью нейронов, имеют одинаковый патогенез. В ряде случаев даже 
при отсутствии клинических признаков заболевания мозга в сетчатке наблюдают-
ся одинаковые молекулярные проявления. Так, при болезни Альцгеймера, причи-
ной (не исключено что и следствием) которой является накопление β-амилоида, 
β-амилоид обнаруживается и в сетчатке глаза.

Другим примером является рассеянный склероз. При этом заболевании, кото-
рое характеризуется, в частности, и нарушениями функции зрительного нерва, кли-
нические проявления неврита зрительного нерва часто являются первым эпизодом 
заболевания. Причиной этого является глубокая морфологическая и функциональ-
ная связь мозга и сетчатки, когда аксоны ганглиозных клеток сетчатки и формиру-
ют зрительный нерв.

Среди заболеваний, патогенез и молекулярные механизмы которых в мозге и 
сетчатке сходны, особое место занимает ишемия. Термин «ишемия» означает сни-
жение кровоснабжения ткани. Для ишемии всегда характерно состояние гипок-
сии (недостаток кислорода) или аноксии (полное его отсутствие). Гипоксия может 

Сокращения: ВГД – внутриглазное давление; ВМД – возрастная макулярная дегенерация; 
ВЯС – внутренний ядерный слой; ГК – ганглиозные клетки; ДНК-Ж – динитрозильный комплекс 
железа с глутатионом; ДР – диабетическая ретинопатия; РН – ретинопатия недоношенных; СОД – 
супероксиддисмутаза; ЭРГ – электроретинограмма; ASICs – кислоточувствительные ионные каналы; 
NOS – NO-синтаза.
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наблюдаться при снижении доступности кислорода или способности клеток его 
утилизировать, например, при снижении pO2, снижении уровня гемоглобина, пов-
реждении митохондриальных ферментов и т.д. При ишемии кроме недостаточного 
снабжения ткани кислородом наблюдается дефицит питательных веществ и накоп-
ление продуктов обмена. Ишемия всегда включает понятие гипоксии, однако при 
гипоксии далеко не всегда наблюдаются клинические признаки ишемии.

Целью настоящей работы явилась, с одной стороны, попытка проанализиро-
вать современные представления о молекулярных механизмах развития ишемии 
сетчатки и выявить их сходство с такими же процессами в мозге, с другой стороны 
– представить полученные нами данные о ключевой роли оксида азота как необхо-
димого фактора в процессе развития ишемии в сетчатке.

Ретинальная ишемия сопровождает большинство офтальмологических заболе-
ваний (Osborne et al., 2004; Stitt et al., 2011; Minhas et al., 2012). Ишемия сетчатки 
и зрительного нерва вовлечена в патогенез таких заболеваний, как окклюзии, или 
тромбоз ретинальных сосудов, возрастная макулярная дегенерация (ВМД), диа-
бетическая ретинопатия (ДР), ретинопатия недоношенных (РН), глаукома (Bek, 
2009). Однако, несмотря на многочисленные клинические и экспериментальные 
исследования, роль ретинальной ишемии в патогенезе этих заболеваний не до кон-
ца ясна. Ретинальная ишемия – клиническое состояние, при котором нарушается 
кровоснабжение сетчатки. Сетчатка является продолжением ЦНС и имеет много 
общих с мозгом эмбриологических, функциональных и анатомических признаков. 
Ответ на ишемию нейронов сетчатки сходен с ответом нейронов других частей 
ЦНС. Однако сетчатка более устойчива к ишемическому повреждению по срав-
нению с мозгом. Отсутствие эффективного лечения является основной причиной 
нарушения зрения и слепоты.

Среди молекулярных механизмов, лежащих в основе патогенеза ишемии – 
окислительный стресс, эксайтотоксичность, аутоиммунные и воспалительные ре-
акции. Эти механизмы часто выступают единым фронтом, в той или иной степени 
проявляясь при различных заболеваниях (Sharma, 2007). С другой стороны, при 
патологических состояниях, в развитии которых определяющую роль играет ре-
тинальная ишемия, в спектре ее молекулярных механизмов всегда присутствуют 
действующие в тандеме другие ключевые механизмы ретинальных дегенераций. 
Например, ишемия может вызывать метаболическую дисфункцию нейронов сет-
чатки, стимулировать эксайтотоксичность, окислительный стресс, а индуктором 
окислительного стресса может выступать эксайтотоксичность.

Сетчатка особенно чувствительна к патологическим состояниям, которые нару-
шают сбалансированное взаимодействие ее нейрональной и сосудистой сети, обес-
печивающей жизнедеятельность ретинальных нейронов. Поэтому заболевания, 
первично поражающие нейральную сетчатку (например дегенерация фоторецепто-
ров), сопровождаются аномалиями сети ретинальных сосудов. С другой стороны, 
патологические состояния, клинически характеризуемые альтерацией хориоидаль-
ной или ретинальной сосудистой сети, такие как ВМД, ДР и РН, поражают также 
нейроны сетчатки, то есть всегда связаны с широким спектром гипоксических ише-
мических нарушений нейральной ткани (Zacchigna et a., 2007; Fulton et al., 2009). 
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Метаболическая дисфункция нейронов при ишемии приводит к необратимым пов-
реждениям ткани и сопровождается гибелью клеток вследствие апоптоза (Osborne 
et al., 2004; Stitt et al., 2011; Fulton et al., 2009).

При рассмотрении молекулярных механизмов ишемических повреждений сле-
дует различать две стадии процесса – ишемию и реперфузию. Ишемия вызывает-
ся непосредственно понижением концентрации кислорода в клетках; реперфузия 
определяет ответ клеток на первичные ишемические изменения и возникновение 
компенсаторных механизмов. Основными молекулярными механизмами, определя-
ющими патологические изменения при ишемии–реперфузии, являются энергодефи-
цит, изменения концентрации кальция, эксайтотоксичность, окислительный стресс. 
Все эти процессы, как в сетчатке в целом, так и в отдельных клетках, взаимосвязаны.

К ишемии восприимчивы все нейроны сетчатки, однако наиболее чувствитель-
ными считаются ганглиозные клетки (ГК) (Kergoat et al., 2006; Chen et al., 2007; 
Kaur et al., 2008).

Фоторецепторы – специализированные клетки, имеющие самую высокую пот-
ребность в кислороде из всех клеток тела (Steinberg, 1987). Однако фоторецепторы 
менее чувствительны к ишемии, чем ГК, и для большинства ассоциированных с 
ишемией заболеваний наиболее характерным признаком поражения нейральной 
сетчатки является гибель ганглиозных клеток и истончение слоя нервных воло-
кон. Интересно отметить, что именно уникальные для сетчатки, в отличие от мозга, 
структуры, а именно – фоторецепторы, наименее чувствительны к ишемическим 
повреждениям. Одна из причин подобных различий состоит в разной системе кро-
воснабжения наружных и внутренних клеточных слоев сетчатки. Кровоснабжение 
фоторецепторов осуществляется со стороны хориоидеи, и, поскольку фоторецеп-
торные клетки характеризуются большой длиной, возникает градиент pO2 между 
базальным и апикальным полюсами клеток. Высокая плотность митохондрий во 
внутреннем сегменте в норме поддерживает относительно низкое pO2. Это свиде-
тельствует о том, что фоторецепторы, вероятно, используют некие компенсаторные 
механизмы для выживания при низком содержании кислорода в окружающей их 
микросреде (Schmidt et al., 2003). На чувствительность фоторецепторов к ишемии 
влияет уровень световой адаптации. Светоадаптированные рецепторы менее чувс-
твительны к ишемии и эксайтотоксичности. Палочки более чувствительны к ише-
мии, чем колбочки, возможно, поскольку колбочки обладают более высокой каль-
циевой буферной емкостью (Sharma, 2007). Амакриновые клетки во внутренней 
сетчатке также чувствительны к ишемии и эксайтотоксичности. Ишемия повышает 
экспрессию провоспалительных медиаторов, таких как COX-2, TNF, NO, в амакри-COX-2, TNF, NO, в амакри--2, TNF, NO, в амакри-TNF, NO, в амакри-, NO, в амакри-NO, в амакри- в амакри-
новых клетках (Ju et al., 2003). Эти молекулы вовлечены также в ишемическое пов-Ju et al., 2003). Эти молекулы вовлечены также в ишемическое пов- et al., 2003). Эти молекулы вовлечены также в ишемическое пов-et al., 2003). Эти молекулы вовлечены также в ишемическое пов- al., 2003). Эти молекулы вовлечены также в ишемическое пов-al., 2003). Эти молекулы вовлечены также в ишемическое пов-., 2003). Эти молекулы вовлечены также в ишемическое пов-
реждение ГК, что позволяет предполагать существование общих механизмов ише-
мического повреждения в различных классах нейронов (Singh et al., 2001). Ишемия 
дифференцированно поражает тела и аксоны нейронов (Petty, Wettstein, 1999). Это 
различие особенно важно для понимания патофизиологии глаукомы, где ключевые 
события могут развиваться в аксонах ГК скорее, чем в их клеточных телах.

При ишемии блокируется снабжение сетчатки кислородом и глюкозой, что на-
рушает энергетический метаболизм, приводя к снижению внутриклеточного уров-
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ня АТФ. Это, в свою очередь, нарушает мембранный потенциал и ионный гомеос-
таз, запуская процессы, ведущие к гибели клеток. Одним из результатов снижения 
энергетического метаболизма является снижение активности Na�/K� АТФ-азы, на-
рушающее регуляцию мембранного потенциала (Lipton, 1999).

Одним из проявлений снижения концентрации кислорода и соответствующих 
изменений энергообеспечения клетки при ишемии является ацидоз – закисление 
среды как вне клетки, так и внутри нее. Ацидоз играет важную роль в процессе 
ишемического повреждения ткани (Tombaugh, Sapolsky, 1993).

Молекулярные механизмы ацидоза идентифицированы, в основном, в экспери-
ментах на мозге, однако предполагается, что эти механизмы являются общими для 
всех нервных тканей и, в частности, характерны для нейральной сетчатки. Закисле-
ние объясняется накоплением молочной кислоты, которое в условиях недостаточ-
ного снабжения кислородом вызвано переключением метаболизма с окислительно-
го фосфорилирования на анаэробный гликолиз. Эффективность гликолитической 
генерации ATФ гораздо ниже аэробной, митохондриальной, поэтому процессы гид-
ролиза ATФ начинают преобладать над синтезом этой молекулы, что способствует 
накоплению в клетке протонов. Интенсивный вывод протонов и лактата из клеток 
вызывает снижение pH вне клетки. Например, было показано, что через 10 минут 
тотальной ишемии мозга крысы внутриклеточный pH падал до 6,3, а содержание 
лактата увеличивалось в 10 раз (Shimizu et al., 1993).

Обсуждаются разные механизмы, объясняющие повреждающий эффект аци-
доза при ишемии. Было показано, что при ацидозе ингибируется депонирование 
внутриклеточного кальция, что приводит к повышению концентрации Са2� в ци-
тозоле (Siesjo et al., 1996). Повышение концентрации внутриклеточного кальция 
происходит в том числе и в результате активации кислото-чувствительных ионных 
каналов (ASICs). В норме в нервной ткани эти каналы, видимо, связаны с функцио-ASICs). В норме в нервной ткани эти каналы, видимо, связаны с функцио-). В норме в нервной ткани эти каналы, видимо, связаны с функцио-
нированием синапсов, вовлечены в процессы синаптической пластичности, обуче-
ния и памяти (Wemmie et al., 2002). Многочисленные эксперименты на нокаутных 
мышах и клеточных культурах с использованием блокаторов ASICs свидетельству-ASICs свидетельству- свидетельству-
ют о важной роли этих каналов в процессе ишемического повреждения нервной 
ткани (Chu, Xiong, 2012; Sherwood et al., 2011; Li et al., 2010). Еще одной причиной 
повреждения нейронов при ацидозе может быть усиление продукции свободных 
радикалов в клетке при низких значениях pH с вовлечением в этот процесс ионов 
железа (Musleh et al., 1994).

Большое количество экспериментальных данных свидетельствует о том, что из-
быток глутамата (явление эксайтотоксичности) приводит к гибели нервных клеток 
и является одним из основных проявлений ишемии (Louzada-Junior et al., 1992; Nu-Nu-
cci et al., 2005 ; Russo et al., 2009). Эксайтотоксичность наблюдается при таких пато- et al., 2005 ; Russo et al., 2009). Эксайтотоксичность наблюдается при таких пато-et al., 2005 ; Russo et al., 2009). Эксайтотоксичность наблюдается при таких пато- al., 2005 ; Russo et al., 2009). Эксайтотоксичность наблюдается при таких пато-al., 2005 ; Russo et al., 2009). Эксайтотоксичность наблюдается при таких пато-., 2005; Russo et al., 2009). Эксайтотоксичность наблюдается при таких пато-Russo et al., 2009). Эксайтотоксичность наблюдается при таких пато- et al., 2009). Эксайтотоксичность наблюдается при таких пато-et al., 2009). Эксайтотоксичность наблюдается при таких пато- al., 2009). Эксайтотоксичность наблюдается при таких пато-al., 2009). Эксайтотоксичность наблюдается при таких пато-., 2009). Эксайтотоксичность наблюдается при таких пато-
логиях, как ДР, глаукома, окклюзия хориоидальных и ретинальных сосудов (Qu et 
al., 2010; Kowluru, Zhong, 2011; Li et al., 2012).

Гипотезу эксайтотоксической гибели нейронов впервые выдвинул Дж.В.Е. Ол- 
ней (Olney, Farber, 1994). Глутамат – основной возбуждающий нейротрансмиттер 
в сетчатке. Он высвобождается фоторецепторами, биполярными клетками и ГК 
(Sharma, Ehinger, 2003). В норме освобожденный глутамат находится в синапти-Sharma, Ehinger, 2003). В норме освобожденный глутамат находится в синапти-, Ehinger, 2003). В норме освобожденный глутамат находится в синапти-Ehinger, 2003). В норме освобожденный глутамат находится в синапти-, 2003). В норме освобожденный глутамат находится в синапти-
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ческой щели очень короткое время (несколько миллисекунд), и концентрация его 
низка, поскольку нейроны и глия эффективно удаляют нейромедиаторы из синап-
тической щели после их выделения. Если уровень глутамата остается повышен-
ным достаточно долго, это может привести возбужденные нейроны к гибели. При 
физиологических условиях глутамат поглощается глиальными клетками, преобра-
зуется глутаминсинтазой в глутамин, который затем транспортируется назад к те-
лам нейронов и там при участии глутаминазы превращается в глутамат (Thoreson, 
Witkovsky, 1999). Снижение внутриклеточной концентрации АТФ в глиальных 
клетках при ишемии приводит к инактивации глутаминсинтазы, которая в таких 
условиях может дополнительно инактивироваться вследствие повышения уровня 
свободных радикалов (Oliver et al., 1990). Метаболический баланс глутамата из-Oliver et al., 1990). Метаболический баланс глутамата из- et al., 1990). Метаболический баланс глутамата из-et al., 1990). Метаболический баланс глутамата из- al., 1990). Метаболический баланс глутамата из-al., 1990). Метаболический баланс глутамата из-., 1990). Метаболический баланс глутамата из-
меняется, и в результате сильно увеличивается соотношение глутамат/глутамин в 
глиальных клетках, что также может способствовать ускоренному выходу глутама-
та. Основная нагрузка по удалению избытка глутамата во внутренних слоях сет-
чатки приходится на клетки Мюллеровой глии (Pow et al., 2000). При ретинальной 
ишемии эффективность захвата глутамата этими клетками снижается (Barnett et al., 
2001). Дисфункция переносчиков глутамата в клетках глии зачастую является клю-
чевым событием каскада реакций, ведущих к эксайтотоксической гибели нейронов 
сетчатки (Russo et al., 2013; Holcombe et al., 2008). Кроме того, снижению захвата 
глутамата клетками глии способствует ацидоз, развивающийся при ишемии (Bil-Bil-
lups, Attwell, 1996), и генерируемые в нейронах активные формы кислорода (Rao 
et al., 2003).

Основной причиной токсического действия глутамата является увеличение 
внутриклеточной концентрации кальция. Активация AMPA, каинатных и NMDA-ре- 
цепторов приводит к притоку Na� в нейроны. Это, в свою очередь, усиливает де-
поляризацию, которая, среди других событий, активирует потенциал-зависимые 
Ca2�-каналы, увеличивая входной ток Ca2� (Lipton, 1999; Sivakumar et al., 2013). В 
исследованиях на мозге было показано, что внеклеточная концентрация глутама-
та при ишемии повышается в два этапа: сначала наблюдается непродолжительное 
Ca2�-зависимое повышение, за которым следует длительное Ca2�-независимое по-
вышение (Wahl et al., 1994). На ранней стадии ишемии высвобождение глутамата 
увеличивается за счет активации потенциал-зависимых Ca2�-каналов вследствие 
деполяризации мембраны, вызванной ишемией. Однако когда дефицит энергии до-
статочно длителен и внутриклеточный уровень АТФ становится слишком низким, 
чтобы обеспечивать высвобождение медиатора путем экзоцитоза, высвобождение 
глутамата становится Ca2�-независимым в результате активации альтернативных 
механизмов его высвобождения (Nishizawa, 2001).

Специфическая восприимчивость к глутамату нейронов внутренних слоев 
сетчатки и ганглиозных клеток при ишемии является следствием того, что эти 
клетки содержат ионотропные глутаматные рецепторы в высокой концентрации 
(Brandstatter et al., 1994). Глутамат активирует эти рецепторы, вызывая избыточ-
ную деполяризацию и, в конечном счете, гибель клетки. Напротив, вызывающие 
гиперполяризацию тормозные медиаторы типа ГАМК ослабляют влияние глутама-
та, противодействуя деполяризации (Schwartz-Bloom, Sah, 2001). Таким образом, 
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повышение концентрации медиаторов, которые стимулируют тормозные рецепто-
ры, защищает нейроны, содержащие эти рецепторы.

Глутамат также способствует образованию активных форм кислорода. На пер-
вых стадиях ишемии они возникают в результате нарушения кровоснабжения, а 
следовательно и снабжения кислородом и метаболическими субстратами. В даль-
нейшем, на стадии восстановления кровотока (реперфузии) и ожидаемого улучше-
ния состояния ткани, патологический процесс продолжается вследствие так назы-
ваемых реперфузионных повреждений, в которых участвуют свободные радикалы, 
образующиеся при повторном окислении накопленных при ишемии продуктов. 
Предполагают, что при значительном и достаточно быстром образовании свобод-
ных радикалов происходит подавление нормальных клеточных антиоксидантных 
защитных механизмов, вызывающее окислительный стресс и различные типы пов-
реждения тканей (Gilgun Sherki et al., 2002).

Одним из участников повреждений при реперфузии является фермент ксанти-
ноксидаза, который участвует в катаболизме пуринов, катализируя окисление ги-
поксантина в ксантин и его последующее окисление в мочевую кислоту. При этом в 
сопряженной реакции ксантиноксидаза восстанавливает кислород до супероксида, 
который спонтанно дисмутирует в пероксид водорода. Таким образом, в процессе 
этой реакции образуются активные формы кислорода, способные вызывать окис-
лительный стресс. Так, при длительной ишемии в тканях накапливаются продукты 
распада пуринов, и при реперфузии, когда уровень кислорода восстанавливается, 
ксантиноксидаза продуцирует повышенное количество токсичных супероксида и 
пероксида водорода. В результате взаимодействия пероксида водорода и суперок-
сида образуется очень токсичный гидроксильный радикал (ОH•). Кроме того, 
O2

- может взаимодействовать с оксидом азота (NO), который образуется в значи-NO), который образуется в значи-), который образуется в значи-
тельных количествах после ишемии, приводя к формированию пероксинитрита, 
нитрозильного радикала и, в конечном счете, OH• (Chan, 1996; Gilgun Sherki et al., 
2002). По крайней мере, некоторые амакриновые клетки сетчатки являются дофа-
минергическими (Sharma, Ehinger, 2003), и генерация активных форм кислорода во 
время окисления дофамина моноаминоксидазой в нервных окончаниях стимулиру-
ет развитие окислительного стресса.

Как известно, образование свободнорадикальных форм кислорода приводит 
к значительным повреждениям клеток нервной ткани в результате пероксидного 
окисления ненасыщенных жирных кислот клеточных мембран. При этом проис-
ходит как повреждение самих мембран (снижение их вязкости), так и образование 
вторичных пероксидных радикалов, которые могут индуцировать развитие ише-
мических и постишемических (при реперфузии) повреждений (Celebi et al., 2002).

Введение в глаз взрослой крысы NMDA вызывает дозозависимую потерю ГК и 
холинергических амакриновых клеток (Siliprandi et al., 1992; Osborne et al., 2004), 
подобную той, которая наблюдается при ишемии. С другой стороны, ишемичес-
кое повреждение сетчатки может быть обратимым при добавлении антагонистов 
NMDA и AMPA или каината (Osborne et al., 2004). До настоящего времени остается 
неясным, как взаимосвязаны процессы эксайтотоксичности и апоптотической ги-
бели клеток при ишемии. Ишемия непосредственно запускает эксайтотоксическую 
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нейродегенерацию, и апоптотическая нейродегенерация может развиваться как ее 
последствие, поскольку оставшиеся нейроны (выжившие после эксайтотоксичес-
кой дегенерации) лишены синаптических контактов, необходимых для их выжива-
ния (Young et al., 2004).

Ранее полагали, что ишемическая гибель клеток происходит исключительно 
путем классического некроза, поскольку его морфологическим критерием явля-
ется набухание клеток. Гибель клеток внутренних слоев сетчатки при окклюзии 
центральной артерии сетчатки происходит и по пути апоптоза, и по пути некроза 
(Gaydar et al., 2011; Das et al., 2008; Dratviman-Storobinsky et al., 2008). Ретиналь-
ная ишемия, созданная повышением внутриглазного давления (ВГД), приводила к 
апоптотической гибели клеток, что было продемонстрировано гистологически, по 
фрагментации ДНК и в экспериментах с использованием ингибитора эндонуклеа-
зы (Lam et al., 1995).

Известно, что ишемия сетчатки приводит к экспрессии каспазы-3 (Zhang et al., 
2005, 2007), Bax, Bcl-x (Zhang et al., 2005; Produit-Zengaffinen et al., 2009), NF-kB 
(Wang et al., 2006), разных изоформ NO-синтазы (Nucci et al., 2005; Sennlaub et al., 
2002; Kaur et al., 2008; Kim et al., 2012), и это лишь небольшая часть белков, участ-
вующих в индукции апоптоза. Инактивация этих белков может предотвращать кле-
точную гибель при ретинальной ишемии, как, например, это было показано в экс-
периментах с использованием специфических ингибиторов каспаз. Это позволяет 
надеяться, что создание фармакологических средств, предотвращающих развитие 
апоптоза, может предотвратить дегенерацию клеток сетчатки при заболеваниях 
глаза, обусловленных ишемией.

Что касается апоптотической гибели клеток с участием NO-синтазы (NOS), а 
следовательно и NO, то повышение экспрессии нейрональной и индуцибельной 
NO-синтазы (nNOS и iNOS, соответственно) при ретинальной ишемии продемонс-
трировано на различных экспериментальных моделях (Nucci et al., 2005; Sennlaub 
et al., 2002; Kaur et al., 2008; Kim et al., 2012). При ишемии повышается внутрикле-
точная концентрация кальция, что приводит к активации NOS и повышению кон                 ию кон-   -
центрации NO (Osborne et al., 2004).

Предполагается, что нейротоксичность NO обусловлена образованием перокси-
нитрита (ONOO-) при взаимодействии NO с супероксид-анион-радикалом. In vitro 
скорость этой реакции в три раза выше, чем активность супероксиддисмутазы (СОД) 
(Ischiropoulos, Beckman, 2003; Beckman et al., 1990). Таким образом, при значитель-
ных концентрациях NO эффективно конкурирует с СОД за супероксид-анион.

Повышенное образование супероксидного анион-радикала при ишемии наблю-
дается на стадии реперфузии (Beckman, 1991). Химическое действие пероксинит-
рита достаточно сложно. Он может проявлять активность и как гидроксильный 
радикал, и как радикал двуокиси азота. Пероксинитрит может нитровать и гид-
роксилировать ароматические кольца аминокислотных остатков, а также окислять 
ДНК и сульфгидрильные группы белков (Ischiropoulos, Beckman, 2003), что может 
являться сигналом для апоптоза.

Для изучения молекулярных механизмов развития ишемии нервных тканей в 
сетчатке принципиальное значение имеет выбор соответствующей модели. Ише-
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мия мозга в эксперименте достигается обычно путем кратковременной окклюзии 
сонной артерии, что позволяет изучать как механизм ишемии, так и механизм ре-
перфузии. Существует несколько методик создания экспериментальной ишемии 
(Minhas et al., 2012), наиболее распространенными из которых являются искус-Minhas et al., 2012), наиболее распространенными из которых являются искус- et al., 2012), наиболее распространенными из которых являются искус-et al., 2012), наиболее распространенными из которых являются искус- al., 2012), наиболее распространенными из которых являются искус-al., 2012), наиболее распространенными из которых являются искус-., 2012), наиболее распространенными из которых являются искус-
ственное повышение внутриглазного давления (Buchi et al., 1994) или наложение 
лигатуры на сосуды в области зрительного нерва (Otori et al., 1997). Каждый из 
этих подходов имеет свои недостатки. Метод повышения внутриглазного давле-
ния очень чувствителен к любым механическим воздействиям, что делает резуль-
таты нестабильными. Кроме того, повышение ВГД неизбежно ведет к дегенерации 
ганглиозных клеток, которая может и не быть обусловлена ишемией. Во втором 
случае при наложении лигатуры неизбежно повреждаются не только сосуды, но и 
зрительный нерв, что приводит к независимым от ишемии дополнительным пато-
логическим изменениям в сетчатке. Таким образом, имеющиеся модели не могут 
дифференцировать гибель клеток сетчатки, вызванную ишемией, от гибели клеток, 
обусловленной независимой от ишемии дегенерацией клеток сетчатки. Понимание 
отличий этих механизмов патогенеза принципиально важно как для поиска перс-
пективных лекарственных средств, так и для выбора правильной стратегии лече-
ния. Так, антиишемические средства могут и не предотвращать гибель нейронов, 
вызванную другими причинами.

Избежать упомянутых недостатков при моделировании ишемии можно путем 
непосредственного локального воздействия лазерного излучения на магистраль-
ные ретинальные сосуды, что вполне выполнимо, поскольку они хорошо видны 
и доступны для лазерной коагуляции. Эта модель является удобной, так как поз-
воляет избежать, с одной стороны, указанных выше недостатков, а с другой – по-
лучать избирательное тромбирование сосудов, создаваемое лазерной коагуляцией. 
Это позволяет, выбирая различные отделы магистральных ретинальных сосудов 
или их ветвей и изменяя параметры лазерного излучения, создавать как локаль-
ную, так и обширную ишемию сетчатки. Предлагаемая нами модель с использо-
ванием лазерной коагуляции имеет ряд преимуществ. Во-первых, изменение ско-
рости кровотока происходит не в результате длительного (1–2 часа) воздействия, 
а в доли секунды (время экспозиции лазерного излучения). Это позволяет изучать 
ишемические нарушения в остром периоде. Во-вторых, модель быстро и легко 
реализуема при наличии лазерного оборудования и, в-третьих, лазерная коагуля-
ция моделирует такое офтальмологическое заболевание, как тромбоз ретинальных 
сосудов. На описанной выше модели нами продемонстрировано также защитное 
действие оксида азота от ишемических повреждений клеток сетчатки. При этом 
важными являются два аспекта. Во-первых, ретинальные сосуды хорошо видны в 
офтальмоскопе: действие сосудорасширяющих факторов можно наблюдать в дан-
ном случае в реальном времени. По существу, такой подход позволяет визуально 
наблюдать за реакцией сосуда на гипоксию in vivo. Поскольку мы предполагали, 
что нитриты будут восстанавливаться в сосуде при гипоксии, это должно было 
приводить к резкому расширению сосуда. Во-вторых, коагуляция сосуда вызывает 
ишемию сетчатки и, если нитриты действительно восстанавливаются в сосуде при 
гипоксии, это должно было косвенно проявиться как защитный эффект при разви-
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тии ишемии сетчатки. Наиболее удобной для этих исследований оказалась модель 
ишемии на кроликах. Ретинальные сосуды кролика хорошо видны, что позволяет 
легко наблюдать их реакцию на лазерное воздействие. Кроме того, моделирова-
ние ишемии на кроликах позволит в перспективе использовать метод OCT (ocular 
computer tomography) для оценки тонких изменений сетчатки при ишемии, а также 
реконструировать трехмерное изображение ретинальных сосудов и точно измерять 
их диаметр.

Лазерная коагуляция ретинальных сосудов приводит к значительным измене-
ниям в кровенаполнении сосудов. Если в норме сосуды сетчатки в области диска 
зрительного нерва не извиты и соответствуют средней норме, то сразу после ла-
зерного воздействия видно, что сосуды запустели и резко уменьшились в диаметре 
(рис. 1а,б).

Рис. 1. Действие нитрита натрия на сосуды глазного дна после лазерной коагуляции
а – фотография глазного дна кролика до лазерной коагуляции (стрелка указывает место последу-

ющего лазерного воздействия); б – то же, сразу после лазерной коагуляции, в – то же, что «б», через 
15 минут после введения нитрита натрия
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Для выяснения возможного действия нитритов на сетчатку глаза и ретинальные 
сосуды нитрит натрия вводили животным как до, так и после проведения лазерной 
коагуляции. В том случае, когда нитрит натрия вводили кролику в течение 15 минут 
после лазерной коагуляции в количестве 20 мг/кг массы, наблюдалось восстанов-
ление кровенаполнения сосудов непосредственно за зоной лазерного воздействия 
(рис. 1в). В самих поврежденных сосудах начинается восстановление кровообра-
щения. Таким образом, введение нитрита натрия на фоне гипоксии приводит к быс-
трому расслаблению сосудов, что свидетельствует о том, что в условиях ишемии 
нитрит быстро восстанавливается до оксида азота. При предварительном введении 
нитритов картина была другой. Животному сначала вводили нитрит натрия (20 мг/
кг), а затем, через 15 минут, производили лазерную коагуляцию и наблюдали за из-
менением сосудов глазного дна (рис. 2). В этом случае лазерное воздействие созда-
вало не стойкий, а лишь кратковременный спазм сосуда с быстрым последующим 
восстановлением кровенаполнения и проводимости сосуда.

Рис. 2. Введение нитрита натрия предотвращает развитие ишемии сетчатки при лазерной коагу-
ляции сосудов

а – фотография глазного дна кролика после введения нитрита до лазерной ишемии (стрелка ука-
зывает место последующего лазерного воздействия); б – то же, сразу после лазерного воздействия на 
фоне предварительного введения препарата
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Таким образом, можно заключить, что нитрит натрия в условиях острой гипок-
сии приводит к почти мгновенному расширению сосудов, что и делает лазерную 
коагуляцию неэффективной. Можно предполагать, что в условиях гипоксии, когда 
нитриты могут связываться с гемом гемсодержащих белков, может происходить 
их восстановление до оксида азота в концентрациях, достаточных для быстрого и 
полного расслабления сосудов.

Известно, что ишемия сетчатки сопровождается характерными изменениями 
в картине фотоэлектрической активности сетчатки – электроретинограмме (ЭРГ). 
Использование ЭРГ позволило оценить действие нитритов на ретинальные со-
суды по изменению электрической реакции сетчатки глаза, то есть независимым 
методом. Регистрация ЭРГ выполнялась сразу после лазерной коагуляции, после 
введения препарата на фоне лазерного воздействия и после лазерного воздействия 
на фоне предварительного введения нитрита натрия. Лазерная коагуляция сосудов 
сетчатки приводила к резкому снижению амплитуд а- и b-волн ЭРГ (рис. 3). Вве-
дение нитрита натрия в дозе 20 мг/кг массы через 15 минут после лазерной коагу-
ляции приводило к более быстрому восстановлению а- и b-волн ЭРГ. Наибольший 
положительный эффект препарата был выявлен при его введении до создания ла-
зерной ишемии сетчатки, где не наблюдалось угнетения биопотенциалов.

Глиальный индекс КГ, рассчитываемый по отношению амплитуд b-волны ЭРГ 
и РЭРГ (12 Гц), равнялся 1,8 при норме 2,3–2,5 относительных единиц. Известно, 
что возрастание глиального индекса, отражающее активизацию метаболизма кле-
ток Мюллера, является характерным признаком ретинальной ишемии. Однако при 
острых нарушениях кровообращения в бассейне центральной артерии сетчатки 
b-волна ЭРГ быстрее реагирует на гипоксию сетчатки, связанную с сосудистой ка-
тастрофой, чем низкочастотная РЭРГ. Поэтому опережающее снижение амплитуды 

Рис. 3. Динамика изменения амплитуд волн ЭРГ при действии нитритов
а – амплитуда a-волны ЭРГ, б – амплитуда b-волны ЭРГ. Черный цвет – амплитуды а- и b-волн 

ЭРГ до проведения операции. Белый – то же, через 15 мин после проведения лазерной коагуляции. 
Штриховка – амплитуды а- и b-волн в том случае, когда через 15 мин после проведения лазерной ко-
агуляции животному вводилcя нитрит натрия. Серый – амплитуда волны в том случае, когда лазерная 
коагуляция проводилась через 15 мин после введения нитрита натрия, р<0,05



476

b-волны ЭРГ сразу после лазерной коагуляции сосудов приводит к снижению КГ, 
отражая значительные нарушения в сетчатке. Действительно, клинические наблю-
дения свидетельствуют о развитии обтурации, кровотечения и запустения сосудов 
после лазерного воздействия и последующей острой ишемии сетчатки.

Таким образом, полученные нами двумя независимыми методами (ЭРГ и оф-
тальмоскопия) результаты показывают, что введение нитритов экспериментальным 
животным защищает сетчатку от острой ишемии. Такое действие, по-видимому, 
обусловлено тем, что при недостатке кислорода in vivo нитрит натрия может вос-
станавливаться до оксида азота в концентрациях, достаточных для полного рас-
слабления сосудов.

Модель ишемии сетчатки глаза на кроликах в некоторых экспериментах очень 
удобна, т.к. сосуды глаза хорошо видны, и кровоснабжение сетчатки кролика отли-
чается от кровоснабжения сетчатки человека. У кроликов 2/3 сетчатки питается от 
хориоидальных сосудов, которые снабжают наружные слои сетчатки. И всего 1/3 
сетчатки питается от ретинальных сосудов, которые распадаются на капилляры в 
пределах ганглиозного слоя и слоя нервных волокон. В то же время у человека, 
наоборот, 1/3 кровоснабжения осуществляется через хориоидальные сосуды и 2/3 
– через ретинальные. Важно отметить, что основной причиной зрительных пато-
логий человека является ишемия, вызванная нарушениями именно в ретинальных 
сосудах. Наиболее близким объектом для моделирования заднего отрезка глаза яв-
ляется крыса, у которой кровоснабжение сетчатки осуществляется так же, как у 
человека.

При офтальмоскопии глазного дна сразу после лазерной коагуляции отмеча-
лось резкое сужение магистральных сосудов с полной или почти полной оста-
новкой кровотока, сохраняющейся на протяжении нескольких минут, после чего 
кровоток частично восстанавливался, но просвет сосуда оставался значительно су-
женным. На следующий день после операции у некоторых животных наблюдалась 
стушеванность границ диска зрительного нерва из-за отека окружающей сетчатки, 
суженные артерии, местами до полной их непроходимости, кровоток в них стано-
вился прерывистым. Некоторое расширение вен, по-видимому, было обусловлено 
одновременным нарушением венозной гемодинамики в результате распростране-
ния коагулирующего действия лазерного излучения на стенку расположенного ря-
дом магистрального венозного сосуда.

Через сутки после операции в результате тромбоза магистральных ретиналь-
ных сосудов отмечались достаточно выраженные гемодинамические нарушения в 
ретинальной системе микроциркуляции, приводящие к ишемии внутренних слоев 
сетчатки. Стойкие гемодинамические нарушения в системе ретинального кровото-
ка через сутки приводили к электрофизиологическим изменениям в сетчатке, ха-
рактерным для ишемии. Для оценки степени развития ишемии сетчатки широко 
используется соотношение амплитуд b- и а-волн ЭРГ – индекс b/a (Нероев и др., 
2004). а-волна ЭРГ характеризует функциональную активность фоторецепторных 
клеток, b-волна – внутренних слоев сетчатки, прежде всего биполярных клеток. 
На следующий день после лазерной коагуляции сосудов амплитуда b-волны ЭРГ 
снижалась на 40–70% от исходных значений (рис. 4). Угнетение a-волны ЭРГ от-



477

мечалось через сутки не у всех животных. В тех случаях, когда амплитуда a-волны 
снижалась, угнетение b-волны было более значительным. Изменения b-волны раз-
виваются, как правило, раньше угнетения а-волны и являются более выраженными 
из-за ухудшения трофики нейронов внутреннего ядерного слоя сетчатки при на-
рушениях ретинальной циркуляции. В нашем исследовании при развитии острой 
ишемии сетчатки коэффициент b/a резко снижался – до 1,0–2,0 отн. единиц при его 
нормальных значениях у крыс 3,3–4,8 ед.

Данные электроретинографических исследований подтверждаются гистологи-
ческими результатами. Нарушение кровотока в ретинальных сосудах вследствие 
их тромбирования уже через сутки приводило к ишемическим повреждениям во 
внутренних слоях сетчатки глаза (рис. 5). Типичными проявлениями ишемического 
повреждения были кровоизлияния, микрокистовидные изменения в слое нервных 
волокон, отек ганглиозных клеток, локальное уменьшение плотности нейронов в 
слое биполярных клеток. Следствием периваскулярного отека явилось истончение 
и микроразрывы внутренней пограничной мембраны, через которые происходи-
ла миграция мононуклеарных клеток крови из просвета сосуда в корковые отделы 
прилежащего стекловидного тела.

Таким образом, результаты наших электрофизиологических и гистологических 
исследований позволяют заключить, что лазерная коагуляция ретинальных сосудов 
приводит к развитию характерных ишемических изменений в сетчатке.

Для подтверждения того, что гибель клеток идет по апоптотическому пути, был 
применен метод TUNEL. Данным методом были выявлены TUNEL-положительные 
ядра в ганглиозном слое уже через 6 часов после лазерного воздействия на сосуды 
(рис. 6). Также наблюдался апоптоз амакриновых и ганглиозных клеток через 18 и 
24 часа после лазерной коагуляции. При лазерной коагуляции ретинальных сосу-

Рис. 4. Запись электроретинограммы крысы
а – ЭРГ интактного животного, б – ЭРГ того же глаза через 1 сутки после лазерной коагуляции 

ретинальных сосудов
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дов наибольшее количество апоптотических ядер в ганглиозном слое было выявле-
но через 24 часа после тромбирования сосудов (60% от общего числа клеток) (рис. 
7). Максимальное количество TUNEL-положительных ядер во внутреннем ядер-
ном слое (ВЯС) было обнаружено уже через 9 часов после лазерного воздействия.

Понимание молекулярного механизма гибели клеток при патологии особенно 
важно при попытках фармакологически предотвратить их гибель. Известно, что 
гибель нервных клеток при развитии ишемии может идти апоптотическим путем. 

Рис. 5. Гистологическое исследование сетчатки крысы
а – контроль; б – через сутки после лазерной коагуляции сосудов. НЯС – наружный ядерный 

слой, НСС – наружный синаптический слой, ВЯС – внутренний ядерный слой,  ВСС – внутренний 
синаптический слой, ГС – ганглиозный слой. Стрелками на рисунке указаны: 1 – тромбоз ретиналь-
ной артериолы, 2 – уменьшение плотности нейронов в слое биполярных клеток, 3 – отек ганглиозных 
клеток. Окраска гематоксилином и эозином. Ув. ×400

Рис. 6. Выявление апоптотических клеток в сетчатке при ишемии
а – контроль; б – 6 часов после лазерной коагуляции; в – 9 часов после лазерной коагуляции; 

г – 24 часа после лазерной коагуляции. Стрелками указаны TUNEL-положительные апоптотические 
ядра сетчатки
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Можно предполагать, что поскольку повышенная концентрация нитритов в сосу-
дах защищала сетчатку от появления признаков ишемии, то этот механизм должен 
предотвращать и развитие апоптоза клеток сетчатки.

Иммуногистохимическим методом TUNEL было показано, что предваритель-
ное введение нитрита натрия животным приводило к значительному снижению ко-
личества TUNEL-положительных ядер в ганглиозном слое и защищало от апоптоза 
клетки внутреннего ядерного слоя (рис. 8). При предварительном введении нит-
рита натрия до лазерной коагуляции сосудов сетчатки количество апоптотических 
клеток в ганглиозном слое сетчатки снижалось на 66%, а во внутреннем ядерном 
слое – на 50% (рис. 9). Важно отметить, что изменения затрагивали, главным об-
разом, внутренние отделы сетчатки (до ВЯС), которые кровоснабжаются ретиналь-
ными сосудами. В наружных отделах, которые питаются из слоя хориокапилляров 
(слой наружных сегментов фоторецепторов, наружный ядерный слой), видимых 
морфологических изменений не обнаружено.

Известно, что гибель нервных клеток мозга и сетчатки при некоторых патологи-
ях происходит апоптотическим путем при участии оксида азота. Естественно пред-
полагать, что и при развитии ишемии оксид азота может быть индуктором развития 
апоптоза. Ранее было установлено, что введение животным конкурентного инги-
битора NO-синтазы L-NAME приводит к существенному снижению концентрации 
оксида азота в клеточных слоях сетчатки и поэтому можно предполагать, что введе-
ние этого ингибитора будет влиять на развитие апоптоза. Для подтверждения этого 
экспериментальным животным вводили ингибитор NO-синтазы L-NAME. Внутри-
брюшинное введение этого препарата в дозе 20 мг/кг веса снижало концентрацию 
оксида азота в клетках сетчатки, и пероксинитрит, очевидно, не образовывался. 
При предварительном введении L-NAME за 15 минут до лазерного воздействия на 

Рис. 7. Зависимость образования апоптотических ядер в сетчатке глаза крысы при ишемии от 
времени
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ретинальные сосуды апоптотические клетки во внутренних слоях сетчатки не вы-
являлись (рис. 10). Лазерная коагуляция сосудов сетчатки глаза приводит к гибели 
50% клеток ганглиозного слоя и 30% клеток ВЯС сетчатки. При предварительном 
введении препарата L-NAME крысам лазерное воздействие на ретинальные сосу-
ды приводит к гибели всего 20% ганглиозных клеток и 15% клеток ВЯС от общего 
числа клеток (рис. 11). Можно сделать вывод, что ингибитор NO-синтазы L-NAME 
защищает клетки сетчатки от апоптоза при ишемии. Таким образом, оксид азота 
является необходимым элементом развития апоптоза в клеточных слоях сетчатки.

Рис. 8. Защитный эффект нитритов при ишемии сетчатки
а – контроль; б – апоптоз клеток при ишемии; в – сетчатка после лазерной коагуляции на фоне 

предварительного введения нитрита натрия. Стрелками указаны TUNEL-положительные апоптоти-
ческие ядра сетчатки

Рис. 9. Количество апоптотических ядер в сетчатке при ишемии и введении нитрита натрия,
р<0,05
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Глутаматная интоксикация может являться одним из звеньев длинной цепи ише-
мического повреждения (Louzada-Junior et al., 1992; Nucci et al., 2005; Russo et al., 
2009), но может происходить и независимо от ишемии при различных дегенератив-
ных нарушениях. В работе нами исследовались влияние повышения концентрации 
глутамата на возникновение нейродегенеративных нарушений в сетчатке и роль 
оксида азота в этих процессах. NMDA (агонист глутамата) вводили непосредствен-
но в глаз экспериментальным животным в дозе 200 нмоль/глаз. И уже через сутки 
методом TUNEL можно было выявить апоптотические ядра во внутреннем ядер-

Рис. 10. Защитный эффект L-NAME при ишемии сетчатки
а – контроль, б – апоптоз клеток сетчатки при ишемии, в – сетчатка после лазерной коагуляции 

на фоне предварительного введения L-NAME. Стрелками указаны TUNEL-положительные апоптоти-
ческие ядра сетчатки

Рис. 11. Количество апоптотических ядер в сетчатке крысы при ишемии и при введении ингиби-
тора NO-синтазы L-NAME, р<0,05
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ном слое и слое ганглиозных клеток сетчатки (рис. 12). Введение NMDA приводит 
к апоптотической гибели 60% ганглиозных клеток от общего числа клеток гангли-
озного слоя и 50% клеток внутреннего ядерного слоя от общего числа клеток этого 
слоя. ЭРГ также ясно свидетельствует о снижении функциональной активности во 
внутренних слоях сетчатки: наблюдается уменьшение амплитуды b-волны на 50% 
от нормы (рис. 13).

Рис. 12. Структурные изменения клеток сетчатки после введения NMDA
а – контроль, б – через 24 часа после введение NMDA. Стрелками указаны TUNEL-положитель-

ные апоптотические ядра

Рис. 13. Запись электроретинограммы крысы
а – ЭРГ контрольного животного, б – ЭРГ того же глаза через 1 сутки после введения NMDA
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Известно, что передача сенсорного сигнала от фоторецепторов к последующим 
слоям сетчатки осуществляется посредством глутамата. Введение агониста глута-
мата NMDA приводит к блокированию этой передачи и увеличению концентра-
ции глутумата в синаптической щели. Это приводит к тому, что ответы фоторецеп-
торных клеток сохраняются, а ответы более глубоких слоев сетчатки значительно 
уменьшаются. Именно такая картина наблюдается и при электроретинографичес-
ких исследованиях. Как видно, а-волна ЭРГ, которая обусловлена электрической 
активностью фоторецепторов, практически не изменяется, а b-волна, основной 
вклад в которую вносят ответы биполярных клеток, существенно уменьшена.

Введение NMDA приводило к развитию апоптоза в клеточных слоях сетчатки. 
Так, через 24 часа после введения апоптотические ядра обнаруживались во внут-
реннем ядерном слое и слое ганглиозных клеток, то есть именно в тех слоях, где 
медиаторная роль глутамата установлена. Для того чтобы выяснить, по какому 
пути идет гибель клеток, в стекловидное тело глаза вместе с NMDA вводили ин-
гибитор NO-синтазы L-NAME (0,1 мг/глаз). При этом количество апоптотических 
ядер в сетчатке резко снижалось (рис. 14). Введение L-NAME вместе с NMDA в 
стекловидное тело глаза приводило к снижению количества апоптотических ядер 
во внутреннем ядерном слое и слое ганглиозных клеток на 50% и 70%, соответс-
твенно (рис. 15).

Для подтверждения предположения, что в разработанных нами эксперимен-
тальных моделях глазных патологий именно высокая концентрация NO является 
токсическим фактором, нам требовалось создать 20-кратный избыток NO в сет-
чатке. Для этого мы вводили в глаз донор оксида азота динитрозильный комплекс 
железа с глутатионом (ДНК-Ж). Динитрозильные комплексы железа в тканях жи-

Рис. 14. Защитный эффект L-NAME при глутаматной интоксикации сетчатки
а – контроль, б – 24 часа после введения NMDA, в – 24 часа после введения NMDA и L-NAME. 

Стрелками указаны TUNEL-положительные апоптотические ядра сетчатки
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вотных и человека продуцируют свободные молекулы оксида азота и могут функ-
ционировать в качестве эндогенных универсальных регуляторов биохимических и 
физиологических процессов. ДНК-Ж обеспечивают стабилизацию и перенос NO 
в биосистемах. Так как компоненты этого комплекса уже содержатся в системе, то 
его введение не является токсичным для клеток сетчатки. Ниже приведена струк-
турная формула ДНК-Ж с глутатионом и распад этого соединения на составляю-
щие компоненты с образованием оксида азота.

Введение в стекловидное тело глаза крыс динитрозильного комплекса железа 
с глутатионом (10-5–10-8

 
моль/глаз) через сутки приводило к появлению апоптоти-

ческих ядер в сетчатке. Методом TUNEL было выявлено, что апоптозу подверглись 
клетки внутреннего ядерного и ганглиозного слоев сетчатки (рис. 16). При этом 
апоптоз был выявлен только при введении ДНК-Ж в дозах 10-7

 
и 10-8

 
моль/глаз. А 

при введении большего количества препарата (10-6
 
и 10-5

 
моль/глаз) TUNEL-поло-

жительные ядра в сетчатке выявить не удалось. При введении ДНК-Ж в количес-
тве 10-7

 
моль/глаз количество апоптотических клеток в ганглиозном слое сетчатки 

увеличилось на 30% от нормы (рис. 17). При введении препарата в количестве 10-8
 

Рис. 15. Количество апоптотических ядер в сетчатке глаза крысы при введении NMDA и ингиби-
тора NO-синтазы L-NAME, р<0,05

Рис. 16. Введение ДНК-Ж в стекловидное тело глаза крысы
а – контроль, б – ДНК-Ж, 10-5

 
моль/глаз, в – ДНК-Ж, 10-6

 
моль/глаз, г – ДНК-Ж, 10-7

 
моль/глаз, 

д – ДНК-Ж, 10-8 моль/глаз. Стрелками указаны TUNEL-положительные апоптотические ядра сетчатки
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моль/глаз апоптозу подверглось до 70% клеток ганглиозного слоя сетчатки от об-
щего количества клеток. При этом клетки внутреннего ядерного слоя подвергались 
апоптозу в незначительной степени: их количество составило всего 15% от нормы.

Таким образом, введение донора оксида азота ДНК-Ж в низких дозах приводит 
к апоптозу клеток сетчатки экспериментальных животных, так как избыток NO в 
ткани ведет к образованию пероксинитрита, а следовательно и к гибели клеток.
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6. Заключение

1. Введение

Согласно Бюллетеню ВОЗ, макулярная дегенерация (дистрофия) сетчатки яв-
ляется ведущей причиной слепоты и слабовидения в развитых странах (AREDS, 
2000). Распространенность возрастной макулярной дегенерации (ВМД) составляет 
300 человек на 100 тысяч населения, т.е. 25–30 млн человек в мире страдает ВМД. 
В возрасте старше 40 лет страдает 25–40% населения, среди лиц старше 60 лет дан-
ная патология выявляется у 58% населения. Таким образом, проблема развития и 

Сокращения: ВМД – возрастная макулярная дегенерация; ЛГ – липофусциновые гранулы; 
НСП – наружные сегменты палочек сетчатки; ПТР – полностью-транс-ретиналь; РПЭ – ретинальный 
пигментный эпителий; А2Е – N-ретинил-N-ретинилиденэтаноламин; CID – индуцированная столкно-
вениями диссоциация; РЕ – фосфатидилэтаноламин.
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прогрессирования ВМД становится все более острой в связи с увеличением среди 
населения доли лиц пожилого возраста. При этом прослеживается тенденция к воз-
никновению клинических форм макулодистрофии у лиц и более молодого возраста 
(Klein et al., 2001; Williams et al., 1998). В России заболеваемость ВМД составляет 
15 человек на 1000 населения (Либман, Шахова, 2000).

В своем развитии ВМД проходит несколько стадий. С учетом клинических и 
патоморфологических особенностей течения различают две формы ВМД: атрофи-
ческую, или неэкссудативную («сухую» форму), и экссудативную, или экссудатив-
но-геморрагическую («влажную» форму) (Кацнельсон и др., 1990; Klein et al., 1997; 
Bird et al., 1995). Наиболее распространенной клинической формой заболевания 
является неэкссудативная («сухая» форма). Она встречается в 90% случаев и ха-
рактеризуется дегенеративными изменениями ретинального пигментного эпителия 
(РПЭ) и фоторецепторов с медленным прогрессирующим снижением зрения. При 
так называемой «сухой» форме макулодистрофии атрофические фокусы РПЭ рас-
ширяются, сливаясь в зону т.н. географической атрофии РПЭ. В макуле формиру-
ется четко ограниченный плоский хориоретинальный фокус, приводящий к резко-
му ухудшению центрального зрения. Более редкая – экссудативная, или «влажная» 
форма ВМД, наблюдается в 10% случаев. При «влажной» форме макулодистрофии 
появляются микродефекты мембраны Бруха и локальная отслойка РПЭ и нейроэпи-
телия в области друз. Эти дефекты приводят к возникновению субретинальных и 
субпигментных геморрагий и, соответственно, к резкому снижению зрения вплоть 
до его полной потери. Гистологически макулодистрофия характеризуется потерей 
фоторецепторов, гиперплазией или атрофией РПЭ, утолщением мембраны Бруха 
и наличием субпигментных отложений – друз (Fine et al., 2000; Klein et al., 2004).

Патогенез ВМД до сих пор остается неизвестным. Главным фактором рис-
ка в возникновении заболевания является возраст. Помимо возраста существен-
ную роль играют генетические факторы, а также факторы окружающей среды, в 
том числе свет как фактор, усугубляющий развитие болезни (Ambati et al., 2003; 
AREDS, 2000; Chang et al., 2011; Островский, 2005). Основная задача практичес-
кого здравоохранения – проведение превентивных мероприятий, направленных на 
диагностику ранних стадий ВМД, возможную профилактику и улучшение резуль-
татов лечения этого тяжелейшего глазного заболевания (Smith, 2010).

Что касается диагностики, то в последние годы наряду с такими традиционны-
ми методами диагностики ВМД, как флуоресцентная ангиография, электрорети-
нография, оптическая когерентная томография, все большее распространение по-
лучает неинвазивный метод аутофлуоресценции глазного дна (Шамшинова, 2001; 
Spaide, 2003; Bellmann et al., 2003.). В его основе лежит получение изображения, 
которое создается собственной флуоресценцией глазного дна (аутофлуоресцен-
цией), основным источником которой являются липофусциновые гранулы (ЛГ) в 
клетках РПЭ (Delori et al., 1995; Holz et al., 2007).

Для регистрации аутофлуоресценции глазного дна был специально разработан 
конфокальный лазерный сканирующий офтальмоскоп, позволяющий достаточно 
подробно исследовать патологические зоны глазного дна при определении ранних 
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проявлений ВМД. Одним из таких офтальмоскопов является сравнительно недавно 
появившийся на рынке немецкий офтальмоскоп Heidelberg Engineering (Spectralis 
HRA � OCT) с длиной волны возбуждения флуоресценции – 488 нм.

Неинвазивный метод регистрации аутофлуоресценции позволяет оценить со-
стояние клеток РПЭ у пациентов с макулодистрофией, избрать тактику лечения 
и сделать прогноз в отношении развития заболевания. Он является одним из на-
иболее чувствительных современных методов для исследования ранних изменений 
комплекса РПЭ/мембрана Бруха макулярной зоны. Это дает возможность изуче-
ния клиники ВМД и качественной объективной оценки эффективности лечения и 
профилактики ранних стадий заболевания. Анализ картины аутофлуоресценции 
глазного дна позволяет оценить состояние, сохранность и жизнеспособность ком-
плекса РПЭ/фоторецепторы (Holz et al., 2001; Holz et al., 2007). Исчезновение же 
аутофлуоресценции свидетельствует о гибели РПЭ и фоторецепторов и бесперс-
пективности дальнейшего лечения. Помимо диагностики как таковой метод регис-
трации аутофлуоресценции глазного дна исключительно полезен при скрининге 
новых лекарственных средств.

Основным источником аутофлуоресценции глазного дна, как уже говорилось, 
являются ЛГ в клетках РПЭ, точнее флуорофоры, содержащиеся в этих гранулах 
(Sparrow et al., 2010; Фельдман и др., 2010). В аутофлуоресценцию глазного дна 
могут также вносить вклад и флуорофоры, накапливающиеся в самих фоторецеп-
торных клетках сетчатки (Bindewald-Wittich et al., 2005; Nguyen-Legros, Hicks, 
2000; Логинова и др., 2008).

Большое количество ЛГ накапливается в клетках РПЭ в процессе старения (Fee-Fee-
ney-Burns et al., 1984; Boulton et al., 1990). Однако особенно интенсивно они накап-
ливаются при возникновении и развитии дегенеративных заболеваний сетчатки. 
Речь идет о таких заболеваниях, как моногенное заболевание – болезнь Штаргар-
дта (Allikmets et al., 1997), абиотрофия сетчатки Франческетти (Fundus Flavimacu-
latus) (Delori et al., 1995), прогрессирующая ВМД (Holz et al., 2001; Robson et al., 
2008). Поэтому исследование механизмов образования и превращения комплекса 
флуорофоров, содержащихся как в ЛГ, так и в фоторецепторных клетках сетчатки, 
выяснение их спектральных особенностей – спектров поглощения и флуоресцен-
ции – представляется важной задачей современной молекулярной физиологии и 
патологии зрения.

2. Некоторые технические характеристики конфокального 
лазерного сканирующего офтальмоскопа (Гейдельбергский 
ретинальный анализатор HRA-2, Гейдельберг, Германия)

Принципиально важно, что в существующем и довольно широко распростра-
ненном для регистрации аутофлуоресценции глазного дна офтальмоскопе для воз-
буждения аутофлуоресценции используется встроенный аргоновый лазер с длиной 
волны 488 нм. При этом барьерным фильтром отсекается флуоресценция флуоро-
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форов с длиной волны менее 500 нм. Узкополосные интерференционные фильтры 
гасят «мешающие» сигналы. В результате получается монохромное изображение, 
созданное флуоресценцией собственно флуорофоров глазного дна в области 500 нм 
и длиннее. Контрастность и четкость изображения обеспечиваются конфокальной 
сканирующей лазерной системой, позволяющей подавлять рассеянный и отражен-
ный свет от источников, находящихся вне фокальной плоскости. Цифровые изоб-
ражения сохраняются для дальнейшей обработки и клинического анализа.

Аутофлуоресцентное изображение глазного дна в норме выглядит монотонно 
серым с черными сосудами и диском зрительного нерва. Сосуды кажутся черны-
ми за счет экранирования аутофлуоресценции, а диск зрительного нерва – за счет 
отсутствия флуорофоров. В макулярной области имеется овальная зона плавного 
снижения флуоресценции с почти черной фовеолой, что обусловлено наличием в 
ней макулярного пигмента. При патологии сетчатки более светлые участки глаз-
ного дна соответствуют гипераутофлуоресценции, а более темные – гипоаутоф-
луоресценции. Участки глазного дна, где наблюдается гипоаутофлуоресценция, 
соответствуют областям с дегенеративными изменениями в РПЭ и сетчатке. Доста-
точно часто в картине аутофлуоресценции наблюдаются участки гипераутофлуо-
ресценции (Holz et al., 2001; Robson et al., 2008). Это явление практически не имеет 
экспериментально доказанного объяснения. Предполагается, что повышенное со-
держание ЛГ в клетках РПЭ не является единственным фактором, приводящим к 
гипераутофлуоресценции. Увеличение интенсивности флуоресценции может быть 
обусловлено фотоокислением ЛГ (Kim et al., 2010; Sparrow et al., 2010). Источни-Kim et al., 2010; Sparrow et al., 2010). Источни- et al., 2010; Sparrow et al., 2010). Источни-
ком гипераутофлуоресценции могут быть и фоторецепторные клетки сетчатки. 
Так, предполагается, что при некоторых патологиях в результате нарушения фаго-
цитарных свойств клеток РПЭ в фоторецепторных клетках происходит избыточное 
накопление бисретиноидов, которые и могут являться источником гипераутофлуо-
ресценции (Schmitz-Valckenberg et al., 2004; Smith et al., 2009; Secondi et al., 2012).

Картина аутофлуоресценции глазного дна, полученная при помощи конфокаль-
ного лазерного сканирующего офтальмоскопа (HRA-2, Гейдельберг, Германия) 
позволяет, таким образом, идентифицировать только те флуорофоры, которые пог-
лощают свет в диапазоне возбуждающей длины волны, равной 488 нм, и флуо-
ресцируют в области 500 нм и длиннее. Вместе с тем, становится очевидным (см. 
ниже), что флуорофоры, поглощающие и испускающие свет в более коротковолно-
вой области спектра, также по-возможности должны быть идентифицированными. 
Именно такие флуорофоры, появляющиеся в ходе развития старческих и дегенера-
тивных изменений РПЭ и сетчатки, являются весьма (фото)токсичными (Sparrow 
et al., 2003; Wang et al., 2006; Wu et al., 2010; Yoon et al., 2012). Они представляют 
существенную опасность и могут служить диагностическими маркерами прогрес-
сирования заболевания. Из этого следует, что конструкция существующих конфо-
кальных лазерных сканирующих офтальмоскопов должна быть изменена, а мето-
дика регистрации картины аутофлуоресценции глазного дна усовершенствована. 
Попытки в этом направлении предпринимаются (Holz et al., 2001, 2007; Schmitz-
Valckenberg et al., 2002; Spaide, 2003).
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3. Природа флуорофоров, ответственных за 
аутофлуоресценцию глазного дна

Как известно, фотолиз зрительного пигмента родопсина завершается разры-
вом ковалентной связи между опсином и полностью-транс-ретиналем (ПТР) и 
высвобождением последнего из хромофорного центра опсина. ПТР высвобожда-
ется во внутридисковое пространство фоторецепторного диска наружного сегмен-
та зрительной клетки. Затем он переносится через фоторецепторную мембрану 
на цитоплазматическую поверхность диска, где восстанавливается до полностью-
транс-ретинола высокоактивной ретинолдегидрогеназой. В свою очередь, полно-
стью-транс-ретинол переносится при помощи ретинол-переносящих белков из на-
ружного сегмента палочки в клетку РПЭ (Palczewski et al., 1994).

При патологии, когда белок-переносчик дефектен, например при болезни 
Штаргардта (дефектным является белок-переносчик ABCR4), ПТР накапливается 
в фоторецепторной мембране (Travis, 1998; Островский, 2005; Rozanowska, Sarna, 
2005).

При избыточном обесцвечивании родопсина в фоторецепторной мембране 
также может происходить накопление ПТР. Свободный и неудаленный из фото-
рецепторной мембраны ПТР может легко взаимодействовать с аминогруппой 
фосфатидилэтаноламина с образованием основания Шиффа – N-ретинилиден-
фосфатидилэтаноламина (АРЕ). Именно этот продукт взаимодействия ПТР с 
фосфатидилэтаноламином удаляется из фоторецепторной мембраны при помощи 
АТФ-зависимого белка-переносчика (ABCR) (Weng et al., 1999; Saari, 2000; Lamb, 
Simon, 2004; Molday et al., 2009; Maeda et al., 2012).

Неудаленный АРЕ может вступать во взаимодействие еще с одной молекулой 
ПТР, приводя к образованию бисретиноидов, в том числе таких побочных и по-
тенциально опасных продуктов, как N-бис-ретинилиден-фосфатидилэтаноламин 
– А2-РЕ (N-bis-retinylidene-phosphatidylethanolamine), дигидро-А2-РЕ, основания 
Шиффа между димером ПТР и фосфатидилэтаноламином – АTR-dimer-PE (ATR-
dimer-phosphatidylethanolamine conjugate) (Liu et al., 2000; Kim et al., 2007). При 
взаимодействии двух молекул ПТР с аминогруппами белка (родопсина) может об-
разовываться А2-родопсин (Fishkin et al., 2003). Все эти побочные продукты явля-Fishkin et al., 2003). Все эти побочные продукты явля- et al., 2003). Все эти побочные продукты явля-et al., 2003). Все эти побочные продукты явля- al., 2003). Все эти побочные продукты явля-al., 2003). Все эти побочные продукты явля-., 2003). Все эти побочные продукты явля-
ются устойчивыми соединениями, и они представляют собой источник накопления 
бисретиноидов в фоторецепторной клетке (Rozanowska, Sarna, 2005).

В то же время, сам ПТР является эффективным природным фотосенсибилиза-
тором (Harper, Gaillard, 2003; Fu et al., 2003; Liu, Hammand, 2003). По механизму 
фотосенсибилизированного окисления ПТР способен окислять и белки, и липи-
ды в фоторецепторной мембране. Показано, что он способен повреждать родоп-
син, межфоторецепторный ретинол-связывающий белок (Островский, Федорович, 
1996; Fedorovich et al., 2000), а также мембранный белок-переносчик ABCR (Sun, 
Nathans, 2001).

До недавнего времени считалось, что при физиологических условиях накопле-
ние токсичного и фототоксичного свободного ПТР в наружном сегменте зритель-
ной клетки или не происходит, или является кратковременным. Однако совокуп-
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ность накопленных к настоящему времени данных свидетельствует о том, что ПТР 
способен выступать в роли токсического или фототоксического агента, усугубля-
ющего развитие дегенеративных заболеваний сетчатки (Rozanowska, Sarna, 2005; 
Masutomi et al., 2012; Maeda et al., 2012). Другими словами, накопление в фоторе-
цепторных клетках свободного ПТР может рассматриваться как фактор риска усу-
губляющего действия света при развитии различных дегенеративных заболеваний 
сетчатки (Островский, 2005; Wang et al., 2003).

В процессе эволюции зрительной системы сформировался достаточно эффек-
тивный способ защиты от накопления в клетке молекулярных дефектов и, в том 
числе, побочных продуктов фотолиза родопсина – бисретиноидов. Постоянное об-
новление фоторецепторных мембран и всего наружного сегмента зрительной клет-
ки (и палочки, и колбочки) позволяет в норме избегать накопления молекулярных 
дефектов, благодаря чему молекулярная «машинерия» зрения остается эффектив-
ной на протяжении всей жизни. Однако вместе с т.н. фагосомами – «отработан-
ными» и фагоцитированными обломками наружных сегментов фоторецепторных 
клеток, в клетки РПЭ попадают и (фото)токсичные бисретиноиды. В результате 
неполной лизосомальной деградации фагосом в клетках РПЭ накапливаются неде-
градабельные ЛГ – «пигмент старости».

Долгое время ЛГ считались инертным побочным продуктом жизнедеятельнос-
ти клетки РПЭ. Однако, во-первых, была показана способность ЛГ генерировать 
при действии видимого света активные формы кислорода (Островский и др., 1996; 
Boulton et al., 1993) и, во-вторых, выявлена явная корреляция между накоплением 
ЛГ в клетках РПЭ и дегенеративными заболеваниями сетчатки, в том числе ВМД 
(Boulton et al., 1993, 2004; Brunk, Terman, 2002; Островский, 2005). Не вызывает 
сомнения, что производные ПТР – бисретиноиды, являются фототоксичными для 
клеток РПЭ (Suter et al., 2000; Ben-Shabat et al., 2002а; Kim et al., 2006) и что их 
окисленные формы становятся токсичными и в темноте (Ben-Shabat et al., 2002а, 
Sparrow et al., 2003; Rozanowska, Sarna, 2005).

ЛГ поглощают свет в видимой, в основном коротковолновой (фиолетово-синей), 
области спектра, и обладают ярко выраженной флуоресценцией. Флуоресцентные 
свойства ЛГ обусловлены, в основном, наличием в них конъюгатов ПТР различной 
природы. Однако хорошо изученным является практически только один флуоро-
фор, т.н. А2Е (N-ретинил-N-ретинилиденэтаноламин) – продукт взаимодействия 
двух молекул ПТР с аминогруппой одного из липидов фоторецепторной мембраны 
– фосфатидилэтаноламина (РЕ) (Parish et al., 1998; Ben-Shabat et al., 2002b). A2E 
образуется из своего предшественника А2РЕ путем ферментативного гидролиза  
(рис. 1). Помимо А2Е в ЛГ содержится еще около двадцати флуорофоров, яв-
ляющихся производными ретиналя (Eldred, Katz, 1988; Sparrow et al., 2009). 
В настоящее время охарактеризованы такие конъюгаты ПТР, как ПТР-димер 
(ATR-dimer), ПТР-димер этаноламин конъюгат (ATR-dimer-E), ПТР-димер фосфа-ATR-dimer), ПТР-димер этаноламин конъюгат (ATR-dimer-E), ПТР-димер фосфа--dimer), ПТР-димер этаноламин конъюгат (ATR-dimer-E), ПТР-димер фосфа-dimer), ПТР-димер этаноламин конъюгат (ATR-dimer-E), ПТР-димер фосфа-), ПТР-димер этаноламин конъюгат (ATR-dimer-E), ПТР-димер фосфа-ATR-dimer-E), ПТР-димер фосфа--dimer-E), ПТР-димер фосфа-dimer-E), ПТР-димер фосфа--E), ПТР-димер фосфа-E), ПТР-димер фосфа-), ПТР-димер фосфа-
тидилэтаноламин конъюгат (ATR-dimer-PE) (Kim et al., 2007), A2-дигидропиридин-
фосфатидилэтаноламин (A2-DHP-PE) и A2-дигидропиридин-этаноламин (A2-
DHP-E) (Wu et al., 2009), а также конъюгат ПТР с глицерофосфоэтаноламином 
(glycerophosphoethanolamine) (A2-GPE) (Yamamoto et al., 2011).
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В присутствии кислорода А2Е может фотоокисляться с образованием различ-
ных окисленных форм (Avalle et al., 2004; Dillon et al., 2004). Окисленные продук-Avalle et al., 2004; Dillon et al., 2004). Окисленные продук- et al., 2004; Dillon et al., 2004). Окисленные продук-et al., 2004; Dillon et al., 2004). Окисленные продук- al., 2004; Dillon et al., 2004). Окисленные продук-al., 2004; Dillon et al., 2004). Окисленные продук-., 2004; Dillon et al., 2004). Окисленные продук-Dillon et al., 2004). Окисленные продук- et al., 2004). Окисленные продук-et al., 2004). Окисленные продук- al., 2004). Окисленные продук-al., 2004). Окисленные продук-., 2004). Окисленные продук-
ты А2Е способны оказывать токсическое действие на клеточные структуры уже 
без участия света (Sparrow et al., 2003; Wang et al., 2006; Wu et al., 2010; Yoon et 
al., 2012). Эти продукты окисления являются более гидрофильными, чем исходный 
А2Е. Поэтому они могут высвобождаться из ЛГ (Соколов и др., 2005) и переме-
щаться в цитоплазме клетки РПЭ в другие клеточные органеллы, например в ядро 
и в митохондрии РПЭ (Донцов и др., 2009). Окисленные формы А2Е были обнару-
жены в ЛГ, выделенных как из старческих глаз человека, так и из РПЭ глаз мышей 
с мутацией в ABCR-гене, моделирующем болезнь Штаргарда и ВМД (Avalle et al., 
2004; Radu et al., 2004, Wielgus et al., 2010). При этом были идентифицированы в 
РПЭ как мышей, так и человека обе формы продуктов окисления А2Е – эпокси- и 
фуранопроизводные (Jang et al., 2005; Яковлева и др., 2006). Важно подчеркнуть, 
что образование и накопление окисленных продуктов отражается на спектральных 
характеристиках ЛГ. Как нами ранее было показано, при действии света (фотоокис-
лении) спектры поглощения и флуоресценции как А2Е, так и самих ЛГ сдвигаются 
в коротковолновую область (Донцов и др., 2005, 2006, 2009; Яковлева и др., 2006, 
2009; Фельдман и др., 2010). Очевидно, что неокисленные и окисленные формы 

Рис. 1. Последовательность химических реакций, приводящих к образованию молекулы А2Е 
(N-ретинил-N-ретинилиденэтаноламина) из двух молекул полностью-транс-ретиналя и молекулы PE 
(фосфатидилэтаноламина)
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флуорофоров могут вносить различный вклад в картину аутофлуоресценции глазно-
го дна, что следует учитывать при дальнейшем усовершенствовании этого метода.

Изучение состава и спектральных характеристик флуорофоров, их неокислен-
ных и окисленных форм, содержащихся как в ЛГ клеток РПЭ, так и в фоторецеп-
торных клетках сетчатки, является важным как для понимания природы, так и для 
интерпретации картины аутофлуоресценции глазного дна, меняющейся в ходе ста-
рения и на различных стадиях патологического процесса. Такое изучение важно 
независимо от того, возбуждается АФ при 488 нм или регистрируется в диапазоне 
500–600 нм, как это имеет место в существующем гейдельбергском офтальмоско-
пе, и это тем более важно, если в будущем удастся получать картину АФ при более 
коротковолновом возбуждении и более коротковолновой регистрации.

4. Образование флуорофоров – продуктов взаимодействия 
свободного транс-ретиналя с аминогруппами 
белка и липидов в фоторецепторных клетках 
(исследование in vitro на модельных системах)

Избыточное накопление свободного ПТР в фоторецепторной мембране при 
некоторых патологиях или в случае интенсивного воздействия света приводит к 
образованию бисретиноидов – продуктов взаимодействия ПТР с аминогруппами 
фосфатидиэтаноламина и белковых молекул (А2РЕ и др.). Эти бисретиноиды на-
ряду с флуорофорами ЛГ (А2Е и др.) также могут вносить вклад в аутофлуорес-
ценцию глазного дна. Изучение спектральных характеристик бисретиноидов фо-
торецепторных клеток является не менее актуальным, чем изучение флуорофоров 
ЛГ в РПЭ. Ситуация избыточного накопления свободного ПТР в фоторецепторных 
мембранах была промоделирована в экспериментах in vitro (Fishkin et al., 2003, Ло-ro (Fishkin et al., 2003, Ло-o (Fishkin et al., 2003, Ло-Fishkin et al., 2003, Ло- et al., 2003, Ло-et al., 2003, Ло- al., 2003, Ло-al., 2003, Ло-., 2003, Ло-
гинова и др., 2008а,б, 2009).

На рис. 2А представлен спектр поглощения (спектр 3) суспензии наружных 
сегментов палочек сетчатки (НСП) после темновой инкубации с 10-кратным из-
бытком ПТР в течение 3 суток при 37°C. В этот спектр кроме самого родопсина 
вносят вклад продукты взаимодействия свободного ПТР с аминогруппами белка и 
липидов.

Продукты взаимодействия ПТР с аминогруппами родопсина и фосфатидилэта-
ноламина обладают характерной и сильной флуоресценцией (Ben-Shabat et al., 
2002; Jockusch et al., 2004). Ниже представлены данные флуоресцентного анализа 
этих продуктов при длинах волн возбуждения 350 и 460 нм (рис. 2Б). При возбуж-
дении 350 нм наблюдаются две выраженные полосы с максимумами в области 480 
нм и 545 нм, а при возбуждении 460 нм – одна полоса с максимумами в области 
540–550 нм. Анализ спектров флуоресценции (табл. 1) позволяет предположить, 
что образуются три типа соединений: согласно литературным данным, это могут 
быть непротонированные Шиффовы основания, протонированные Шиффовы ос-
нования и продукты вторичного взаимодействия ПТР с Шиффовым основанием 
(например А2-РЕ и А2-родопсин).
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Рис. 2. (А) Спектры поглощения суспензии НСП
1 – Темновая суспензия НСП (характерный спектр поглощения родопсина в фоторецепторной 

мембране с максимумом при 500 нм); 2 –  темновая суспензия НСП в присутствии 10-кратного из-
бытка ПТР (спектр записан сразу после добавления избытка ПТР, максимум при 380 нм характерен 
для свободного ПТР); 3 – суспензия НСП, после ее инкубированная в темноте с 10-кратным избытком 
ПТР в течение 3 суток 37° C. Вставка – спектр поглощения ПТР (максимум при 380 нм). (Б) Спектры 
флуоресценции суспензии наружных сегментов палочек (НСП) при возбуждении 350 нм (а) и 460 нм 
(б). 1 – Исходная суспензия НСП; 2 – суспензия НСП в присутствии 10-кратного избытка ПТР; 3 – 
суспензия НСП, инкубированная в присутствии 10-кратного избытка ПТР в течение 3 суток при 37°С 
(Логинова и др., 2008)

Таблица 1
Продукты модификации родопсина и липидов, образующиеся при инкубации с экзогенным 

полностью-транс-ретиналем в течение 3 суток при 37°С
Спектральные продукты λmax (поглощение), нм λmax (испускание), нм

Непротонированные основания Шиффа 355 480
Протонированные основания Шиффа 440 545

А2-производные 335, 460 460, 555
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Для сравнительного исследования фотохимических свойств транс-ретиналя и 
его конъюгатов с родопсином и липидами были зарегистрированы кинетики зату-
хания флуоресценции в пикосекундном диапазоне времени после их возбуждения 
импульсом длительностью �20 пс с длиной волны 353 нм (рис. 3). Кинетика затуха-
ния флуоресценции ПТР в буфере практически моноэкспоненциальна (τ1=31±2 пс) 
и характеризует время жизни возбужденного состояния. Исследование кинетики 
затухания флуоресценции суспензии наружных сегментов палочек после инкуба-
ции с ПТР в течение 3 суток при 37°С показало, что характер кинетической кривой 
существенно меняется. Наилучшая аппроксимация этой кинетики достигается в 
3-экспоненциальном приближении кривой вида: 

              ,
          

где i – число компонент, А – амплитуды, τ – длительность компонент. Найдено, что 
τ1=48±2 пс (22%), τ2=208±5 пс (48%), τ3=900±10пс (30%). Наличие трех компонент 
в кинетике флуоресценции инкубированного образца можно объяснить присут- 

Рис. 3. Кинетика затухания флуоресценции при возбуждении излучением с длиной волны 353 нм
а – родопсин в суспензии НСП; б – ПТР в буфере; в – ПТР, добавленный в 10-кратном избытке к 

суспензии НСП (регистрация сразу после добавления ПТР, до инкубации); г – родопсин, инкубиро-
ванный с 10-кратным избытком ПТР в течение 3 суток при 37°С (Логинова и др., 2009)

( ) exp( / )i i
i

Ф t А t  
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ствием как минимум 3 центров свечения. Сопоставление с литературными дан-
ными (Takeuchi, Tahara, 1997; Tahara, Hamaguchi, 1995; Bachilo et al., 1996; Harper, 
Gaillard, 2003) позволяет предположить, что первая компонента (48 пс) принадле-, 2003) позволяет предположить, что первая компонента (48 пс) принадле-
жит протонированным основаниям Шиффа, вторая компонента (208 пс) принадле-
жит, по-видимому, А2-производным ретиналя, а третья компонента (900 пс) – не-
протонированным основаниям Шиффа.

Таким образом, описанная выше модельная система позволяет предположить, 
что в ситуации избыточного накопления ПТР в фоторецепторной клетке происхо-
дит образование как минимум трех типов продуктов (Логинова и др., 2009). Про-
дукты взаимодействия ПТР с аминогруппами фосфатидилэтаноламина и белковых 
молекул в фоторецепторных мембранах проявляют достаточно сильные флуорес-
центные свойства и могут вносить заметный вклад в аутофлуоресценцию глазного 
дна, например, при патологиях, вызванных нарушением механизма удаления отра-
ботанного ПТР при фотолизе родопсина.

5. Флуорофоры липофусциновых гранул из клеток 
ретинального пигментного эпителия кадаверных глаз человека

Флуоресцентные свойства ЛГ обусловлены, в основном, наличием в них бисре-
тиноидов – конъюгатов ПТР различной природы. В состав ЛГ входит около 21 флу-
орофора (Eldred, Katz, 1988; Sparrow et al., 2009). Определение вклада различных 
флуорофоров в суммарную картину аутофлуоресценции глазного дна является од-
ной из актуальных задач для дальнейшего развития современного неинвазивного 
метода диагностики дегенеративных процессов в сетчатке и РПЭ (Smith et al., 2005).

Нами были подробно исследованы состав и спектральные свойства флуорофо-
ров, входящих в состав ЛГ, полученных из РПЭ кадаверных глаз человека. При 
этом состав и спектральные свойства флуорофоров были исследованы в зависи-
мости от возраста доноров кадаверных глаз. Кроме того, в нашем распоряжении 
были два кадаверных глаза с явными признаками патологии, обнаруженными при 
их офтальмологическом осмотре. Кадаверные глаза были получены из Глазного 
тканевого банка ФГБУ МНТК «Микрохирургия глаза» им. акад. С.Н. Федорова на 
основании действующего Договора между Московским Бюро судебно-медицинс-
кой экспертизы и ФГБУ МНТК «Микрохирургия глаза» им. акад. С.Н. Федорова, 
а также Договора о научном сотрудничестве между ИБХФ РАН и ФГБУ МНТК 
«Микрохирургия глаза» им. акад. С.Н. Федорова.

5.1. Исследование структуры и флуоресценции одиночной
липофусциновой гранулы

Используя метод микроскопии ближнего поля, нами было исследовано распре-
деление флуоресценции в одиночных ЛГ (Петрухин и др., 2005). На рис. 4А показан 
профиль высоты единичной гранулы и отмечены шесть точек, в которых произво-
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дилась регистрация спектров флуоресценции. Все точки находились в центральной 
части гранулы, расстояние между которыми составляло от 0,5 до 3,5 мкм. Как вид-
но из рисунка, в точках 1, 2 и 3 спектры флуоресценции практические одинаковые 
как по форме, так и по интенсивности. Максимум этих спектров находится в облас-
ти 575 нм. В точке 6 регистрируется спектр такой же формы, но его интенсивность 
почти на порядок меньше. В точке 5 никакой флуоресценции зарегистрировано не 
было. В точке 4 был зарегистрирован спектр с незначительной интенсивностью с 
максимумом в области 675 нм. Эти данные ясно свидетельствуют о неоднородном 
распределении флуорофоров в единичной ЛГ.

В этих же опытах было продемонстрировано обесцвечивание флуорофоров 
при действии на ЛГ видимого света. На рис. 4Б показано падение интенсивности 
флуоресценции при длительном облучении скоплений ЛГ зеленым светом (дли-
на волны 532 нм). Возбуждение осуществлялось через зонд микроскопа ближнего 
поля. Спектры флуоресценции регистрировали после непрерывного облучения на-
растающими дозами: от 0 до 24·109 Дж/см2. Как видно из рисунка, с увеличением 
дозы интенсивность флуоресценции значительно падает. Более того, происходит 
некоторое изменение формы спектра флуоресценции. Эти данные свидетельствуют 
о том, что под действием излучения на длине волны 532 нм в ЛГ происходит обес-
цвечивание флуорофоров, в результате чего образуются продукты фотоокисления, 
поглощающие свет в спектральной области короче 420 нм (Яковлева и др., 2009). 
Согласно электронно-микроскопическим данным, ЛГ гомогенна (Schraermeyer 
et al., 1999). Однако данные атомно-силовой микроскопии указывают на то, что 
гранула состоит из более мелких агрегированных частиц. Не исключено, что это 
«сшитые» нерастворимые белки, из которых, согласно данным химического анали-
за, на 30–70% состоит гранула (Brunk et al., 2002).

Таким образом, и микроскопия ближнего поля, и атомно-силовая микроскопия 
свидетельствуют о неоднородной структуре ЛГ. Дальнейшие ультраструктурные, 
фото- и биохимические исследования необходимы для понимания процесса биоге-
неза ЛГ в клетках РПЭ в норме и, особенно, при патологии.

Как известно, при возбуждении синим светом ЛГ сильно флуоресцируют в жел-
той области спектра (λмакс≈600 нм) (Delori et al., 1995). Считается, что за эту флуо-600 нм) (Delori et al., 1995). Считается, что за эту флуо-Delori et al., 1995). Считается, что за эту флуо- et al., 1995). Считается, что за эту флуо-et al., 1995). Считается, что за эту флуо- al., 1995). Считается, что за эту флуо-al., 1995). Считается, что за эту флуо-., 1995). Считается, что за эту флуо-
ресценцию ответственен в основном A2E и/или изо-A2E (Ben-Shabat et al., 2002b; 
Schmitz-Valckenberg et al., 2002). Помимо А2Е в ЛГ присутствуют еще несколько 
флуорофоров, поглощающих в синей области спектра. В наших экспериментах 
четко проявилась неоднородность флуоресценции ЛГ. Более того, далеко не все 
гранулы при возбуждении 410 нм флуоресцировали. Оказалось, что даже во флу-
оресцирующей грануле флуоресценция регистрировалась только в отдельных ее 
областях. Также было показано, что при длительном облучении видимым светом 
(длина волны 532 нм) флуоресценция ЛГ существенно падает. Это может означать, 
что флуорофор (или флуорофоры), поглощающий свет в области 410 нм, разру-
шается и переходит в продукты, поглощающие в более коротковолновой области 
спектра. Изменение формы спектра может быть обусловлено наличием или появ-
лением в ЛГ других, отличных от А2Е, флуорофоров. Что касается обесцвечива-
ния флуорофоров ЛГ и образования коротковолновых продуктов фотоокисления, 
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то действительно, in vitro при облучении А2Е синим светом показано появление 
его эпокси-форм. Основные продукты фотоокисления – это 7,8,7′,8′-бис-эпоксид и 
относительно стабильный оксид 5-8 5’-8’-бис фураноида (Ben-Shabat et al., 2002а; 
Dillon et al., 2004; Яковлева и др., 2006). Повышенный синтез А2Е и его переход 

Рис. 4. (А) Топография единичной ЛГ, полученная при помощи микроскопа ближнего поля
Отмечены точки, в которых производилась регистрация спектров флуоресценции, и показаны 

соответствующие спектры флуоресценции. (Б) Спад интенсивности флуоресценции при длительном 
облучении ЛГ на длине волны 532 нм (Петрухин и др., 2005)
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при действии света в продукты окисления – эпоксиды, были показаны и в опытах in 
vivo – в сетчатке и РПЭ нокаутных мышей (abcr–/–), для которых характерно накоп-
ление избытка ЛГ в клетках РПЭ (Radu et al., 2004). Более того, продукт окисления 
А2Е (моно-эпоксид А2Е) обнаружен в ЛГ РПЭ глаза человека (Avalle et al., 2004). 
Обесцвечивание ЛГ и образование фотоокисленных продуктов может объяснять 
феномен усугубляющего действия света при развитии дегенеративных заболева-
ний сетчатки.

5.2. Спектральные характеристики флуорофоров 
липофусциновых гранул

Считается, что А2Е вносит основной вклад в суммарную картину аутофлуо-
ресценции глазного дна (Ben-Shabat et al., 2002b; Schmitz-Valckenberg et al., 2002). 
Вопрос о вкладе других флуорофоров в картину аутофлуоресценции глазного дна 
остается открытым. Вполне вероятно, что при старении, при разных формах деге-
неративных заболеваний сетчатки и РПЭ и на различных стадиях патологического 
процесса содержание флуорофоров в ЛГ или их соотношение может меняться. Так, 
например, гипераутофлуоресценция при некоторых патологиях может быть вызва-
на повышенным содержанием продуктов фотоокисления А2Е (Sparrow et al., 2010), 
которые токсичны и в отсутствие света (Sparrow et al., 2003; Wang et al., 2006; Wu 
et al., 2010; Yoon et al., 2012).

Спектральные свойства отдельных флуорофоров (или их групп) и оценка их 
вклада в суммарный спектр флуоресценции ЛГ были исследованы нами при помо-
щи методов флуорометрии, спектрофотометрии, ВЭЖХ и микроскопии ближнего 
поля. Для качественной оценки флуорофоров ЛГ были зарегистрированы спектры 
возбуждения флуоресценции при эмиссии на 335, 450 и 500 нм (Фельдман и др., 
2010). Спектр возбуждения с флуоресценцией на 335 нм имеет максимум в области 
280 нм. Скорее всего, он принадлежит белковой составляющей ЛГ – флуоресцен-
ции триптофана (White, 1959). Спектры возбуждения с флуоресценцией на 450 и 
500 нм имеют максимумы в области 270, 350 и 450 нм. Можно предположить, что 
коротковолновый максимум в области 270 нм принадлежит окисленным формам 
производных ПТР (Jang et al., 2005), а максимумы в области 350 и 450 нм прина-
длежат производным ПТР, таким как, например, А2Е и ПТР-димер (Sparrow et al., 
2012). При этом существенный вклад в суммарный спектр флуоресценции вносят 
продукты, поглощающие в ультрафиолетовой области. В силу спектральных ха-
рактеристик хрусталика и других внутриглазных светофильтров возбуждать эти 
продукты в ситуации in vivo не представляется возможным. Исследовать in vivo их 
можно было бы в тех редких случаях, когда у пациента имплантирована бесцвет-
ная УФ-поглощающая интраокулярная линза. Такие случаи в офтальмологической 
клинической практике встречаются. При регистрации картины аутофлуоресценции 
глазного дна у таких пациентов оценка вклада коротковолновых продуктов могла 
бы дать важную диагностическую информацию о патогенезе дегенеративных забо-
леваний сетчатки.
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На рис. 5А представлены спектры поглощения суспензии ЛГ в фосфатном бу-
фере (1) и хлороформного экстракта из ЛГ (2). Видно, что хлороформная фрак-
ция содержит вещества с максимумами поглощения в области 280 нм, 340 нм и  
430 нм. Методом ВЭЖХ были определены спектральные характеристики от-
дельных компонентов хлороформного экстракта из ЛГ. На рис. 5Б представлена 
хроматограмма хлороформного экстракта ЛГ при детектировании на длине волны 

Рис. 5. (А) Спектры поглощения суспензии ЛГ в фосфатном буфере (1) и хлороформного экс-
тракта ЛГ (2). (Б) Хроматограмма хлороформного экстракта из ЛГ. Детекция на длине волны 430 нм. 

Вертикальными линиями ограничены группы пиков, которые собирались в виде отдельных фрак-
ций, для определения спектральных характеристик флуорофоров в экстракте. Эти фракции обозначе-
ны буквами /а-з/ (вверху хроматограммы) (Яковлева и др., 2010)



504

430 нм. Видно, что образец содержит довольно большое количество компонентов. 
Нами были идентифицированы А2Е (пик № 15), iso-А2Е (пик № 17), а также окис-iso-А2Е (пик № 17), а также окис--А2Е (пик № 17), а также окис-
ленные формы А2Е (пики №№ 12 и 13). Природа пиков (1-11) с меньшими време-
нами удерживания не известна. Аналогичные пики появляются на хроматограмме 
при облучении синтетического А2Е белым светом в течение 2 часов (Фельдман и 
др., 2010). Вероятнее всего – это продукты (фото)окисления и фотодеградации А2Е 
(Wang et al., 2006; Kim et al., 2010; Yoon et al., 2012). Фракции 18 и 19 могут содер-Wang et al., 2006; Kim et al., 2010; Yoon et al., 2012). Фракции 18 и 19 могут содер- et al., 2006; Kim et al., 2010; Yoon et al., 2012). Фракции 18 и 19 могут содер-Kim et al., 2010; Yoon et al., 2012). Фракции 18 и 19 могут содер- et al., 2010; Yoon et al., 2012). Фракции 18 и 19 могут содер-et al., 2010; Yoon et al., 2012). Фракции 18 и 19 могут содер- al., 2010; Yoon et al., 2012). Фракции 18 и 19 могут содер-al., 2010; Yoon et al., 2012). Фракции 18 и 19 могут содер-., 2010; Yoon et al., 2012). Фракции 18 и 19 могут содер-Yoon et al., 2012). Фракции 18 и 19 могут содер- et al., 2012). Фракции 18 и 19 могут содер-et al., 2012). Фракции 18 и 19 могут содер- al., 2012). Фракции 18 и 19 могут содер-al., 2012). Фракции 18 и 19 могут содер-., 2012). Фракции 18 и 19 могут содер-
жать такие производные ПТР, как A2-DHP-PE и A2-DHP-E (Wu et al., 2009, Sparrow 
et al., 2010), ATR-dimer, ATR-dimer-E и ATR-dimer-PE (Kim et al., 2007), а также A2-
GPE (Yamamoto et al., 2011).

Для определения спектральных характеристик детектируемых веществ нами 
были отобраны фракции /а-з/ и зарегистрированы их спектры поглощения. Доми-
нирующими продуктами по поглощению в видимой области спектра (400–500 нм) 
являются А2Е (пик № 15), iso-А2Е (пик № 17) и окисленные формы А2Е (фракция 
/е/, пики 12 и 13). Фракции /а-д/ в большей степени поглощают в ультрафиолетовой 
области и в меньшей степени – в области 400 нм. Фракция /з/ состоит из группы 
веществ, поглощающих как в коротковолновой области спектра (в области 300 нм), 
так и в длинноволновой (в области 500–600 нм).

Полученные нами результаты указывают на то, что в суммарную картину ау-
тофлуоресценции глазного дна могут вносить вклад довольно большое количество 
флуорофоров, представляющих собой конъюгаты ПТР различной природы.

5.3. ВЭЖХ-анализ синтетического A2E и продуктов его облучения

Как уже отмечалось выше, начальные пики при хроматографическом анализе 
хлороформного экстракта из ЛГ могут быть продуктами фотоокисления и фотоде-
градации А2Е (Фельдман и др., 2010). Для определения природы этих продуктов 
были изучены продукты фотоокисления и фотодеградации А2Е на модельной 
системе. Облучение синтетического А2Е полным видимым светом приводит к его 
фотоокислению и образованию новых продуктов (рис. 6). Спектр поглощения рас-
твора А2Е в ацетонитриле (кривая 1) имеет два характерных максимума в области 
330 и 435 нм. После облучения раствора А2Е видимым светом в течение 2 часов 
оба максимума в области 330 и 435 нм значительно уменьшаются, и в то же время 
появляется более коротковолновый максимум в районе 280 нм (кривая 2). Можно 
предположить, что происходит образование новых фотоокисленных продуктов 
А2Е.

Для выяснения природы продуктов фотоокисления А2Е был проведен масс-
спектрометрический анализ растворов синтетического А2Е в ацетонитриле до и 
после облучения (Яковлева и др., 2006) (рис. 7). Показано, что после облучения по-
мимо основного пика с отношением M/Z 592 (М�), соответствующего неокислен-M/Z 592 (М�), соответствующего неокислен-/Z 592 (М�), соответствующего неокислен-Z 592 (М�), соответствующего неокислен- 592 (М�), соответствующего неокислен-
ной форме молекулярного иона А2Е, появляются новые пики с M/Z 608, 624, 640 и 
656, каждый из которых отличается от предыдущего по массе на 16 и соответству-
ет окисленным формам A2E. По мере увеличения времени облучения количество 
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окисленных форм A2E растет по отношению к исходной неокисленой форме, о чем 
свидетельствует относительное увеличение интенсивности пиков с M/Z 608, 624, 
640 и 656 по отношению к пику с M/Z 592. Образование нескольких новых окис-M/Z 592. Образование нескольких новых окис-/Z 592. Образование нескольких новых окис-Z 592. Образование нескольких новых окис- 592. Образование нескольких новых окис-
ленных форм А2Е хорошо согласуется с данными, полученными методом ВЭЖХ-
анализа. Также была проведена идентификация отдельных пиков в масс-спектре с 
помощью индуцированной столкновениями диссоциации (CID). Основываясь на 
результатах этих данных, можно утверждать, что в растворе облученного А2Е при-
сутствуют как эпокси, так и фураноидные продукты окисления А2Е.

Мы провели сравнительный ВЭЖХ-анализ синтетического А2Е и продуктов 
его облучения (рис. 8). Исследование раствора А2Е до и после облучения показало, 
что при фотоокислении А2Е образуются, по крайней мере, два основных новых 
продукта (см. рис. 8Б, пики oxy-А2Е). Не исключено также, что каждый из них 
может представлять собой смесь изомеров, или очень близких по своим свойствам 
веществ. На фоне образования этих новых продуктов наблюдается снижение коли-
чества А2Е, что является еще одним доводом, подтверждающим образование этих 
новых продуктов в результате химических реакций А2Е. На рис. 8 (А и Б – 1) пред-
ставлены хроматограммы с детектированием по поглощению на длине волны 430 
нм. На рис. 8 (A – 1) представлены данные ВЭЖХ-анализа синтетического А2Е. 
Относительное содержание А2Е и его изоформ в исследуемом образце составля-
ет около 87% (табл. 2). После облучения этого образца белым светом в течение  
2 часов на хроматограмме (рис. 8, Б – 1) появляются новые пики (oxy-A2E), соот-
ветствующие окисленным формам А2Е, идентифицированным в работе (Яковлева 
и др., 2006), а также других продуктов фотоокисления и фотодеградации А2Е, де-
тектируемых на более коротких временах удерживания. Как видно из табл. 2, отно-
сительное содержание А2Е и его изоформ уменьшается до 10%.

Рис. 6. Спектры поглощения синтетического А2Е в ацетонитриле
Кривая 1 до облучения видимым светом, кривая 2 после облучения видимым светом (Яковлева 

и др., 2006)
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На хроматограммах с детектированием по поглощению можно условно выде-
лить три группы детектируемых веществ в хлороформном экстракте (см. рис. 8 А 
и Б – 1). Первая группа – это вещества (А2Еox,deg), которые детектируются на самых 
ранних временах, включая продукты oxy-А2Е. Мы предполагаем, что эти вещества 
могут быть продуктами фотоокисления и фотодеградации А2Е и ПТР-димера. Из 
этой группы мы идентифицировали продукты, обозначенные на рис. 8 (А и Б – 1) 
как oxy-А2Е. Согласно масс-спектрометрическому анализу, эти продукты пред-
ставляют собой эпокси и фураноидные продукты окисления А2Е, образованные 
при взаимодействии бисретиноида с одним или двумя атомами кислорода (Яков-
лева и др., 2006). Вещества второй группы – это А2Е и iso-A2E (Parish et al., 1998; 
Яковлева и др., 2006). В состав третьей группы (А2Еmod) могут входить бисретино-
иды, такие как ПТР-димер, ПТР-димер-E, A2-DHP-E, A2-GPE (Kim et al., 2007; Wu 
et al., 2009; Sparrow et al., 2012; Yamamoto et al., 2012).

Результаты ВЭЖХ-анализа при возбуждении флуоресценции на длине волны 
430 нм и детектировании эмиссии при 500 и 600 нм представлены на рис. 8 (А и 

Рис. 7.  Масс спектры A2Е до и после облучения. (М)
�
 – основной пик А2Е, (М�О)�, (М�2О)�, 

(М�3О)� (М�4О)� – пики, соответствующие моно-, биc-, три-, тетра-окисленным продуктам А2Е 
(Яковлева и др., 2006)
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Б – 2 и 3, соответственно). Следует отметить, что интенсивность флуоресценции 
необлученного А2Е по сравнению с его поглощением существенно меньше. Инте-
ресно отметить, что iso-А2Е практически не проявляет флуоресцентных свойств. 
На хроматограммах с флуоресцентным анализом продуктов облучения А2Е также 
детектируется появление новых пиков (см. рис. 8Б – 2 и 3).

5.4. Компонентный спектральный ВЭЖХ-анализ 
хлороформного экстракта ретинального пигментного эпителия

Для проведения сравнительного анализа флуоресцентных свойств отдельных 
флуорофоров был получен суммарный хлороформный экстракт РПЭ из 5–7 када-
верных глаз доноров, близких по возрасту и без видимых патологических призна-
ков в РПЭ.

ВЭЖХ-анализ был проведен на двух последовательно соединенных детекто-
рах – спектрофотометрическом и флуоресцентном. Количество одного образца 
было достаточным для тестирования поглощения отдельных продуктов в смеси на 
разных длинах волн и проведения флуоресцентного анализа при разных длинах 
волн возбуждения флуоресценции и эмиссии. Другими словами, во всех хроматог-
раммах, полученных при детектировании продуктов в смеси, содержатся данные о 
составе и относительном флуоресцентном вкладе отдельных компонентов одного 
и того же образца. На рис. 9 представлены хроматограммы с детектированием по 
поглощению (А, Б и В – 1) и по флуоресценции (А, Б и В – 2 и 3). Детектирование 
по поглощению проводили на длинах волн 340, 430 и 510 нм (А, Б и В, соответс-
твенно), где поглощает большинство бисретиноидов (Lamb, Simon, 2004; Kim et al., 
2007; Wu et al., 2009; Sparrow et al., 2010; Yamamoto et al., 2011). Флуоресценцию 
возбуждали на этих же длинах волн, а эмиссию детектировали для А и Б экспери-
мента при 500 и 600 нм, для В эксперимента – при 600 и 650 нм. Как видно из ри-
сунка, наибольшая интенсивность поглощения всех детектируемых компонентов 
хлороформного экстракта наблюдается на длине волны 340 нм (А – 1). На длине 
волны 430 нм интенсивность падает в среднем в 2 раза (Б – 1), а на длине волны 
510 нм – примерно в 4 раза (В – 1) по сравнению с первой хроматограммой с детек-
тированием на длине волны 340 нм. На всех хроматограммах можно выделить три 
группы пиков: первая группа – A2Eox,deg (продукты фотоокисления и фотодеграда-
ции А2Е), вторая – А2Е и iso-А2Е, третья группа – A2Emod (продукты модификации 

Таблица 2
Относительное содержание А2Е, iso-A2E, и продуктов их фотоокисления и фотодеградации до 

и после облучения в течение 2 часов белым светом*

Синтетический А2Е
Группы пиков (%)

А2Еox,deg А2Е, iso-A2E А2Еmod

А – 1, темновой А2Е 6,72±0,12 86,80±5,21 6,48±0,23
В – 1, облученный A2E, 2 часа 65,61±4,32 10,11±0,71 24,33±1,05

* Данные рассчитаны из хроматограмм, представаленных на рис. 8 (А и Б – 1).
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Рис. 9. ВЭЖХ-анализ хлороформного экстракта из РПЭ кадаверных глаз человека
Хроматограммы по поглощению (А, Б и В – 1) и по флуоресценции (А, Б и В – 2 и 3)
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А2Е). Можно отметить, что с увеличением длины волны детектирования умень-
шается и количество детектируемых продуктов в каждой группе. В табл. 3 пред-
ставлены данные по относительному содержанию компонентов каждой из групп в 
смеси на разных длинах волн детектирования по поглощению. Как можно видеть 
из табл. 3, относительный вклад А2Е и iso-А2Е в суммарное поглощение всех де-iso-А2Е в суммарное поглощение всех де--А2Е в суммарное поглощение всех де-
тектируемых продуктов в хлороформном экстракте РПЭ на разных длинах волн де-
тектирования (340, 430, 510 нм) является наименьшим по сравнению с остальными 
группами.

При анализе хроматограммы, полученной при детектировании флуоресценции 
(возбуждение длинами волн 340, 430 и 510 нм) (см. рис. 9А, В и С – 2 и 3), видно, 
что интенсивность флуоресценции группы пиков A2Eox,deg несравнимо выше, чем 
интенсивность всех остальных компонентов хлороформного экстракта РПЭ, неза-
висимо от длины волны возбуждения флуоресценции и длины волны детектиро-
вания эмиссии. Относительный вклад группы детектируемых продуктов A2Eox,deg в 
суммарную флуоресценцию всех детектируемых продуктов составляет в среднем 
81–96% (табл. 4). Как и в случае поглощения, наибольшая интенсивность эмиссии 
наблюдается на хроматограмме при возбуждении флуоресценции длиной волны 
340 нм (см. рис. 9А – 2). Интенсивность флуоресценции этой группы детектируе-
мых веществ на длине волны 500 нм составляет около 96% (см. табл. 4) от общего 
вклада всех компонентов, в то время как А2Е – только около 1%. Этот результат 
хорошо коррелирует с нашей более ранней работой (Яковлева и др., 2010). При воз-
буждении флуоресценции длиной волны 430 и 510 нм и детектировании эмиссии 
на длинах волн 500, 600 и 650 нм флуоресценция А2Е и его изоформ практически 
не регистрируется. При возбуждении флуоресценции длинами волн 430 и 510 нм 
интенсивность эмиссии всех детектируемых продуктов, как и их поглощение, до-
статочно резко падает. Как уже отмечалось выше, основной вклад в суммарную 
флуоресценцию вносит эмиссия группы A2Eox,deg (см. рис. 9Б и В – 2, 3, табл. 4). 
Следует отметить, что при детектировании эмиссии на длине волны 600 и 650 нм 
(см. рис. 9 А – 2, Б – 2 и 3) можно наблюдать достаточно широкий и интенсивный 
пик (возможно, это несколько продуктов), появляющийся на 6–7-й минуте хрома-
тографирования. При этом на хроматограммах, детектируемых по поглощению на 

Таблица 3

Относительное содержание флуорофоров липофусциновых гранул в хлороформном экстракте 
из ретинального пигментного эпителия кадаверных глаз человека*

Длина волны детектирования, 
нм

Группа
A2Eox,deg (%)

Группа 
A2E и iso-A2E (%)

Группа 
A2Emod (%)

340 (A) 57,48 ± 3,21 18,27 ± 1,22 24,24 ± 0,12
430 (Б) 40,01 ± 2,02 28,31 ± 1,01 31,68 ± 1,31
510 (В) 28,84 ± 0,98 25,15 ± 0,75 46,01 ± 1,45

*Данные рассчитаны из хроматограмм, представаленных на рис. 9 (A, Б и В, хроматограммы 1). 
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разных длинах волн в этом временном диапазоне, этот продукт или несколько про-
дуктов детектируются на уровне шумов (см. рис. 9Б и В – 1).

Таким образом, анализ флуоресцентных свойств отдельных компонентов в хло-
роформном экстракте РПЭ при ВЭЖХ-анализе показал, что наибольший относи-
тельный вклад в суммарную флуоресценцию вносят флуорофоры группы A2Eox,deg. 
Скорее всего, эти компоненты являются продуктами фотоокисления и фотодегра-
дации А2Е и ПТР-димера.

При сопоставлении хроматограммы ВЭЖХ-анализа фотоокисленного А2Е (см. 
рис. 8Б) с аналогичными данными ВЭЖХ-анализа хлороформного экстракта РПЭ 
(см. рис. 9Б) можно отметить аналогию в детектируемых продуктах групп A2Eox,deg 
и A2Emod. Другими словами, можно сказать, что все вновь появляющиеся после 
облучения видимым светом А2Е продукты являются продуктами фотоокисления, 
фотодеградации и, возможно, модификации А2Е (например ПТР-димер). Мы не 
можем обсуждать количественные характеристики и истинные спектральные 
свойства этих продуктов, так как для большинства из них не известны коэффициен-
ты экстинкции. Также мы не можем описать истинный вклад каждого компонента в 
суммарную флуоресценцию всей смеси, так как флуоресцентные свойства молекул 
зависят от их микроокружения. Экстрагируя флуорофоры из РПЭ, мы тем самым 
нарушаем это микроокружение. Вполне возможно, что флуоресцентные свойства 
отдельных флуорофоров ЛГ могут существенно меняться при их экстрагировании 
в хлороформ, а далее и при разделении на хроматографической колонке. Несмотря 
на то что по количественным характеристикам А2Е и является доминирующим со-
единением, его вклад как флуорофора в суммарную флуореценцию хлороформного 
экстракта (in vitro) незначителен. Не исключено, что вклад А2Е в картину аутофлу-
оресценции глазного дна in vivo также может быть менее существенным, чем это 
считается в настоящее время.

Таблица 4
Относительный вклад интенсивности флуоресценции групп флуорофоров в хлороформном 

экстракте из ретинального пигментного эпителия кадаверных глаз человека в общую 
флуоресценцию всех детектируемых флуорофоров*

Эмиссия, нм Группа
A2Eox,deg (%)

Группа
A2E и iso-A2E (%)

Группа
A2Emod (%)

A (возбуждение 340 нм)
500 96,17 ± 3,46 0,74 ± 0,03 2,61 ± 0,23
600 81,53 ± 2,13 1,97 ± 0,01 16,50 ± 1,02

B (возбуждение 430 нм)
500 97,26 ± 3,67 0,08 ± 0,01 2,66 ± 0,11
600 81,24 ± 1,05 1,67 ± 0,14 17,08 ± 1,02

C (возбуждение 510 нм)
600 96,27 ± 2,37 0,99 ± 0,04 2,72 ± 0,24
650 91,97 ± 1,29 - 8,03 ± 0,71

* Данные рассчитаны из хроматограмм представаленных на рис. 9 (A, Б и В, хроматограммы 2 и 3). 
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Относительное содержание флуорофоров в хлороформном 
экстракте из РПЭ кадаверных глаз человека без признаков 
патологии в зависимости от возраста доноров

В данной серии экспериментов было получено и исследовано 42 индивидуаль-
ных образца суспензии клеток РПЭ, выделенных из кадаверных глаз без признаков 
патологии от доноров в возрастном диапазоне от 17 до 78 лет. Для каждого об-
разца был зарегистрирован спектр флуоресценции при возбуждении длиной вол-
ны 430 нм. Независимо от возраста доноров максимумы спектров флуоресценции 
суспензии клеток РПЭ находились в области 575±15 нм (данные не представле- нм (данные не представле-нм (данные не представле-
ны). Из каждого образца суспензии клеток РПЭ был получен хлороформный экс-
тракт. ВЭЖХ-анализ был проведен с детектированием по поглощению на длине 
волны 430 нм. На рис. 10А представлена типичная хроматограмма, полученная при 
ВЭЖХ-анализе хлороформного экстракта РПЭ индивидуального кадаверного глаза 
без визуально наблюдаемой патологии. Пики и/или группы пиков 1–5 – это про-
дукты фотоокисления и фотодеградации А2Е, пики 6 и 8 – А2Е и изо-А2Е, соот-
ветственно, группа пиков 11 может соответствовать продуктам модификации А2Е, 
идентифицированным в работах (Kim et al., 2007; Wu et al., 2009; Sparrow et al., 
2012; Yamamoto et al., 2012).

Для статистической обработки полученных результатов данные по близким 
возрастам объединяли в шесть групп (1, 2, 3, 4, 6 и 8). Из данных ВЭЖХ-анализа в 
исследуемых хлороформных экстрактах РПЭ было определено относительное со-
держание отдельных флуорофоров и/или групп флуорофоров. На рис. 10Б (серые 
столбцы) и в табл. 5 представлены результаты этого анализа. Из диаграммы хорошо 
видно, что с увеличением возраста донора увеличивается относительное содержа-
ние как самого А2Е (пик 6), так и продуктов его фотоокисления и фотодеградации 
(пики/группы пиков 1–5). Непонятным является феномен, обнаруженный нами в 
различных экспериментах, а именно: резкое падение относительного содержания 
изо-формы А2Е в хлороформном экстракте (пик 8) с увеличением возраста донора. 
Не исключено, что в ЛГ эта изомерная форма А2Е легче подвергается окислению 
и деградации. Следует отметить, что возрастное увеличение относительного со-
держания большинства продуктов, как самого А2Е, так и продуктов его фотоокис-
ления и фотодеградации, носит практически линейный характер (см. рис. 10Б). 
Однако соотношение A2Eox,deg/A2E � iso-A2E при этом увеличивается с 0,69±0,03 
до 1,32±0,04 (см. рис. 10В, табл. 6). Другими словами, относительное содержание 
продуктов фотоокисления и фотодеградации А2Е с возрастом увеличивается. Не 
исключено, что этот феномен соотносится с патогенезом ВМД.

Таким образом, можно предположить, что зависимое от возраста повышение 
интенсивности аутофлуоресценции глазного дна без признаков патологии обус-
ловлено не только, а может быть и не столько ростом относительного содержания 
А2Е, сколько увеличением относительного содержания продуктов его фотоокис-
ления и фотодеградации.
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Спектры флуоресценции и состав флуорофоров 
липофусциновых гранул ретинального пигментного эпителия 
кадаверных глаз в двух случаях визуализируемой абиотрофии

При посмертном осмотре глазных бокалов кадаверных глаз в 2 случаях в РПЭ 
были обнаружены признаки ВМД. Для сравнения с нормой относительного содер-

Рис.  10. Относительное содержание флуорофоров ЛГ в хлороформном экстракте из РПЭ инди-
видуального кадаверного глаза человека без визуализированной патологии и в двух случаях с призна-
ками ВМД

А: ВЭЖХ-анализ хлороформного экстракта из РПЭ индивидуального кадаверного глаза (донор 
51 год, норма). Детекция по поглощению на длине волны 430 нм. 1–5 – А2Еox,deg; 6 и 8 – А2Е и iso-А2Е, 
соответственно; 11 – А2Еmod Б: Диаграмма относительного содержания флуорофоров или их групп. 
По оси абсцисс отложены номера пиков, представленных на хроматограмме (А), по оси ординат – от-
носительное содержание флуорофоров или их групп в хлороформном экстракте (%). Серые столбцы 
– норма, черные – патология. Столбцы обозначают группы близких по возрасту доноров, слева напра-
во: №1: 17 (n=4), 20 (n=2), 22 (n=3), 24 (n=2), 27 (n=1);  №2: 30 (n=1), 34 (n=1), 35 (n=2), 37 (n=2), 38 
(n=1), 39 (n=1); №3: 40 (n=2), 45 (n=2), 48 (n=2); №4: 51 (n=3), 54 (n=1), 57 (n=1), 59 (n=1); №5: черный 
столбец соответствует одному образцу с визуализируемой патологией, возраст 58 лет; №6: 60 (n=1), 
61 (n=1), 65 (n=1), 67 (n=2); №7: черный столбец соответствует одному образцу с визуализируемой па-n=1), 65 (n=1), 67 (n=2); №7: черный столбец соответствует одному образцу с визуализируемой па-=1), 65 (n=1), 67 (n=2); №7: черный столбец соответствует одному образцу с визуализируемой па-n=1), 67 (n=2); №7: черный столбец соответствует одному образцу с визуализируемой па-=1), 67 (n=2); №7: черный столбец соответствует одному образцу с визуализируемой па-n=2); №7: черный столбец соответствует одному образцу с визуализируемой па-=2); №7: черный столбец соответствует одному образцу с визуализируемой па-
тологией, возраст 70 лет; №8: 70 (n=2), 78 (n=3). В: Зависимость A2Eox,deg/(A2E�изо-A2E) от возраста 
донора. Соотношение было рассчитано из данных диаграммы (Б) для образцов без патологии
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жания флуорофоров ЛГ из РПЭ данных образцов нами были отобраны кадавер-
ные глаза без признаков патологии от доноров, близких по возрасту к донорами 
кадаверных глаз с признаками ВМД. РПЭ кадаверного глаза без патологии (нор-
ма) является равномерным, без очаговой патологии, в макулярной (фовеолярной) 
зоне имеется характерная более насыщенная (интенсивная) пигментация клеток. 
РПЭ глазного дна с признаками ВМД (патология) является неравномерным, раз-
ряженным, наблюдается картина «паркетного» глазного дна, в макулярной и па-
рамакулярной зоне можно видеть перераспределение пигмента, множественные 
друзоподобные отложения в виде желтоватых слегка проминирующих образований 

Таблица 5
Зависимость относительного содержания флуорофоров/групп флуорофоров липофусциновых 

гранул в хлороформных экстрактах, полученных из ретинального пигментного эпителия 
индивидуальных кадаверных глаз без видимой патологии и с визуально наблюдаемыми 

дегенеративными изменениями*
№ 

пика 
на 

рис. 
10А

№ группы на рис. 10Б 

1
(17-29)

лет

2
(30-39) 

лет

3
(40-49)

 лет

4
(50-59)

 лет

5
 58 
лет

6
(60-69) 

лет

7 
70 
лет

8
(70-79) 

лет
1 10,6±0,4 12,5± ,6 13,2± ,2 14,3±0,3 6,9 14,7±0,1 4,0 15,7±0,8

2-4 13,8±0,3 16,4±0,5 16,9±0,3 17,8±0,3 19,9 18,4±0,1 20, 7 19,2±0,7
5 2,9±0,3 4,2±0,3 4,9±0,2 5,3±0,1 5,9 5,3±0,1 6,2 5,3±0,1
6 20,8±0,5 22,0±0,6 23,5±0,7 25,2±0,5 26,9 25,9±0,2 27,2 26,3±0,4
7 2,7±0,3 1,4±0,4 1,0±0,1 0,9±0,1 0,8 0,6±0,2 0,5 0,3±0,1
8 19,0±1,0 13,9±1,4 10,7±1,4 6,1±0,5 7,1 5,1±0,2 7,0 4,1±0,2
9 1,5±0,1 1,9±0,2 2,3±0,3 3,1±0,1 3,1 3,2±0,2 3,3 3,2±0,2
10 4,4±0,3 2,5±0,5 1,8±0,2 1,0±0,3 2,2 0,3±0,1 2,3 0,1±0,1
11 24,3±0,4 25,2±0,4 25,7±0,7 26,3±0,2 27,3 26,6±0,3 28,8 27,4±0,1

*Данные взяты из диаграммы на рис. 10Б.
Таблица 6

Соотношение A2Eox,deg/(A2E + iso-A2E) в зависимости от возраста донора *

№
 пиков на 
рис. 10А

№ группы на рис.10Б

1
17-29 лет

2
30-39 лет

3
40-49 лет

4
50-59 лет

6
60-69 лет

8
70-79 лет

(1-5)
A2Eox,deg 

(%)
27,32 ± 0,74 32,99 ± 1,31 35,01 ± 0,51 37,39 ± 0,31 38,41 ± 0,08 40,18 ± 

0,81 

(6,8)
A2E � 

iso-A2E 
(%)

39,79 ± 0,78 36,01 ± 0,85 34,17 ± 0,79 31,29 ± 0,31 30,99 ± 0,17 30,44 ± 
0,55 

A2Eox,deg/
A2E�

iso-A2E
0,69 ± 0,03 0,92 ± 0,06 1,02 ± 0,04 1,19 ± 0,02 1,24 ± 0,01 1,32 ± 0,04 

*Соотношение было рассчитано из данных табл. 5 для образцов, полученных из кадаверных глаз без 
признаков патологии ретинального пигментного эпителия.
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с неровными границами, окруженные зоной гиперпигментации, без тенденций к 
слиянию.

Из отобранных кадаверных глаз были получены суспензии клеток РПЭ и за-
регистрированы их спектры флуоресценции (рис. 11А). Сравнительный флуорес-
центный анализ показал, что при наличии патологии в РПЭ максимумы спектров 
флуоресценции суспензии клеток РПЭ сдвинуты в коротковолновую область по 
сравнению с образцами, полученными из кадаверных глаз без патологии. Это мо-
жет указывать на повышенное содержание продуктов фотоокисления и фотодегра-
дации А2Е в ЛГ. Более ощутимой является разница в положении максимума для 
пары а–б (564–528 нм, соответственно). Для второй пары в–г эта разница составила 
563–540 нм, соответственно.

Из суспензии клеток РПЭ анализируемых образцов были получены хлорофор-
мные экстракты и методом ВЭЖХ проанализирован состав флуорофоров и их от-
носительное содержание в этих хлороформных экстрактах (рис. 11Б; см. табл. 5). 

Рис. 11. (А) Спектры флуоресценции суспензии клеток РПЭ из отдельных кадаверных глаз при 
возбуждении флуоресценции длиной волны 430 нм: а – норма (донор, 59 лет), б – патология (донор, 
58 лет), в – норма (донор, 65 лет), г – патология (донор, 70 лет). Нормализованные. (Б) ВЭЖХ-ана-
лиз хлороформного экстракта из РПЭ индивидуальных кадаверных глаз: а – норма (донор, 59 лет), 
б – патология (донор, 58 лет), в – норма (донор, 65 лет), г – патология (донор, 70 лет). Детекция по 
поглощению на длине волны 430 нм. 1–5 – А2Еox,deg; 6 и 8 – А2Е и iso-А2Е, соответственно; пики 7, 9, 
10 не определены (Арбуханова и др., 2012)



516

Сравнительный ВЭЖХ-анализ хлороформных экстрактов показал различие в от-
носительном содержании флуорофоров ЛГ в РПЭ кадаверного глаза в норме и при 
патологии. В образцах, полученных из кадаверных глаз с визуально наблюдаемыми 
признаками ВМД, набор пиков для фракции 1, как можно видеть, более разнооб-
разный, хотя их относительное содержание практически в 2 раза меньше (см. рис. 
11Б, табл. 5). Наблюдается также увеличение относительного содержания флуоро-
форов из фракции 2 и увеличение относительного содержания А2Е (пик 6).

Таким образом, с одной стороны, показано увеличение с возрастом доноров 
относительного содержания как самого А2Е, так и А2Еox,deg в хлороформных экс-
трактах, полученных из РПЭ индивидуальных кадаверных глаз без видимых пато-
логий. С другой стороны, при наличии визуально наблюдаемых патологий в РПЭ 
видно изменение относительного состава флуорофоров хлороформного экстракта 
из РПЭ, а именно: уменьшение относительного содержания продуктов 1-й группы 
пиков, увеличение относительного содержания продуктов 2-й группы пиков (1-я и 
2-я группы пиков, как мы предполагаем, могут быть продуктами фотоокисления и 
фотодеградации А2Е–А2Еox,deg) и увеличение содержания А2Е. При этом меняется 
(смещается в коротковолновую область максимум спектра) и суммарный спектр 
флуоресценции суспензии клеток РПЭ.

Таким образом, сравнительный ВЭЖХ-анализ показал, что изучение качест-
венного и количественного состава флуорофоров ЛГ в норме и при патологии ста-
новится актуальным и может являться предметом дальнейших исследований. Не 
исключено, что при некоторых патологиях содержание А2Е и продуктов его фото-
окисления и фотодеградации может существенно отличаться от нормы.

6. Заключение

Одним из путей развития и совершенствования нового неинвазивного метода 
диагностики глазных патологий – метода аутофлуоресценции глазного дна – яв-
ляется изучение состава флуорофоров ЛГ, формирующих картину аутофлуорес-
ценции, и выяснения их вклада в общую интенсивность флуоресценции в норме и 
при патологии. На сегодняшний день остается невыясненным вопрос о механизме 
возникновения гипераутофлуоресценции, и какие флуорофоры ЛГ отвечают за этот 
феномен (Sparrow et al., 2010). Существует несколько предположений, которые мо-al., 2010). Существует несколько предположений, которые мо-., 2010). Существует несколько предположений, которые мо-
гут объяснить этот феномен. В первую очередь – это повышенный уровень неспе-
цифического синтеза бисретиноидов в фоторецепторной клетке за счет нарушения 
механизмов зрительного цикла, отвечающих за удаление отработанного ПТР из 
фоторецепторной мембраны. Эти нарушения влекут за собой повышенное содер-
жание ЛГ в клетках РПЭ, которые и могут быть источником гипераутофлуоресцен-
ции. Например, такого рода явление наблюдается при болезни Штаргардта, когда 
белок-переносчик (ABCR) является дефектным (Travis, 1998; Островский, 2005; 
Rozanowska, Sarna, 2005). Тем не менее, повышенный уровень ЛГ в клетках РПЭ 
не рассматривается как основной источник гипераутофлуоресценции. Предпола-
гается, что таковым могут быть продукты фотоокисления и фотодеградации А2Е 



517

и других бисретиноидов. Показано, что интенсивность флуоресценции некоторых 
продуктов фотоокисления А2Е повышается в 6–13 раз по сравнению с самим А2Е 
(Sparrow et al., 2010; Kim et al., 2010). Источником гипераутофлуоресценции при 
некоторых патологиях могут стать и сами фоторецепторные клетки. При дегене-
ративных процессах в РПЭ нарушается фагоцитарная функция его клеток, и это 
приводит к тому, что фоторецепторные клетки становятся аномальными с повы-
шенным содержанием бисретиноидов (Schmitz-Valckenberg et al., 2004; Smith et al., 
2009; Secondi et al., 2012).

В данной работе представлены результаты экспериментальных исследований 
спектральных свойств побочных продуктов фотолиза родопсина – ПТР и его про-
изводных в фоторецепторных клетках и клетках РПЭ в норме и при патологии. Для 
исследования спектральных свойств производных ПТР в фоторецепторной мемб-
ране была использована модельная система, имитирующая ситуацию избыточного 
накопления в фоторецепторных мембранах как свободного ПТР, так и связанно-
го с аминогруппами белка и окружающих его фосфолипидов. Нами показано, что 
продукты взаимодействия ПТР с аминогруппами белковых молекул и фосфатиди-
лэтаноламина, входящего в состав фоторецепторных мембран, являются сильными 
флуорофорами. Кроме того, полученные данные позволяют предполагать, что в си-
туации in vivo избыточное накопление ПТР и его производных в фоторецепторной 
мембране может приводить к перекисному окислению липидов и повреждению 
белковых молекул, в частности родопсина, в фоторецепторных клетках. Други-
ми словами, избыточное накопление ПТР и его производных в фоторецепторной 
мембране можно рассматривать как фактор риска, объясняющий усугубляющее 
действие света при развитии дегенеративных заболеваний сетчатки. В связи с этим 
детальное исследование флуоресцентных свойств побочных продуктов фотолиза 
родопсина в последнее время становится актуальным в связи с попытками модифи-
цировать и усовершенствовать новый неинвазивный метод диагностики в офталь-
мологии. Так, например, такой конъюгат ПТР, как А2РЕ, может быть обнаружен 
только в фоторецепторных клетках. При попадании этого продукта в РПЭ в резуль-
тате фагоцитоза обломков фоторецепторов из него в результате ферментативного 
гидролиза образуется А2Е (Parish et al., 1998; Ben-Shabat et al., 2002). Таким об-
разом, А2РЕ может быть маркером аутофлуоресценции фоторецепторных клеток 
(Sparrow et al., 2010).

На модельной системе хлороформного экстракта ЛГ из клеток РПЭ, содержа-
щего липофильные соединения, изучены спектральные характеристики флуоро-
форов, формирующих in vivo картину аутофлуоресценции глазного дна. Проведен 
компонентный анализ флуорофоров в хлороформном экстракте ЛГ. Хроматографи-
ческий (метод ВЭЖХ) и последующий спектральный анализ хлороформного экс-
тракта показал, что этот экстракт содержит более 20 флуорофоров. Спектральный 
диапазон флуоресценции этих флуорофоров представляет собой область от 380 
нм до 540–630 нм. Из этих флуорофоров доминирующими продуктами по погло-
щению в видимой области спектра (400–500 нм) являются А2Е, iso-А2Е и другие 
изомерные формы А2Е. Однако интенсивность флуоресценции этих продуктов в 
хлороформном экстракте значительно меньше по сравнению с продуктами фото-
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окисления и фотодеградации А2Е. Проведенный нами подробный анализ флуоро-
форов в хлороформном экстракте из клеток РПЭ указывает на то, что в суммар-
ную картину аутофлуоресценции глазного дна при стандартной в существующих 
офтальмоскопах длине волны возбуждения 488 нм могут вносить определенный 
вклад не только А2Е, но и продукты его фотоокисления и фотодеградации, а также 
и другие бис-ретиноиды. Химическая природа этих продуктов и динамика их на-
копления при развитии дегенеративного заболевания сетчатки или при ее старении 
является предметом дальнейших исследований.
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после генотоксического воздействия

1. Введение

Пострадиационная ретинопатия и когнитивные расстройства часто бывают 
нежелательными побочными эффектами радиотерапии. Так, при радиотерапии 
опухолей носоглотки и глаза суммарная доза облучения превышает 50 Гр. При 
протонной радиотерапии меланомы глаза кумулятивная доза фракционированно-
го облучения составляет 54–75 Гр. Понимание механизмов патогенеза дегенера-
тивных заболеваний сетчатки глаза является ключевой и нерешенной проблемой 
современной экспериментальной и клинической офтальмологии.

Изучение механизмов действия различных видов ионизирующего излучения на 
сетчатку глаза принципиально важно как для оценки рисков постлучевых ослож-
нений, возникающих при лучевой терапии глаза и мозга, так и вполне реальной 
опасности, возникающей в ходе длительных космических полетов. В последнем 
случае речь идет об опасности повреждающего действия тяжелых заряженных час-
тиц галактического происхождения вне магнитосферы Земли. При этом клиничес-
ки значимый повреждающий эффект радиации на сетчатку глаза может возникнуть 
не сразу, а спустя месяцы и даже годы.

Цитотоксическая химиотерапия также вызывает офтальмологические осложне-
ния в виде обратимых и необратимых острых и хронических глазных заболеваний. 
В середине 90-х годов в литературе появились сообщения о цитотоксическом дейс-
твии супермутагена метилнитрозомочевины (МНМ) на сетчатку глаза у лаборатор-
ных животных. МНМ – монофункциональный метилирующий агент, вызывающий 
повреждение ДНК; МНМ и ее производные являются базовым компонентом стан-
дартных протоколов химиотерапии меланомы. Особенностью действия МНМ на 

Сокращения: ГМК – глиальные Мюллеровские клетки; МНМ – метилнитрозомочевины; ЭРГ – 
электроретинограмма; Topo 2 – топоизомераза 2.
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сетчатку глаза является ее высокая избирательная цитотоксичность по отношению 
только к фоторецепторам.

Наследственная или вызванная внешним воздействием дегенерация сетчатки 
глаза начинается с гибели фоторецепторов, вслед за которой разрушается систе-
ма трофической поддержки ткани, приводящая к гибели нейронов сетчатки (Marc 
et al., 2003). Хотя доминирующей формой гибели фоторецепторов сетчатки при-., 2003). Хотя доминирующей формой гибели фоторецепторов сетчатки при-
знается апоптоз (Xu, 1996; Marigo, 2007), тем не менее связь повреждения ДНК 
и ее репарации с гибелью постмитотических клеток, формирующих сетчатку, на 
сегодняшний день не исследована. Целью данной работы было исследование связи 
повреждения и репарации ДНК с дегенеративными изменениями в сетчатке гла-
за после воздействия на мышей ионизирующей радиации (γ-квантов, ускоренных 
протонов) и генотоксического агента метилнитрозомочевины (МНМ). Гамма-из-
лучение вызывает, главным образом, однонитевые разрывы ДНК, равномерно рас-
пределенные по всему геному. Ускоренные протоны более эффективны в индук-
ции двунитевых разрывов, локализующихся в области трека частицы (Moertel et 
al., 2004). Двунитевые разрывы являются летальным повреждением из-за их высо-., 2004). Двунитевые разрывы являются летальным повреждением из-за их высо-
кой эффективности в индукции апоптоза в делящихся клетках (Lips, Kaina, 2001). 
Метилирующий агент метилнитрозомочевина вызывает в ДНК безразрывные де-
фекты – метилированные основания, апуриновые и апиримидиновые (АП) сайты 
(Beranek, 1990). Показано, что МНМ вызывает апоптоз фоторецепторов сетчатки 
после однократного в/б введения животным в дозе >60 мг/кг (Tsubura et al., 2010). 
Таким образом, три используемых агента охватывают основные типы повреждений 
ДНК и механизмы их репарации.

2. Ответ сетчатки глаза мышей на облучение

Гамма-облучение и облучение протонами в дозе 14 Гр не вызывают дегенера-
ции сетчатки в течение 7 дней, что прослеживается на микроскопических срезах 
сетчатки (рис. 1a–д) и подтверждается результатами морфометрии (рис. 1е,ж). Не-
большое понижение толщины ядерного слоя фоторецепторов спустя 7 дней после 
облучения протонами не сопровождалось морфологическими изменениями ядер и 
сегментов фоторецепторов (см. рис. 1д).

Для интактных и облученных в дозе 14 Гр животных определяли зависимость 
амплитуды электроретинограммы от интенсивности возбуждающей вспышки 
белого света с интервалом между ними 3 мин (рис. 2Б). Как видно, и для конт-
рольных, и для облученных животных зависимость выходит на плато в области 
интенсивностей от -1,5 до -0,5 лог. ед. Это делает правомочным усреднение амп-
литуды ЭРГ в этом диапазоне интенсивностей. Найденные таким образом средние 
значения амплитуды ЭРГ отражены в гистограмме (рис. 2В). Из гистограммы сле-
дует, что достоверные отличия между контрольными и облученными животными 
отсутствуют (см. рис. 2В).

Тем не менее, несмотря на отсутствие изменений в морфологии и функцио-
нальной активности сетчатки в облученных мышах, γ- и протонное облучение  
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14 Гр вызывало увеличение экспрессии генострессовых белков Р53 и АТМ (рис. 
3А,Б, соответственно). Отметим также, что для обоих видов облучения наблюда-
лась нормализация уровней экспрессии 12–14 ч после воздействия.

Поскольку р53 и АТМ являются сенсорами одно- и двунитевых разрывов в 
ДНК (ОР и ДР), была исследована динамика накопления и репарации таких раз-
рывов в сетчатке. Как видно из рис. 4, возникающие в ответ на облучение ОР и ДР 
в ДНК эффективно удаляются в течение 10–12 ч после воздействия γ-излучения и 
протонами, что коррелирует с динамикой угасания экспрессии белков Р53 и АТМ 
(см. рис. 4).

Локализация облучения протонами только на голову позволила увеличить дозу 
облучения до 25 Гр, после которой мыши сохраняли жизнеспособность в течение 
6 дней. В результате удалось наблюдать нарастающую во времени дегенерацию 
фоторецепторного слоя сетчатки в виде разупорядочения и деструкции сегментов 
и снижения плотности упаковки ядерного слоя (рис. 5) и его толщины (рис. 6).

Рис. 1. Микрофотографии сетчатки глаза мышей (а-д), облученных γ-квантами и ускоренными 
протонами (14 Гр), спустя разное время после воздействия и соответствующая им толщина ядерного 
слоя фоторецепторов (е, ж)
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Рис. 2. Влияние тотального облучения мышей γ-квантами (γ) и ускоренными протонами (p) в 
дозе 14 Гр на показатели физиологической активности (ЭРГ) сетчатки у мышей

А – профили ЭРГ; Б — зависимости амплитуды ЭРГ от интенсивности вспышек белого света у 
интактных (1) и облученных животных (2, 3); В — гистограмма амплитуды ЭРГ у интактных мышей 
(К1) и облученных через разное время (9 ч, 15 ч, 20 ч) после воздействия

Рис. 3. Вестер-анализ экспрессии белков р53 (А) и АТМ (Б) в сетчатке глаза у мышей, облучен-
ных γ-квантами (А) и ускоренными протонами (Б) в дозе 14 Гр, через разное время после облучения
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Рис. 4. Динамика репарации однонитевых (1) и двунитевых (2) разрывов ДНК в сетчатке глаза 
мышей in vivo после их облучения γ-квантами (а) и ускоренными протонами (б) в дозе 14 Гр

Рис. 5. Микрофотографии срезов сетчатки после локального облучения ускоренными протонами 
в дозе 25 Гр
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Рис. 6. Толщина слоя сегментов фоторецепторов (1) и ядерного слоя фоторецепторов (2) в  интак-
тной сетчатке глаза мышей (К) и спустя 4 и 6 дней после облучения мышей протонами в дозе 25 Гр

Толщина слоев выражена в процентах от общей толщины сетчатки. Р – уровень значимости раз-
личий с интактной сетчаткой

Рис. 7. Иммуноцитохимический анализ экспрессии проапоптотических белков в клетках сетчат-
ки интактных мышей (1) и мышей через 24 ч после локального облучения ускоренными протонами 
в дозе 25 Гр (2)

Эти изменения достоверны (р<0,01) спустя 6 дней после облучения (см. рис. 
6) и отражают нарастающую во времени гибель фоторецепторов в сетчатке глаза 
мышей после облучения ускоренными протонами в дозе 25 Гр.

Как показывает TUNEL-тестирование, снижение клеточности слоя фоторецеп-TUNEL-тестирование, снижение клеточности слоя фоторецеп--тестирование, снижение клеточности слоя фоторецеп-
торов сопровождается их массовой гибелью (см. рис. 5). Гибель фоторецепторов 
после облучения протонами по механизму апоптоза подтверждается наличием в 



529

ядерном слое фоторецепторов характерных фрагментированных ядер и ядер, со-
держащих конденсированный хроматин (см. рис. 5).

Облучение в дозе 25 Гр увеличивает экспрессию FasR каспазы 3 и Р53 в клет-
ках сетчатки (рис. 7). Функциональные изменения облученной 25 Гр сетчатки глаза 
представлены на рис. 8: снижается амплитуда ЭРГ во времени и во всем диапазоне 
интенсивности светового стимула.

В этом блоке экспериментов был подтвержден тезис о высокой радиоустойчи-
вости сетчатки глаза: морфологические изменения и снижение функциональной 

Рис. 8. Динамика изменения физиологической активности сетчатки глаза у мышей в ответ на 
локальное облучение протонами головы животных

А – изменение профиля ЭРГ; Б – амплитуды a-волны (черные кружки) и b-волны (черные квад-
раты) ЭРГ мышей в ответ на облучение в дозе 25 Гр по сравнению с контролем (белые кружки и 
квадраты)
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активности сетчатки наблюдаются спустя несколько дней после воздействия 25 Гр 
и при дозе 14 Гр, не вызывающей таких изменений за время наблюдения, в ДНК 
сетчатки формируются радиационные разрывы, которые успешно репарируются. 
Симбатно с ходом репарации изменяется экспрессия генострессовых белков. Из 
этого наблюдения можно сделать вывод, что Р53 и АТМ при «низких» дозах облу-
чения стимулируют репарацию, но не апоптоз, что оставляет возможность сетчатке 
восстановить структуру ДНК и параллельно с этим функцию. С возрастанием дозы 
облучения увеличивается поврежденность всех клеточных структур, и в ответ на 
это активируется процесс апоптоза фоторецепторов, наиболее чувствительных к 
повреждениям клеток, составляющих сетчатку. Апоптоз подтвержден возрастани-
ем экспрессии белков, сопутствующих апоптозу (см. рис. 7) (Р53, FasR, Casp3), и 
необратимым снижением функциональной активности сетчатки глаза (см. рис. 8А)

.
3. Ответ сетчатки глаза на введение метилнитрозомочевины

Однократное введение мышам метилнитрозомочевины (70 мг/кг) вызывает 
деструктивные изменения в сетчатке глаза, затрагивающие главным образом слой 
фоторецепторных клеток (рис. 9A). Разупорядочение и фрагментация сегментов, 
снижение толщины ядерного слоя фоторецепторов, наличие фрагментированных 
ядер фоторецепторов (рис. 9Б), увеличенная экспрессия белков, связанных с апоп-
тозом – Р53, РARP, FasR и caspase 3 (рис. 9В), указывают на прогрессирующую 
гибель фоторецепторов по механизму апоптоза. У многих животных отмечается 
слепота на 6-й день после введения агента.

Доза МНМ 70 мг/кг монотонно и необратимо снижает амплитуду ЭРГ мышей 
(рис. 10). Цитотоксический эффект МНМ имеет резкую концентрационную зависи-
мость: инъекция мышам МНМ в дозе 35 мг/кг не вызывает изменений в фоторецеп-
торном слое сетчатки (см. рис. 9А) и не сопровождается увеличением экспрессии 
проапоптотических белков. Однако эта доза вызывает обратимое снижение ампли-
туды ЭРГ (см. рис. 10).

Таким образом, особенностью ответа сетчатки на генотоксический стресс, вы-
званный как облучением, так и МНМ, является нелинейность зависимости цито-
токсического ответа от дозы, т.е. для этих видов воздействия в сетчатке глаза обна-
руживается высокий генотоксический порог. В случае пролиферирующих клеток 
генотоксический порог связывают с активной системой репарации ДНК.

4. Адаптивный ответ сетчатки глаза на введение 
метилнитрозомочевины и облучение ускоренными протонами

В предыдущих экспериментах продемонстрирована способность клеток сет-
чатки к восстановлению структуры ДНК от генотоксических повреждений: спустя 
24–48 ч после инъекции ретинотоксической дозы МНМ (70 мг/кг) наблюдалось 
удаление дефектов и восстановление ДНК (рис. 11Б). Однако несмотря на полную 



531

Рис. 9. Ответ сетчатки глаза у мышей на однократную инъекцию мышам метилнитрозомочевины 
в двух дозах (35 и 70 мг/кг)

А – микрофоторафия интактной сетчатки (К) и сетчатки через 6 дней после инъекции МНМ; Б 
– доля (%) фрагментированных ядер фоторецепторов в интактной сетчатке (1) и через 6 суток после 
инъекции МНМ (2); В – средняя толщина ядерного слоя фоторецепторов интактной сетчатки (1) и 
через 6 суток после инъекции МНМ (2); Г – иммуноцитохимическое определение экспрессии про-
апоптотических белков спустя 24 ч после инъекции МНМ (1– контроль, 2 – МНМ 70 мг/кг)

репарацию, происходила деструкция сетчатки, гибель фоторецепторов и необрати-
мая утрата функций. Это говорит о том, что репарация ДНК от повреждений хотя 
и необходимое условие для клеточного восстановления сетчатки, но не является 
исчерпывающим показателем. В этой же части исследований мы наблюдали спо-
собность сетчатки глаза к функциональному восстановлению, но после инъекции 
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нецитотоксической дозы МНМ 35 мг/кг (см. рис. 10). В силу сказанного в последу-
ющих экспериментах мы использовали клеточную гибель/выживаемость и функ-
циональную активность (ЭРГ) как показатели восстановления сетчатки глаза после 
генотоксического воздействия.

Тактика эксперимента основана на фракционировании дозы агента и исполь-
зуется в токсикологии для характеристики адаптации организма к токсическому 
агенту (Anderson et al., 2005; Otani et al., 2012). Предполагается, что первое неток-

Рис. 11. Динамика репарации ssДНК в сетчатке глаза у мышей
А – у мышей, облученых ускоренными протонами в дозе 25 Гр (1 – лизис с добавлением про-

теиназы К, 2 – лизис без протеиназы); Б — после инъекции мышам МНМ в дозе 70 мг/кг (лизис с 
протеиназой)

Рис. 10. Влияние МНМ на амплитуду ЭРГ у мышей спустя разное время после однократного 
введения агента животным в дозах 35 мг/кг (серые столбцы) и 70 мг/кг (черные столбцы)
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сическое воздействие в низкой дозе, создает «защитный фон» в ткани, на котором 
последующее воздействие в высокой дозе становится менее токсичным. Этот эф-
фект в литературе называется гормезисом (Luckey, 2006). Исследования состояли 
из двух серий экспериментов. В первой серии в качестве адаптирующего воздейс-
твия использовали низкую дозу МНМ (химический гормезис).

Рис. 12 представляет схему (А) и результат (Б) опыта по адаптивному ответу 
сетчатки глаза мышей на последовательное воздействие МНМ сначала в нетокси-
ческой (17 мг/кг) и спустя 4 ч в токсической дозе 70 мг/кг. На этом рисунке ре-
зультат представлен в виде профилей ЭРГ (А) и гистограммой амплитуд ЭРГ (Б). 
Как видно, через 6 ч после воздействия МНМ в дозе 70 мг/кг профиль ЭРГ вос-
станавливается (ms3). Хотя амплитуда ЭРГ остается сниженной по сравнению с 
контрольной сетчаткой (ms1), она, тем не менее, достоверно выше амплитуды ЭРГ 
после единственной инъекции МНМ в дозе 70 мг/кг (ms2).

Адаптивный ответ по активации глиальных Мюллеровских клеток (ГКМ) в 
сетчатке глаза регистрировали спустя 48 ч после адаптирующей инъекции МНМ. 
Мюллеровские клетки сетчатки чутко реагируют на химическое воздействие. Ответ 
ГКМ (реактивный глиозиз) включает в себя увеличение размера ГКМ, пролифера-
цию и миграцию ГКМ к поврежденным участкам сетчатки и наиболее ранимому 
слою фоторецепторов. Эти 3 компонента ответа на МНМ наблюдались на микро-
срезах в виде FITC-фокусов (рис. 13). Фокусы представляют собой пролифериру-
ющие клетки, включившие BUdR в ДНК. Подсчет таких фокусов на единичную 
площадь среза дает количественную меру ответа ГКМ на стресс. В ответ на дозу 70 
мг/кг (однократно) наблюдалась достоверная активация ГКМ (см. рис. 13Б).

Фракционирование дозы МНМ (17�70 мг/кг) обнаружило снижение активации 
ГКМ (рис. 14) по сравнению эффектом от дозы 70 мг/кг. Хотя это снижение недос-
товерно (Р=0,08), мы обращаем внимание на уверенную тенденцию к снижению 

Рис. 12. Схема (А) и результат (Б) эксперимента по влиянию фракционированного (17 �70 мг/кг) 
введения МНМ на ЭРГ у мышей

А

     Б
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активации ГКМ в сетчатке после фракционирования МНМ, что говорит о сниже-
нии повреждающего действия двух доз МНМ по сравнению с одной 70 мг/кг.

Во второй серии экспериментов в качестве адаптирующего воздействия исполь-
зовалось облучение протонами головы животных в дозе 1 Гр (радиационное прекон-
диционирование, гормезис). Как и в предыдущей серии, вторым (ударным) воздейс-
твием была внутрибрюшинная инъекция ретинотоксической дозы МНМ 70 мг/кг.

Эвтаназия и препаративные процедуры проводились спустя 48 ч после облу-
чения. Результаты представлены на рис. 15. Как видно, инъекция МНМ в дозе 70 
мг/кг приводит к массовой гибели фоторецепторов, о чем говорит локализация 
TUNEL-фокусов только в наружном ядерном слое сетчатки на микрофотографии 
(см. рис. 15А). Это же наблюдается и на вставках микрофотографий на рис. 15Б.

Попутно отметим, что морфологическая деструкция фоторецепторного слоя 
сетчатки менее выражена, хотя наблюдается разупорядочение фоточувствительных 

Рис. 14. Средние значения количества активированных ГКМ на единичную площадь среза 
сетчатки (число фокусов/0,01 мм2 среза) в ответ на однократное (МНМ70) и фракционированное 
(МНМ17�70) введение МНМ мышам

Рис. 13. Влияние МНМ на активацию клеток Мюллера в сетчатке глаза у мышей in vivo
А – глиальные клетки Мюллера на срезах сетчатки, меченые анти-BrUdR антителами (показаны 

стрелками); Б – число фокусов на единицу площади среза ±SD через 48 ч после введения однократной 
дозы МНМ 70 мг/кг
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Таблица 1
Схема эксперимента по адаптирующему эффекту облучения на 

сетчатку глаза мышей
Время, ч 0 4 48

Мышь 1
Воздействие Протоны МНМ

ЭРГ � эвтаназия
Доза 1 Гр 70 мг/кг

Мышь 2
Воздействие – МНМ

ЭРГ � эвтаназия
Доза, мг/кг – 70

Мышь 3
Воздействие Протоны –

ЭРГ � эвтаназия
Доза, Гр 1 –

Рис. 15. Радиацианное прекондиционирование (радиационный гормезис) сетчатки глаза через 
48 ч после облучения

А – морфологические изменения и TUNEL-детекция погибших клеток в срезах сетчатки; Б – ин-
тенсивность флуоресценции ядерного слоя фоторецепторов сетчатки. Представлены точки средних 
значений для разных срезов

сегментов фоторецепторов, т.е. апоптотическая деградация ДНК и активация эндо-
нуклеаз в ядрах фоторецепторов сетчатки в данном случае опережает по времени 
морфологические изменения сетчатки примерно на 24–48 ч.

Количественная оценка интенсивности TUNEL-флуоресценции (см. рис. 15Б), 
проведенная с помощью программы Image J (National Institutes of Health, Bethesda, 
MD, USA; http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html), показала достоверное снижение ци-
тотоксичности МНМ после протонного облучения в дозе 1 Гр по сравнению с эф-
фектом только от МНМ (уровень значимости различий р<0,001). Другими словами, 
предварительное облучение протонами головы мышей в дозе 1 Гр делает сетчатку 
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глаза более толерантной к цитотоксическому действию МНМ. Известно, что апоп-
тоз в клетках инициируется двунитевыми разрывами ДНК, имеющими фермента-
тивную природу (Разин, Юдинкова, 1998). Поскольку, как отмечалось ранее, МНМ 
не вызывает разрывов ДНК, то в апоптотических клетках сетчатки может наблю-
даться формирование таких инициирующих апоптоз ферментативных двунитевых 
разрывов ДНК. Их содержание в клетках может коррелировать со средней скоро-
стью апоптоза в сетчатке.

Как видно, полученные нами результаты оценки двунитевых разрывов ДНК в 
сетчатке подтверждают наши ожидания (рис. 16). Среднее содержание двунитевых 
разрывов ДНК в клетках сетчатки после совместного действия агентов ниже та-
кового в сетчатке, подвергнутой действию только МНМ, что совпадает с частотой 
апоптоза по данным TUNEL (см. рис. 16Б, гистограммы).

5. Высокая генотоксическая устойчивость сетчатки глаза

Полученные нами результаты по облучению и действию МНМ подтверждают 
тезис о высокой генотоксической устойчивости зрелой сетчатки мышей. Одна из 
предпосылок к этому – активная репарация ДНК после действия γ- и протонного 
излучений в дозе 14 Гр (см. рис 7). Репарация сочетается с увеличенной экспрес-
сией Р53 и АТМ, которая нормализуется спустя 12 ч после облучения, времени 
завершения репарации индуцированных излучениями разрывов в ДНК (см. рис. 6).

Заметные морфологические изменения в фоторецепторном слое сетчатки глаза 
отмечаются после облучения в дозе 25 Гр. Эти изменения выражаются в деграда-
ции наружных сегментов фоторецепторов сетчатки, а также в снижении плотности 
и толщины ядерного слоя фоторецепторов (см. рис. 9). Деградация нарастает во 
времени и связана с гибелью фоторецепторов, протекающей по механизму апоп-
тоза. На апоптоз указывает возросшая экспрессия проапоптотических белков Р53, 
FasR и активной каспазы 3 (см. рис. 10). Все это в совокупности наблюдается и при 
действии МНМ на сетчатку глаза (см. рис. 11, 14). Высокая устойчивость сетчатки 
и активный механизм репарации ДНК указывают на существование генотоксичес-
кого порога, который обуславливает нелинейный характер зависимости эффекта от 
дозы (Johnson et al., 2009) агентов. На пролиферирующих клетках генотоксический 
порог наблюдался при действии алкилирующих агентов (Jenkins et al., 2005). Он 
выражался в нелинейной зависимости эффекта от дозы и прямо связан с активной 
системой репарации ДНК.

Исследование генотоксического действия МНМ обнаружило две ранее не опи-
санные особенности сетчатки глаза. Во-первых, высокую спонтанную поврежден-
ность ДНК в сетчатке глаза мышей. По этому показателю органы мыши располага-
ются в порядке возрастания поврежденности ДНК в клетках – лимфоциты < клет- 
ки печени < клетки мозга < клетки сетчатки, который совпадает со степенью ок-
сигенации тканей. Средний момент хвоста ssДНК-комет интактной сетчатки, 
mt=32±2, соответствует дозе облучения протонами 15–20 Гр. Такая доза облучения 
неизбежно индуцирует заметное повреждение и dsДНК в сетчатке. Однако интак-
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тная сетчатка в нейтральных условиях, dsДНК, не обнаруживает разрывов, хотя 
форма комет, напоминающая одуванчики, указывает на декомпактизацию хрома-
тина в клетке и на ослабление его связи с ядерным матриксом. Все это говорит 
о том, что спонтанные повреждения ДНК в сетчатке не являются разрывами, но 
трансформируются в таковые в щелочных условиях (рН>13), то есть являются ок-
си-модифицированными основаниями ДНК.

Вторая обнаруженная нами особенность сетчатки – активная репарация, удаля-
ющая большую часть повреждений ДНК, индуцированных облучением и МНМ, но 
не затрагивающая предсуществующие спонтанные повреждения ДНК (см. рис. 14). 
Спонтанные повреждения в виде однонитевых разрывов ДНК в различных органах 
мышей отмечались в работах (Valarde et al., 2000, 2001). Степень поврежденности 
ДНК нарастала в клетках в том же порядке, что и у нас: лейкоциты < клетки печени 
< клетки мозга (Wang et al., 2010). Таким образом, наличие таких нерепарируемых 
дефектов в ДНК интактной сетчатки глаза и снижение ее функций и жизнеспособ-
ности тоже говорит о высокой генотоксической устойчивости.

Апоптоз в ответ на повреждение ДНК в пролиферирующих клетках признается 
радикальным способом предотвратить формирование генетически нестабильного 
потомства клеток. В случае дифференцированных клеток не ясно, способны ли они 
подвергаться апоптозу в ответ на генотоксический стресс (Simonatto et al., 2007). 
Известно, что в постмитотических клетках подавлены отдельные механизмы репа-
рации. Так, терминально дифференцированные клетки не способны осуществлять 
репарацию по механизму гомологичной рекомбинации, ассоциированному с реп-
ликацией. Кроме того, в этих клетках регуляторно подавлена глобальная репарация 
генома, одна из разновидностей механизма NER (Walsh, Perlman, 1997). Вместе с тем, 
терминально дифференцированные клетки транскрипционно активны и нуждаются 
в поддержании целостности транскрибируемой части генома на протяжение жизни 
клетки. Эту функцию выполняет механизм репарации, ассоциированный с транс-
крипцией (Nouspikel, 2007). Принимая во внимание эти факты, можно считать боль-Nouspikel, 2007). Принимая во внимание эти факты, можно считать боль-, 2007). Принимая во внимание эти факты, можно считать боль-
шую часть глобального генома терминально дифференцированных клеток (в т.ч. и 
клеток сетчатки) некритичной для выполнения их специфических функций. Поэтому 
репарацией ДНК в этой части генома клетка может до какой-то степени пренебречь. 
В результате в ней могут накапливаться спонтанные повреждения без очевидных ци-
тотоксических последствий. Спонтанная поврежденность ядерной ДНК в сетчатке 
отражает толерантность клеток к генотоксическому стрессу.

Таким образом, наши результаты показывают, что, так же как для делящихся кле-
ток, одной из причин толерантности постмитотических клеток сетчатки к повреж-
дениям ДНК является репарация. Вторая причина их толерантности – уменьшение 
физического размера радиочувствительной мишени до размеров транскрибируемого 
локуса генома. Мы предполагаем, что решающая роль в трансформации изначально 
пермиссивных повреждений ДНК (разрывов после облучения и модифицированных 
оснований и АП-сайтов после действия МНМ) в цитотоксическое принадлежит ло-
кализованным в транскрибируемых сайтах молекулам топоизомеразы 2 (topo 2).

Известно, что регуляция генной экспрессии осуществляется путем структур-
ной перестройки (remodeling) хроматина и формированием петель (Kouzarides, 
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2007; Kadauke, Blobel, 2009). Важная роль в этом принадлежит топоизомеразе topo 
2, входящей в состав комплекса, осуществляющего модификацию (Varga-Weisz et 
al., 1997; Kuniaki Sano et al., 2008). Тopo 2 локализована в транскрибируемой об-., 1997; Kuniaki Sano et al., 2008). Тopo 2 локализована в транскрибируемой об-Kuniaki Sano et al., 2008). Тopo 2 локализована в транскрибируемой об-, 2008). Тopo 2 локализована в транскрибируемой об-opo 2 локализована в транскрибируемой об- 2 локализована в транскрибируемой об-
ласти, где изменяет топологию ДНК, делая в ДНК временный двойной разрыв и 
лигируя его в последующем, благодаря своим эндонуклеазной и лигазной функ-
циям (Champoux, 2001). Активацию эндонуклеазной активности topo 2 могут осу-Champoux, 2001). Активацию эндонуклеазной активности topo 2 могут осу-, 2001). Активацию эндонуклеазной активности topo 2 могут осу-topo 2 могут осу- 2 могут осу-
ществлять как индуцированные внешним воздействием (Sabourin, Osheroff, 2000), 
так и спонтанно возникающие повреждения ДНК (Liu, Gerson, 2004). В результате 
в транскрибируемых локусах формируются нерепарируемые двунитевые разрывы, 
приводящие к образованию высокомолекулярных (300–0,5 Мb) фрагментов dsДНК 
(Taverna et al., 2001), являющиxся ранним маркером апоптотической деградации ге-Taverna et al., 2001), являющиxся ранним маркером апоптотической деградации ге- et al., 2001), являющиxся ранним маркером апоптотической деградации ге-et al., 2001), являющиxся ранним маркером апоптотической деградации ге- al., 2001), являющиxся ранним маркером апоптотической деградации ге-al., 2001), являющиxся ранним маркером апоптотической деградации ге-., 2001), являющиxся ранним маркером апоптотической деградации ге-xся ранним маркером апоптотической деградации ге-ся ранним маркером апоптотической деградации ге-
нома (Tronov et al., 1999). В работе (Fishel et al., 2007) показано, что для инициации 
этих процессов необходимо попадание повреждения в область, перекрываемую эн-
донуклеазной активностью topo 2. В противном случае повреждение может быть 
репарировано, не вызвав цитотоксического эффекта. Этот механизм объясняет как 
наличие генотоксического порога и вклад репарации в его формирование, так и, 
в конечном счете, процесс трансформации повреждения ДНК в цитотоксический 
эффект в постмитотических клетках сетчатки.

6. Функциональное и структурное восстановление сетчатки глаза 
после генотоксического воздействия

Рассмотренная в предыдущем разделе толерантность сетчатки к генотоксичес-
ким стрессам может свидетельствовать о наличии в сетчатке механизма восста-
новления от повреждения. Наши данные по адаптирующему действию малых доз 
МНМ (см. рис. 15) и протонного излучения убедительно доказывают способность 
зрелой сетчатки к структурному/клеточному и функциональному восстановлению. 
В токсикологии такой адаптивный ответ получил название «нейрогормезис» (Luck-Luck-
ey, 2006).

С использованием модели МНМ-индуцированной дегенерации сетчатки был 
продемонстрирован ретинопротекторный эффект у таких соединений, как липид, 
выделенный из семян древесного гриба Ganoderma lucidum (Gao et al., 2010), инак-Gao et al., 2010), инак- et al., 2010), инак-et al., 2010), инак- al., 2010), инак-al., 2010), инак-., 2010), инак-
тивированный мутацией фактор роста фибробластов (Xu et al., 2008), никотинамид 
(Kiuchi et al., 2003). Нейрогормезис был описан в отношении действия радиации 
на глаз экспериментальных животных (Anderson et al., 2005; Otani et al., 2012). У 
человека к подобному явлению можно отнести эпидемиологические данные о сни-
жении частоты заболевания глаукомой в популяции людей, переживших атомную 
бомбардировку в Японии (Miyachi et al., 1994; Yamada et al., 2004). Как показывают 
наши результаты, важная роль в радиационном гормезисе принадлежит подавле-
нию апоптоза. Известно, что наиболее активным ингибитором апоптоза в клетке 
является белок XIAP, кодируемый геном XIAP на 10 хромосоме (Srinivasula et al., 
2001). В связи с нашими результатами представляет интерес работа (Petrin et al., 
2003). В ней выделенный ген XIAP инъецировали в глаза крысам, которым после 
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его интеграции в геном клеток сетчатки (вектором служил аденовирус) в/б вводили 
МНМ. В результате клетки сетчатки, экспрессирующие белок ХIАР, становились 
более устойчивыми к действию МНМ по частоте апоптоза и по морфологии, т.е. 
показано, что прямое подавление белком XIAP апоптоза в сетчатке делает ее более 
устойчивой к действию МНМ.

Кроме того, не исключено, что в химическом и радиационном гормезисе сет-
чатки глаза могут играть роль и глиальные клетки Мюллера, чутко реагирующие на 
различные деструктивные изменения в сетчатке (Chollangi et al., 2009).

В данной работе была продемонстрирована потенциальная способность сет-
чатки глаза к восстановлению от ретинотоксического действия МНМ. Эта способ-
ность выражается в структурном и функциональном восстановлении и может быть 
использована в терапевтических целях, а модель генотоксической индукции деге-
нерации сетчатки может быть с успехом применена для первичного отбора средств, 
препятствующих ей.
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Часть IV

НОВЫЕ ПОДХОДЫ К ИССЛЕДОВАНИЮ, ДИАГНОСТИКЕ
И ЛЕЧЕНИЮ ЗАБОЛЕВАНИЙ МОЗГА

Глава 1

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Никотиновые ацетилхолиновые рецепторы:
физиологические функции и роль в
нейродегенеративных процессах

Е.В. Крюкова, И.В. Шелухина, М.Н. Жмак, А.В. Осипов, Д. Кудрявцев, 
Л. Оджомоко, И.Е. Кашеверов, Ю.Н. Уткин, В.И. Цетлин
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1. Введение

Никотиновый ацетилхолиновый рецептор (нАХР, или общепринятое английс-
кое сокращение nAChR) – один из наиболее изученных в структурно-функциональ-
ном плане нейрорецепторов. Он принадлежит к большому «Cys-петельному» се-
мейству лиганд-управляемых ионных каналов, к которому относится глициновый 
рецептор (GlyR), а также ионотропные подтипы серотонинового рецептора (5HT3) 
и рецептора γ-аминомасляной кислоты (GABA-A рецептор).

нАХР являются пентамерными интегральными мембранными белками, фор-
мирующими катион-селективный канал (Hucho, Weise, 2001). По локализации в 
организме принято разделять нАХР на две основные группы: мышечного и ней-
ронального типа (�in��s�o�, 2003). С нАХР взаимодействуют соединения раз-
ной природы – от низкомолекулярных веществ до пептидов и небольших белков. 
Среди наиболее известных (и исторически самых первых) были полипептидные 
α-нейротоксины из ядов змей – антагонисты некоторых типов холинорецепторов. 

Сокращения: АХСБ – ацетилхолин-связывающий белок; БА – болезнь Альцгеймера; БП – бо-
лезнь Паркинсона; ДА – ергичность–дофаминергичность; нАХР – никотиновый ацетилхолиновый 
рецептор; GABA – A-рецептор – рецептор γ-аминомасляной кислоты; GlyR – глициновый рецептор; 
5HT3 – серотониновый рецептор.
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Именно с их помощью был впервые очищен нАХР из Torpedo (Cohen e� al., 1972), 
затем нейрональный холинорецептор из мозга крысы (El�ef�awi e� al., 1973), а 
еще позднее и ацетилхолин-связывающий белок (АХСБ) из моллюска L. stagnalis 
(S�i� e� al., 2001). Сейчас в дополнение к α-нейротоксинам все чаще применяются 
небольшие токсические пептиды, выделенные из яда морских улиток семейства 
Conus – так называемые α-конотоксины. Причиной служит высокая селективность 
α-конотоксинов по отношению к разным подтипам нАХР, а также сравнительная 
простота их химического синтеза.

Задача настоящего обзора – дать краткую информацию о никотиновых ацетил-
холиновых и некоторых других Cys-петельных рецепторах, их роли в нормальных 
физиологических процессах, а также о вовлеченности в различные заболевания. 
Последним обстоятельством объясняется необходимость четко установить уров-
ни экспрессии определенных подтипов нАХР в тканях в норме и при патологиях, 
так как пути лечения могут быть связаны с ингибированием или дополнительным 
активированием данного рецептора. Выполнение такой задачи, а также создание 
новых лекарств трудно представить без достаточно детальной информации о про-
странственной структуре рецепторов и сведений о механизме их действия. Для ис-
следований в ИБХ РАН традиционным является использование для этих целей бел-
ковых и пептидных нейротоксинов в качестве высокочувствительных инструмен-
тов, и поэтому наши соответствующие работы будут отражены в данном обзоре.

2. Общие данные о никотиновых ацетилхолиновых рецепторах: 
структура, подтипы, локализация

Структурно-функциональные исследования нАХР начались несколько деся-
тилетий назад благодаря наличию в природе богатого источника этого рецептора 
– электрического органа скатов Torpedo (T. marmorata или T. californica), а также 
высокоактивному и селективному блокатору этого рецептора – α-бунгаротоксину 
из яда крайта Bungarus multicinctus. Именно такое сочетание позволило охарак-
теризовать нАХР из Torpedo, представляющий собой олигомерный белок с моле-
кулярной массой в 220 кДа, состоящий из 5 субъединиц (двух α1- и по одной β1-, 
γ- и δ-). Благодаря доступности природного нАХР Torpedo именно этот рецептор 
в течение многих лет широко исследовался во многих лабораториях мира. Все 5 
субъединиц располагаются в мембране вокруг ионного канала, проходящего по 
центральной оси. Два лиганд-связывающих участка холинергических агонистов и 
конкурентных антагонистов при этом располагаются в областях контакта больших 
N-концевых внеклеточных доменов двух α1- и соседних с ними γ- и δ-субъединиц 
рецептора примерно на половине их высоты. Подробную информацию о никотино-
вых ацетилхолиновых рецепторах можно найти в недавних обзорах (Tse�lin e� al., 
2009; Taly e� al., 2009).

Для нАХР из электрического органа ската Torpedo marmorata имеется крио-
электронно-микроскопическая структура с разрешением 4Å (�nwin, 2005). На схе-�nwin, 2005). На схе-, 2005). На схе-
ме (рис. 1) хорошо виден наружный лиганд-связывающий домен, трансмембран-
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ный домен, а также часть цитоплазматического домена. Следует напомнить, что 
в никотиновых рецепторах каждая субъединица между трансмембранными фраг-
ментами М3 и М4 имеет большую цитоплазматическую петлю размером около 
150 аминокислотных остатков, которая в наименьшей степени консервативна, и в 
ней преобладает неупорядоченная структура (�u�h�ina e� al., 200�). Последнее об-�u�h�ina e� al., 200�). Последнее об-., 200�). Последнее об-
стоятельство, по-видимому, и не позволяет пока добиться кристаллизации нАХР 
Torpedo или какого-либо иного Cys-петельного рецептора млекопитающих. Дру-
гим препятствием служит Cys-петля, которая чрезвычайно гидрофобна в рецепто-
рах млекопитающих – из-за этого не удалось закристаллизовать и их изолирован-
ные лиганд-связывающие домены, тогда как существенно меньшая гидрофобность 
Cys-петли в АХСБ была одним из решающих факторов успешной кристаллизации.

По фармакологическим и структурным характеристикам нАХР Torpedo относят 
к холинорецепторам мышечного типа. Рецепторы из мышечных тканей млекопита-
ющих содержат в своем составе γ-субъединицу только на первых этапах развития 
организма, а у взрослых форм она замещается на ε-субъединицу. Прямых данных о 
пространственной структуре мышечного нАХР пока нет, но многочисленные кос-
венные данные свидетельствуют о сходной с рецептором Torpedo «пента-субъеди-
ничной» организации ионного канала.

С использованием α-бунгаротоксина позднее в мозге млекопитающих был об-
наружен новый «нейрональный» нАХР (Sal�a�e��a, �ahle�, 197�) – гомоолигомер-Sal�a�e��a, �ahle�, 197�) – гомоолигомер-, �ahle�, 197�) – гомоолигомер-
ный α7 подтип рецептора, состоящий из 5 одинаковых α7-субъединиц. В нервных 
тканях были обнаружены и другие подтипы нАХР. К настоящему времени извес-

Рис. 1. Структура нАХР Torpedo marmorata по данным криоэлектронной  микроскопии
�BD – наружный лиганд-связывающий домен, T�D – трансмембранный домен, CYD- цитоплаз-

матический домен. Под каждой структурой указан ее код в PDB-банке
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тны 9 нейрональных α-субъединиц (α2–- α10) и 3β-субъединицы (β2–β4), которые 
образуют как гомоолигомерные формы нАХР (из α7-, также из a8- или a9-субъеди-
ниц), так и гетеромерные (состоящие из различных комбинаций α- и β-субъединиц). 
Наиболее распространенными в нервных тканях являются α4β2, α7, α3α�β2, нАХР 
и некоторые другие подтипы. Пространственные структуры нейрональных нАХР 
пока не установлены.

Нейрональные нАХР были обнаружены и в пресинаптических областях (в отли-
чие от нАХР мышечного типа, выявленных только в постсинаптической мембране 
нервно-мышечного сочленения), где они регулируют выброс везикул с различными 
нейротрансмиттерами. Субъединицы нейрональных нАХР были обнаружены и в 
самых разных «не-нейрональных» тканях и органах (клетках иммунной системы, 
легких, коже) (Con�i-Fine e� al., 2000; Scia�anna e� al., 1997; �u�a�, �eizel, 2005), где 
они могут быть сопряжены с рядом патологических состояний. Нарушение работы 
некоторых подтипов нАХР может вызывать или быть следствием ряда заболева-
ний, таких как мышечные дистрофии (миастении) (Vincen� e� al., 2000) и некоторые 
виды эпилепсии (S�einlein, 2004) и шизофрении (Ri�oll e� al., 2004). α7нАХР, экс-S�einlein, 2004) и шизофрении (Ri�oll e� al., 2004). α7нАХР, экс-, 2004) и шизофрении (Ri�oll e� al., 2004). α7нАХР, экс-Ri�oll e� al., 2004). α7нАХР, экс-., 2004). α7нАХР, экс-
прессированные на пресинаптических мембранах нейронов и на астроцитах, учас-
твуют в высвобождении таких нейромедиаторов, как глутамат и γ-аминомасляная 
кислота (Al�on�on e� al., 199�; �acDe��o�� e� al., 1999), они подавляют экспрессию 
и встраивание в мембраны N�DA-рецепторов. В этом, вероятно, большую роль 
играет высокая проницаемость этих рецепторов для кальция – важного внутрикле-
точного сигнального агента.

3. Участие нАХР нейронального типа в развитии 
нейродегенеративных заболеваний

Самая ранняя гипотеза, объясняющая причины возникновения открытой бо-
лее ста лет назад болезни Альцгеймера (БА) – «холинергическая». Согласно этой 
теории, развитие заболевания связано с недостаточным синтезом ацетилхолина в 
структурах головного мозга. Гипотеза потеряла поддержку в научном сообществе, 
когда многочисленные препараты, призванные компенсировать дефицит ацетилхо-
лина, продемонстрировали низкую терапевтическую эффективность. Однако взаи-
мосвязь болезни Альцгеймера и холинэргической передачи, пусть не столь явная, 
представляется совершенно очевидной ввиду многочисленных и разнообразных 
экспериментальных данных.

При БА отмечается нарушение холинергической системы, в том числе измене-
ние количества разных типов нАХР в головном мозге без снижения общего коли-
чества нейронов. Наиболее подвержены данному явлению гиппокамп, неокорти-
кальная зона, ядра таламуса. Высказывались предположения об участии α3-, α4-, 
α7- и α4β2-типа АХР в патогенезе БА (Cou�� e� al., 2001). Во многих работах де-Cou�� e� al., 2001). Во многих работах де-., 2001). Во многих работах де-
монстрируется понижение содержания нейронального АХР α7-типа в коре и гип-
покампе больных. Данные относительно изменения уровня α7 нАХР в процессе 
развития заболевания довольно противоречивы, что может отражать индивидуаль-
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ные особенности пациентов либо несовершенство методов анализа распределения 
рецепторов в тканях (Dineley e� al., 2001).

Главным биохимическим признаком БА является накопление β-амилоидного 
белка, что приводит к нейродегенерации. Данный белок токсичен, и даже при низ-
ких концентрациях вызывает нарушение холинергической передачи (Go��i, Cle�en�, 
2004). Один из предполагаемых механизмов развития заболевания заключается в 
том, что βА связывается с α7-субъединицей АХР и через механизм эндоцитоза про-
никает внутрь нейрона, приводя к лизису клетки и к формированию на ее месте 
амилоидной бляшки (D’An��ea e� al., 2002). Данная идея получила подтверждение 
в патенте США, в котором предложен подход к ингибированию образования этого 
комплекса с помощью ряда органических соединений, активность которых была 
показана в различных тестах in vitro (Rei�z e� al., 200�).

При изучении постмортальных образцов гиппокампа пациентов с БА методы 
иммунопреципитации показали, что α7-рецепторы связывают β-амилоидный бе-
лок Аβ в пикомолярной концентрации (Wang e� al., 2000; Dineley, 2007). Следует 
отметить, что долгое время существовали противоречивые данные как об инги-
бирующем, так и об активирующем действии β-амилоидного белка на нативные 
и гетерологически экспрессированные α7 нАХР (Go��i, Cle�en�i, 2004). Недавно 
было показано, что α7-субъединица в составе гетеропентамерного α7β2 нАХР аг-
регирует с процессированным амилоидным пептидом с аффинностью, сопостави-
мой с концентрацией этого растворимого пептида в некоторых областях мозга. При 
этом происходит активация рецептора (Pa��i e� al., 2011). При развитии БА, когда 
концентрация амилоидного пептида возрастает экспоненциально, это может при-
водить к ингибированию α7-рецептора, что, предположительно является одним из 
путей развития болезни.

Можно заключить, что одним из важных аспектов нарушения деятельности не-
рвной системы у страдающих БА являются изменения в распределении и функцио-
нировании никотиновых рецепторов в головном мозге, в частности рецепторов α7-
типа. В пользу этого свидетельствуют многочисленные сведения о взаимодействии 
данных рецепторов с амилоидным пептидом (см. обзоры: He�nan�ez, Dineley, 2012; 
Oz e� al., 2013).

Нарушение функционирования нигростриатной дофаминергической (ДА-ерги-
ческой) системы и ее холинергической регуляции приводит к нарушению моторной 
функции. Примером такого рода патологии может служить болезнь Паркинсона 
(БП), ключевым элементом патогенеза которой является дегенерация нигростри-
атных ДА-ергических нейронов, сопровождающаяся изменением экспрессии и 
функциональной активности различных подтипов нАХР (Qui� e� al., 2007). Как 
уже отмечалось, подавляющее количество нейрональных нАХР локализованы на 
пресинаптической мембране нейронов и имеют регуляторную функцию. Они учас-
твуют в механизмах пластичности мозга, модулируя кальций-зависимый выброс 
нейромедиаторов, в том числе дофамина (Changeu�, 2010). На терминалях ДА-ер-Changeu�, 2010). На терминалях ДА-ер-, 2010). На терминалях ДА-ер-
гических нейронов в стриатуме обнаружена мРНК α3-, α4-, α5-, α�-, α7-, β2-, β3-
субъединиц нАХР, а также небольшие количества мРНК β4 субъединицы (Aza� e� 
al., 2002; �lin� e� al., 2001). Различные комбинации этих субъединиц могут обра-., 2002; �lin� e� al., 2001). Различные комбинации этих субъединиц могут обра-�lin� e� al., 2001). Различные комбинации этих субъединиц могут обра-., 2001). Различные комбинации этих субъединиц могут обра-
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зовывать целый ряд подтипов нАХР с разными фармакологическими свойствами. 
На основании исследований, включавших радиолигандный анализ, иммунопреци-
питацию, использование мышей, нокаутных по генам ряда субъединиц нАХР, было 
высказано предположение, что на терминалях ДА-ергических нейронов стриатума 
экспрессируются пять различных подтипов нАХР: α4β2, α4α5β2, α4α�β2β3, a�β2β3 
и α�β2 (G�a�y e� al., 2010). �ти же субъединицы регулируют выброс ДА из синап-
тосом (G�a�y e� al., 2007). Об участии нАХР в патогенезе БП свидетельствует тот 
факт, что частота заболеваемости БП в среде курящих людей гораздо ниже, чем в 
среде некурящих (Thac�e� e� al., 2007). Никотин оказывает значительно влияние 
на ДА-ергические нейроны нигростриатной системы, стимулируя экспрессию гена 
тирозингидроксилазы – фермента, лимитирующего скорость синтеза ДА, и спо-
собствуя выбросу ДА (Se�o�a, Sabban, 2002; Ra�cliffe e� al., 2009). Разрушение ДА-
ергических терминалей при БП сопровождается уменьшением количества нАХР 
(Qui�, 2004). Стимуляция нАХР может увеличить выброс ДА сохранившимися 
терминалями, что приведет к улучшению моторных функций. В дальнейших ис-
следованиях на экспериментальных моделях острой клинической стадии БП было 
показано, что никотин, действуя через α4- и α7-рецепторы, обладает нейротектор-
ным влиянием на нигростриатные ДА-ергические нейроны (Qui� e� al., 2007). Так, 
инъекция мышам никотина перед введением нейротоксина МФТП препятствовала 
дегенерации ДА-ергических нейронов (�anson e� al., 1992). Однако роль никоти-
на в уменьшении симптомов БП у пациентов пока остается неясной. Результаты 
применения никотина в виде жевательной резинки или пластыря показывают зна-
чительную зависимость от способа, дозы получаемого никотина, а также типа ис-
следовании (Qui� e� al., 2007). Позитивные результаты наблюдались при открытом 
исследовании и, напротив, при двойном слепом методе позитивных результатов 
не показано (Qui� e� al., 2007). Защитное действие никотина обнаружено также in 
vitro – на культурах клеток блокировалась токсичность ряда соединений (A�ai�e e� 
al., 2010; �uñoz e� al., 2012).

4. Новые лиганды Сys-петельных рецепторов 
и путь к лекарствам

Необходимость детекции и воздействия на отдельные подтипы нАХР опреде-
ляет необходимость поиска и создания новых высокоаффинных и селективных ли-
гандов. Основой служат многочисленные известные соединения, взаимодействую-
щие с разными участками нАХР: агонисты, конкурентные антагонисты, блокаторы 
ионного канала, а также разнообразные модуляторы холинергической активности. 
Такое разнообразие, то есть способность связывать различные классы соединений, 
служит вероятным объяснением участия нАХР в самых различных физиологичес-
ких процессах. Хорошо известно, что связывание агонистов с ортостерическими 
участками рецептора приводит к серии его конформационных изменений, которые 
в свою очередь вызывают открытие ионного канала. Конкурентные антагонисты 
(включая белковые и пептидные нейротоксины) тоже взаимодействуют с участком 
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связывания агонистов, но при этом предотвращают активацию рецептора. На хо-
линорецепторах выявлены и другие участки взаимодействия с рядом соединений, 
которые вызовут ослабление или усиление ионных токов. Последние, так называе-
мые позитивные аллостерические модуляторы (PA�), в настоящее время представ-
ляют большой интерес как возможные лекарственные средства нового поколения. 
Перспективными мишенями для лекарственных препаратов могут оказаться нАХР, 
содержащие α7-субъединицы. Показано, что введение селективного агониста α7 
нАХР оказывало нейропротекторный эффект у крыс с моделью паркинсонизма, 
индуцированной �-гидроксидофамином (Suzu�i e� al., 2013). Новый класс соеди-
нений для лечения нейродегенеративных заболеваний могут представлять также 
аллостерические модуляторы, усиливающие ответы α7- и α4β2 подтипов нейро-
нальных нАХР или частичные агонисты нАХР (Wel�zin, Schul�e, 2010; Hen�e�son 
e� al., 2011). К последним может быть отнесен варениклин – препарат, который 
сравнительно недавно стал использоваться в качестве средства, помогающего из-
бавиться от никотиновой зависимости (Tu�ne� e� al., 2010).

Как уже отмечалось, ранее наиболее востребованными инструментами изуче-
ния структурно-функциональных свойств нАХР служили α-нейротоксины из ядов 
змей, благодаря своему исключительно высокому сродству к некоторым подтипам 
рецептора. Однако не для всех нАХР имеются избирательно действующие на них 
нейротоксины змей. Так называемые «короткие» a-нейротоксины эффективно вза-
имодействуют только с мышечными нАХР; α-нейротоксины «длинного» типа уз-
нают кроме мышечных также инейрональные гомоолигомерные (α7, α8, α9) холи-
норецепторы (см. обзор Tse�lin, 1999). Еще один токсический полипептид из яда 
B. multicinctus – κ-бунгаротоксин – специфичен к гетероолигомерному α3β2 нАХР. 
α-конотоксины, пептиды из яда морских улиток семейства Conus, являются конку-
рентными антагонистами нАХР и имеют высокую избирательность действия на 
различные подтипы холинорецепторов (см. обзоры: Te�lau, Oli�e�a, 2004; Han e� al., 
2008; Tse�lin, Hucho, 2009).

Хотя природа дала нам большое количество соединений, различающих тот или 
иной тип Cys-петельных рецепторов, задачи поиска и конструирования новых пред-
ставителей, которые с большей избирательностью помогали бы идентифицировать, а 
также активировать или дезактивировать интересующий подтип определенного (на-
пример нАХР) рецептора, остаются по-прежнему актуальными. В связи с важной ро-
лью α7 нАХР много усилий было потрачено на то, чтобы модифицировать природные 
α-конотоксины и получить аналоги, пригодные для идентификации этих рецепторов 
в тканях. �то недавно удалось американским исследователям: на основе природного 
α-конотоксина A�IB были получены его аналоги с несколькими заменами, несущими 
радиоактивные и флуоресцентные метки, вполне пригодные для надежного детек-
тирования α7 нАХР (Hone e� al., 2010). Нам удалось на основе α-конотоксина PnIA 
получить аналог, имеющий очень высокое (0,5 n�) сродство к АХСБ L. stagnalis, а 
его радиоиодированное производное очень удобно для скрининга соединений с воз-
можной холинергической активностью (�ashe�e�o� e� al., 2011).

Выход на новые природные соединения, которые могли бы сыграть роль инстру-
ментов в изучении рецепторов, сегодня имеется благодаря протеомным исследова-
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ниям ядов. Так, из яда кобры Naja kaouthia нами выделен димерный α-кобратоксин 
(Osi�o� e� al., 2008), в котором две молекулы α-кобратоксина соединены двумя 
межмолекулярными дисульфидными связями, образовавшимися за счет меж-
молекулярной перегруппировки дисульфидных связей, имевшихся в исходном 
α-кобратоксине (рис. 2). Вывод о пространственной структуре этого нового ней-
ротоксина и расположении дисульфидных связей был нами сделан на основании 
установления его кристаллической структуры (Osi�o� e� al., 2012). Уже давно был 
известен κ-бунгаротоксин, в котором две молекулы, сходные с α-бунгаротоксином, 
образуют прочно связанный димер, не содержащий каких-либо межмолекулярных 
ковалентных связей. κ-Бунгаротоксин имеет высокое сродство к гетеромерному 
нейрональному α3β2 нАХР, тогда как α-бунгаротоксин или α-кобратоксин блоки-
руют только мышечный и α7 нАХР. Обнаруженный нами димерный α-кобратоксин 
сохранил эти исходные активности, но и приобрел способность к блокированию 
α3β2 нАХР (Osi�o� e� al., 2008, 2012).

До сих пор мы рассматривали выделенные из ядов нейроактивные белки и 
пептиды, мишенью для которых служат различные нАХР. Чуть более 10 лет назад 
американскими исследователями в мозге мыши был обнаружен ген, кодирующий 
белок �yn�1, предположительно имеющий ту же трехпетельную структуру, что и 
α-нейротоксины змей (�iwa e� al., 1999). Структура гена указывает, что эндогенный 
белок млекопитающих �yn�1 должен иметь и существенное отличие от нейроток-
синов – дополнительный гликозил-фосфатидил-инозитольный (GPI) якорь. С по-
мощью этого якоря �yn�1 прикреплен в мозге к мембране в непосредственной бли-

Рис 2.  Кристаллическая структура димерного α-кобратоксина
Показаны исходные мономеры (А и А') α-кобратоксина. I–III – обозначения петель, имеющих  

β–структурную конформацию. Две межмолекулярные дисульфидные связи образованы остатком Cys 3
и Cys 20 одного мономера с остатками Cys 20 и Cys 3 соседнего
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зости от никотиновых рецепторов и модулирует их функциональную активность. 
До недавнего времени �yn�1 был недоступен в форме индивидуального белка. 
Поэтому все важнейшие исследования его функциональной активности, опубли-
кованные в таких ведущих журналах, как Neu�on и Science (см., например, �iwa e� 
al., 200�; �o�ishi�a e� al., 2010), были выполнены исключительно с использованием 
суперэкспрессии или нокаута гена �yn�1. Информации о том, каков механизм взаи-
модействия �yn�1 с нАХР, не имелось, а прогресс в этой области наметился, когда 
нам в 2011 г., благодаря экспрессии в E. coli и последующей очистке, удалось по-
лучить в виде индивидуального водорастворимого белка полноразмерный �yn�1, 
не имеющий GPI якоря (ws-lyn�1) (�yu��ano�a e� al., 2011). В результате впервые 
были установлены концентрации, при которыхможно в опытах in vitro зарегист-
рировать эффекты ws-lyn�1 на различные подтипы нАХР. При этом было впервые 
показано различие в характере связывания ws-lyn�1 с двумя основными типами 
нАХР: ws-lyn�1 конкурировал с радиоактивным α-бунгаротоксином за связывание 
с рецептором мышечного типа, но не конкурировал за связывание с нейрональным 
α7 нАХР (рис. 3а). Однако электрофизиологические опыты выявили ингибирова-
ние токов в α7 нАХР при добавлении 10 �М ws-lyn�1 (рис. 3б).

5. Заключение

�ти результаты впервые показали, что ws-lyn�1 может связываться с некоторы-
ми подтипами нАХР по конкурентному механизму (в классическом центре связы-
вания агонистов и антагонистов, хорошо охарактеризованном соответствующими 
кристаллическими структурами комплексов с АХБ), а также по неконкурентному 
– за пределами этого центра. В настоящее время, вводя мутации как в ws-lyn�1, так 
и в индивидуальные подтипы нАХР, мы планируем получить информацию о соот-
ветствующих областях взаимодействия.

Таким образом, ведущиеся в настоящее время исследования открывают новые 
перспективы для использования высокоаффинных и селективных лигандов нико-
тиновых рецепторов в качестве лекарственных препаратов.
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Сокращения: ПРЛ – пролактин, ГАМК – γ-аминомасляная кислота, ГДА – гидроксидофамин, 
ДМИ – десмитилимипрамин.
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1. Введение

Пролактин (ПРЛ) – гипофизарный гормон, синтезирующийся в передней доле 
гипофиза (F�ee�an e� al., 2000). Основной формой ПРЛ, продуцируемого лактотро-
фами гипофиза, является белок с молекулярной массой 23 кДа. Однако существуют 
другие формы гормона: в результате альтернативного сплайсинга образуется изо-
форма ПРЛ, состоящая из 137 аминокислотных остатков (E�anuele e� al., 1992), а 
при протеолитическом расщеплении образуется ПРЛ с молекулярной массой 14, 1� 
и 22 кДа (Cla�� e� al., 1994; To�ne� e� al., 1995). ПРЛ синтезируется в клетках пере-
дней доли гипофиза – в лактотрофах, которые занимают от 20 до 50% ее клеточной 
популяции в зависимости от пола и физиологического состояния организма.

Секреция ПРЛ в гипофизе находится под контролем различных физиологи-
чески активных веществ – ингибиторов и стимуляторов (F�ee�an e� al., 2000). Ос-
новным регулятором, оказывающим ингибирующее влияние на секрецию ПРЛ, 
является дофамин (ДА), синтезирующийся нейронами туберо-инфундибулярной 
системы гипоталамуса (Ben-�ona�han, Hnas�o, 2001). �та регуляция опосредована 
через Д2-рецепторы на лактотрофах (Ben-�ona�han, Hnas�o, 2001). Кроме того, ДА 
оказывает ингибирующее влияние на пролиферацию лактотрофов (�ewins�i e� al., 
1984), причем хроническая недостаточность этого влияния приводит к развитию 
гиперплазии гипофиза (Asa e� al., 1999). Помимо ДА в регуляции секреции ПРЛ 
принимает участие и норадреналин (НА), синтезирующийся в норадренергических 
(НА-ергических) нейронах мозга. В отличие от ДА, НА, помимо прямого влияния 
на лактотрофы через адренорецепторы, оказывает непрямое стимулирующее вли-
яние на выделение ПРЛ опосредованно через нейроны аркуатного ядра (Col�ho��e 
e� al., 2000; �ohns�on e� al., 1985). Наряду с ДА в ингибиторном контроле секреции 
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ПРЛ участвуют γ-аминомасляная кислота (ГАМК), ацетилхолин, соматостатин и 
бомбезин (�cCann e� al., 1984; Flo�es e� al., 1992). Стимулирующее действие на 
секрецию ПРЛ оказывают вазоактивный интестинальный полипептид, серотонин, 
тиреотропин-рилизинг-гормон, окситоцин, вазопрессин, гистамин, кальцитонин и 
в меньшей степени влияют следующие нейропептиды: субстанция P, галанин, хо-P, галанин, хо-, галанин, хо-
лицистокинин, нейротензин, ангиотензин II, эндотелины).

При нарушении ингибиторного контроля уровень ПРЛ в крови увеличивается, 
что приводит к развитию у человека синдрома гиперпролактинемии (Ben-�ona�han, 
Hnas�o, 2001). �то заболевание, которым нередко страдают молодые социально ак-
тивные люди в репродуктивном возрасте (Se��i e� al., 2003). Так, в возрасте 25–40 
лет примерно 0,4% населения страдает гиперпролактинемией, что сопровождается 
возникновением опухолей гипофиза – пролактином, и приводит к нарушению реп-
родуктивной функции и к бесплодию. Уровень ПРЛ в крови выше лабораторной 
нормы, или «биохимическая гиперпролактинемия», отмечается почти у 10% жен-
щин, и этот показатель выше среди пациентов со специфическими симптомами. 
Гипрепролактинемия встречается у 9% женщин при аменорее, 25% женщин при 
галакторее и 70% женщин при галакторее и аменорее, а также у 5% мужчин при 
импотенции или бесплодии (Se��i e� al., 2003). В 30% случаев гиперпролактинемия 
является идиопатической, т.е. не связанной с другими заболеваниями или приемом 
медикаментов, причем в основе ее патогенеза, по всей вероятности, лежит деге-
нерация ДА-ергических нейронов тубероинфундибулярной системы гипоталамуса 
(Дедов и др., 2004; Chahal, Schlech�e, 2008). Синдром гиперпролактинемии может 
также развиваться вследствие медикаментозного подавления ДА-ергической сис-
темы гипоталамуса как побочный эффект лечения основного заболевания. Кроме 
того, встречаются формы гиперпролактинемии, связанные с нарушением функци-
онирования рецепторов к ДА на лактотрофах. �ти формы устойчивы к действию 
агонистов рецепторов к ДА, например бромокриптину (Chahal, Schlech�e, 2008; Se��i 
e� al., 2003). Гиперпролактинемия также сопровождает такие заболевания, как гипо-
тиреоидизм, почечные заболевания, поликистоз яичников, гипофизарные опухоли.

Данный обзор посвящен моделям гиперпролактинемии, обусловленной нару-
шением гипоталамического ДА-го звена регуляции секреции пролактина.

2. Моделирование гиперпролактинемии

2.1. Дефицит катехоламинов – компенсируемая  
и хроническая гиперпролактинемии

Фармакологически вызванная компенсируемая гиперпролактинемия

Гиперпролактинемию, обусловленную нарушением гипоталамического звена 
регуляции секреции ПРЛ, а именно дегенерацией ДА-ергических нейронов аркуат-
ного ядра, чаще всего моделируют на крысах фармакологически с помощью �-гид-
роксидофамина (�-ГДА) – специфического нейротоксина катехоламинергических 
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нейронов. �-ГДА похож по структуре на ДА и НА, что обусловливает его специфи-
ческий захват из внеклеточной среды в ДА-ергические и НА-ергические нейроны 
с помощью мембранного переносчика (Biegon, Rainbow, 1983; Blan�ini e� al., 2008; 
�onsson, 1983). В процессе действия �-ГДА сначала подавляет синтез катехолами-
нов, а затем вызывает дегенерацию нейронов (Ba��holini e� al., 1970). Внутрикле-
точно токсин способствует разобщению окислительного фосфорилирования, что 
приводит к гибели нейронов. Традиционно �-ГДА вводят стереотаксически в лате-
ральные желудочки мозга (E�sho� e� al., 2005; Fens�e, Wu���e, 197�; Зиязетдинова и 
др., 2008). �-ГДА в процессе переноса с ликвором из боковых желудочков сначала 
в 3-й, а затем в 4-й желудочки диффундирует в близлежащие отделы мозга – пос-
ледовательно в стриатум, медиобазальный гипоталамус и в черную субстанцию 
(Bosle�, Calas, 1982). Кроме того, встречаются модели системного введения этого 
нейротоксина (Shewa�� e� al., 1985). При этом �-ГДА, который не проходит через ге-
матоэнцефалический барьер (Blan�ini e� al., 2008), оказывает токсическое действие 
на периферии и в циркумвентрикулярных областях мозга, в которых отсутствует 
гематоэнцефалический барьер, и одной из таких областей является срединное воз-
вышение и вентарльная область аркуатного ядра (Shewa�� e� al., 1985).

При стереотаксическом введении под наркозом в латеральный желудочек мозга 
животного по координатам вводят канюлю для инъекции �-ГДА в растворе или рас-
твора для контроля (E�sho� e� al., 2005; Зиязетдинова и др., 2008). Особенностью 
этой модели является то, что первая волна дегенерации ДА-ергических нейронов 
сменяется компенсаторным увеличением ДА в аркуатном ядре гипоталамуса и вос-
становлением уровня ПРЛ в крови (Fens�e, Wu���e, 197�; Зиязетдинова и др., 2008) 
(табл. 1). По данным М. Фенске и В. Вуттке (Fens�e, Wu���e, 197�), концентрация 
ПРЛ в крови увеличивается уже через час после введения �-ГДА, достигает макси-
мума на 2-ой день, сохраняется повышенной до 15-го дня и восстанавливается пос-
ле 37-го дня. В наших экспериментах на 14-й и 45-й дни после стереотаксических 
инъекций также наблюдается вначале повышение, а затем восстановление уровня 
ПРЛ в крови у крыс, что свидетельствует о компенсации гиперпролактинемии (см. 
табл. 1) (Зиязетдинова и др., 2008). В гипофизе также наблюдаются изменения пос-
ле введения �-ГДА: на 14-й и 45-й дни вес гипофиза снижается на 20% по срав-
нению с контролем, а содержание ПРЛ снижается на 30–35%. Содержание мРНК 
Д2-рецепторов в этом же эксперименте уменьшается на 30% на 14-й день и восста-
навливается к 45-му дню (см. табл. 1) (Дильмухаметова и др., 2010). При этом в 
опыте митотическая активность уменьшается через 48 часов и увеличивается через 
9� и 144 часа по сравнению с контролем, причем в самом контроле наблюдается 
постепенное снижение митотической активности в течение 48–144 часов для всех 
клеток переднего гипофиза (�ewins�i e� al., 1984).

Выявленные изменения в уровне ПРЛ в крови у крыс на 14-й и 45-й дни после 
введения �-ГДА хорошо коррелируют с изменениями уровня ДА в гипоталамусе. 
Так, по данным В.Дж. Шеварда с соавторами (Shewa�� e� al., 1985), концентрация 
ДА и НА в срединном возвышении и стебле гипофиза на 3-й день после введения 
токсина снижается на 50%. По нашим данным, в аркуатном ядре после введения 
�-ГДА на 14-й день содержание ДА снижается на 55%, а содержание НА – на 80%. 
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На 45-й день уровень ДА в аркуатном ядре восстанавливается до контрольного 
уровня, а уровень НА по-прежнему снижен на 70% (см. табл. 1) (Дильмухамето-
ва и др., 2009; Зиязетдинова и др., 2008). Восстановление уровня ДА может быть 
связано с его кооперативным синтезом моноферментными недофаминергическими 
нейронами (�g�u�o�, 2008; �g�u�o� e� al., 2002, 2004, 2014) и/или с усилением его 
синтеза в сохранившихся ДА-ергических нейронах.

Для оценки секреторной активности (синтез и выделение ДА) нейронов аркуат-
ного ядра применяли метод проточной инкубации слайсов ткани на 14-й и 45-й дни 
после введения нейротоксина и в контроле (Дильмухаметова и др., 2012, 2014). В 
норме стимулированное выделение ДА нейронами аркуатного ядра в 3 раза выше, 
чем спонтанное. На 14-й день после введения �-ГДА было показано, что уровень 
спонтанного выделения ДА усиливался, а стимулированное выделение ДА отсутс-
твовало, причем в ткани в опыте уровень ДА был значительно ниже, чем в контро-
ле (табл. 2) (Дильмухаметова и др., 2012). На 45-й день наблюдалось значительное 
снижение спонтанного и стимулированного выделения ДА по сравнению с контро-
лем, но при этом ДА-ергическая система восстановила способность выделять ДА 
в ответ на калиевую стимуляцию (см. табл. 2) (Дильмухаметова и др., 2014). Таким 
образом, на 45-й день наблюдается восстановление функциональной активности 
ДА-продуцирующих нейронов. Однако уровень ДА в ткани после инкубации на 
45-й день после введения только �-ГДА был выше, чем в контроле (см. табл. 2). 
При этом на 14-й день после введения �-ГДА наблюдалось спонтанное выделение 
НА без стимулированного усиления его выделения, и уровень НА в ткани был зна-
чительно снижен (см. табл. 2) (Дильмухаметова и др., 2012). Интересно отметить, 
что на 45-й день после введения �-ГДА НА-ергические нейроны уже отвечают на  
калиевую стимуляцию (см. табл. 2) (Дильмухаметова и др., 2014).

Помимо ДА была изучена секреция �-ДОФА как конечного продукта синтеза 
в моноферментных нейронах, содержащих тирозингидроксилазу, и промежуточ-
ного продукта синтеза ДА в ДА-ергических нейронах. В норме в аркуатном ядре 

Таблица 1
Изменение уровня пролактина (ПРЛ), мРНК Д2-рецепторов, дофамина (ДА), норадреналина 

(НА) и L-диоксифенилаланина (L-ДОФА) после введения 6-ГДА на 14-й и 45-й дни 
по сравнению с контролем и на 45-й день после введения 6-ГДА по сравнению с 14-м днем 

после введения 6-ГДА (Дильмухаметова и др., 2009, 2010)

Параметры Исследованная 
область

14 день
�-ГДА �s контроль

45 день
�-ГДА �s контроль

�-ГДА
45 день �s 14 день

ПРЛ 
кровь ↑ → ↓

гипофиз ↓ ↓ →
мРНК Д2 
рецепторов гипофиз ↓ → ↑

ДА

аркуатное ядро

↓ → ↑

НА ↓ ↓ ↑

�-ДОФА ↓ → ↑



559

�-ДОФА выделяется только спонтанно (Дильмухаметова и др., 2012). При этом 
на 45-й день после введения только �-ГДА спонтанное выделение �-ДОФА ниже, 
чем в контроле, а после добавления калия в среду становиться равным контро-
лю, демонстрируя небольшое симулированное усиление выделения (см. табл. 2) 
(Дильмухаметова и др., 2014). �то также сложно объяснить, так как �-ДОФА, как 
и ДА, синтезируются в цитоплазме, но при этом ДА после синтеза накапливается в 
везикулах, в то время как общепринято, что �-ДОФА содержится в цитозоле, а не 
в секреторных гранулах.

Биохимические изменения уровня ДА и НА в аркуатном ядре тесно связаны 
с морфологическими изменениями в гипоталамусе после введения нейротоксина. 
Так, уже через 7 дней после введения �-ГДА в аркуатном ядре наблюдается зна-
чительное снижение числа ДА-ергических нейронов, содержащих оба фермента 
синтеза ДА – тирозингидроксилазу и декарбоксилазу ароматических аминокислот, 
и увеличение числа недофаминергических моноферментных нейронов, содержа-
щих по одному из ферментов синтеза ДА (E�sho� e� al., 2005). При введения только 
�-ГДА на 14-й день наблюдалось значительное уменьшение числа НА-ергических 
аксонов (Дильмухаметова и др., 2012), а на 45-й день после введения только �-ГДА 
в аркуатном ядре оставалось всего 35% терминалей НА-ергических аксонов (Диль-
мухаметова и др., 2014) (табл. 3). При этом на 14-й день после введения �-ГДА 

Таблица 2
Изменение уровня дофамина (ДА), норадреналина (НА) и L-диоксифенилаланина (L-ДОФА) 

после введения 6-ГДА на 14-й и 45-й дни по сравнению с контролем и на 45-й день  
после введения 6-ГДА по сравнению с 14-м днем после введения 6-ГДА

Параметры ФАВ 14 день
�-ГДА �s контроль

45 день
�-ГДА �s контроль

�-ГДА
45 день �s 14 день

Спонтанное 
выделение

ДА ↓ ↓ ↓

НА ↓ ↓ →

�-ДОФА ↑ ↓ ↓

Стимулированное 
выделение

ДА ↓ ↓ →

НА ↓ ↓ →

�-ДОФА ↑ → ↓

В ткани после 
инкубации

ДА ↓ → ↑

НА ↓ ↓ →

�-ДОФА → ↓ ↓

Суммарно в ткани 
и среде

ДА ↓ ↑ ↑

НА ↓ ↓ →

�-ДОФА ↑ ↓ ↓
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наблюдалось снижение числа тирозингидроксилаза-иммунопозитивных нейронов 
в дорсомедиальной области аркуатного ядра, где локализованы в основном бифер-
ментные ДА-ергические нейроны, что объясняет значительное снижение синтеза 
ДА как на 14-й, так и на 45-й день (Дильмухаметова и др., 2012, 2014) (см. табл. 3). 
Однако в дорсомедиальной области оптическая плотность нейронов, коррелиру-
ющая с внутриклеточным содержанием тирозингидроксилазы, увеличивается при 
сохранении НА-ергического контроля (см. табл. 3). �то может свидетельствовать 
о протекторном влиянии НА на ДА-ергические биферментные нейроны, которые 
локализованы в этой области аркуатного ядра (E�sho� e� al., 2002а,b), что согласу-E�sho� e� al., 2002а,b), что согласу- e� al., 2002а,b), что согласу-e� al., 2002а,b), что согласу- al., 2002а,b), что согласу-al., 2002а,b), что согласу-., 2002а,b), что согласу-
ется с данными о том, что НА способен снижать оксидативный стресс на культуре 
мезенцефальных ДА-ергических нейронов (T�oa�ec e� al., 2001). При этом на 45-й 
день после введения �-ГДА при нарушении НА-ергической иннервации аркуатного 
ядра в вентролатеральной области аркуатного ядра, где содержатся преимущест-
венно неДА-ергические нейроны, экспрессирующие только тирозингидроксилазу 
(E�sho� e� al., 2002а,b; O�a�u�a e� al., 1988) и участвующие в кооперативном син-E�sho� e� al., 2002а,b; O�a�u�a e� al., 1988) и участвующие в кооперативном син- e� al., 2002а,b; O�a�u�a e� al., 1988) и участвующие в кооперативном син-e� al., 2002а,b; O�a�u�a e� al., 1988) и участвующие в кооперативном син- al., 2002а,b; O�a�u�a e� al., 1988) и участвующие в кооперативном син-al., 2002а,b; O�a�u�a e� al., 1988) и участвующие в кооперативном син-., 2002а,b; O�a�u�a e� al., 1988) и участвующие в кооперативном син-O�a�u�a e� al., 1988) и участвующие в кооперативном син- e� al., 1988) и участвующие в кооперативном син-e� al., 1988) и участвующие в кооперативном син- al., 1988) и участвующие в кооперативном син-al., 1988) и участвующие в кооперативном син-., 1988) и участвующие в кооперативном син-
тезе ДА (�g�u�o� e� al., 2004), отмечено увеличение числа тирозингидроксила-�g�u�o� e� al., 2004), отмечено увеличение числа тирозингидроксила- e� al., 2004), отмечено увеличение числа тирозингидроксила-e� al., 2004), отмечено увеличение числа тирозингидроксила- al., 2004), отмечено увеличение числа тирозингидроксила-al., 2004), отмечено увеличение числа тирозингидроксила-., 2004), отмечено увеличение числа тирозингидроксила-
за-иммунопозитивных нейронов и содержания самой тирозингидроксилазы в этих 
нейронах по сравнению с нормой (Дильмухаметова и др., 2012, 2014) (см. табл. 3).

Таким образом, при фармакологическом выключении ДА-ергических нейронов 
и НА-ергических аксонов аркуатного ядра у крыс развивается компенсируемая ги-
перпролактинемия. При этом первоначальный дефицит ДА компенсируется за счет 
синтеза ДА неДА-ергическими нейронами аркуатного ядра (Fens�e, Wu���e, 197�; 
Дильмухаметова и др., 2009, 2010; Зиязетдинова и др., 2008).

Таблица 3
Изменение числа тирозингидроксилаза-иммунопозитивных (ТГ) нейронов и 

норадренергических (НА) терминалей аксонов, а также оптической плотности 
тирозингидроксилаза-иммунопозитивных нейронов в аркуатном ядре (АЯ) и в отдельных его 
областях – дорсомедиальной (ДМ) и вентролатеральной (ВЛ), после введения 6-ГДА на 14-й  

и 45-й дни по сравнению с контролем, а также на 45-й день после введения 6-ГДА по 
сравнению с 14-м днем после введения 6-ГДА

Параметры Исследованная 
область

14 день
�-ГДА �s контроль

45 день
�-ГДА �s контроль

�-ГДА
45 день �s 14 день

ТГ нейроны

ДМ ↓ ↓ →

ВЛ ↑ → ↓

АЯ ↓ ↓ ↓

НА терминали

ДМ ↓ ↓ →

ВЛ ↓ ↓ →

АЯ ↓ ↓ →
Оптическая 

плотность ТГ 
нейронов

ДМ → → ↑

ВЛ ↑ ↑ ↑
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Фармакологически вызванная хроническая гиперпролактинемия

Помимо наиболее широко используемой модели дегенерации катехоламинерги-
ческих нейронов была разработана модель избирательной дегенерации только ДА-
ергических нейронов при сохранении НА-ергических аксонов в аркуатном ядре 
у крыс. �то делает возможным оценить вклад в развитие гиперопролактинемии 
каждой из катехоламинергических компонент – ДА-ергической и НА-ергической. 
Дегенерация только ДА-ергических нейронов тубероинфундибулярной системы 
моделируется путем внутрижелудочкового введения �-ГДА после предварительно-
го системного введения десметилимипрамина (ДМИ) – протектора НА-ергических 
нейронов. ДМИ связывается с мембранным переносчиком НА на НА-ергических 
нейронах и таким образом ингибирует обратный захват НА, предотвращая захват 
�-ГДА и дегенерацию нейронов (Biegon, Rainbow, 1983; Fulce�i e� al., 200�; Shewa�� 
e� al., 1985). В отличие от предыдущей модели с введением только �-ГДА, на этой 
модели не происходит компенсаторного восстановления уровня ПРЛ в крови (табл. 
4) (Дильмухаметова и др., 2009). В результате концентрация ПРЛ в крови сохра-
няется в 2 раза повышенной как на 14-й, так и на 45-й день после введения �-ГДА 
с ДМИ (табл. 4) (Дильмухаметова и др., 2009). В гипофизе наблюдаются отчасти 
схожие с предыдущей моделью изменения: содержание ПРЛ снижено на 14-й день 
на �5%, а на 45-й день на 30%, вес гипофиза до 45-го дня отстает на 20% от веса 
гипофиза контрольных особей, а содержание мРНК Д2-рецепторов уменьшается на 
30%, причем только на 45-й день (см. табл. 4) (Дильмухаметова и др., 2010). Кроме 
того, через 48 часов после введения �-ГДА и ДМИ, так же как и на модели введения 
только �-ГДА снижается, митотическая активность лактотрофов, а через 9� и 144 
часа повышается (�ewins�i e� al., 1984).

На данной модели изменения в уровне ПРЛ в крови коррелируют также с изме-
нениями уровня ДА в гипоталамусе. В срединном возвышении и стебле гипофиза 

Таблица 4
Изменение уровня пролактина (ПРЛ), мРНК Д2-рецепторов, дофамина (ДА), 

норадреналина (НА) и L-диоксифенилаланина (L-ДОФА) после введения ДМИ и 6-ГДА на 
14-й и 45-й дни по сравнению с контролем и на 45-й день после введения ДМИ и 6-ГДА по 

сравнению с 14-м днем после введения ДМИ и 6-ГДА

Параметры Исследованная 
область

14 день
ДМИ+�-ГДА �s 

контроль

45 день
ДМИ+�-ГДА �s 

контроль

ДМИ+�-ГДА
45 день �s 14 день

ПРЛ 
кровь ↑ ↑ →

гипофиз ↓ ↓ ↑
мРНК Д2-

рецепторов гипофиз → ↓ →

ДА

АЯ

↓ ↓ ↓

НА ↓ → ↑

�-ДОФА ↑ ↓ ↓
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на 3-й день после введения �-ГДА с ДМИ наблюдается снижение ДА на 50% без 
изменений содержания НА (Shewa�� e� al., 1985). В аркуатном ядре содержание ДА 
на 14-й день снижается на 75%, а на 45-й день – на 90%. При этом содержание НА 
незначительно (на 20%) снижается только на 14-й день и полностью восстанавли-
вается к 45-му дню (см. табл. 4) (Дильмухаметова и др., 2009).

Для оценки секреторной активности нейронов аркуатного ядра также применя-
ли метод проточной инкубации слайсов ткани на 14-й и 45-й дни после введения 
нейротоксина и в контроле (Дильмухаметова и др., 2012, 2014). При введения ДМИ 
с �-ГДА на 14-й день НА выделялся спонтанно и стимулированно, но уровень вы-
делявшегося НА был ниже, чем в контроле (см. табл. 5). При этом НА-ергические 
нейроны отвечают на калиевую-стимуляцию (см. табл. 5). Кроме того, суммарный 
уровень НА при введении ДМИ с �-ГДА почти не отличается от контрольного (см. 
табл. 5). �ти результаты отчасти согласуются с данными других авторов, проде-
монстрировавших, что концентрация НА в срединном возвышении не изменялась 
через 24 часа после внутривенного введения ДМИ и �-ГДА (Shewa�� e� al., 1985). 
Таким образом, наблюдается незначительное снижение НА-ергической иннерва-
ции с последующим частичным восстановлением.

В норме стимулированное выделение ДА нейронами аркуатного ядра в 3 раза 
выше, чем спонтанное. На 14-й день при введении ДМИ и �-ГДА, так же как и при 
введении только �-ГДА, было показано, что уровень спонтанного выделения ДА 

Таблица 5
Изменение уровня дофамина (ДА), норадреналина (НА) и L-диоксифенилаланина (L-ДОФА) 

после введения ДМИ и 6-ГДА на 14-й и 45-й дни по сравнению с контролем и на 45-й день 
после введения ДМИ и 6-ГДА по сравнению с 14-м днем после введения ДМИ и 6-ГДА

Параметры ФАВ
14 день

ДМИ+�-ГДА �s 
контроль

45 день
ДМИ+�-ГДА �s 

контроль

ДМИ+�-ГДА
45 день �s 14 день

Спонтанное 
выделение

ДА ↑ ↓ ↓

НА ↓ ↓ ↓

�-ДОФА ↑ ↓ ↓

Стимулированное 
выделение

ДА ↓ ↓ →

НА ↓ ↓ ↑

�-ДОФА ↑ ↓ ↓

В ткани после 
инкубации

ДА ↓ ↓ →

НА ↓ → ↑

�-ДОФА ↑ ↓ ↓

Суммарно в ткани 
и среде

ДА ↓ ↓ ↓

НА ↓ → ↑

�-ДОФА ↑ ↓ ↓
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усиливался, а стимулированное выделение ДА отсутствовало, и в ткани уровень ДА 
был значительно снижен по сравнению с контролем (см. табл. 5) (Дильмухаметова 
и др., 2012). Также наблюдалось значительное снижение спонтанного и стимулиро-
ванного выделения ДА по сравнению с контролем, но при этом ДА-ергическая сис-
тема восстановила способность выделять ДА в ответ на калиевую стимуляцию, по 
сравнению с тем, что наблюдалось на 14-й день после введения токсина (см. табл. 5). 
Таким образом, на 45-й день наблюдается восстановление функциональной актив-
ности ДА-продуцирующих нейронов. Однако уровень ДА в ткани после инкубации 
на 45-й день после введения только �-ГДА был выше, а после введения ДМИ с 
�-ГДА – значительно ниже, чем в контроле (Дильмухаметова и др., 2014). �то сви-
детельствует о том, что НА оказывает ингибирующее влияние на синтез ДА.

На 45-й день после введения ДМИ с �-ГДА уровень спонтанного и стимули-
рованного выделения �-ДОФА значительно ниже, чем в контроле (см. табл. 5) 
(Дильмухаметова и др., 2014). Кроме того, суммарное содержание �-ДОФА в ткани 
и среде после введения ДМИ с �-ГДА меньше, чем после введения только �-ГДА 
(Дильмухаметова и др., 2014). �то свидетельствует о том, что уровень синтеза 
�-ДОФА ниже при сохранении НА-ергической иннервации аркуатного ядра, чем 
при ее отсутствии.

Биохимические изменения уровня ДА и НА в аркуатном ядре при введении 
ДМИ и �-ГДА коррелируют с морфологическими изменениями в гипоталамусе 
после ведения нейротоксина. На модели введения ДМИ и �-ГДА, так же как и на 
модели введения только �-ГДА, наблюдалось снижение числа тирозингидроксила-
за-иммунопозитивных нейронов в дорсомедиальной области аркуатного ядра, где 
локализованы в основном биферментные ДА-ергические нейроны, что объясняет 
значительное снижение синтеза ДА на обеих моделях как на 14-й день, так и на 
45-й день (табл. �) (Дильмухаметова и др., 2012, 2014). Однако в дорсомедиальной 
области оптическая плотность нейронов, коррелирующая с внутриклеточным со-
держанием тирозингидроксилазы, и площадь самих нейронов увеличивается при 
сохранении НА-ергического контроля (см. табл. �). �то подтверждает предположе-
ние о протекторном влиянии НА по отношению к ДА-ергическим биферментным 
нейронам, которые локализованы в этой части аркуатного ядра.

При сохранении НА-ергической иннервации после введения ДМИ с �-ГДА число 
тирозингидроксилаза-иммунопозитивных нейронов и содержание тирозингидрок-
силазы в нейронах в вентролатеральной области не изменилось (Дильмухаметова 
и др., 2012, 2014) (см. табл. �). Приведенные данные свидетельствуют о том, что 
НА ингибирует синтез тирозингидроксилазы в моноферментных нейронах вентро-
латеральной области аркуатного ядра. �то хорошо согласуется с данными Дайкоку 
с соавторами (Dai�o�u e� al., 198�), показавшими, что хирургическая деафферен-Dai�o�u e� al., 198�), показавшими, что хирургическая деафферен- e� al., 198�), показавшими, что хирургическая деафферен-e� al., 198�), показавшими, что хирургическая деафферен- al., 198�), показавшими, что хирургическая деафферен-al., 198�), показавшими, что хирургическая деафферен-., 198�), показавшими, что хирургическая деафферен-
тация медиобазального гипоталамуса приводит к увеличению числа тирозингид-
роксилаза-иммунопозитивных нейронов в вентролатеральной области аркуатного 
ядра. Прямое доказательство НА-ергического ингибиторного контроля экспрессии 
тирозингидроксилазы в неДА-ергических нейронах было недавно получено нами 
при изучении вазопрессинергических нейронов супраоптического ядра, эксперси-
ирующих тирозингидроксилазу (Ab�a�o�a e� al., 2011).



5�4

Из приведенных наших и литературных данных следует, что НА оказывает 
ингибирующее влияние на экспрессию тирозингидроксилазы в моноферментных 
нейронах вентролатеральной области аркуатного ядра и протекторное влияние на 
биферментные нейроны дорсомедиальной области аркуатного ядра.

Таким образом, при функциональной недостаточности ДА-ергических нейро-
нов сохранение НА-ергической иннервации аркуатного ядра приводит к снижению 
экспрессии тирозингидроксилазы в неДА-ергических моноферментных нейронах 
аркуатного ядра и ингибированию синтеза ДА, что приводит к развитию хроничес-
кой гиперпролактинемии.

2.2. Галоперидол – моделирование гиперпролактинемии 
без пролактиномы

Моделирование гипофизарной гиперпролактинемии путем фармакологическо-
го ингибирования рецепторов на лактотрофах основано на том, что ДА влияет на 
секрецию ПРЛ через Д2-рецепторы на лактотрофах (Ben-�ona�han, Hnas�o, 2001). 
В качестве ингибитора Д2-рецепторов обычно используют галоперидол, который, 
хотя и действует на все типы ДА рецепторов, на Д2-подобные рецепторы оказывает 
в 20 раз более сильное воздействие, чем на Д1-подобные рецепторы (�issale e� al., 
1998). Галоперидол вводят ежедневно подкожно (Au�eli�ano e� al., 1989; Fe�e�e e� 
al., 1979) или имплантируют подкожно капсулы длительного выделения (A�bogas, 
Voog�, 1991; �ohan�u�a� e� al., 1997).

Таблица 6
Изменение числа тирозингидроксилаза-иммунопозитивных (ТГ) нейронов и 

норадренергических (НА) терминалей аксоно, оптической плотности тирозингидроксилаза-
иммунопозитивных нейронов в аркуатном ядре (АЯ) и в отдельных его областях – 
дорсомедиальной (ДМ) и вентролатеральной, после введения ДМИ и 6-ГДА на 14-й  

и 45-й дни по сравнению с контролем и на 45-й день после введения ДМИ и 6-ГДА по 
сравнению с 14-м днем после введения ДМИ и 6-ГДА

Параметры Исследованная 
область

14 день
ДМИ+�-ГДА �s 

контроль

45 день
ДМИ+�-ГДА �s 

контроль

ДМИ+�-ГДА
45 день �s 14 день

ТГ нейроны

ДМ ↓ ↓ →

ВЛ → → ↓

АЯ ↓ ↓ ↓

НА терминали

ДМ ↓ ↓ →

ВЛ ↓ ↓ →

АЯ ↓ ↓ →

Оптическая 
плотность ТГ 

нейронов

ДМ ↓ ↓ ↓

ВЛ ↓ → ↓
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Через 1,5 часа после подкожного введения галоперидола секреция ДА в арку-
атном ядре не меняется. Через 3 дня содержание мРНК тирозингидроксилазы так-
же не меняется, однако концентрация �-ДОФА увеличивается в 1,5 раза (A�bogas�, 
Voog�, 1991). Через � месяцев концентрация ДА в аркуатном ядре не меняется, а в 
срединном возвышении увеличивается в 2 раза, при этом через 9 месяцев и в ар-
куатном ядре, и в срединном возвышении концентрация ДА повышена в 1,5 раза 
(�ohan�u�a� e� al., 1997).

Концентрация ПРЛ в крови увеличивается уже через 15 минут после введения 
галоперидола (�achia�elli e� al., 1982), через � повышена в 8 раз, а через 9 месяцев 
– в 20 раз (�ohan�u�a� e� al., 1997). При этом эффект галоперидола носит дозаза-
висимый характер, так, при более высоких дозах галоперидола концентрация ПРЛ 
в крови увеличивается в 20 раз уже через 3 дня (A�bogas�, Voog�, 1991).

В гипофизе через 15 минут после введения галоперидола наблюдается стиму-
ляция синтеза ДНК (�achia�elli e� al., 1982), однако через � месяцев вес гипофиза 
был на 12% меньше чем в контроле, а через 9 месяцев достиг контрольного уровня 
(�ohan�u�a� e� al., 1997). Концентрация ПРЛ в гипофизе через 15 минут досто-
верно снижается (�achia�elli e� al., 1982), через � месяцев на 10% ниже, чем у 
контрольных особей, но статистически недостоверно (�ohan�u�a� e� al., 1997). Со-
держание мРНК Д2 рецепторов также недостоверно снижена на 20% после 5 дней 
ежедневного введения галоперидола (Au�eli�ano e� al., 1989).

Таким образом, хроническая модель гиперпролактинемии, основанная на инги-
бировании рецепторов к ДА на лактотрофах, приводит к гиперпролактинемии, но 
без развития пролактиномы.

2.3. Эстроген как фактор развития пролактиномы

ДА играет роль основного ингибитора секреции ПРЛ, чье влияние маскиру-
ет действие других ингибиторов и стимуляторов секреции ПРЛ и пролиферации 
лактотрофов. При этом на фоне дефицита ДА проявляется влияние на секрецию 
ПРЛ или пролиферацию лактотрофов других физиологически активных веществ, 
таких как эстроген (C�is�ina e� al., 200�; Hen�ges, �ow, 2002). У мышей с нокаутом 
Д2-рецепторов уровень эстрогенов у самок на 70%, а у самцов на 20% меньше, 
чем у нормальных мышей, и почти одинаков у обоих полов (8 и 9 нг/л) (Saia��i 
e� al., 1997), при этом сохраняется бóльшая чувствительность лактотрофов самок 
к действию эстрогена (Hen�ges, �ow, 2002). Моделирование синдрома гиперпро-
лактинемии на животных с помошью 17-β-эстрадиола основано на том, что он 
оказывает ингибирующее влияние на активность ДA-синтезирующих нейронов 
тубероинфундибулярной системы (Бабичев, 2005; De�a�ia e� al., 2000). Действи-e� al., 2000). Действи- al., 2000). Действи-al., 2000). Действи-., 2000). Действи-
тельно, высокие дозы 17-β-эстрадиола ингибируют экспрессию тирозингидрок-
силазы в нейронах аркуатного ядра (�o�el e� al., 2009). Механизм ингибирования 
заключается в следующем: при хроническом воздействии эстрадиола в аркуатном 
ядре активируются глиальные клетки и увеличивается продукция цитокининов, 
что приводит к появлению NO-связанных свободных радикалов, которые нитриру-NO-связанных свободных радикалов, которые нитриру--связанных свободных радикалов, которые нитриру-
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ют тирозингидроксилазу, инактивируя ее, соответственно, снижая синтез ДА (Yen 
e� al., 1999; �ohan�u�a� e� al., 2010). В результате снижается и выделение ДА в 
портальный кровоток, развивается синдром гиперпролактинемии (De�a�es� e� al., 
1984; A�en�ash, �eung, 198�). Стойкая активация лактотрофов гипофиза сопровож-
дается увеличением их пролиферации и в конечном счете развитием пролактиномы 
(Sa��a�, Yen, 1985).

2.4. Генетические модели гиперпролактинемии и пролактином

Кроме фармакологической модели ингибирования Д2-рецепторов существует 
генетическая модель функциональной недостаточности Д2-рецепторов. Для этого 
используются мыши с нокаутом гена Д2-рецепторов. При этом развитие гиперпро-
лактинемии и пролактином происходит постепенно с возрастом (Asa e� al., 1999; 
Hen�ges, �ow, 2002). 

Кроме того, при отсутсвии ДА-ергического ингибирования секреции ПРЛ и 
пролиферации лактотрофов, проявляется влияние других физиологически актив-
ных веществ, таких как эстроген (C�is�ina e� al., 200�; Hen�ges, �ow, 2002). Уровень 
эстрогенов у самок на 70%, а у самцов на 20% меньше, чем у нормальных мышей, и 
почти одинаков у обоих полов (8 и 9 нг/д) (Saia��i e� al., 1997), при этом сохраняется 
бóльшая часть чувствительных лактотрофов самок к действию эстрогена (Hen�gea, 
�ow, 2002).

В результате концентрация ПРЛ в крови с 12-недельного возраста в 3 раза выше 
у нокаутных животных, чем у мышей исходных линий, и продолжает повышаться 
(Hen�ges, �ow, 2002; �elly e� al., 1997). При этом у самок концентрация ПРЛ в 4 
раза выше, чем у самцов, и к 18 месяцам становится в 30 раз выше, чем у ова-
риэктомированных самок (C�is�ina e� al., 200�; Hen�ges, �ow, 2002). Изменения в 
гипофизе также накапливаются с возрастом. До 3 месяцев различий (статистичес-
ки достоверных) в весе гипофиза у мышей обоего пола не наблюдается (Hen�ges, 
�ow, 2002; �elly e� al., 1997). С возрастом вес гипофиза увеличивается, и различия 
усиливаются, причем у самок вес гипофиза увеличивается быстрее, чем у самцов, 
а овариектомия убирает эти различия (Asa e� al., 1999; Hen�ges, �ow, 2002; Saia��i 
e� al., 1997). Содержание ПРЛ в гипофизе снижено на 50% (Saia��i e� al., 1997), при 
этом увеличивается число лактотрофов и наблюдается уменьшение числа гонадо-
трофов (�elly e� al., 1997). С 1�-месячного возраста у самок наблюдается развитие 
пролактином (C�is�ina e� al., 200�).

Таким образом, это модель хронической прогрессирующей гиперпролактине-
мии и модель развития пролактином.

3. Заключение

Большинство используемых моделей гиперпролактинемии связано с предот-
варщением действия ДА на лактотрофы гипофиза, что моделируется на гипотала-
мическом или гипофизарном уровне с помощью антагонистов ДА или с помощью 
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нокаута гена рецепторов к ДА. Глубокое понимание причин и механизмов развития 
гиперпролактинемии, разработка ранней диагностики и лечения гиперпролактине-
мии возможны только при создании адекватных экспериментальных моделей и их 
тщательного анализа. В дальнейшем следует провести параллель между созданны-
ми моделями и различными проявлениями синдрома гиперпролактинемии у чело-
века, что сопряжено с рядом сложностей. Так, у пациентов с синдромом гиперпро-
лактинемии оценку метаболизма ДА в гипоталамусе можно дать только с помощью 
позитронно-эмиссионной томографии с использование лигандов к рецепторам ДА, 
что в нашей стране до сих пор не представляется возможным. Разрботка этого под-
хода позволит с большей определенностью оценить адекватность эксперименталь-
ных моделей этого социально значимого заболевания.
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5.  Заключение

1. Введение

Возможности использования методов и средств математики и информатики в 
исследованиях мозга и интерпретации их результатов столь же многообразны и 
широки, как собственно проблематика этих исследований. Общепризнано, что роль 
математических и информационных методов в естественных науках заключается в:

1) формальной постановке задач исследований;
2) автоматизации обработки, анализа и интерпретации экспериментальных 

результатов;

Сокращения: АПК – алгоритмическо-программные комплексы; АЯ – аркуатное ядро; БД – базы 
данных; БЗ – базы знаний; БП – болезнь Паркинсона; ДА – дофамин; ДАИ – дескриптивные алгебры 
изображений; ДАИ1К – ДАИ с одним кольцом; ДПАИ – дескриптивный подход к анализу и понима-
нию изображений; КЧС – компактная часть черной субстанции; МИН – микроскопические изобра-
жения нейронов; НДЗ – нейродегенеративные заболевания; ПО АРИН – программное обеспечение 
анализа и распознавания изображений нейронов; SV� – метод опорных векторов.
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3) построении математических и имитационных моделей исследуемых объек-
тов и информационных, биологических, физиологических, физических, химичес-
ких и других материальных и энергетических процессов;

4) проведении машинных экспериментов с математическими и имитационны-
ми моделями;

5) принятии интеллектуальных решений на основе анализа результатов иссле-
дований и моделирования;

�) извлечении из экспериментальных данных и моделей, структуризации и 
формальном описании новых знаний.

�ти математические процедуры имеют явно выраженный двойственный харак-
тер, поскольку полученные результаты немедленно становятся отправной точкой 
для постановки и решения новых исследовательских задач (Гуревич, Журавлев, 
2010).

Цели и средства математических и информационных исследований мозга мож-
но сформулировать следующим образом:

1) цели:
● выявление принципов и механизмов, определяющих развитие, организацию, 

обработку информации и умственные способности нервной системы;
● автоматизация извлечения информации и знаний из экспериментальных 

данных;
● моделирование на уровне отдельных нейронов, сетей нейронов и разделов 

мозга;
2) средства:
● разработка методов и программного обеспечения для анализа и моделиро- 

вания;
● разработка, теоретическое и экспериментальное исследование моделей не-

рвной системы и процессов, в ней реализующихся;
● разработка методов, инструментальных средств, баз данных (БД) и баз зна-

ний (БЗ) нейронаук на всех уровнях анализа механизмов деятельности мозга и его 
функций.

Математические и информационные подходы в настоящее время широко ис-
пользуются в нейронауках, в частности, в таких ее существенных разделах, как 
молекулярная и клеточная нейронауки, поведенческая нейронаука, системная ней-
ронаука, нейронаука развития, когнитивная нейронаука, теоретическая и вычисли-
тельная нейронаука, неврология и психиатрия, нейронная инженерия, нейролин-
гвистика, нейровизуализация. При этом собственно исследования мозга имеют в 
основном теоретический, алгоритмический и структурный характер и проводятся, 
главным образом, на следующих структурных уровнях (это относится в первую 
очередь к работам по моделированию мозга):

● мозг в целом;
● специфические системы мозга (например зрительная система);
● сверхбольшие нейронные сети;
● малые нейронные сети;
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● нейроны;
● ионные каналы и синапсы;
● молекулярные процессы.
Важным направлением в моделировании заболеваний, в том числе заболеваний 

мозга и их диагностике, является получение, хранение, обработка и анализ данных, 
извлекаемых из цифровых изображений. Изображение является одной из наиболее 
информативных и распространенных форм представления, передачи и хранения 
информации и в настоящее время активно используется как средство представле-
ния результатов биологических и клинических исследований в основных разделах 
медицинской науки и практической медицины. Так, например, для углубленного 
понимания патогенеза, диагностики и лечения нейродегенеративных заболеваний 
(НДЗ), в частности болезни Паркинсона (БП), большое значение имеет их экспе-
риментальное моделирование. Разработка моделей могла бы продвигаться гораздо 
быстрее и была бы экономически эффективнее при снижении временных и мате-
риальных затрат на морфологические исследования за счет автоматизации и оп-
тимизации методов обработки и анализа экспериментального материалана основе 
применения современных алгебраических методов математических теорий анали-
за изображений и распознавания образов. 

Современное состояние математической теории анализа и распознавания изоб-
ражений позволяет ставить и решать задачи, связанные с созданием стандарти-
зированных тиражируемых информационных технологий и поддерживающих их 
высоконаукоемких алгоритмическо-программных комплексов (АПК) широкого 
назначения, а также их специализированных версий, обеспечивающих автомати-
зацию извлечения информации из медицинских изображений и создающих объ-
ективную основу для оптимизации принятия диагностических решений врачами-
практиками и врачами-исследователями в интерактивных режимах.

Использование информационных технологий и поддерживающих их АПК поз-
волит увеличить производительность труда врачей-клиницистов и снизить затраты 
на подготовку экспериментального материала. Кроме того, наличие информацион-
ных технологий открывает возможность ставить и решать такие задачи научных 
исследований, решение которых теряет смысл при отсутствии возможности авто-
матизировать обработку и анализ получаемых результатов в силу их высокой и спе-
цифической информационной насыщенности, сложности и колоссальных объемов 
экспериментальных данных. В целом создание информационных технологий ана-
лиза медицинских и биологических изображений имеет определяющее значение 
для совершенствования медицинской диагностики в клинических учреждениях и 
существенному повышению качества медицинской помощи.

В данной главе описаны возможности и основные результаты математичес-
ких и информационных исследований мозга. Приведены примеры эффективного 
использования математических и информационных подходов для автоматизации 
обработки, анализа и оценивания экспериментальных данных, получаемых при ис-
следовании мозга.
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2. Автоматизация извлечения информации 
и знаний из экспериментальных данных

Теоретической и методической основой автоматизации обработки, анализа и 
оценивания экспериментальных данных, получаемых при исследовании мозга, 
являются математическая теория распознавания образов и математическая тео-
рия анализа изображений (Верхаген и др., 1985; Горелик и др., 1985; Журавлев, 
1978; Журавлев, Гуревич, 1989; Doughe��y, 2012; G�enan�e�, 1993; Gu�e�ich, 1991; 
Gonzalez, Woo�s, 2002; �ahne, 2005; Pe��ou, Pe��ou, 2010; Rosenfel�, �a�, 1982; Russ, 
2011; Soille, 2004; Solo�on, B�ec�on, 2010; Son�a e� al., 2014; Tani�o�o, 2012).

Основное назначение методов распознавания образов – отнесение предъявлен-
ного объекта к одному из заданных классов на основе анализа прецедентов (вычис-
ление значений метрики близости) в многомерном признаковом пространстве при 
помощи постановки и решения задач следующих типов:

а) идентификация и классификация объектов;
б) разбиение множества заданных объектов на непересекающиеся классы 

(кластерный анализ);
в) оценка информативности характеристик (признаков) распознаваемых объектов;
г) построение формализованных описаний распознаваемых объектов (в т.ч. с 

помощью дескриптивных алгебр, векторов признаков, логических формул, фор-
мальных грамматик).

Распознавание образов как наука возникло и сформировалось в результате необ-
ходимости решать задачи анализа и оценивания плохо структурированной, нефор-
мализованной, нечёткой, неполной, противоречивой, семантически насыщенной и 
зашумленной информации с помощью вычислительно эффективных математичес-
ких методов. Исходной информацией в этих задачах служат числовая, символьная 
и экспертная информация, изображения, речь, сигналы произвольного вида, тек-
сты, документы, схемы и чертежи, а также произвольные комбинации указанных 
разновидностей исходных данных.

Методы и средства распознавания образов предназначены для решения при-
кладных интеллектуальных задач принятия решений, диагностики, идентифика-
ции и прогнозирования.

Основу современной математической теории распознавания образов состав-
ляет «Алгебраический подход к решению задач распознавания и классификации» 
(Журавлев, 1978). Для случая представления исходной информации в виде изобра-
жений осуществлена его специализация – предложен и развивается дескриптив-
ный подход к анализу и пониманию изображений (ДПАИ) (Gu�e�ich, 1991). Основ-
ной целью ДПАИ является структурирование разнообразных методов, операций 
и представлений, используемых в анализе и распознавании изображений, причём 
формальные конструкции ДПАИ обеспечивают способы и инструменты представ-
ления и описания изображений для их последующего анализа и оценивания. В рам-
ках развития ДПАИ решаются следующие задачи:

а) определение способов представления исходной и промежуточной информа-
ции в задачах обработки, анализа и распознавания изображений;
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б) разработка математического аппарата для единообразного описания моделей 
изображений и моделей преобразований, обеспечивающих их построение и реше-
ние задач распознавания;

в) построение стандартизированных алгоритмических схем и их реализация в 
виде элементов информационных технологий анализа изображений.

В рамках ДПАИ выделены три функциональные группы задач:
1)	 обработка	изображений – повышение качества изображений для улучше-

ния их визуального восприятия человеком, обработка изображений для их хране-
ния, представления и передачи, преобразование изображений с целью повышения 
эффективности их дальнейшего анализа и распознавания;

2)	 анализ	изображений – применение к ним системы преобразований, обес-
печивающей извлечение из изображения полезной информации о свойствах изоб-
ражаемого объекта/процесса; результатом анализа изображений является приведе-
ние изображения к виду, удобному для распознавания, т.е. построение формально-
го описания – модели изображения;

3)	 распознавание	 изображений – отнесение изображения/его фрагментов/
представленных на нём объектов к некоторому классу, либо разбиение множества 
изображений/его фрагментов/представленных на нём объектов на несколько классов.

В области распознавания образов и анализа изображений выделяют следующие 
основные стадии «алгебраизации»:

•	 Математическая морфология: Г. Матерон, Ж. Серра (1970-е); 
•	 Алгебра алгоритмов: Ю.И. Журавлев (1970-е – настоящее время);
•	 Теория образов: У. Гренандер (1970-е – настоящее время); 
•	 Теория категорий в области распознавания образов: М. Павел (1970-е); 
•	 Алгебра изображений: Ж. Серра, С. Стернберг (1980-е); 
•	 Стандартная алгебра изображений: Г. Риттер (1990-е – настоящее время);
•	 Дескриптивные алгебры изображений (ДАИ): И. Гуревич (1990-е – насто-

ящее время);
•	 ДАИ с одним кольцом (ДАИ1К): И. Гуревич, В. Яшина (2002 – настоящее 

время).
Роль изображения как объекта анализа и оценивания определяется его спе-

цифическими и неотъемлемыми информационными свойствами. Изображение 
представляет собой некоторую совокупность отображаемых исходных данных и 
средств их представления, результатов процессов формирования представлений 
изображения и процедур их преобразований, физических и логических аспектов и 
моделей объектов, событий и процессов, представленных на изображении.

Специфичность и сложность задач анализа и оценивания изображений связа-
на с необходимостью достижения некоторого баланса между такими противоре-
чивыми факторами, как цели и задачи анализа, природа зрительного восприятия, 
способы и средства получения, формирования и представления изображений, и 
математическими, вычислительными и технологическими инструментами анализа 
изображений.

Разработка математического аппарата, обеспечивающего теоретическую осно-
ву автоматизации обработки, анализа, оценивания и понимания изображений, яв-
ляется одной из фундаментальных задач информатики. Автоматизация обработки 
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и анализа изображений обеспечивает разработчикам автоматизированных систем, 
предназначенных для работы с изображениями, и конечным пользователям, в т.ч. 
не являющимся специалистами в области информатики и прикладной математики, 
возможность в автоматическом или интерактивном режимах:

а) разрабатывать, адаптировать и проверять методы и алгоритмы распознава-
ния, понимания и оценивания изображений;

б) выбирать оптимальные или адекватные методы и алгоритмы распознавания, 
понимания и оценивания изображений;

в) проверять качество исходных данных и их пригодность для решения задачи 
распознавания изображений;

г) использовать стандартные алгоритмические схемы распознавания, понима-
ния, оценивания и поиска изображений.

К настоящему времени анализ и оценивание изображений накопили обширный 
опыт применения математических методов из различных разделов математики, ин-
форматики и физики, в частности, алгебры, геометрии, дискретной математики, 
математической логики, теории вероятностей, математической статистики, мате-
матического анализа, математической теории распознавания образов, цифровой 
обработки сигналов, оптики.

Анализ и понимание изображений для математиков оказались весьма трудной 
задачей, поскольку изображение – крайне неудобная для математической обработки 
форма представления информации. В задачах, связанных с исследованиями мозга, 
приходится работать с динамическими изображениями, что ещё больше усложняет 
анализ. Работа с такими нетрадиционными видами информации для математиков 
достаточно долго не являлась предметом интересов, это направление не развивали. 
Серьёзные изыскания начались в 1950-е годы, они активно продолжаются и сегод-
ня. К настоящему времени выделена целая совокупность математических методов, 
которые позволяют приводить изображение к виду, допускающему применение 
эффективных алгоритмов распознавания. Такие формализованные представления 
изображения (модели – изображения, приведённые к виду, удобному для распоз-
навания) – необходимая основа для моделирования, распознавания, вычисления 
характеристик, выделения регулярностей и свойств, принятия интеллектуальных 
решений. �ти методы в фундаментальной части в определённой мере отработаны и 
многократно практически проверены. В этом смысле вполне правомерно говорить 
о формировании математической теории анализа изображений и достижении ею 
определённой степени зрелости, но она ещё не достигла степени развития матема-
тической теории распознавания образов, существенные элементы которой исполь-
зуются при работе с изображениями.

Чрезвычайно существенен вклад в математические теории распознавания обра-
зов и анализа изображений отечественной математической школы, фундаменталь-
ные результаты которой, в частности в области алгебраических методов распоз-
навания образов и анализа изображений, определяют в настоящее время мировой 
уровень (Журавлев, 1978; Gu�e�ich, 1991).

В рамках указанных теорий и прикладных разработок, выполненных на их ос-
нове, учёные и специалисты, занятые исследованием мозга, могут найти обшир-
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ный набор методов и средств, необходимых для перехода к реальной автоматизации 
научных исследований, извлечения информации и знаний из результатов экспери-
ментальных исследований и, в некоторой степени, для моделирования мозга и его 
функций. Для прикладного анализа изображений разработаны и готовы к исполь-
зованию стандартные постановки задач, алгоритмические схемы и алгоритмичес-
кие библиотеки. Используя эти инструменты, исследователь может синтезировать 
необходимую алгоритмическую схему обработки и анализа данных из стандартных 
алгоритмических блоков. Следующим этапом развития является разработка на базе 
этого инструментария стандартных информационных технологий и АПК, специали-
зированных для обработки и анализа данных, получаемых при исследованиях мозга. 

3. Задачи распознавания образов, анализа 
и распознавания изображений

В данном разделе будут рассмотрены основные условия, выполнение и ис-
следование которых необходимо для порождения и извлечения знаний на основе 
анализа экспериментальных данных в биомедицинских исследованиях с помощью 
методов математических теорий распознавания образов и анализа изображений. 
Указанные условия включают:

а) адекватную задачам исследования содержательную и математическую поста-
новку задач анализа данных;

б) анализ соответствия и объема имеющихся данных для решения поставлен-
ных задач;

в) выбор методов и алгоритмов решения поставленных задач;
г) характеризацию объектов анализа и построение формализованных моделей 

данных;
д) интерпретацию полученных результатов и получение математических оце-

нок точности и качества решения.

3.1. Проблема распознавания изображений

При работе с исходной информацией, задаваемой в виде изображений, возника-
ют следующие задачи распознавания:

1) сопоставление двух изображений в целом для установления их принадлеж-
ности к данному классу (определяется,представляют ли изображения один и тот же 
объект или сцену);

2) сопоставление изображения в целом с набором или серией последователь-
ных (по времени) изображений, представляющих некоторый класс изображений 
(т.е.объектов или сцен) (цель – та же, что и в задаче 1);

3) задачи 1 и 2 для случая нескольких классов;
4) поиск на предъявленном на распознавание изображении некоторой регуляр-

ности/нерегулярности, объекта, ситуации, на которую следует обратить внимание, 
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хотя она и не задавалась в априорном перечне эталонов (ассоциативный поиск; 
ограниченно детерминированный набор классов – задачи логической и семанти-
ческой фильтрации в сочетании с самообучением);

5) поиск на предъявленном на распознавание изображении регулярности/не-
регулярности, фрагмента заданного вида;

�) разбиение множества изображений на непересекающиеся подмножества (за-
дача автоматической классификации);

7) решение задачи автоматической классификации на одном изображении (раз-
биение изображения на однородные области, группы объектов, сегментация облас-
ти, выделение признаков объектов);

8) совместное решение задач (�) и (7);
9) автоматическое выделение непроизводных элементов, характерных объек-

тов изображения, признаков-объектов, пространственных и логических отношений 
длясинтезаформализованных описаний изображения;

10) приведение изображения к виду, удобному для распознавания; автоматичес-
кий синтез формализованных описаний изображения;

11) задачи восстановления:
● пропущенных кадров в последовательности изображений;
● изображений в целом по их фрагментам;
● фрагментов изображения (и объектов) на основенепроизводных элементов, 

признаков и порождающих процедур с учетом контекста всего изображения в це-
лом;

● траектории задачи по ее фрагментам и неизвестных фрагментов траекторий;
12) декомпозиция задачи обработки и анализа изображения на элементарные 

базисные подзадачи;
13) выбор и формирование траектории задачи распознавания изображений (в 

соответствии с задачей распознавания со стандартной обучающей информацией);
14) решение задач (1–13) в случаях наличия на изображениях динамических 

объектов, сложной фоновой обстановки (в том числе динамических и статичес-
ких помех) и с учетом способа получения, формирования и представления изобра- 
жений.

Классическая постановка задачи распознавания со стандартной обучающей ин-
формацией (Журавлев, 1978) заключается в следующем.

Пусть дано множество � объектов ω: на этом множестве постулируется разби-

ение на конечное число подмножеств (клаccов)  iΩ , i=1,...,m ,
1

m

i
i

M
=

= Ω . Разбиение 

М определено не полностью – задана лишь некоторая информация  I0о классах Ω. 
Объекты ω задаются значениями некоторых признаков хj, j=1,...,N (этот набор всег-
да один и тот же для всех объектов, рассматриваемых при решении одной и той 
же задачи). Совокупность значений признаков хj определяет описание I(ω) объек-
та ω. Каждый из признаков может принимать значения из различных множеств 
допустимых значений признаков, например из следующих: {0, 1} — признак не 
выполнен или выполнен соответственно; {О, 1, Δ} — информация о признаке 
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отсутствует: {0, 1, ..., d–1} – степень выраженности признака имеет различные гра-
дации, d>2; {a1, ..., ad }– признак имеет конечное число значений; d>2; [а, b], (а, 
b], [а, b), а, b – произвольные числа или символы –∞, + ∞. Кроме того, значениями 
признака xj могут являться функции некоторого класса или функции распределения 
некоторой случайной величины.  

Описание объекта I(ω)=(x1(ω),...xN,(ω)) называют стандартным, если xj (ω) при-
нимает какое-либо значение из множества допустимых.

Задача распознавания со стандартной информацией состоит в том, чтобы для 
данного объекта ω и набора классов по обучающей информации I1(Ω1... Ωm)  о клас-
сах и описанию I(ω) вычислить значения предикатов Pi(ω)  – « iω∈Ω », i=1,...,m. Ин-
формация о вхождении объекта ω  в класс Ωi  кодируется символами «1» ( iω∈Ω ),
«0» (            ),  Δ – неизвестно, принадлежит ли ω классу Ωi или нет, и записывается 
в виде так называемого информационного вектора:

( ) ( ) ( )( )1 ,..., mα ω α ω α ω= , iα ∈{0, 1 ∆ }.       (2.1)

Стандартной информацией

I1(Ω1... Ωm)               (2.2)

называют совокупность множеств (I (ω1),...,I(ωTm
))  и (ã (ω1),..., ã(ωTm

))  (предпо-ла-
гается, что среди информационных векторов нет вектора вида (Δ....,Δ)). Считается, 

что объекты ω2,..., ωi  принадлежат классу Ω1, объекты 
1 1,...,

i ir rω ω
− +  принадлежат 

классу Ω1 и объекты 
1 1,...,

m mr rω ω
− +  – классу Ω1.

Таким образом, любой алгоритм распознавания переводит задачу распознава-

ния z с q распознаваемыми объектами и m классами в матрицу ответов ji qxm
α — 

информационную матрицу, строками которой являются информационные векторы 
(2.1) для каждого из распознаваемых объектов jω ,  j=1,...,q. 

Процесс переработки распознающим алгоритмом исходной информации в ин-
формационную матрицу ответов распадается на две последовательные стадии.

На первой из них осуществляется перевод исходной информации в некоторую 

числовую матрицу ji qxm
α  стандартного размера с числом строк, равным числу 

распознаваемых в задаче z объектов, и числом столбцов, равным числу классов, 
рассматриваемых при решении задачи z:

( ), ,m jB I ωΩ = ji qxm
α  .          (2.3)

Вторая стадия работы распознающего алгоритма сводится к переработке этой 

числовой матрицы в матрицу окончательных ответов ji qxm
α  с тем же числом строк 

и столбцов:

iω∈Ω
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( )ji ijqxm qxm
C α α=

 
.          (2.4)

�то означает, что всякий алгоритм распознавания можно представить в виде 
двух последовательно выполняемых алгоритмов (Журавлев, 1978). Первый из них 
– распознающий оператор B, который выполняет основную часть процесса перера-
ботки информации, второй — решающее правило C, которое в принципе для всех 
распознающих алгоритмов может быть одинаковым.

Формализация задачи распознавания с помощью понятия стандартной инфор-
мации (2.2) и матриц вида (2.3) и (2.4) применима в чистом виде при работе с та-
кими видами информации, как результаты наблюдений, измерений, осмотра, экс-
пертные оценки и т.п. Формальные описания объектов распознавания – модели – в 
этих случаях сравнительно просты, а требования к организации и представлению 
исходной информации минимальны, вполне допустимо ограничиваться простыми 
таблицами типа «признак – значение признака». Основная особенность таких мо-
делей объектов распознавания состоит в том, что они представляются некоторым 
набором характеристик, взаимосвязь и взаимоотношения которых, вообще говоря, 
игнорируются. При этом предполагается, что каждый объект отождествляется с не-
которой точкой многомерного признакового пространства, a класс объектов пред-
ставляется «компактным» множеством таких точек.

Объектами распознавания могут служить изображения, полученные в различ-
ных частях спектра излучений (оптические, инфракрасные, ультразвуковые и т.д.) 
различными способами (телевизионные, фотографические, лазерные, радиолока-
ционные, радиационные и т.д.), преобразованные в цифровую форму и представ-
ленные в виде некоторой целочисленной матрицы. Для кодирования изображений 
обычно используются стандартные методы эффективного кодирования. В качестве 
средств представления изображений используются растровое представление, по-
зиционное представление, древовидные структуры данных, эскизы Марра, фрей-
мовые конструкции и дескриптивные модели, записанные на языке ДАИ. Способ 
получения и формирования изображения на результат распознавания, вообще гово-
ря, не должен влиять, но может учитываться в системе в качестве дополнительной 
информации.

При работе с информацией, представленной в виде изображений, выделяют 
несколько уровней обработки информации. На нижнем уровне — уровне предва-
рительной обработки — на изображении выделяются непроизводные элементы и 
простейшие признаки (яркостные переходы, ориентация яркостных переходов). 
На следующем — промежуточном — уровне обработки выделяются обобщенные 
признаки (линии и области), а также извлекается информация о форме объектов 
(ориентации поверхностей и их наложения друг на друга) (уровень сегментации). 
На высшем уровне обрабатываются «объекты»; целью является получение описа-
ния сцены, и в основе обработки лежит использование знаний о соответствующей 
проблемной области.
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При переходе к задачам распознавания изображений возникают математичес-
кие задачи, связанные с формальным описанием изображения как объекта анализа. 
Последний, главным образом, опирается на рассмотрение параметров четырех ти-
пов: контраста, яркости (цвета), формы и текстуры.

Задачи, связанные с получением формальных описаний изображений как объ-
ектов анализа и формированием и выбором процедур распознавания, решаются 
при помощи изучения внутреннего строения, структуры и содержания изображе-
ния как результата тех операций, при помощи которых изображение может быть 
построено из «подызображений» и других объектов более простой природы, т.е. 
непроизводных элементов и объектов, выделяемых на изображении на различных 
этапах работы с ним (в зависимости от того, применительно к какому морфоло-
гическому и/или масштабному уровню формируется модель изображения). Пос-
кольку этот способ характеризации изображения является операциональным, весь 
процесс обработки и распознавания изображения, включая построение формаль-
ного описания — модели изображения, можно рассматривать как реализацию на 
изображении некоторой системы преобразований, которые определены на классах 
эквивалентности, представляющих ансамбли допустимых изображений. Из этого 
следует, что работа ведется с иерархией формальных описаний изображений, т.е. 
в процессе распознавания используются модели изображения, относящиеся к раз-
ным морфологическим (масштабным) уровням, в сущности, многоуровневые мо-
дели, которые позволяют выбирать и изменять в процессе решения необходимую 
степень подробности описания объекта распознавания.

При распознавании (при формализации изображения как объекта распознавания) 
«содержание» изображения характеризуется информацией трех типов: а) идентифи-
цируемые объекты с хорошо определенной структурой; б) идентифицируемые объ-
екты с плохо определенной структурой; в) неидентифицируемые объекты.

В процессе распознавания изображения должна использоваться информация, 
отражающая механизм формирования образа, т.е. как изображения в целом, так и 
объектов, на нем представленных. Учет структуры изображений сводится к опре-
делению того, какие подызображения — объекты — можно выделить на изобра-
жении, насколько они могут или должны быть элементарны и в каких отношениях 
пребывают эти объекты и элементы. Следовательно, в основе ввода структурной 
информации в описание объектов распознавания лежит изучение и использование 
структур отношений элементов, составляющих изображение. Реализуется этот ме-
тод при помощи построения модели изображения в виде иерархической структуры 
более простых объектов. В результате удается в явном виде представлять и исполь-
зовать иерархическую структурную информацию, содержащуюся в изображении: 
изображение описывается через некоторую систему объектов, каждый объект опи-
сывается с помощью более простых объектов, последние снова описываются с по-
мощью более простых объектов и т.д.

Вводить структурную информацию в процесс распознавания можно двумя спо-
собами.

Во-первых, можно сохранить перечень признаков как основной принцип фор-
мализации, причем: а) в описание вводятся такие признаки, которые характеризуют 
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взаимосвязи (отношения) отдельных признаков; б) самим признакам присваивают-
ся веса, указывающие степень их существенности для описания объекта; в) отде-
льные признаки объединяются в комплексы и рассматриваются как один признак. 

Второй способ введения структурной информации в процесс распознавания 
использует то обстоятельство, что такая информация представляет свойственную 
реальному миру регулярность, проявляющуюся в возникновении различных упо-
рядоченностей и структур. Математическим аналогом этой идеи служит аппарат 
комбинаторных регулярных структур, обеспечивающий к тому же возможность 
учитывать иерархичность строения изображений как объектов распознавания 
(G�enan�e�, 1993). Обращение к комбинаторным регулярным структурам позволя-
ет, оперируя весьма ограниченным количеством непроизводных элементов и ог-
раниченным набором правил комбинирования, при помощи неограниченного их 
применения к исходным непроизводным элементам и результатам применения от-
дельных комбинаторных преобразований получать практически неограниченное 
разнообразие описаний.

Наиболее перспективным является подход, предусматривающий введение про-
странства формализации изображений и построение в нем многоуровневых пред-
ставлений и моделей изображений, допускающих применение эффективных алго-
ритмов распознавания (Gu�e�ich, Yashina, 2012).

При сведении анализа изображений к решению задачи распознавания очень 
существенно уметь правильно выбирать некоторый алгоритм распознавания из 
множества известных, т.е. естественным образом возникает проблема выбора в 
конкретной ситуации наилучшего в некотором смысле алгоритма. Очевидно, что 
при распознавании изображений, как и при решении задач распознавания со стан-
дартной обучающей информацией, систематизация выбора наилучшего алгоритма 
непосредственно связана с формализацией теории распознавания изображений, в 
частности, понятия алгоритма распознавания изображений.

Известно (Журавлев, 1978), что необходимость ставить и решать задачу выбора 
алгоритма, экстремального по функционалу качества распознавания, потребовала 
введения понятия модели распознающего алгоритма. Потребность в синтезе мо-
делей алгоритмов распознавания в первую очередь определялась необходимостью 
фиксировать каким-либо образом класс алгоритмов при выборе оптимальной или 
приемлемой процедуры решения конкретной задачи.

Введение понятия модели распознающего алгоритма позволяет изучать мно-
жества некорректных процедур распознавания (т.е. эвристических, не имеющих 
математического обоснования, но выдержавших экспериментальную проверку при 
решении реальных задач распознавания) с помощью строгих математических ме-
тодов. Анализ совокупности некорректных алгоритмов распознавания позволяет 
по мере их накопления выделять и описывать не только отдельные частные ал-
горитмы, но и методы их формирования. �ти методы, действующие уже над под-
множествами алгоритмов и формируемые сначала также в плохо формализованном 
виде, затем могут превращаться в точные математические описания. На этом этапе 
эвристический характер имеет собственно выбор метода, а алгоритмы, порождае-
мые на основе соответствующего метода, могут строиться стандартным образом. 
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Именно в таком смысле формализация различных методов построения распознаю-
щих алгоритмов приводит к появлению моделей распознающих алгоритмов.

Построение модели распознающего алгоритма связано с получением едино-
образных описаний для множеств некорректных, но успешно решающих практи-
ческие задачи процедур. Подобное множество задается указанием переменных, 
объектов, функций, параметров и точным определением областей их вариации, 
представляя, таким образом, искомую модель алгоритма. Фиксация некоторого на-
бора соответствующих переменных, объектов, параметров и типов функций позво-
ляет выделить из рассматриваемой модели некоторый конкретный алгоритм.

Построение модели алгоритма распознавания изображений и определение со-
ответствующего класса алгоритмов распознавания не сводятся, к сожалению, к ме-
ханическому переносу в область изображений понятия модели распознающего ал-
горитма, выработанной в математической теории распознавания (Журавлев, 1978), 
и непосредственному использованию формальных представлений ряда известных 
моделей распознавания, изученных в классической теории распознавания. Дело в 
том, что характер и содержание задачи распознавания изображений отличаются от 
свойственных классической постановке математической теории распознавания.

Определим основные особенности задачи распознавания изображений.
1) Построение формального описания — модели изображения как объекта рас-

познавания — становится самостоятельной задачей, разрешаемой в процессе рас-
познавания.

2) Модель изображения должна включать структурную или, по меньшей мере, 
реляционную информацию, т.е. она должна представлять собой некоторую фор-
мальную конструкцию, при получении которой последовательно проводится при-
нцип учета иерархичности структуры объекта распознавания и отношений, сущес-
твующих между отдельными элементами этой иерархии как в пределах одних и тех 
же уровней, так и между ними.

3) Изменяются понятия начальной и финальной информации. Процесс рас-
познавания изображений имеет многоуровневый характер, при котором исходная 
модель изображения в результате применения к ней процедуры распознавания 
преобразовывается в модель изображения, относящуюся к другому морфологичес-
кому (масштабному) уровню; к полученной модели снова применяется процедура 
распознавания и т.д., причем правило остановки определяется видом результатов, 
требующихся при решении рассматриваемой задачи.

4) Тесная связь процессов описания и распознавания изображений и необходи-
мость включения в итерационный процесс распознавания моделей изображения, 
относящихся к различным морфологическим (масштабным) уровням, означают, 
что алгоритм распознавания изображения включает помимо распознающего опера-
тора и решающего правила оператор, осуществляющий приведение изображения к 
виду, удобному для распознавания:

( ) ( ), ,n m j
f n nR I P I ω= Ω , n=1,..., t,         (2.5)



583

где nI  – изображение, соответствующее некоторому морфологическому (масш-

табному) уровню описания n; ( ), ,m j
nP I ωΩ – модель изображения на n-м морфо-

логическом (масштабном) уровне описания, полученная в результате применения 

оператора приведения изображения к виду, удобному для распознавания, n
fR . Рас-

познающий оператор В (2.3), естественно, применяется к модели Рп , а результат 
его применения может представлять собой снова модель изображения Рп+т, отно-
сящуюся к некоторому «нижнему» морфологическому (масштабному) уровню или 
иному уровню выбранной иерархии представлений изображения.

Указанные особенности задачи распознавания изображений позволяют опреде-
лить класс процедур распознавания, характеризующихся некоторой фиксирован-
ной структурой, которая задается последовательным применением троек операций 

n
fR (2.5), В (2.3) и С (2.4); интерпретация процедуры, т.е. конкретные виды преоб-

разований {TF} и {ТА}, обеспечивающих переработку информации в процессе рас-
познавания, определяются целями и типом проводимого анализа:

( )*:F
n nT I P I→ ;            (2.�)

( )*:A R
nT P I I→ ,           (2.7)

где ( )*
nP I  – модель наблюдаемого изображения, соответствующая морфологичес-

кому (масштабному) уровню n; RI  – регулярность, выявляемая на изображении в 
процессе решения задачи распознавания (Журавлев, Гуревич, 1989).

3.2. Постановка, классы и дескриптивные элементы 
задач распознавания изображений

В настоящее время принято выделять три функциональные группы задач, воз-
никающих в процессе работы с изображениями: задачи обработки изображений, 
задачи анализа изображений и задачи распознавания изображений. Отнесение той 
или иной задачи к той или иной группе является в некотором смысле субъектив-
ным, поскольку в силу специфики предметной области некоторые задачи, входящие 
в одну из указанных групп, могут относиться к другим группам. Иногда разграни-
чение делается по тому принципу, что к задачам обработки изображений относятся 
задачи, в которых как входной, так и выходной информацией служат изображе-
ния, в то время как задачей анализа изображений является построение двухмерной 
модели изображения и вычисление специфических характеристик или признаков, 
необходимых для ее построения.
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Для разбиения задач на группы внутри каждой из трех выделенных категорий 
может быть использована тематическая и техническая классификации (Гуревич, 
Трусова, 2009). К тематическим задачам относятся задачи, определяющие цель 
преобразований изображения, а также задачи, которые соответствуют основным 
видам решений, которые принимаются по информации, представленной в виде 
изображений. Технические задачи – это элементарные задачи, необходимые для 
решения тематических задач.

Целью цифровой обработки изображений, как правило, является повышение 
качества изображений для улучшения его визуального восприятия человеком, об-
работка изображений для их хранения, представления и передачи в системах ма-
шинного зрения или преобразование изображений таким образом, чтобы повысить 
эффективность их дальнейшего анализа и распознавания.

Ниже перечислены тематические задачи обработки изображений.
1) сжатие изображений – сокращение объема данных, требуемого для представ-

ления изображений;
2) улучшение качества изображений – задача, целью которой является либо 

улучшение визуального восприятия изображения (выявление плохо различимых 
деталей или подчеркивание интересующих характеристик на изображении, напри-
мер повышение контраста изображения), либо преобразование его в форму, более 
удобную для визуального или машинного анализа; при этом не делается попыт-
ки приблизить воспроизводимое изображение к некоторому идеализированному 
оригиналу (это цель задачи восстановления изображений); в некоторых случаях 
искаженное изображение субъективно воспринимается лучше, чем неискаженный 
вариант (P�a��, 2007);

3) восстановление изображений – коррекция изображений (устранение геомет-
рических и других искажений, полученных, например, в процессе получения изоб-
ражений).

К техническим задачам обработки изображений относятся следующие:
1) преобразования, заключающиеся в применении к изображениям арифмети-

ческих операций (например, сложение, вычитание и т.д.);
2) геометрические преобразования изображений (евклидовы, аффинные, про-

ективные, полиномиальные преобразования и т.д.);
3) яркостная и цветовая коррекция изображений;
4) преобразование контраста изображений;
5) преобразование гистограммы изображений (например, выравнивание или 

«растягивание» гистограммы);
�) усиление яркостных переходов на изображении;
7) удаление (подавление) шума на изображении;
8) фильтрация изображений;
9) сглаживание изображений;
10) повышение резкости изображений;
11) бинаризация тоновых изображений;
12) кодирование изображений;
13) дискретизация и квантование изображений.
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Классификация задач обработки изображений представлена на рис. 1.
Под анализом изображения понимается применение к нему системы преоб-

разований, обеспечивающей извлечение из изображения полезной информации о 
свойствах изображаемого объекта или процесса. Результатом анализа изображений 
является приведение изображения к виду, удобному для распознавания, т.е. постро-
ение формального описания – модели изображения (Гуревич, 2008).

Ниже перечислены тематические задачи анализа изображений:
1) выделение непроизводных элементов, групп пикселов – обнаружение углов, 

Рис. 1. Задачи обработки изображений
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яркостных переходов, границ областей, локальных окрестностей, областей, кривых 
и т.д.;

2) сегментация изображений – разбиение изображения на однородные области 
или выделение областей с заданными свойствами;

3) построение описаний выделенных непроизводных элементов, групп пиксе-
лов;

4) выбор, выделение и вычисление значений признаков изображений, призна-
ков фрагментов изображений или признаков групп пикселов, используемых при 
построении моделей изображений; 

5) построение и описание моделей изображений;
�) описание двухмерных объектов на изображении;
7) реконструкция изображений – восстановление изображений в целом по их 

фрагментам; восстановление фрагментов изображения (и объектов) на основе не-
производных элементов и признаков, восстановление пропущенных кадров в пос-
ледовательности изображений. 

К техническим задачам анализа изображений относятся следующие:
1) связывание и классификация яркостных переходов;
2) прослеживание, группировка и представление границ областей;
3) построение остова области;
4) выделение, заполнение и анализ контуров;
5) сегментация кривых;
�) разбиение, заполнение, классификация и представление областей.
Классификация задач анализа изображений представлена на рис. 2.
Задачей распознавания изображений является отнесение изображения, его 

фрагментов или представленных на нем объектов к некоторому классу, либо разби-
ение множества изображений, его фрагментов или представленных на нем объектов 
на несколько классов. Иногда в состав задачи распознавания включают приведение 
изображения к виду, удобному для распознавания, причем на этапе собственно рас-
познавания в качестве исходной информации выступают модели и представления 
изображения, его фрагментов или воспроизведенных на нем объектов.

В качестве тематических задач распознавания, возникающих при работе с ис-
ходной информацией, представленной в виде изображении, выделяют следующие 
(Журавлев, Гуревич, 1989):

1) преобразование и оценивание моделей и представлений изображений;
2) сопоставление двух изображений в целом для установления их принадлеж-

ности к одному классу;
3) сопоставление изображения в целом с набором или серией последователь-

ных (по времени) изображений, представляющих некоторый класс изображений 
(цель – та же, что и в задаче 2);

4) задачи (2) и (3) для случая нескольких классов;
5) поиск на предъявленном на распознавание изображении некоторой регуляр-

ности/нерегулярности (объекта, ситуации), на которую следует обратить внимание, 
хотя она и не задавалась в априорном перечне эталонов;
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�) поиск на предъявленном на распознавание изображении регулярности/не-
регулярности/фрагмента заданного вида;

7) разбиение множества изображений на непересекающиеся подмножества (за-
дача автоматической классификации);

8) выбор и формирование траектории задачи распознавания изображений (в 
постановке задачи распознавания со стандартной обучающей информацией);

9) решение задач (2)–(8) в случаях наличия на изображениях динамических 
объектов, сложной фоновой обстановки (в т.ч. динамических и статических помех) 
и с учетом способа получения, формирования и представления изображений.

К техническим задачам распознавания изображений относятся:
1) приведение изображения к виду, удобному для распознавания:

Рис. 2. Задачи анализа изображений
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    а) оценка информативности и адекватности признаков, использованных при 
построении модели изображения, фрагментов изображения или представленных 
на нем объектов;

     б) определение и оценивание статистических характеристик признаков изоб-
ражения, фрагментов изображения или представленных на нем объектов;

    в) оценка адекватности модели изображения, фрагментов изображения или 
представленных на нем объектов;

2) выбор модели алгоритмов распознавания для использования при решении 
предъявленной задачи распознавания;

3) выбор алгоритма в выбранной модели алгоритмов;
4) адаптация, обучение и модификация выбранного алгоритма применительно 

к предъявленной задаче распознавания;
5) комбинирование алгоритмов с целью решения предъявленной задачи распоз-

навания и построение алгоритмической схемы, обеспечивающей решение задачи.
Классификация задач распознавания изображений представлена на рис. 3.
В рамках проблемы обработки, анализа и распознавания изображений сущес-

твуют многочисленные классификации разработанных и используемых методов 
работы с изображениями, исходя из некоторых общих свойств, так, например, ме-

Рис. 3. Задачи распознавания изображений
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тоды сжатия изображений обычно делят на методы сжатия без потерь и методы 
сжатия с потерями; методы восстановления изображений – на стохастические и 
детерминированные; пространственные и частотные; адаптивные и неадаптивные; 
одношаговые, итерационные и рекурсивные; методы фильтрации изображений – 
на линейные и нелинейные и т.д. 

Наиболее естественным является разбиение методов на группы в соответс-
твии с тем, для решения какой задачи или задач тот или иной метод может быть 
использован. Приведенная выше классификация задач обработки, анализа и рас-
познавания изображений является надежной основой для построения базовой не-
противоречивой классификации методов, т.е. каждой выделенной задаче ставится 
в соответствие группа методов, используемых для ее решения, например, методы 
фильтрации изображений, методы обнаружения яркостных переходов и т.д.

Одним из наиболее существенных необходимых условий «обоснованного» ре-
шения задач анализа и распознавания изображений является построение формаль-
ного описания исходных данных, в основе которого лежат дескриптивные элемен-
ты описания (в классической задаче распознавания – признаковое пространство): 
их выбор, формирование, вычисление значений, установление логических, функ-
циональных и статистических зависимостей и отношений между дескриптивными 
элементами, оценивание их информативности. На рис. 4 приведена классификация 
признаков, обычно используемых в качестве дескриптивных элементов в задачах 
распознавания.

4. Автоматизация анализа изображений срезов мозга 
экспериментальных животных

Данный параграф посвящен автоматическим методам и реализующим их ал-
горитмическим схемам, разработанным для решения математических задач, воз-
никающих в связи с обнаружением, идентификацией и характеризацией нейронов 
на микроскопических изображениях срезов головного мозга экспериментальных 
животных. Тестирование и интерпретация разработанных математических методов 
проиллюстрированы на примере анализа изображений с цельюполучения количес-
твенных характеристик экспериментальной модели доклинической стадии БП. 

Содержательная постановка прикладной биологической задачи и микроскопи-
ческие изображения срезов головного мозга, содержащие нейроны, предоставлены 
Лабораторией нервных и нейроэндокринных регуляций ФГБУН «Институт биоло-
гии развития им. Н.К. Кольцова Российской академии наук» (руководитель – акаде-
мик РАН М.В. Угрюмов).

Оценка эффективности разработанных методов и интерпретация полученных 
результатов проведена совместно сотрудниками отдела «Математические и при-
кладные проблемы анализа изображений» ФГБУН «Вычислительный центр им. 
А.А. Дородницына Российской академии наук» (руководитель – к.ф.-м.н. И.Б. Гу- 
ревич) и сотрудниками Лаборатории нервных и нейроэндокринных регуляций  
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ФГБУН «Институт биологии развития им. Н.К. Кольцова Российской академии 
наук» (руководитель – академик РАН М.В. Угрюмов). 

Основные результаты, касающиеся разработанных математических методов, 
изложены в (Gu�e�ich e� al., 2010а–с, 2011а,b, 2012, 2013). На основании разрабо-
танных математических методов и базирующихся на них информационных техно-
логиях получены следующие патенты РФ: патент № 118774 (Журавлев и др., 2012) 
и патент № 247�932 (Гуревич и др., 2013).

4.1.  Автоматизация анализа микроскопических изображений 
нейронов и их отростков

Одной из важнейших задач нейронаук является разработка экспериментальных 
моделей социально значимых нейродегенеративных заболеваний (НДЗ), в частнос-
ти, связанных с гибелью дофаминергических (ДА-ергических) нейронов (Albin e� 
al., 1989). Дегенерация последних у человека в нигростриатной системе мозга при-
водит к развитию БП, а в тубероинфундибулярной системе мозга – к гиперпролак-
тинемии и бесплодию. Создаваемые модели предназначены для разработки новых 
технологий диагностики и лечения этих заболеваний. Разработка и исследование 
моделей связаны с проведением массовых скрининговых исследований изменений 
моторного поведения, уровня секреции пролактина гипофиза, метаболизма дофа-
мина в нигростриатной и тубероинфудибулярной системах мозга и морфологичес-
ких изменений ДА-ергических нейронов и их аксонов в этих системах. 

Оценка соответствующих морфологических показателей является наиболее 
трудоемкой и дорогостоящей, поскольку в скриннинговом исследовании исполь-
зуется материал от сотен животных. Один высококвалифицированный специалист-
морфолог, например, в состоянии осуществить одновременно обработку материала 
только от двух животных по следующей схеме: а) приготовление 200 заморожен-
ных срезов (5 часов) – 150 срезов черной субстанции среднего мозга, где располага-
ются тела нейронов, и около 50 срезов стриатума – места локализации их аксонов; 
б) иммуноцитохимическое выявление ДА-ергических тел нейронов и их аксонов 
по тирозингидроксилазе – ключевому ферменту синтеза дофамина, и приготовле-
ние препаратов (5 дней); в) анализ срезов в световом микроскопе, получение изоб-
ражений тирозингидроксилаза-иммунореактивных нейронов и их аксонов и ввод 
этих изображений в �ВМ, обведение вручную терминалей аксонов стриатума и тел 
нейронов черной субстанции и подсчет 5–� тысяч нейронов у одного животного 
(14 дней).Помимо высокой трудоемкости работа требует больших материальных 
затрат, складывающихся из: зарплаты высококвалифицированного исследователя, 
амортизации дорогостоящего оборудования и покупки дорогостоящих импортных 
реактивов, особенно специфических антител, сывороток, китов и флуоресцентных 
маркеров.

Создание моделей могло бы осуществляться гораздо быстрее и было бы эконо-
мически эффективнее при снижении временных и материальных затрат на морфо-
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логические исследования. Последнее возможно с помощью автоматизации и опти-
мизации методов обработки и анализа экспериментальных данных.

Результаты морфологических исследований представляются в виде цифровых 
изображений. Разработка и применение современного математического аппарата 
для автоматизации извлечения из изображений информации, необходимой для при-
нятия интеллектуальных решений, является одной из критически важных проблем 
информатики. Новые методы анализа изображений являются необходимой предпо-
сылкой разработки прорывных стандартизированных информационных техноло-
гий для автоматического анализа широких классов биомедицинских изображений 
и создания поддерживающих эти технологии АПК.

Автоматизация анализа микроскопических изображений нейронов (МИН) и их 
отростков позволяет снизить материальные затраты на порядок, а временные затра-
ты на два порядка (Gu�e�ich e� al., 2010а,b).

В последние годы разработано большое количество коммерческих систем, 
предназначенных для обработки, анализа и распознавания информации, представ-
ленной в виде изображений, в том числе для автоматизированного анализа био-
медицинских изображений, однако специализированных систем или модулей, ко-
торые могут быть использованы для выделения нейронов на микроскопических 
изображениях срезов головного мозга, не так много (Gu�e�ich e� al., 2011а,b). 

Ниже приведена краткая характеристика некоторых из них.
1) Алгоритм автоматизированного распознавания нейронов «ANRA – Au�o�a�e� 

Neu�on Recogni�ion Algo�i�h�» (Inglis e� al., 2008). Метод разработан для поиска 
местоположения нейронов на цифровых изображениях срезов мозга мыши, окра-
шенных по методу Ниссля. Для идентификации нейронов используются методы 
сегментации изображений и методы машинного обучения. Шаги алгоритма вклю-
чают сегментацию на основе активных контуров (для поиска среди объектов на 
изображении потенциальных нейронов) и обучение искусственной нейронной сети 
с использованием результатов сегментации (для разделения «нейронов» и «не-ней-
ронов»). 

2) Метод автоматического подсчета клеток «ACC�: Au�o�a�ic Cell Coun�ing 
�e�ho�» (Benali e� al., 2003). Метод разработан для подсчета клеток на срезах голо-» 
вного мозга, окрашенных различными антителами и окрашенных по методу Нис-
сля. Изображения окрашенных срезов преобразуются в бинарные изображения с 
помощью метода пороговой обработки. Кластеры пикселей со значением 1, соот-
ветствующие телу клетки, выбираются на основе размера. Параметры алгоритма 
(диапазон интенсивности и размеры кластеров) подбираются в зависимости от ис-
пользованного метода окрашивания препарата.

3) Набор программных модулей «Neu�on �e��ics» (Na��o e� al., 2007). «Neu�on 
�e��ics» обеспечивает полуавтоматический количественный анализ двумерных 
изображений культивированных нейронов, окрашенных флуоресцентными марке-
рами. Предложенный подход основан на геометрических признаках и позволяет 
оценить число ветвей сложных древовидных структур с большим числом контак-
тирующих между собой аксонов. Алгоритм вычисляет общую длину аксона, ко-
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личество ветвей, индекс полярности (меру полярности нейрона) и другие важные 
параметры, позволяющие получить представление о размере и форме аксонов, что 
важно при оценке функционирования нейронов. Полученные числовые данные 
записываются в отдельный текстовый файл и могут быть использованы другими 
приложениями для дальнейшего анализа.

Помимо вышеперечисленных программных средств существуют и другие сис-
темы и библиотеки алгоритмов, которые могут быть использованы для автоматиза-
ции решения задач, возникающих при работе с микроскопическими изображения-
ми окрашенных срезов мозга, но они, как правило, либо являются коммерческими 
и довольного дорогими, либо являются системами широкого назначения (например 
«The I�age�» и «The e��ensible I�aging Pla�fo��») и требуют наличия у пользо-
вателя большого опыта и навыков в области обработки, анализа и распознавания 
изображений, а также знаний по разработке программного обеспечения.

Обнаружение и выделение нейронов на двухмерных микроскопических изоб-
ражениях срезов мозга усложняется следующими факторами (Inglis e� al., 2008):а) 
помимо нейронов на МИН могут присутствовать объекты, которые нейронами не 
являются (частички грязи, погрешности окрашивания, складки ткани, кровенос-
ные сосуды и другие артефакты); б) нейроны на МИН могут заметно отличаться 
друг от друга как по размеру, так и по форме; в) нейроны могут быть повреждены в 
процессе подготовки срезов, что влияет на их форму и как следствие – приводит к 
большому числу разнотипных клеток на срезе; г) нейроны могут «слипаться» или 
в толще среза накладываться друг на друга.

В целом приходится согласиться с тем, что понятие «нейрон как визуальный 
объект» четко не сформулировано, и отсутствует универсальный перечень кон-
текстных, логических, геометрических, качественных и количественных условий и 
характеристик, позволяющих стандартизировать описание/определение этого ви-
зуального объекта.

Как правило, процесс обнаружения и выделения нейронов на гистологических 
микроскопических изображениях включает следующие основные этапы: предва-
рительная обработка, сегментация и классификация. Необходимость в предвари-
тельной обработке МИН вызвана наличием шума, низким разрешением МИН и 
неоднородностью контраста, связанной с погрешностями при окрашивании срезов. 
Для улучшения качества МИН обычно используют стандартные операции обработ-
ки изображений – сглаживание, обратную свертку, морфологическую фильтрацию 
и некоторые другие (Scia�abba e� al., 2009; �eije�ing, 2010).

В опубликованных работах, посвященных автоматическому или полуавтомати-
ческому выделению нейронов на МИН, для сегментации, в основном, используют-
ся алгоритмы, основанные на пороговой обработке (например: Benali e� al., 2003; 
�asse�oli e� al., 1993), морфологических операциях (например: Dias e� al., 1998), 
модели Поттса (например: Peng e� al., 2003), методе водоразделов (Wang e� al., 200�) 
или активных контурах (Fo� e� al., 199�; Inglis e� al., 2008). Последующая классифи-
кация проводится, например, с помощью байессовских процедур, анализа главных 
компонент или методов машинного обучения (Ala�i e� al., 2009).
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Важным этапом анализа МИН срезов мозга является морфологическая характе-
ризация выделенных нейронов. В последние годы определен широкий спектр спе-
цифических морфологических параметров для эффективной математической харак-
теризации морфологии нейронов, в том числе их ядер и отростков (�eije�ing, 2010).

Разработанный авторами главы математический аппарат для анализа МИН 
основан на совместном использовании методов математической теории анализа 
изображений и математической теории распознавания образов, математической 
морфологии, дескриптивных алгебр изображений, теории информации и методов 
математической статистики. Разработанные методы позволяют эффективно нахо-
дить и выделять информативные объекты на микроскопических изображениях сре-
зов мозга при задании ограничений на форму, размер, топологию и характеристики 
гладкости границ объектов (Gu�e�ich e� al., 2010а,b).

Теоретическим фундаментом для разработки методов анализа МИН являлся де-
скриптивный подход к анализу и пониманию изображений И.Б. Гуревича (Gu�e�ich, 
1991). В соответствии с его концепцией, математические методы представляются 
в виде специализированных алгоритмических схем. Такие схемы включают ос-
новные этапы извлечения информации из изображений: 1) предварительную об-
работку (улучшение качества изображений, удаление несущественных деталей и 
фрагментов, статистическую и логическую фильтрацию); 2) анализ изображений 
(обнаружение объектов и выделение их контуров, сегментацию, выбор и выделе-
ние признаков, описывающих состав и содержание изображения, поиск, выделе-
ние и построение отдельных объектов, отображающих специфику анализируемых 
изображений и др.); 3) построение описания объектов, представленных на анали-
зируемых изображениях; 4) классификацию изображений и объектов, на них пред-
ставленных; 5) распознавание.

Методы специализированы и экспериментально исследованы для решения за-
дачи выделения контуров объектов и подсчета их морфофункциональных харак-
теристик: 1) терминалей аксонов ДА-ергических нейронов в области стриатума; 
2) тел ДА-ергических нейронов в области компактной части черной субстанции 
(КЧС); 3) тел ДА-ергических нейронов в области аркуатного ядра (АЯ).

Поставленные задачи содержательно заключаются в выделении контуров и 
подсчете морфофункциональных количественных характеристик тел (рис. 5а, б) и 
их отростков (рис. 5в, г) ДА-ергических нейронов в ЧС при моделировании БП и 
в АЯ при моделировании гиперпролактенемии (экспериментальные животные из 
опытной группы подвергались воздействию нейротоксина, а контрольные – NaCl) 
(Козина и др, 2010; Пронина и др., 2010; �g�u�o� e� al., 2011). Проводились иссле-
дования на изображениях срезов головного мозга здоровых животных и животных 
с патологией (см. рис. 5)

В качестве источника экспериментальных данных использованы цифровые 
микроскопические изображения ДА-ергических нейронов, волокон и терминалей 
аксонов срезов головного мозга от контрольных и опытных животных (разрешение 
0,0117 мкм2/пиксел2). Изображения были получены в Лаборатории нервных и ней-
роэндокринных регуляций регуляций ФГБУН «Институт биологии развития им. 
Н.К. Кольцова Российской академии наук».
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Терминали аксонов ДА-ергических нейронов выявляются на серийных срезах 
стриатума толщиной 12 мкм. Тела ДА-ергических нейронов выявляются на серий-
ных срезах толщиной 20 мкм, в областях КЧС и АЯ.

Терминали аксонов являются мелкими округлыми объектами с площадью от 
0,� мкм2 до 3 мкм2. Форма терминалей аксонов может быть овальной, округлой, вы-
тянутой или неправильной. На представленных негативных тоновых изображениях 
уровень яркости терминалей аксонов меньше уровня яркости фона. 

Существенной характеристикой модели БП является количество терминалей 
ДА-ергических аксонов, иннервирующих стриатум при использовании различных 
схем введения нейротоксина – МФТП (доза, количество инъекций, интервалы меж-
ду инъекциями). Она позволяет оценить степень дегенерации нейронов под воз-
действием нейротоксина. Степень дегенерации определяется как разница между 
числом терминалей ДА-ергических аксонов в контроле и опыте. Предполагается 
также, что терминали ДА-ергические аксоны, сохранившиеся после воздействия 
нейротоксина и гибели части нейронов, должны обладать повышенной функцио-
нальной активностью, направленной на компенсацию возникшего при этом дефи-
цита ДА (Хакимова и др., 2010, 2011а,б; �ozina e� al., 2014). Одним из показателей 
повышенной общей функциональной активности клеток и их отростков, в частнос-
ти нейронов и их аксонов, может являться увеличение их размера. Специфическим 

Рис. 5. Тела ДА-ергических нейронов в ЧС норме (а) и при патологии (б) – при моделировании 
БП у мышей, терминали их аксонов в стриатуме в норме (в) и при патологии (г)
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показателем функциональной активности ДА-ергических нейронов может служить 
увеличение содержания в них тирозингидроксилазы – основного фермента синтеза 
ДА (�ozina e� al., 2014).

ДА-ергические нейроны в КЧС (рис. �а) представляют собой темные округ-
лые клетки со светлым ядром. Форма тел ДА-ергических нейронов может быть 
достаточно произвольной, однако в большинстве случаев наблюдается выпуклость 
сомы, окружающей ядро. Средний диаметр тел ДА-ергических нейронов находит-
ся в диапазоне 20,4±0,5 мкм. Ядра имеют овальную форму: размер минимального 
диаметра �,3±0,3 мкм, размер максимального диаметра 9,3±0,3 мкм. Относитель-
ный размер тела (сомы) и ядра сильно варьируется (может наблюдаться как очень 
тонкая оболочка вокруг ядра, так и относительно маленькое ядро по сравнению с 
площадью сомы). МИН содержат большое количество волокон вокруг клетки, что 
может маскировать ее, создавая интенсивный фон вокруг нейрона.

Помимо перечисленных в предыдущем разделе факторов, затрудняющих об-
работку МИН, следует иметь в виду, что: а) МИН содержат участки мозга с раз-
личным количественным распределением нейронов на единицу площади; б) мик-
роскопические изображения различных срезов мозга от разных животных сильно 
различаются по контрасту и яркости.

Известно, что ДА-ергические нейроны в области КЧС являются ключевым зве-
ном регуляции моторного поведения: прогрессирующая дегенерация этих нейро-
нов приводит к развитию БП.

ДА-ергические нейроны в области АЯ (рис. �б) головного мозга эксперимен-
тальных животных визуально не отличаются от нейронов в области КЧС. Нейро-
ны, расположенные на изображениях АЯ, могут не иметь видимых ядер. Линейные 
размеры нейронов, расположенных на срезах АЯ, такие же, как и в случае с КЧС. 
Среднее количество нейронов на срезах АЯ в несколько раз меньше, чем в КЧС. 
Соответственно расположены нейроны более разрозненно друг относительно дру-
га, что практически исключает случаи их взаимного соприкосновения.

Рис. 6. Тела ДА-ергических нейронов. а – КЧС; б – АЯ
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4.2. Математический метод извлечения терминалей аксонов 
ДА-ергических нейронов в области стриатума срезов головного 
мозга мышей

Предлагаемый метод предназначен для выделения множества мелких информа-
тивных протяженных объектов на изображениях фронтальных срезов стриатума и 
подсчета их характеристик. Результатом работы метода является двоичное изобра-
жение контуров выделенных объектов и список значений характеристик, подсчи-
танных для каждого выделенного объекта. 

Разработанная алгоритмическая схема состоит из следующих этапов: (1) пре-
добработка: (1.1) «открытие» изображения с помощью реконструкции, (1.2) пре-
образование «дно шляпы» с помощью двойственной реконструкции, (1.3) «закры-
тие» изображения с помощью двойственной реконструкции, (1.4) преобразование, 
устраняющее h-максимумы изображения; (2) анализ изображений: (2.1) выделение 
внутренних и внешних маркеров объектов, (2.2) преобразование морфологического 
градиента по найденным маркерам с помощью двойственной реконструкции, (2.3) 
выделение объектов с помощью алгоритма сегментации по водоразделам; (3) пост-
роение описания объектов, представленных на анализируемых изображениях: (3.1) 
построение признакового описания объектов (были использованы 25 морфомет-
рических, денситометрических и текстурных признаков), (3.2) выбор признаков; 
(4) классификация: (4.1) кластеризация объектов, (4.2) интерпретация результатов.

�тапы предобработки и анализа изображений схемы основаны на следующих 
операциях математической морфологии: «открытие» (Soille, 2004), тоновая реконс-
трукция (Gonzalez, Woo�s, 2002), «закрытие» (Soille, 2004), преобразование «дно 
шляпы» (Vincen�, 1993), морфологический градиент (Vincen�, 1993) и преобразо-
вание водораздела (Vincen�, Soille, 1991; Wu, 2008). Применение этих шагов к ис-
ходным изображениям позволяет сгладить неоднородный сложный фон, выбрать 
маленькие объекты на изображениях, в зависимости от заданных размеров и вели-
чины тона, удалить несфокусированные объекты, разделить близко находящиеся 
объекты.

Ниже шаги метода описываются по следующей схеме: (1) роль данного пре-
образования при решении поставленной задачи; (2) иллюстративный материал, 
позволяющий оценить результат. Общие характеристики применяемых преобразо-
ваний или алгоритмов, а также их математическое содержание и графики функций 
яркости пикселей представлены в работе (Gu�e�ich e� al., 2010а,b). 

�тап 1. Предобработка изображений.
Все шаги первого этапа введены для того, чтобы избежать сегментации лишних 

объектов во время применения преобразования водораздела к изображению мате-
матического градиента. 

Шаг 1.1. Открытие изображения с помощью реконструкции.
На шаге 1.1 метода на исходном изображении удаляются всплески яркости, со-

ответствующие фону. В общем случае процедура открытия с помощью реконструк-
ции используется для устранения узких всплесков яркости при сохранении средне-
го тонового фона и широких областей изменения яркости неизменными.
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Понятия узости и широты зависят от используемого структурирующего эле-
мента. Отличие данного преобразования от обычного открытия состоит в том, что 
дилатация изображения, подвергнутого эрозии, с тем же структурирующем эле-
ментом только частично восстанавливает значения яркости областей, которые не 
полностью сглажены эрозией, в то время как применение реконструкции позволяет 
избежать потери нужной информации. На рис. 7а представлены результаты выпол-
нения данного преобразования.

�тот шаг необходим для того, чтобы сократить число фоновых областей, в ко-
торых достигаются локальные минимумы, в дальнейшем используемые в качестве 
маркеров объектов.

Шаг 1.2. Преобразование «дно шляпы» с помощью двойственной реконструк-
ции.

Основной целью данного шага является сглаживание неоднородного сложного 
фона изображения.

Данное преобразование используется для удаления неоднородного сложно-
го фона на изображениях объектов, значения яркости которых меньше значений 
яркости фона. Суть данного преобразования в том, что при правильном подборе 
структурирующего элемента (такого, что каждый объект целиком помещается в 
структурирующем элементе) закрытие с помощью двойственной реконструкции 
позволяет пометить узкие «углубления» яркости, при этом не помечая широкие, 
что дает хорошее приближение фона. После вычитания из закрытого изображения 
исходного фон получается более однородным. Применение двойственной реконс-
трукции обусловлено необходимостью сохранять значения яркости внутри объек-
тов, которые не полностью сглажены дилатацией. 

При этом преобразовании внутренняя структура терминалей не изменяется. 
Достигается это за счет применения двойственной реконструкции и за счет того, 
что используемый структурирующий элемент вмещает в себя любую терминаль.

Шаг 1.3. Закрытие изображения с помощью двойственной реконструкции.
�тот шаг метода предназначен для сглаживания неоднородных областей изме-

нения яркости внутри терминалей. В общем случае процедура закрытия с помо-

Рис. 7. �тап 1. Предобработка МИН: а – открытие исходного изображения с помощью реконс-
трукции; б – преобразование «дно шляпы» с помощью двойственной реконструкции и закрытие с по-
мощью двойственной реконструкции; в – преобразование, устраняющее h-максимумы изображения
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щью двойственной реконструкции используется для удаления узких углублений 
яркости при сохранении среднего полутонового фона и широких областей измене-
ния яркости неизменными. Отличие данного преобразования от обычного закры-
тия состоит в том, что эрозия изображения, подвергнутого дилатации, по тому же 
структурирующему элементу только частично восстанавливает значения яркости 
областей, которые не полностью сглажены дилатацией. На рис. 7б представлены 
результаты выполнения шагов 1.2 и 1.3.

Данный шаг необходим для того, чтобы маркеры объектов как можно точнее 
соответствовали терминалям. В ином случае, так как в любой терминали изначаль-
но присутствует множество локальных минимумов яркости, процедура извлечения 
маркеров не давала бы желаемых результатов.

Шаг 1.4. Преобразование, устраняющее h-максимумы изображения.
Данный шаг соответствует исключению плохо сфокусированных объектов из 

рассмотрения. На срезе головного мозга, который имеет толщину 12 мкм, терми-
нали располагаются слоями. При фотографировании среза только одна плоскость 
среза попадает в фокус микроскопа, поэтому одни терминали оказываются ярче 
других. Кроме того, возможно неравномерное прокрашивание терминалей, что 
также влечет различия в их яркости. Необходимо определить, какие объекты нахо-
дятся ближе к фокусу, а какие – дальше. 

Чем ближе к фокусу микроскопа находится объект, тем больше разность между 
максимальным и минимальным значениями яркости объекта. Так как в результате 
предыдущих преобразований максимумы яркости всех объектов выравниваются, то 
для определения степени близости к фокусу можно использовать минимумы яркости 
объектов, или, что то же самое, значения яркости региональных минимумов изоб-
ражения. Для автоматизации процедуры сегментации объекты были разделены по 
яркости на два кластера. Начальные значения для центров кластеров полагались рав-
ными минимальному и максимальному значениям яркости изображения, полученно-
го на предыдущем шаге. Результаты применения шага 1.4 представлены на рис. 7в.

�тап 2. Анализ изображений.
На втором этапе применялся широко известный подход сегментации по водо-

разделам с использованием маркеров. 
Шаг 2.1. Выделение внутренних и внешних маркеров объектов.
Применение алгоритма сегментации по водоразделам обычно приводит к избы-

точной сегментации, вызванной шумом или другими локальными неоднородностя-
ми на градиентном изображении. Подход, применяемый для управления избыточ-
ной сегментацией, основан на идее маркеров. Маркер представляет собой связную 
компоненту, принадлежащую изображению. Различают внутренние маркеры, от-
носящиеся к объектам, и внешние маркеры, соответствующие фону изображения. 
Обычно внешние маркеры определяют таким образом, чтобы любой внешний мар-
кер окружал ровно один внутренний маркер. Затем эти маркеры используются для 
преобразования градиентного изображения. В результате применения алгоритма 
сегментации по водоразделам к преобразованному градиентному изображению 
выделяются границы только тех объектов, которые были помечены внутренними 
маркерами.
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Внутренние маркеры вычисляются как региональные минимумы изображения, 
полученного на предыдущем шаге. Внешние маркеры вычисляются с помощью 
изображения, полученного преобразованием расстояния из двоичного изображе-
ния внутренних маркеров. При данном преобразовании каждой точке изображения 
присваивается значение, равное расстоянию до ближайшего не-фонового пиксела. 
Затем к полученному изображению применяется процедура сегментации по водо-
разделам. Получается, что линиям водоразделов соответствуют пикселы, находя-
щиеся на максимальном удалении от ближайших внутренних маркеров. Внутрен-
ние и внешние маркеры изображены на рис. 8а.

Шаг 2.2. Преобразование морфологического градиента по найденным маркерам.
Морфологический градиент, представленный на рис. 8б, получается вычитани-

ем из изображения, полученного после шага «закрытие изображения с помощью 
двойственной реконструкции» и подвергнутого дилатации того же изображения, 
подвергнутого эрозии. На рис. 8в представлено преобразование градиента по най-
денным маркерам.

Шаг 2.3. Выделение объектов с помощью алгоритма сегментации по водораз-
делам.

Понятие «водораздела» основано на представлении изображения в виде трех-
мерной поверхности. В такой «топографической» интерпретации рассматриваются 
точки трех видов: (1) точки локального минимума; (2) точки, находящиеся на скло-
не, т.е. те точки, с которых вода скатывается в один и тот же локальный минимум; 
(3) точки, находящиеся на гребне или пике, т.е. те точки, с которых вода с равной 
вероятностью скатывается более чем в один локальный минимум.

Применительно к конкретному локальному минимуму, набор точек, удовлетво-
ряющих условию 2, называется «бассейном» (или «водосбором») этого минимума. 
Множества точек, удовлетворяющих условию 3, образуют линии гребней на повер-
хности рельефа и называются «линиями водоразделов».

На практике метод сегментации по водоразделам чаще всего применяется к 
градиенту изображения. В этом случае локальные минимумы бассейнов хорошо 

Рис. 8. �тап 2. Анализ изображений: а – внешние и внутренние маркеры объектов; б – изобра-
жение морфологического градиента; в – изображение, полученное в результате преобразования мор-
фологического градиента по найденным маркерам; г – линии «водоразделов» – контуры выделенных 
объектов
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согласуются с малыми значениями градиента, что обычно соответствует объектам, 
тогда как линии водоразделов, соответствующие пикселам изображения градиента 
с большими значениями, приближают границу объектов. Далее к преобразованно-
му градиенту применяется процедура сегментации по водоразделам, в результате 
чего получаются границы объектов. На рис. 8г изображены линии «водоразделов».

На этапе 3 были выбраны информативные признаки для описания объектов. 
Интерпретация этих признаков экспертами может открыть новые принципы пост-
роения модели БП.

На этапе 4 объекты были разделены на несколько групп. Характеристики полу-
чившихся кластеров были переданы экспертам-биологам для дальнейшего деталь-
ного анализа.

Разработанный метод программно реализован и экспериментально исследован 
в ФГБУН «Институт биологии развития им. Н.К. Кольцова Российской академии 
наук» для автоматизации наполнения и исследования моделей БП эксперименталь-
ными данными. Большинство алгоритмов, реализующих разработанный метод, 
имеют полиномиальную сложность, что доказывает их эффективность. Стоит так-
же отметить, что алгоритмы, реализующие операции математической морфологии, 
допускают эффективное распараллеливание.

Точность полученных результатов оценивается путем проверки гипотез о сов-
падении распределений (нулевая гипотеза) характеристик терминалей при автома-
тическом выделении и при выделении вручную по критерию Колмогорова-Смир-
нова (усредненные значения характеристик объектов, выделенных автоматически 
и вручную, приведены в табл. 1).

Для сравнения результатов автоматического и ручного выделения терминалей 
случайно выбранные прямоугольные фрагменты исходных изображений были об-
работаны экспертами в области БП и с помощью предложенного метода. Таким 
образом, точность разработанного метода является не меньшей при ручном выде-
лении объектов. По оценке экспертов, доля объектов, выделенных правильно при 
автоматической обработке, составила 93%.

Исходное изображение с помеченными на нем границами терминалей, выде-
ленных с помощью разработанного метода, представлено на рис. 9а. На рис. 9б 
приведено то же изображение, но с контурами объектов, выделенных вручную. 

Таблица 1
Сравнение характеристик объектов, выделенных автоматически и вручную

Статистические 
характеристики

Способ 
выде-
ления

Площадь Средняя яркость Кол-во

опыт контр. опыт контр. опыт контр.

Математи- 
ческое ожидание

автомат. 1,37 1,30 9�,23 82,93 15,2 3�,4
вручную 1,5� 1,52 95,79 83,�0 13,� 34,�

Среднеквад- 
ратичное 
отклонение

автомат. 0,�9 0,52 9,93 10,77 3,1 3,8

вручную 0,57 0,70 10,99 11,57 3,8 4,0

Нулевая гипотеза – отверг- 
нута

отверг-
нута принята принята принята принята
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Программная реализация метода выделения терминалей обеспечивает следую-
щие возможности: (1) автоматическую сегментацию всех исследуемых объектов на 
изображении среза; (2) определение морфологических характеристик помеченных 
объектов (диаметр, площадь, фактор формы (степень округлости)); (3) определение 
денситометрических характеристик помеченных объектов (определение оптичес-
кой плотности терминалей); (4) сохранение всех результатов работы в базе данных; 
(5) возможность обработки изображений, разделенных на задаваемые группы; (�) 
автоматическая группировка исходных изображений различными способами (по 
всем парам экспериментальных животных, по различным областям мозга (дор-
сальной и вентральной), по направлению срезов (ростро-каудальному)); (7) полу-
чение статистических характеристик вычисленных оценок (математическое ожи-
дание, среднеквадратическое отклонение, стандартная ошибка) и проверка гипотез 
о достоверности различий опытной и контрольной групп на заданном наборе изоб-
ражений (Т-критерий Стьюдента: статистика, достигаемый уровень значимости, 
принятая гипотеза).

Применение разработанного ПО позволяет существенно ускорить исследова-
ние моделей БП. По оценкам самих экспертов — приблизительно в 200 раз.

Результаты экспериментов показали: (1) существенное уменьшение количества 
терминалей ДА-ергических аксонов в опыте по сравнению с количеством термина-
лей в контроле; (2) изменение функциональной активности ДА-ергических терми-
налей по оптической плотности, которая коррелирует с содержанием тирозингид-
роксилазы, после воздействия нейротоксина. 

С помощью разработанного метода были также проанализированы полученные 
после воздействия нейротоксина срезы аркуатного ядра гипоталамуса мышей, со-
держащие ДА-ергические терминали. В результате обработки 2000 изображений 
впервые получены данные о воздействии нейротоксина на тубероинфундибуляр-
ную систему мозга мышей, позволяющие оценить функциональное состояние этой 
системы.

Рис. 9. Выделение объектов: а – автоматический режим; б – выделение вручную
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4.3. Математический метод извлечения тел нейронов 
в областях черной субстанции и аркуатного ядра срезов 
головного мозга грызунов

Разработанный метод предназначен для выделения множества мелких ин-
формативных протяженных объектов с хорошо различимым по яркости включе-
нием овальной формы на микроскопических изображениях фронтальных срезов 
КЧС и АЯ и подсчета их морфометрических характеристик. Результатом является 
двоичное изображение контуров выделенных объектов и их включений и список 
значений характеристик, вычисленных для каждого выделенного объекта. Метод 
основан на совместном использовании процедур математической морфологии, сег-
ментации и классификации микроскопических изображений.

Основной особенностью метода является то, что после предварительной об-
работки изображений проводится итерационный анализ микроскопических изоб-
ражений с целью выделения различных классов объектов, включающий 5 проце-
дур: 1) объекты, не являющиеся нейронами, исключаются на этапе применения 
классификатора; 2) после классификации выделяется специальный класс объектов 
– «слипшиеся нейроны»; их анализ сводится к построению границы между дву-
мя нейронами по центру области из соприкосновения; 3) проведение сегментации 
обеспечивает выделение «хороших» («правильной формы») нейронов; 4) анализ 
нейронов с тонкой сомой, у которых частично «стерта» граница и ядро соприкаса-
ется с фоном; 5) удаление отростков нейронов.

Комбинированный метод содержит следующие основные этапы: (1) предва-
рительная обработка МИН: (1.1) фильтрация МИН нерезкой маской, (1.2) норма-
лизация МИН, (1.3) морфологическое закрытие с помощью реконструкции, (1.4) 
бинаризация МИН; (2) анализ МИН: 2.1) сегментация МИН, (2.2) классификация 
выделенных объектов, (2.3) выделение «нейронов», (2.4) прослеживание границ 
«нейронов», (2.5) отсечение отростков «нейронов», 2.�) построение границ ядер 
выделенных «нейронов»; (3) морфологическая характеризация нейронов.

Для АЯ алгоритмическая схема метода аналогична построенной для КЧС. От-
личия заключаются лишь в значении параметров для пункта 1.4 и способе обуче-
ния алгоритма классификации для пункта 2.2.

Алгоритмическая схема, реализующая разработанный метод выделения и иден-
тификации объектов, включает следующие этапы.

�тап 1. Предварительная обработка МИН.
Шаг 1.1. Фильтрация МИН нерезкой маской.
На данном шаге происходит увеличение общей резкости МИН, что позволяет 

повысить точность разделения близко расположенных нейронов на дальнейших 
этапах. Нерезкое маскирование усиливает локальный контраст изображения на тех 
участках, где изначально присутствовали резкие изменения градаций цвета, что и 
помогает сохранять границы между нейронами. На рис. 10а представлено изобра-
жение, полученное после применения к исходному изображению фильтра нерезкой 
маски.
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Шаг 1.2. Нормализация.
На данном шаге происходит переход к тоновому представлению МИН для нор-

мализации различия в окраске препаратов (рис. 10б).
Шаг 1.3. Фильтрация МИН с применением морфологического закрытия при по-

мощи реконструкции.
В результате данного шага метода с тонового МИН исчезают мелкие шумовые 

объекты, в то время как массивные объекты, в том числе нейроны, не претерпевают 
существенных изменений в своей форме. Модифицированное изображение пред-
ставлено на рис. 10в.

Применение морфологического фильтра обусловлено тем, что на исходных 
МИН присутствуют шумовые объекты, которые, с одной стороны, не принадлежат 
к объектам фона, с другой – не являются целевыми объектами. Шум на изображе-
нии образуется за счет частей нейронов (часть оболочки нейрона), которые полно-
стью не попали на срез, либо за счет попадания на срез терминалей. Наличие шу-
мовых объектов на изображении искажает результаты классификации, кроме того, 
они могут повлиять на форму выделенных объектов в случае наложения. 

Для морфологической обработки изображений был выбран фильтр «закрытие 
при помощи реконструкции», т.к. после применения этого фильтра сохраняются 
границы объектов, прошедших фильтрацию.

После морфологической фильтрации на тоновом изображении остаются круп-
ные объекты переднего плана, четко отделимые от фона, однако среди оставших-

Рис. 10. �тап 1. Предобработка МИН. а – результат применения к МИН фильтра нерезкой маски; 
б – более «резкое» тоновое МИН; в – результат подавления темных шумовых объектов, размеры кото-
рых меньше размеров нейронов; г – бинарное МИН, содержащее информацию о контурах нейронов и 
шумовых объектов, которые в дальнейшем подаются на вход классификатору



�05

ся объектов могут присутствовать также крупные шумовые объекты. В результате 
применения фильтра мелкие детали становятся более светлыми за счёт своих раз-
меров, тогда как крупные объекты, такие как целые нейроны с ядром, напротив, 
становятся более темными.

Шаг 1.4. Бинаризация.
На данном шаге метода осуществляется переход от тонового МИН к бинарно-

му для последующей сегментации интересуемых объектов. Бинарное изображение 
представлено на рис. 10г. Бинаризация изображения осуществляется при помощи 
алгоритма пороговой обработки с адаптивным порогом. Адаптивный порог подби-
рается по методу Н. Отсу (O�su, 1975).

Анализ срезов АЯ показал, что изображения в АЯ более контрастные и разница 
в яркостях между фоном и нейронами более существенная, чем у изображений в 
КЧС. В связи с этим порог, вычисленный по методу Отсу, умножается на некото-
рую нормирующую константу. Значение константы (0,74) было найдено экспери-
ментально по результатам бинаризации изображений из обучающей выборки. 

�тап 2. Анализ МИН.
Шаг 2.1. Сегментация МИН.
На данном шаге происходит выделение похожих на нейроны объектов из выде-

ленных связных компонент бинарного изображения. После проведения сегмента-
ции МИН некоторые нейроны, находящиеся очень близко друг к другу на исходном 
изображении, могут «слипнуться» так, что граница между ними не прослеживает-
ся, поэтому в одной связной компоненте может находиться несколько нейронов, 
что будет учтено позже на стадии классификации и на стадии выделения границ 
объектов.

Проводится исключение объектов по критериям формы и размеров нейронов, 
а именно – происходит отсечение лишних объектов по размерам: а) сверху с очень 
высоким порогом, чтобы убрать большие области, заведомо не являющиеся нейро-
нами, но при этом оставить фрагменты, соответствующие «слипшимся» нейронам; 
б) снизу с маленьким нижним порогом, чтобы убрать заведомый шум. Далее выби-
раются области с выделенными объектами, в которых для последующей классифи-
кации строятся минимальные квадраты, описывающие объекты.

Шаг 2.2. Классификация выделенных объектов на два класса – «нейроны» и 
«прочие объекты».

Задача распознавания нейронов решалась с помощью линейного классифика-
тора, основанного на вычислении признаков гистограмм ориентированных гради-
ентов (HOG-признаки). �то обусловлено следующими причинами: во-первых, ско-
рость работы данного типа классификатора является довольно высокой для задачи 
распознавания нейронов; во-вторых, при тестировании HOG-классификатор пока-
зал лучшие результаты по сравнению с другими известными классификаторами.

Параметры алгоритма классификации подбираются экспериментально по ка-
честву классификации на обучающей выборке. Для обучения классификатора вы-
бран метод опорных векторов (SV�) с линейным ядром. Размер скользящего окна 
– 32×32 пикселов (исходя из того, что в него должен помещаться любой нейрон 
обучающей выборки).
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Получение признакового описания нейронов из обучающей выборки проводит-
ся следующим образом: 1) квадратная обасть приводится к размеру 32×32 пикселей 
и разбивается на ячейки 8×8 пикселей; 2) каждая ячейка описывается гистограммой 
направлений градиентов (квантованным по 8 направлениям); 3) ячейки объединя-
ются в блоки размера 2×2 пиксела с перекрытием; 4) производится нормализация 
гистограммы направлений в каждом из блоков; 5) значения частот гистограмм по 
каждой из ячеек и по всем блокам записываются в общий вектор, характеризую-
щий данную область.

Классификатор применяется при разных разрешениях к квадратным фрагмен-
там МИН, которые содержат связные области, выделенные на предыдущем шаге. 
Данный подход позволяет определить наличие как одного, так и нескольких нейро-
нов в одной связной области.

Точность обученного классификатора на тестовой выборке составила: 5% (7% 
в случае АЯ) – ошибка первого рода (нейроны, отнесенные к классу «прочие объ-
екты»), 15% (20% в случае АЯ) – ошибка второго рода (не-нейроны, идентифи-
цированные как «нейроны»). Точность классификатора может быть улучшена за 
счет увеличения обучающей выборки и применения техники бутстрэп-оценок для 
выбора фоновых объектов.

На рис. 11 представлены МИН с отмеченными белым цветом контурами вы-
деленных нейронов. Черным обозначены контуры объектов, не попавших в класс 
нейронов.

Шаг 2.3. Выделение «нейронов».
На данном шаге проводится удаление всех связных компонент в соответствии 

со списком минимальных квадратов, описывающих «прочие объекты». В реаль-
ности обработка одной связной компоненты и подача ее на вход классификатору 
одновременно (изображение обрабатывается фрагментарно), поэтому если связная 
компонента не содержит нейроны, то она автоматически убирается из списка связ-
ных областей на шаге 2.2. Далее проверяется количество выделенных «нейронов» 
в каждой связной компоненте.

Рис. 11. МИН с отмеченными белым цветом контурами выделенных нейронов. Черным обозна-
чены контуры объектов, не попавших в класс нейронов
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Шаг 2.4. Прослеживание границ нейронов.
При наличии в одной связной компоненте нескольких нейронов проводится 

разделение «слипшихся» нейронов. Связная компонента, предварительно не рас-
познанная как нейрон и подходящая по размерам, проверяется на наличие облас-
тей белого цвета, полностью входящих в нее. При наличии нескольких областей 
проводятся серединные перпендикуляры к линии, соединяющей их центры. �ти 
перпендикуляры будут являться частью границы новых нейронов.

После того как граница нового кандидата в нейроны выделена, строится описы-
вающий его минимальный квадрат и запускается классификатор, который опреде-
ляет, принадлежит вновь выделенный объект к классу нейронов или нет.

Стоит отметить, что в случае АЯ данная проблема встречается очень редко, т.к. 
нейроны, расположенные в этой области мозга, более разрозненные по сравнению 
с нейронами в КЧС. Данный шаг исключается из алгоритмической схемы метода. 

На данном шаге также проводится сравнение прослеженной границы связной 
области и минимальной выпуклой оболочки: при существенном отличии участка 
выпуклой оболочки от прослеженной границы связной области в качестве границы 
берется участок выпуклой оболочки; при совпадении или незначительных отличи-
ях в качестве границы берется граница связной области.

Шаг 2.5. Отсечение отростков нейронов.
Отсечение отростков нейронов проводится путем операции открытия при по-

мощи реконструкции с большим радиусом структурирующего элемента. На рис. 12 
представлен фрагмент МИН в области КЧС, на котором выделены контуры объектов, 
отнесенных к классу «нейроны». Результаты выделения нейронов для специальных 
случаев представлены на рис. 13: 1) «слипшиеся» нейроны (см. рис. 13а); 2) нейроны 
с отростками (см. рис. 13б); 3) нейроны с нерезкой границей (см. рис. 13в).

Из области, принадлежащей нейронам, заключенной внутри границы, исклю-
чаются пикселы, принадлежащие связной области. Оставшиеся пикселы по опре-
делению принадлежат ядру.

Рис. 12. Контуры выделенных ДА-ергических нейронов в КЧС
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�тап 3. Морфологическая характеризация нейронов.
На данном этапе проводилось формирование необходимого признакового про-

странства для характеризации нейронов. Биологи-эксперты включили в признако-
вое описание нейрона среднюю яркость, периметр, площадь, фактор формы, опти-
ческую плотность, количество.

Разработанный метод анализа МИН обладает сходимостью, устойчивостью к 
малым вариациям исходных данных, имеет квадратичную вычислительную слож-
ность. Метод программно реализован и экспериментально исследован для авто-
матизации наполнения и исследования доклинических моделей БП эксперимен-
тальными данными в ФГБУН «Институт биологии развития им. Н.К.Кольцова 
Российской академии наук».

�кспериментальные исследования проводились на 58 срезах головного мозга 
одного животного. Точность полученных результатов оценивалась путем проверки 
гипотез о совпадении распределений (нулевая гипотеза) характеристик нейронов 
при автоматическом выделении и при выделении вручную по критерию Колмого-
рова–Смирнова. 

Точность полученных результатов также оценивалась путем подсчета экспер-
тами процента правильно выделенных объектов после автоматической обработки 
изображений.

Были проведены следующие эксперименты: 1) сравнение ручного и автомати-
ческого выделения нейронов на срезах головного мозга: а) по наличию правиль-
но выделенных нейронов, б) по наличию объектов, выделенных как нейрон, но 
таковыми не являющимися, в) по количеству нейронов, не выделенных при авто-
матическом режиме; 2) сравнение ручного и полуавтоматического выделения ней-
ронов; 3) сравнение автоматического и полуавтоматического выделения нейронов. 

Рис. 13. Разделение «слипшихся» нейронов (а); отсечение отростков нейронов (б); построение 
минимальной выпуклой оболочки (в)
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Полуавтоматическая обработка включала в себя последовательное применение ПО 
для автоматического выделения нейронов и дальнейшую коррекцию результатов 
специалистами. Результатами сравнения режимов работы являлись оценки первого 
и второго рода (оценка первого рода – процент невыделенных нейронов, оценка 
второго рода – процент выделенных объектов, не являющихся нейронами).

Срезы обрабатывались последовательно один за другим (на первом этапе про-
водилось ручное выделение нейронов, на втором этапе выполнялось автоматичес-
кое выделение, на третьем этапе запускалось автоматическое выделение с последу-
ющей корректировкой результатов в полуавтоматическом режиме).

Результаты экспериментов показали отсутствие ошибки 2-го рода. Далее приве-
ден анализ ошибки 1-го рода в трех экспериментах.

В результате сравнения автоматического и полуавтоматического режимов ра-
боты ПО было получено, что математическое ожидание разницы в количестве вы-
деленных нейронов в двух режимах равно -8,1�. Среднеквадратичное отклонение 
равно 7,5. Математическое ожидание и среднеквадратичное отклонение – это ве-
личины одного порядка, что говорит о сильной рандомизации данных. �то объяс-
няется тем, что представленные изображения имеют большой разброс по яркости 
и контрасту, и на изображениях встречается шум разной структуры (возникают 
случаи, когда нейроны полностью сливаются с шумом и становится практически 
невозможно отделить одно от другого). Средняя ошибка 1-го рода соответственно 
равна 0,082.

В результате сравнения автоматического и ручного режимов работы выявлено, 
что средняя ошибка первого рода равна 0,0�5, что меньше ошибки при сравнении 
с полуавтоматическим режимом выделения. �то связано с тем, что вручную экс-
перты также ошибаются и не могут отметить все нейроны из-за большого объема 
работы, однако при полуавтоматическом режиме им остается выделить нейронов 
на порядок меньше. Средняя ошибка выделения -�,407. Значение дисперсии на по-
рядок больше, что снова говорит о рандомизации данных.

В результате сравнения ручного и полуавтоматического режимов работы ПО 
выявлено, что среднее значение отклонения количества выделенных нейронов в 
двух режимах равно -1,7�3 и среднеквадратичное отклонение -5,35. Средняя вели-
чина ошибки первого рода равна соответственно 0,018. По значениям этих величин 
можно сказать, что ручной режим выделения нейронов мало отличается от полуав-
томатического режима.

Было проведено сравнение времени, затраченного специалистом на обработку 
одного изображения КЧС головного мозга в ручном, автоматическом и полуавто-
матическом режимах работы программы. В качестве эталонных брались изображе-
ния, содержащие более �0 нейронов. В ручном режиме среднее время выделения 
всех нейронов на одном изображении заняло 5,3 минуты, в автоматическом режиме 
– 10 секунд, в полуавтоматическом – 35 секунд.

Ручной режим обработки занимает существенно больше времени, чем автома-
тический или полуавтоматический. Время работы эксперта в полуавтоматическом 
режиме в 3 раза больше работы программы в автоматическом режиме. Ошибка 
1-ого рода, равная 0.08299525, при сравнении полуавтоматического и автоматичес-
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кого режимов работы превышает заданный биологами порог в 5%, а время полу-
автоматического режима работы несущественно больше. Поэтому рекомендовано 
проводить выделение нейронов в полуавтоматическом режиме.

Точность полученных результатов также оценивалась путем сравнения средних 
морфофункциональных характеристик при автоматическом и ручном выделении 
нейронов на случайно выбранных срезах головного мозга (было выбрано 5 срезов 
головного мозга). Усредненные значения характеристик объектов, выделенных ав-
томатически и вручную, приведены в табл. 2. В ней представлены также значения 
корреляции между подсчитанными в ручном и автоматическом режимах характе-
ристиками. Результаты подтверждают, что автоматическое выделение приближено 
к ручному: различия между яркостью и площадью выделяемой области в пределах 
допустимого, а большее различие между периметрами и фактором формы объектов 
объясняется тем, что вручную точную границу провести очень сложно.

В ходе проведенных экспериментальных исследований были подтверждены 
следующие характеристики разработанных алгоритмов: 1) алгоритмы обеспечива-
ют анализ и распознавание изображений нейронов на двухмерных срезах головного 
мозга экспериментальных животных; 2) автоматизированный анализ изображений 
нейронов в соответствии со статистической оценкой критерия Колмогорова–Смир-
нова проводится с точностью, соизмеримой с точностью визуального анализа изоб-
ражений нейронов, проводимого при изучении болезни Паркинсона без использо-
вания средств автоматизации анализа изображений.

Таблица 2
Сравнение характеристик объектов, выделенных автоматически и вручную

Ручной режим выделения

Изображение Средняя 
яркость 
(0…255)

Площадь 
(мм2)

Периметр 
(мм)

Фактор 
формы

1 149,7 2,355 5,09 -0,0�

2 145,9 3,04� �,08 -0,02

3 149,8 2,815 5,77 -0,03

4 14�,4 2,75� 5,31 -0,02

5 150,0 2,493 5,23 -0,02

Автоматический режим выделения

1 149,1 2,403 5,42 -0,05

2 145,2 3,1�� �,�9 -0,03

3 148,1 2,848 5,�� -0,03

4 14�,� 2,813 5,11 -0,04

5 148,4 2,508 5,37 -0,03

Корреляция ручного и автоматических режимов

0,95 0,99 0,87 0,78
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4.4. Программное обеспечение анализа и распознавания 
изображений нейронов

Авторами главы для автоматизации анализа микроскопических изображений 
нейронов и их отростков было разработано ПО анализа и распознавания изображе-
ний нейронов (ПО АРИН).

Проектирование и разработка архитектуры программы велась в соответствии 
с общепринятым унифицированным итеративным процессом проектирования �P 
программной системы, включающим: анализ требований, объектно-ориентирован-
ный анализ, проектирование и реализацию разработанных компонентов.

Были выявлены следующие требования к разрабатываемой системе:
1. Алгоритмы автоматического выделения объектов-нейронов должны обеспе-

чивать анализ и распознавание изображений нейронов на двухмерных срезах голо-
вного мозга экспериментальных животных.

2. Алгоритмы автоматического выделения объектов-нейронов должны выпол-
няться как на всем изображении, так и на выделенной пользователем области изоб-
ражения.

3. Автоматизированный анализ изображений нейронов должен проводиться с 
точностью, соизмеримой с точностью визуального анализа изображений нейронов, 
проводимого при скрининговом анализе без использования средств автоматизации 
анализа изображений.

4. В результате работы ПО АРИН должен осуществляться подсчет количест-
ва выделенных объектов, выделение их контуров, определение координат центров 
выделенных объектов, подсчет морфофункциональных характеристик объектов и 
сохранение этих данных на жестком диске.

На этапе анализа требований к системе было выявлено, что ПО АРИН должна 
реализовывать следующие процессы предметной области: 1) загрузка исходного 
изображения; 2) изменение масштаба исходного изображения; 3) запуск алгоритма 
автоматического выделения нейронов, включающего в том числе коррекцию ре-
зультатов выполнения алгоритма и сохранение результатов выполнения алгоритма 
и выделение интересующей области на изображении.

Программа может быть использована при решении задачи оценки степени дегене-
рации ДА-ергических нейронов в КЧС по разнице в количестве у экспериментальных 
животных после введения специфического нейротоксина и в контрольной группе.

Программа функционирует на компьютерах типа IB� PC со следующими ха-
рактеристиками: 1) процессор In�el Pen�iu� III или In�el Co�e 2с тактовой частотой 
не менее 2.5 ГГц; 2) объем оперативной памяти – не менее 4 Гб; 3) объем необхо-
димого пространства на жестком диске – не менее 40 Мб; 4) операционная система 
– Win�ows 2000 и выше. Программа позволяет работать с изображениями, пред-
ставленными в виде файлов следующих форматов: B�P, GIF, �PG, �PEG, PNG и 
TIFF. Оптимальный размер изображения – 2040×153�.

В состав программы входят:
−	 ядро, обеспечивающее базовые функции работы с изображениями и мат-

рицами;
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−	 графический интерфейс пользователя, позволяющий использовать функ-
циональные возможности программы и поддерживающий ряд вспомогательных 
функций;

−	 пользовательские библиотеки алгоритмов обработки и анализа изображе-
ний, необходимые для эксплуатации программы в тестовом режиме;

−	 модуль генерации отчетов, обеспечивающий вывод, хранение и накопление 
результатов анализа изображений нейронов в тестовом режиме.

Функциональная схема программы представлена на рис. 14.

5. Заключение

В данной главе рассмотрены основные условия, выполнение и исследование  
которых необходимо для порождения и извлечения знаний на основе анализа эк-
спериментальных данных в биомедицинских исследованиях с помощью методов 
математических теорий распознавания образов и анализа изображений. Указанные 
условия включают:

1)  адекватную задачам исследования содержательную и математическую 
постановку задач анализа данных;

2)  анализ соответствия и объема имеющихся данных для решения поставлен-
ных задач;

3)  выбор методов и алгоритмов решения поставленных задач;
4)  характеризацию объектов анализа и построение формализованных моде-

лей данных;
5)  интерпретацию полученных результатов и получение математических оце-

нок точности и качества решения.
Приведен пример, демонстрирующий возможности автоматизации анализа 

микроскопических изображений срезов мозга экспериментальных животных с по-
мощью описанных информационных подходов и математических методов.

Теоретической и методической основой автоматизации обработки, анализа и 
оценивания экспериментальных данных, получаемых при исследовании мозга, 
являются математическая теория распознавания образов и математическая теория 
анализа изображений.

Роль изображения как объекта анализа и оценивания определяется его спе-
цифическими и неотъемлемыми информационными свойствами. Изображение 
представляет собой некоторую совокупность отображаемых исходных данных и 
средств их представления, результатов процессов формирования представлений 
изображения и процедур их преобразований, физических и логических аспектов и 
моделей объектов, событий и процессов, представленных на изображении.

Специфичность и сложность задач анализа и оценивания изображений связана с 
необходимостью достижения некоторого баланса между такими противоречивыми 
факторами, как цели и задачи анализа, природа зрительного восприятия, способы и 
средства получения, формирования и представления изображений, и математичес-
кими, вычислительными и технологическими инструментами анализа изображений.
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Разработка математического аппарата, обеспечивающего теоретическую осно-
ву автоматизации обработки, анализа, оценивания и понимания изображений, яв-
ляется одной из фундаментальных задач информатики. Автоматизация обработки 
и анализа изображений обеспечивает разработчикам автоматизированных систем, 
предназначенных для работы с изображениями, и конечным пользователям, в т.ч. 
не являющимся специалистами в области информатики и прикладной математики, 
возможность в автоматическом или интерактивном режимах:

1) разрабатывать, адаптировать и проверять методы и алгоритмы распознава-
ния, понимания и оценивания изображений;

2) выбирать оптимальные или адекватные методы и алгоритмы распознавания, 
понимания и оценивания изображений;

3) проверять качество исходных данных и их пригодность для решения задачи 
распознавания изображений;

4) использовать стандартные алгоритмические схемы распознавания, понима-
ния, оценивания и поиска изображений.

В рамках указанных теорий и прикладных разработок, выполненных на их ос-
нове, учёные и специалисты, занятые исследованием мозга, могут найти обширный 
набор методов и средств, необходимых для перехода к реальной автоматизации на-
учных исследований, извлечения информации и знаний из результатов экспери-
ментальных исследований и, в некоторой степени, для моделирования мозга и его 
функций. Для прикладного анализа изображений разработаны и готовы к использо-
ванию стандартные постановки задач, алгоритмические схемы и алгоритмические 
библиотеки. Используя эти инструменты, исследователь может синтезировать не-
обходимую алгоритмическую схему обработки и анализа данных из стандартных 
алгоритмических блоков. Следующим этапом развития является разработка на базе 
этого инструментария стандартных информационных технологий и алгоритмичес-
ко-программных комплексов, специализированных для обработки и анализа дан-
ных, получаемых при исследованиях мозга.

Авторы надеются, что изложенный в данной главе материал поможет исследо-
вателям, работающим в области наук о жизни, получить представление о широких 
возможностях использования современных методов математической теории ана-
лиза и распознавания изображений и построенных на их основе информационных 
технологий в автоматизациинаучных исследований, в т.ч. для автоматизации анали-
за экспериментальных данных, представленных в виде изображений. Мы надеемся 
также, что данный материал будет способствовать постановке новых задач иссле-
дований, созданию новых математических и клинических моделей работы мозга и 
оптимизации постановок и планирования экспериментальных исследований.

Возможности современных математических методов существенно опережают 
степень их реального использования в исследованиях работы мозга человека.
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Система компьютерной реконструкции 
3D-распределений нейронов

О.В. Евсеев, Е.В. Анциперов, Ю.В. Обухов, 
А.А. Колачева, М.В. Угрюмов

По данным доклада Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ), невро-
логическими нарушениями страдает около одного миллиарда человек во всем 
мире (h���://www.who.in�/�e�iacen��e/news/�eleases/2007/��04/�u/). При этом боль-
шой интерес вызывают нейродегенеративные заболевания, связанные с гибелью 
нейронов. К ним относятся болезни Паркинсона и Альцгеймера, рассеянный скле-
роз и др., которые десятилетиями развиваются в скрытой форме и нередко проявля-
ются на пике профессиональной и социальной активности человека. Несмотря на 
то что лечить больных начинают сразу после появления симптомов, заболевания 
быстро прогрессируют, приводя к инвалидизации и летальному исходу (Угрюмов, 
2010).

Поэтому одной из важнейших задач нейронаук является разработка экспери-
ментальных моделей социально-значимых заболеваний, в частности, связанных с 
гибелью нейронов, в том числе в определенной части головного мозга – черной 
субстанции (ЧС), что приводит к развитию болезни Паркинсона (БП) (Albin e� al., 
1989). Такие модели предназначены для разработки новых методов и технологий 
диагностики и лечения подобных заболеваний. Характерной особенностью БП яв-
ляется то, что она развивается в течение длительного времени (нескольких лет) в 
скрытой форме – без проявления симптомов, т.е. в «доклинической» стадии. Только 
после потери «порогового» числа нейронов черной субстанции (≈70%) начинают 
проявляться характерные симптомы – нарушение моторики, и заболевание перехо-
дит в клиническую стадию.

Предполагается, что по мере гибели нейронов в ЧС включаются механизмы 
пластичности мозга, способствующие компенсации функциональной недостаточ-
ности погибших нейронов. Детальное изучение данных компенсаторных процес-
сов с целью управления ими направлено на разработку новых способов лечения БП 
(Угрюмов, 2010).

Испытаниям методов диагностики и лечения должны предшествовать разра-
ботка и апробация этих технологий на адекватных экспериментальных моделях 
заболеваний, созданных на животных, с использованием широкого спектра совре-
менных подходов. Разрабатываемые в Институте биологии развития им. Н.К. Коль-
цова РАН модели различных стадий БП предполагают определение количества вы-
живших нейронов и анализ их функционального состояния при различных схемах 
применения нейротоксина, с помощью которого моделируется БП (�g�u�o� e� al., 

Сокращения: БП – болезнь Паркинсона; ВОЗ – Всемирная организация здравоохранения; КЧС – 
компактная часть черной субстанции; МИН – микроскопические изображения нейронов; ЧС – черная 
субстанция.
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2011). Отсутствие автоматизации данного процесса делает экспериментальное мо-
делирование БП чрезмерно трудоемким и дорогостоящим. Один высококвалифи-
цированный специалист в состоянии осуществить обработку материала от одного 
животного по следующим этапам:

1) приготовление замороженных срезов;
2) иммуноцитохимическое выявление дофаминергических нейронов и их аксо-

нов по содержащемуся в них ключевому ферменту синтеза дофамина – тирозин-
гидроксилазе, и приготовление микроскопических препаратов;

3) перенос изображений тел нейронов и их аксонов в память компьютера, об-
ведение вручную границ аксонов и тел нейронов, а также подсчет их количества, 
исчисляемого тысячами.

Для получения достоверных с биологической точки зрения результатов вы-
шеописанные действия необходимо провести на большом количестве животных. 
Помимо высокой трудоемкости работа требует больших материальных затрат на 
оборудование и реактивы. За счет автоматизации и оптимизации процедуры обра-
ботки и анализа экспериментальных данных отработка моделей БП могла бы про-
двигаться гораздо быстрее и была бы экономически эффективнее при снижении 
временных и материальных затрат на исследования.

В качестве источника экспериментальных данных для построения модели 
БП используются цифровые микроскопические изображения нейронов (МИН) 
и волокон срезов головного мозга экспериментальных животных (разрешение 
0.0117 мкм2/пиксел2). Выжившие нейроны на фотографиях представляют собой 
темные округлые клетки со светлым ядром и выявляются на фронтальных серий-
ных срезах компактной части черной субстанции (�ЧС) толщиной 20 мкм (рис. 1). 
Они являются ключевым звеном регуляции моторного поведения. Прогрессирую-
щая дегенерация нейронов приводит к развитию БП.

Рис. 1. Тирозингидроксилаза-иммунореактивные тела нейронов в компактной части черной суб-
станции (КЧС), а также волокна в ретикулярной части черной субстанции (РЧС)
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Автоматизация анализа МИН и отростков нейронов позволяет снизить мате-
риальные затраты на порядок, а временные затраты на два порядка (Gu�e�ich e� 
al., 2011). Однако помимо задач распознавания нейронов на каждом изображении 
срезов ЧС встает задача упрощения анализа характера распределения нейронов по 
всему объему черной субстанции.

Наша работа посвящена созданию программно-алгоритмического обеспечения 
визуализации трехмерных распределений нейронов по двумерным данным (Обухов 
и др., 2011), извлекаемым из цифровых изображений срезов ЧС с помощью систем 
автоматического распознавания (Gu�e�ich e� al., 2010).

В процессе проектирования системы реконструкции 3D-распределений нейро-
нов на основе модели БП и серий изображений 2D-срезов мозга было выяснено, 
что ее функционирование должно осуществляться в виде цикла (конвейера) после-
довательных шагов. Такими шагами должны являться следующие:

1) выравнивание слоев – выделение на изображениях срезов согласованных 
между собой областей анализа и введение локальных (2D) координатных систем 
срезов, удобным образом связанных с выделенными областями, определение гло-
бальной трехмерной (3D) системы координат и соотнесение с ней локальных коор-
динат всех срезов;

2) выделение нейронов – редактирование и согласование по срезам данных 
автоматического распознавания нейронов, определение их локальных координат, 
пересчет локальных 2D-координат к 3D-глобальным с целью последующей 3D-ви-
зуализации самих нейронов;

3) кластеризация нейронов – построение двумерных непрерывных распреде-
лений плотности нейронов в срезах на основе нейробиологической модели БП и 
аппроксимации распределений моделями гауссовых смесей, известной как задача 
кластеризации;

4) выравнивание кластеров – определение типов кластеров и выравнивание их 
в соседних слоях по типу и затем по положению с целью получения плавных и со-
ответствующих модели БП трехмерных объектов – 3D-поверхностей постоянного 
уровня распределений плотности нейронов;

5) 3D-реконструкция распределений плотности нейронов по объему ЧС на ос-
нове аппроксимации поверхностей постоянного уровня сплайнами для межслой-
ной интерполяции данных.

Основным этапом, требующим детальной теоретической и практической про-
работки, является создание алгоритмов кластеризации и 3D-реконструкции.

Черная субстанция расположена в среднем и промежуточном мозгу и образова-
на серым веществом, имеет форму полосы, более широкой в средней части и сужи-
вающейся по концам, она изогнута, с вогнутостью, направленной назад. Поскольку 
обе части ЧС в поперечном сечении – в плоскости срезов – представляют собой 
часть овала, предлагается разумным выделять их областью интересов (анализа) с 
эллиптической границей, нижняя часть которой проходит по нижней границе коры. 
В описанной области анализа располагаются интересующие нас нейроны, которые 
имеют тенденцию к группированию.
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Модельно распределения нейронов принято представлять в виде некоторых 
скоплений – кластеров, причем основными интересующими специалистов харак-
теристиками кластеров являются количество содержащихся в них нейронов и про-
странственное расположение самих кластеров.

Выделяемые на срезах специалистами «вручную» кластеры имеют, как прави-
ло, достаточно простую форму – это выпуклые области, приблизительно овальной 
формы, могут быть достаточно вытянутыми в некотором направлении, как прави-
ло, не пересекают друг друга. Аппроксимация границ областей кластеров регуляр-
ными эллиптическими кривыми вопросов у специалистов не вызывает. К примеру, 
на рис. 2 приведена разметка кластеров на некотором срезе, сделанная нейробиоло-
гом, и рядом приведена аппроксимация этих же областей эллиптическими кривы-
ми. Видно, что не происходит потери информации при переходе на формализован-
ную разметку, что подтверждают и специалисты.

Возможность задавать кластеры эллиптическими областями имеет огромные 
преимущества:

1. Общая эллиптическая кривая задается достаточно простым математическим 
выражением (a и b – полуоси, φ – угол наклона):

поэтому ее легко задавать и производить с ней вычисления.
2. В полярных координатах эллиптическая кривая задается формулой:

Рис. 2. Разметка кластеров (ИБР РАН, ИР� РАН) нейронов на срезе ЧС
A – разметка кластеров на срезе, сделанная нейробиологом вручную; B – аппроксимация этих же 

кластеров регулярными (эллиптическими) кривыми
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что позволяет почти равномерно распределить точки по кривой (для ψ=2π/k) и 
отобразить их на цифровом экране.

3. Квадратичная форма в экспоненте Гауссова распределения:

 

где 

при фиксированном ее значении задает эллипс, что позволяет рассматривать пос-
ледний как линию постоянного значения (уровня) распределения.

Последнее замечание позволяет трактовать эллиптические кластеры как уров-
ни распределений, известных в статистике как гауссовы смеси, а задачу класте-
ризации – как задачу нахождения параметрического распределения вероятностей, 
наилучшим образом описывающего дискретные экспериментальные данные (коор-
динаты нейронов).

К счастью, на сегодняшний день известны хорошие алгоритмы решения приве-
денной выше формализованной задачи. Одним из таких широко известных алгорит-
мов, позволяющих эффективно работать с большими объемами данных, является 
E�-алгоритм (Neal, Hin�on, 1999). Его название происходит от слов «e��ec�a�ion–
�a�i�iza�ion», что переводится как «ожидание–максимизация». �то связано с тем, 
что каждая итерация содержит два шага – вычисление математических ожиданий 
(e��ec�a�ion) и максимизацию (�a�i�isa�ion). Перейдем к изложению адаптирован-
ной к данному проекту версии E�-алгоритма.

В основе идеи E�-алгоритма лежит предположение, что исследуемое множес-
тво данных может быть смоделировано с помощью линейной комбинации дву-
мерных нормальных распределений (гауссовых смесей), а целью является оценка 
параметров, которые максимизируют логарифмическую функцию правдоподобия, 
используемую в качестве меры качества модели. Иными словами, предполагается, 
что данные в каждом кластере подчиняются определенному закону распределения, 
а именно – нормальному распределению (рис. 3). С учетом этого предположения 
можно определить параметры – математическое ожидание и дисперсию, которые 
соответствуют закону распределения элементов в кластере, наилучшим образом 
«подходящему» к наблюдаемым данным.

Таким образом, мы предполагаем, что любое наблюдение принадлежит ко всем 
кластерам, но с разной вероятностью. Тогда задача будет заключаться в «подгонке» 
распределений смеси к данным, а затем в определении вероятностей принадлеж-
ности наблюдения к каждому кластеру. Очевидно, что наблюдение должно быть 
отнесено к тому кластеру, для которого данная вероятность выше.

Среди преимуществ E�-алгоритма можно выделить следующие:
– Надежная статистическая основа.
– Линейное увеличение сложности при росте объема данных.
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– Устойчивость к шумам и пропускам в данных.
– Возможность построения желаемого числа кластеров.
– Быстрая сходимость при удачной инициализации.
Однако алгоритм имеет и ряд недостатков. В частности, при неудачной инициа-

лизации сходимость алгоритма может оказаться медленной. Кроме этого, алгоритм 
может остановиться в локальном минимуме и дать квазиоптимальное решение.

Как отмечалось выше, E�-алгоритм предполагает, что кластеризуемые данные 
подчиняются линейной комбинации (смеси) нормальных (гауссовых) распределе-
ний, плотность вероятности которых имеет вид:

где y,x  – математическое ожидания, σх , σy – дисперсия,  ρ – коэффициент 
корреляции.

Введем в рассмотрение функцию                                              , которую

будем рассматривать как обобщенное расстояние от (�, y) до                 .

Алгоритм предполагает, что данные подчиняются смеси двумерных нормаль-
ных распределений. Модель, представляющая собой смесь гауссовых распределе-
ний, задается в виде:

Рис. 3. Распределение элементов в кластерах
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           ,

где F(x, y│  i) – нормальное распределение для i-го кластера, ω – доля (вес) i-го клас-
тера в гауссовой смеси.

Существуют два подхода к решению задач кластеризации: основанный на рас-
стоянии и основанный на плотности. Первый подход заключается в определении 
областей пространства признаков, внутри которых точки данных расположены 
ближе друг к другу, чем к точкам других областей, относительно некоторой функ-
ции расстояния (например обобщенной). Второй – обнаруживает области, которые 
являются более «заселенными», чем другие. Алгоритмы кластеризации могут ра-
ботать сверху вниз (дивизимные) и снизу вверх (агломеративные). Агломеративные 
алгоритмы, как правило, являются более точными, хотя и работают медленнее.

Используемый нами E�-алгоритм основан на вычислении расстояний. Он мо-
жет рассматриваться как обобщение кластеризации на основе анализа смеси ве-
роятностных распределений. В процессе работы алгоритма происходит итератив-
ное улучшение решения, а остановка осуществляется в момент, когда достигается 
требуемый уровень точности модели. Мерой в данном случае является монотонно 
увеличивающаяся статистическая величина, называемая логарифмическим прав-
доподобием L:

Целью алгоритма является оценка средних значений       ,параметров 
σxi , σyi и ρi весов смеси ωi для функции распределения вероятности F(x, y),  описан-
ной выше, таких что они доставляют максимум функции правдоподобием L (при-
нцип максимума правдоподобия – МП) при заданном наборе координат нейронов            

X = [(xi,yj] = 1,2, …, n).

Помимо введенных выше параметров введем еще так называемые «скрытые» 
параметры  gij  = P(xi,yj)  – апостериорные вероятности принадлежности (x1,yi)  (xi,yj) 
i-му кластеру. Рекуррентная максимизация функции правдоподобия L на основе 
E�-алгоритма осуществляется по следующей принципиальной схеме: 

шаг E: по формуле Байеса уточняются (оцениваются) «скрытые» параметры gij:

шаг M: с использованием gij уточняются параметры ( )ii y,x , σxi , σyi, ρi , ωi (на 
самом деле приведенные ниже оценки максимизируют L при заданных gij):
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При рассчитанных параметрах принадлежность  (xi,yj)   i-му кластеру опреде-
ляется в соответствии с: ix = a�g�a� (gij) Итерации E-� продолжаются до тех пор, 
пока принадлежность кластерам не перестанет изменяться.

Решение задачи в данной общей постановке сложно даже для ее численной 
реализации. Поэтому часто прибегают к некоторым ограничениям, упрощающим 
решение (Мандель, 1988). Так, в алгоритме кластеризации k-�eans все ωi всегда 
полагаются равными ωi = 1/k, также равными и σxi= σyi= 1, а ρi = 0 и оптимизация 

осуществляется только по положениям кластеров ( )ii y,x . При этом алгоритм 
кластеризации k-�eans осуществляется по следующей принципиальной схеме:

шаг E: «скрытые» параметры ijg  уточняются (оцениваются) по формуле:

( )
( )i'|y,xF

i|y,xF
=g

jj

jj
ij ∑

шаг M: уточняются параметры ( )ii y,x :

         .

Отметим, что принадлежность ( )jj y,x
 i-му кластеру определяется в k-�eans по 

минимуму δij
2  – евклидова расстояния ( )jj y,x  до ( )ii y,x  – центра i-го кластера.

В случае когда кластеры пересекаются слабо, также можно упростить E�-
алгоритм даже в общем его виде, если учесть, что при этом все распределения 

( )i|y,xF jj  очень малы в сравнении с тем ( )x
jj i|y,xF , к центру ( )xixi

y,x  

которого ближе всего ( )jj y,x . При этом адаптированный алгоритм кластеризации 
осуществляется по следующей схеме:
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шаг E: «скрытые» параметры gij уточняются (оцениваются) по формуле:

gij = 1 для i = ix и gij = 0 для остальных i .

шаг M: уточняются параметры ( )ii y,x , σxi , σyi , ρi ,  при ωi = ki/n,  – число 
нейронов, для которых i = ix (число нейронов, для которых центр i-го кластера – 
ближайший):

причем суммирование в приведенных формулах идет только по нейронам кластера 
(gij = 1).

Алгоритм начинает работу с инициализации, т.е. некоторого начального чис-
ла кластеров и некоторого приближенного решения, которое может быть выбрано 
случайно или задано пользователем исходя из некоторых априорных сведений об 
исходных данных (например, на основе обобщенной модели Паркинсона). Наибо-

лее общим способом инициализации является присвоение элементам ( )ii y,x  
математических ожиданий некоторых априорных значений, а начальные ω, σxi, σyi  и  
ρi задаются как в алгоритме k-�eans: σxi = σyi = 1, ρi = 0.

Для проверки работы адаптированного алгоритма E� нами было разработано 
небольшое приложение на �a��ab, CE�, внешний вид интерфейсной формы кото-
рого приведен на рис. 4.

Результаты тестирования CE� (�a��ab) для проверки адаптированного алго-
ритма E� на реальных срезах ЧС показали замечательные его характеристики: при 
заданном количестве кластеров и при достаточно грубых априорных расположени-

ях их центров ( )ii y,x  распределение нейронов по кластерам устанавливается 
за 4–5 итераций и параметры кластеров σxi, σyi  и  ρi хорошо соответствуют ожидае-
мым значениям.

После кластеризации нейронов на каждом срезе необходимо провести очевид-
ные шаги, связанные с выравниванием изображений друг относительно друга по 
некоторым абсолютным признакам (например по границе коры), для последую-
щего верного построения их трехмерных распределений в полном объеме черной 
субстанции.

Общая задача реконструкции 3D-поверхностей постоянного уровня распреде-
лений нейронов на основе двумерных контуров – границ кластеров и содержащей 
их области анализа, может решаться различными методами реконструкции, однако 
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ввиду сложности задачи в общей постановке целесообразно использовать выявлен-
ную специфику проблемы для ее возможного упрощения. Спецификой задачи яв-
ляется тот факт, что все слои являются параллельными, а контуры могут быть фор-
мализованы до регулярных (эллиптических) кривых. Для таких слоев достаточно 
легко строится межслойная интерполяция также контурами эллиптической формы, 
например при помощи сплайнов (интерполируются только шесть параметров: пять 
параметров, задающих эллипс, и шестой – максимальную плотность).

В компьютерном моделировании сплайны – это степенные функции одного или 
двух переменных, графическими образами которых являются кривые линии или 
криволинейные поверхности. Они служат, в частности, для решения задачи интер-
поляции, то есть нахождения промежуточных точек кривой линии или поверхнос-
ти, заданной опорными точками. Уравнения сплайнов имеют обычно степень не 
выше третьей, так как именно такая степень является минимально необходимой 
для гладкой стыковки криволинейных участков. В компьютерной графике широко 
применяются базовые сплайны, или В-сплайны («би-сплайны») (Piegl, Tille�, 1997):

       ,

где )(uC  – сплайн, параметризованный переменной u (обычно берут ]1;0[∈u ), 

{ })(, uB pj
 – базис B-сплайнов. Набор n контрольных точек { }jP  однозначно задает 

∑
=

=
n

j
jpj PuBuC

1
, )()(

Рис. 4. Интерфейс экспериментального ПО CE� (�a��ab) для проверки адаптированного алго-
ритма E� на реальных срезах ЧС
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форму и положение в пространстве сплайна )(uC , который, приближая последова-
тельность { }jP , может и не проходить ни через одну из этих точек. Другими сло-
вами, )(uC – это кривая наперед заданной степени гладкости, максимально плотно 

приближающая пространственную ломаную с вершинами в точках { }jP . Харак-
терным свойством сплайнов является их локальность: изменение одной из конт-

рольных точек { }jP  ввиду финитности каждого из B-сплайнов )(, uB pj  приведет к 
деформации )(uC  лишь в ближайшей окрестности Рi.

Необходимо отметить, что при моделировании участков поверхности с помо-
щью В-сплайновых примитивов требуется обычно больше вычислений, чем для 
других сплайнов. Например, по сравнению со сплайнами Безье (Роджерс, Адамс, 
2001) требуется в девять раз больше вычислений. Однако этот недостаток В-сплай-
нов компенсируется их повышенной гладкостью, достигаемой без введения допол-
нительных опорных точек.

Простая методика моделирования пространственных поверхностей сложной 
формы включает следующие шаги:

1) поверхность представляется набором принадлежащих ей характерных то-
чек. Выбирается расположение координатных осей u и v. Характерные точки при-
нимаются за опорные точки В-сплайновых примитивов;

2) образуется «окно», включающее 1� опорных точек (по 4 вдоль каждой ко-
ординатной оси). Происходит вычисление координат текущих точек примитива;

3) по окончании развертывания очередного примитива окно перемещается на 
один ряд опорных точек по оси u или �. В результате перемещения в окно входят 
12 прежних опорных точек и 4 новые точки. Для этого набора опорных точек по 
выражениям вычисляются координаты текущих точек;

4) пункт 3 выполняется до тех пор, пока не будут использованы все опорные 
точки. После этого выполняется визуальный контроль смоделированной повер-
хности. Для коррекции рельефа по результатам контроля изменяется положение 
опорных точек.

Привязка В-сплайнового сегмента к центральной части характеристического 
многогранника приводит к тому, что смоделированная поверхность не проходит 
через крайние (граничные) характерные точки исходной поверхности. Чтобы полу-
чить сегменты, примыкающие к границам поверхности, нужно иметь дополнитель-
ные ряды опорных точек. Для решения задачи прибегают к так называемым крат-
ным граничным опорным точкам. Кратными называются опорные точки, имеющие 
различные обозначения, но одинаковые координаты. Кратные опорные точки об-
разуются повторением координат граничных опорных точек и присвоением новым 
точкам уникальных обозначений. Каждая граничная опорная точка получает одну 
дополнительную, кратную себе, а четыре угловые точки получают по три дополни-
тельные опорные точки каждая.

При анализе проблемы реконструкции трехмерного распределения нейронов 
были исследованы методы построения поверхностей сплайнами или кривыми дру-
гих полиномиальных типов в ситуации, близкой к нашей, и было выявлено, что 
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наиболее подходящим для реконструкции является так называемый лофтинг-метод 
(Pa��, 2001).

Лофтинг-метод восстанавливает поверхность 3D-объекта неравномерными ра-
циональными B-сплайнами, которые, в частности, хорошо аппроксимируют регу-
лярные контуры объекта. Лофт-объекты строятся путем формирования оболочки 
по опорным сечениям, расставляемым вдоль некоторой заданной траектории. Обо-
лочка как бы натягивается на сечения вдоль указанного пути, а в результате полу-
чается трехмерная модель. Данный метод моделирования прекрасно подходит для 
тех моделей, форма которых может быть охарактеризована некоторым набором по-
перечных сечений, как в нашем случае. В основе любого подобного объекта всегда 
лежат траектория (путь) и одно или более сечений. Путь задает основную линию 
лофт-объекта и может иметь форму прямой, окружности, произвольной кривой и 
т.п., а сечения определяют его форму и тоже могут быть самыми разнообразными 
(в разумных пределах). При использовании нескольких сечений они размещаются 
вдоль пути по указанному пользователем принципу, а в случае одного сечения дан-
ная форма размещается на обоих концах пути. Оба типа структурных элементов 
– путь и сечения – в общем случае представлены обычными сплайнами, т.е. набо-
рами опорных вершин. Число опорных вершин поперечных сечений может быть 
произвольным, но это число должно быть во всех задействованных в лофт-объекте 
сечениях одинаково. Кроме того, если сечение представлено составными формами, 
то данные формы должны иметь одинаковый порядок вложения. �то означает, что 
если первое сечение содержит внутри одного контура два других контура, то и все 
последующие сечения должны быть сформированы по тому же принципу. А если в 
копии данной составной формы переместить два внутренних сплайна вне исходно-
го, то ее уже нельзя будет указать в качестве второго сечения. Правда, при желании 
в ряде случаев данное ограничение можно обойти, превратив обычные замкнутые 
сплайны в разомкнутые. Форма лофт-объекта определяется не только за счет пути 
и определенного набора сечений – не менее важны положение внутренних сечений 
вдоль пути и согласование первых вершин каждой формы поперечного сечения. От 
размещения сечений вдоль пути зависит то, как и в какой момент будет смодели-
рован переход от одного сечения к другому, а согласование вершин позволяет из-
бежать перекручивания моделей при переходе от сечения к сечению или, наоборот, 
при необходимости искусственно скручивать объекты. Качество лофтинг-метода 
сильно зависит от качества контуров, особенно в случае ручной обводки.

Другие технические проблемы создания лофт-объектов касаются плотности 
каркаса поверхности (или оболочки). Когда принимается решение о сложности 
лофт-объекта, необходимо сделать выбор из ряда компромиссов:

– Плотные каркасы показывают большее число деталей, чем разреженные.
– Плотные каркасы деформируются более однородно, чем разреженные.
– Плотные каркасы визуализируются в более гладкий профиль, чем разрежен-

ные.
– Разреженные каркасы используют меньше памяти и отображаются быстрее.
– С разреженными каркасами, как правило, проще и быстрее работать, нежели 

с плотными.
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Лучшее решение достигается путем создания как можно более разреженных 
каркасов, удовлетворяющих требованиям проекта по визуализации распределений. 
Впрочем, в программное обеспечение, предназначенное для визуализации распре-
делений нейронов, при разработке закладывается возможность ручного выбора 
«гладкости» 3D-объектов – плотности каркаса поверхности.

При формировании реконструкции 3D-поверхностей постоянного уровня рас-
пределений нейронов при помощи лофт-объектов особое внимание должно быть 
уделено концам лофт-объектов и их конструкции (проблема создания наконечни-
ков). Каркасы границ кластеров должны представлять собой замкнутые поверхнос-
ти и создавать визуальную иллюзию цельности.

Описанные выше алгоритмы используются в системе реконструкции трехмер-
ного распределения нейронов по цифровым изображениям срезов ЧС. Заложенный 
в системе конвейер операций отражен в интерфейсе пользовательской программы 
– на форме представлен следующий набор вкладок: выравнивание слоев, выделе-
ние нейронов, кластеризация, выравнивание кластеров, 3D-представление (рис. 5). 
На каждой вкладке обеспечиваются средства ручного и автоматического редакти-
рования для соответствующего шага процесса.

Со стороны программной реализации системы за каждым из шагов процесса 
реконструкции закреплен свой отдельный программный модуль, содержащий на-
бор соответствующих данному шагу алгоритмов. Каждый из этих модулей име-
ет свои входные/выходные данные, хранящиеся в отдельных файлах БД проекта, 
и связан с соответствующей страницей интерфейса системы для редактирования 
входных и анализа выходных данных.

Модуль «выравнивание слоев» предназначен для выравнивания изображений 
соседних срезов (текущего относительно предыдущего) и выделения эллиптичес-

Рис. 5. Интерфейс разрабатываемого программного комплекса: главное меню (I); вкладки 5 ша-Интерфейс разрабатываемого программного комплекса: главное меню (I); вкладки 5 ша-
гов процесса реконструкции (II); панель вывода соответствующей графической информации (III); па-
нель выбора среза (IV); строка состояния (V)
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кой области анализа (для текущего среза), с которой связывается система локаль-
ных координат данного среза (рис. �а). Модуль «выделение нейронов» (рис. �б) 
предназначен для редактирования координат нейронов, помеченных вручную или 
автоматически распознанных с помощью алгоритмов распознавания, разработан-
ных соисполнителями по проекту ВЦ им. А.А. Дородницына РАН (Gu�e�ich e� al., 
2010).

Вкладка «кластеризация» предназначена для автоматического выделения групп 
нейронов на срезах с использованием адаптированного E�-алгоритма (рис. 7). С по-
мощью модуля «выравнивание кластеров» согласовываются кластеры на соседних 
срезах по типам. Однако перед согласованием необходимо каждому из кластеров 
приписать его уникальный на срезе тип. �та процедура может быть осуществлена 
как вручную, так и автоматически по критерию ближнего по евклидову расстоянию 
кластера предыдущего слоя (если кластеры предыдущего слоя уже типизированы).

Последний шаг процесса непосредственно «3D-реконструкция» (рис. 8), на ко-
тором на основе плоских, параллельных контуров, как на формах лофт-объектов, 
строятся 3D-поверхности пространственных распределений. На этой вкладке поль-
зователь осуществляет визуальный анализ рассчитанных распределений, представ-
ленных 3D-объектами. Средства Di�ec��-3D управления камерой предоставляют 
возможность быстро и просто реализовать такие функции анализа и визуализации 
3D-модели, как изменение точки обзора, повороты, приближение к объекту или 
удаление от него и т.д.

Использования достижений современной математической теории в приклад-
ных нейробиологических задачах позволяет осуществлять надежную и эффектив-
ную автоматизацию извлечения информации о нейронах из изображений срезов 
головного мозга и реконструкцию их трехмерного распределения, обеспечивая 
существенную экономию времени и материальных затрат на построение моделей 

Рис. 6. Интерфейс модулей: а – «выравнивание слоев», б – «выделение нейронов»
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Рис. 7. Интерфейс модуля «кластеризация»

Рис. 8. Интерфейс модуля «3D-реконструкция»
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нейродегенеративных заболеваний. И это в первую очередь связано с разработкой 
новых алгоритмических методов анализа данных и синтеза обобщенных способов 
их графического изображения, с учетом сложившихся на сегодняшний день нейро-
биологических представлений.

По результатам работы над проектом к настоящему моменту:
– разработана методология реконструкции трехмерного распределения нейро-

нов по данным их распознавания в изображениях серийных срезов головного мозга;
– адаптирован к задаче выделения контуров распределения нейронов в срезах 

алгоритм кластеризации, основанный на известном ЕМ-методе (оценивание–мак-
симизация);

– разработана полиномиальная межслойная аппроксимация параметров дву-
мерных контуров кластеров с целью уменьшения количества срезов для трехмер-
ной реконструкции плотности нейронов;

– разработано экспериментальное программное обеспечение ВТРН;
– в ПО включена возможность использования выходных данных программных 

комплексов автоматического распознавания нейронов по изображениям срезов мозга.
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Компьютерный метод объективизации 
головокружения и дифференциации 
вестибулопатий разного генеза

Л.Н. Корнилова, Г.А. Екимовский, Е.В. Хабарова, Д.О. Глухих,
И.А. Наумов, В.Н. Сагалович, Е.Г. Филатова, В.И. Федорова

Адекватность ориентации в пространстве обеспечивается взаимодействием 
сенсорных систем, прежде всего вестибулярной, зрительной, проприоцептивной 
и тактильно-опорной. Главную роль играют вестибулярные рецепторы, которые, 
воспринимая линейное, угловое ускорения и изменения силы тяжести, контро-
лируют положение головы и тела в пространстве. Вся информация от сенсорных 
систем интегрируется в центральной нервной системе (ЦНС) и модулируется ак-
тивностью ретикулярной формации, экстрапирамидной системой мозга, мозжеч-
ка и лобно-височными долями больших полушарий головного мозга (Цимерман, 
1974; Шахнович, 1974; Шульговский, 1997). Важнейшими клиническими призна-
ками поражений вестибулярного анализатора, вестибулярных путей и их связей с 
другими системами в ЦНС являются развитие головокружения (ГК) и нарушения 
равновесия (НР).

ГК и НР – одни из наиболее распространенных жалоб, которые пациент предъ-
являет как врачам общей практики, так и врачам различных специальностей – ото-
риноларингологу, неврологу, психиатру, терапевту и др. Частота этих жалоб состав-
ляет до 30% от всех жалоб. ГК – всего лишь симптом, он может быть проявлением 
различных заболеваний, как не представляющих серьезных угроз здоровью, так 
и значительно снижающих качество жизни пациента или даже угрожающих его 
жизни. В связи с этим ГК и НР может из медицинской проблемы перерасти в соци-
альную, поскольку является одной из основных причин инвалидизации населения.

ГК относится к сфере субъективных ощущений человека, что обуславливает 
трудности описания и определения этого феномена больными.

Существует несколько подходов к классификации ГК (Благовещенская, 1990; 
Мельников, 2000; Морозова, 2003; Парфенов и др., 2011; Филатова, 2005; Dix et 
al., 19�7; ���te��el�, 1991; ��i��� et al., 200�). В соответствии с общепринятой фе-
номенологической классификацией, выделяют вестибулярное головокружение 
(истинное, системное ГК, вертиго), обусловленное органическим поражением 
вестибулярной системы. Данный тип ГК достаточно четко описывается больны-
ми как внезапное ощущение вращения собственного тела или окружающих пред-

Сокращения: АПК – аппаратно-программный комплекс; БФ – быстрая фаза; Впер – перифе-
рическая вестибулопатия; ВПсих – психогенная вестибулопатия; ВР – вестибулярная реактивность; 
ВЦен – центральная вестибулопатия; ГК – головокружения; куПС – коэффициент усиления ПС; кэФС 
– коэффициент эффективности саккад; МФ – медленная фаза; НР – нарушения равновесия; ПС – 
плавное слежение; РОКС – ретинальная оптокинетическая стимуляция; СДГ – спонтанные движения 
глаз; СФГ – следящая функция глаз; ФС – фиксационные саккады; ЦНС – центральная нервная сис-
тема; ЭОГ – электроокулограмма.
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метов. Второй тип головокружения – несистемное. Причины его возникновения 
лежат вне вестибулярной системы. При этом виде ГК пациенты часто описывают 
неустойчивость и пошатывание при ходьбе, чувство дурноты и приближающегося 
страха потери сознания, страха падения, иллюзорное восприятие положения тела 
в пространстве, предобморочные состояния, «ощущение повело в сторону». По-
добные симптомы часто сопровождаются страхом пациента перед нахождением в 
общественных местах, общественном транспорте и местах скопления людей. Пос-
ледние варианты так называемых «несистемных» ГК преобладают в клинической 
практике и представляют огромную трудность для достоверной диагностики, так 
как данный тип ГК, в отличие от вестибулярного (истинного вертиго), не имеет 
четких клинических маркеров и способов надежной параклинической верифика-
ции. Известно, что несистемное ГК может являться и одним из серьезнейших сим-
птомов фобического и/или невротического расстройства, расстройств сердечной 
деятельности (нарушение ритма сердца, ишемическая болезнь), гипертонических 
кризов, ортостатической неустойчивости и многих других сопутствующих сердеч-
но-сосудистых заболеваний.

Таким образом, актуальной проблемой является объективизация жалоб на ГК и 
НР и предварительная, оперативная дифференциальная диагностика вестибулопа-
тий разного генеза.

В настоящее время выделяют три основных типа вестибулопатий: центральная 
(ВЦен), периферическая (ВПер) и психогенная (ВПсих).

ВПер возникает при поражении вестибулярного анализатора на периферичес-
ком уровне, когда поражаются сенсорные элементы ампулярного и макулярного 
аппаратов и преддверия, а также вестибулярного ганглия. К периферическим пора-
жениям вестибулярного анализатора относятся функциональное ГК (укачивание), 
доброкачественное позиционное ГК, гидропс лабиринта, синдром или болезнь Ме-
ньера, вестибулярный нейронит (Мельников, 2000; Морозова, 2003; Парфенов и 
др., 2011; Dix et al., 19�7; ���te��el�, 1991).

ВЦен возникает при повреждении связей вестибулярных ядер в стволе мозга 
с вестибуло-мозжечком, ретикулярной формацией, ядрами глазодвигательных не-
рвов и с корой головного мозга. Причинами поражения центрального отдела вести-
булярного анализатора могут быть самые различные заболевания головного мозга 
(Благовещенская, 1990; Голубев, Вейн, 2002; Шахнович, 1974; B�a��t, 1991; Dix et 
al., 19�7; B���al et al., 1962), преимущественно сосудистого характера.

Вестибулопатия психогенной природы (ВПсих), как правило, возникает за 
периодом пережитого страха или эмоционального стресса и сопровождается ГК, 
которое имеет несистемный характер. Кардинальным клиническим признаком 
психогенного ГК является сочетание с расстройствами в других системах (поли-
системность), что указывает на его вторичный психосоматический (вегетативный) 
характер. При ВПсих отсутствуют объективные клинические и параклинические 
признаки органической патологии.

Однако в клинической практике нередко ГК носит смешанный характер. На-
пример, приступ вестибулярного ГК в результате доброкачественного пароксиз-
мального позиционного ГК возникает у эмоционального, тревожного и мнительно-
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го человека и с течением времени проходит. Однако данный приступ явился стрес-
сом, в результате которого у этого пациента впоследствии развивается несистемное 
психогенное головокружение, которое продолжается месяцы и годы. Другой при-
мер: у человека с хронической ишемией мозга возникает тревожно-депрессивное 
расстройство, в результате чего усиливается ГК, он отмечает неустойчивость и по-
шатывание при ходьбе, появляется страх упасть, он перестает самостоятельно вы-
ходить из дома. В этом случае определить причину ГК клиническими методами по 
жалобам пациентов крайне сложно, а наличие сосудистой патологии не исключает 
присоединение психогенного расстройства. В таких случаях необходим простой 
метод, позволяющий определить вклад органических и психогенных нарушений в 
контроль равновесия у человека.

Индикатором состояния вестибулярной и центральной нервной системы явля-
ются адекватные глазодвигательные реакции, характеристики зрительного слеже-
ния, восприятия и ориентации в пространстве. Состояние глазодвигательной сис-
темы определяется активностью вестибулярной системы и регулируется сложной 
иерархией иннервационных механизмов, расположенных на разных уровнях ЦНС 
(Цимерман, 1974; Шахнович, 1974; Шульговский, 1997; B���al et al., 1962; B�tt�e�, 
B�tt�e�-E��e�e�, 19��; �ei��, �ee, 1999). Столь обширное представительство ин-
нервационных механизмов двигательного аппарата глаз в ЦНС приводит к немину-
емому возникновению самых различных нарушений движений глаз при очаговых, 
диффузных и отчасти функциональных поражениях мозга. Точность регистрации 
различных форм движений глаз и знание иннервационных механизмов реализации 
этих движений позволяют объективизировать субъективные жалобы пациентов и 
диагностировать участие определенных систем в развитии этих нарушений (моз-
жечка, ретикулярной формации, глазодвигательных центров, стволовых структур 
и т.д.), что на протяжении многих десятилетий активно используется врачами при 
диагностике поражений нервной системы (Благовещенская, 1990; Вейн и др., 2002; 
Голубев, Вейн, 2002; Dix et al., 19�7; ��i��� et al., 2012).

В настоящее время актуальной проблемой является дифференциальная диа-
гностика системных (ВЦен и ВПер) и несистемных (психогенных, кардиогенных 
и др.) ГК. Существующие на данный момент методы диагностики требуют значи-
тельных финансовых и временных затрат и могут быть проведены исключительно 
в специализированных стационарах, имеющих мощное диагностическое оборудо-
вание (магнитно-резонансная томография (МРТ), компьютерная томография (КТ), 
электроэнцефалография (ЭЭГ) и т.д.). В связи с этим возникает необходимость раз-
работки более быстрых и менее финансово-затратных способов объективизации 
субъективных жалоб на ГК и предварительной дифференциации их причин, в том 
числе на этапе первичной медицинской помощи.

Поэтому необходимо создание комплексного компьютерного метода, позволя-
ющего объективизировать ГК и дифференцировать вестибулопатии разного гене-
за, а в случае сочетанной вестибулопатии – вычленять признаки органического и 
психогенного ГК, что необходимо для выработки наиболее эффективной терапев-
тической тактики. Наличие ГК смешанного характера предполагает назначение 
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комплексной терапии, включающей методы и лекарственные препараты, воздейс-
твующие как на органические, так и психические причины.

Целью данной работы являлось создание комплексного компьютерного мето-
да объективизации и дифференциации разных типов ГК и вестибулопатий у отде-
льных индивидуумов, в том числе в досимптомной (субклинической) фазе заболе-
вания и в стадии ремиссии, основанного на регистрации спонтанных, вестибуло- и 
зрительно-индуцированных движений глаз и классификационном (дискриминант-
ном) анализе.

Для достижения этой цели необходимо было решить следующие задачи:
– определение диагностических критериев для компьютерной дифференциаль-

ной диагностики системного и несистемного ГК;
– выявление субклинической вестибулярной дисфункции у формально здоро-

вых индивидуумов, не предъявляющих жалоб на ГК;
– нахождение классификационных (дискриминантных) функций, характерных 

для клинически различных типов (органических и психогенных) нарушения вести-
булярной функции;

– создание комплексного компьютерного метода объективизации состояния 
вестибулярной системы у отдельных индивидуумов на базе аппаратно-програм-
много комплекса «ОКУЛОСТИМ – КМ».

В исследовании приняли участие 59 пациентов разного пола и возраста, предъ-
являющих жалобы на периодическое системное ГК и НР, 77 пациентов с жалобами 
на несистемное ГК и 64 здоровых мужчин. Было проведено оториноларингологи-
ческое и клинико-неврологическое обследование всех пациентов и здоровых испы-
туемых с применением методов инструментальных обследований (МРТ, КТ, ЭЭГ 
УЗИ и т.д.) и сбора клинико-анамнестических данных. После клинического обсле-
дования пациенты были разбиты на пять групп.

Первая группа включала 24 пациента (14 женщин, 10 мужчин) в возрасте от 25 
до 64 лет (средний возраст – 47 лет) с периферической вестибулопатией – ВПер 
(вестибулярный нейронит, гидропс лабиринта, болезнь Меньера и меньероподоб-
ный синдром).

Вторая группа – 26 пациентов (15 женщин, 11 мужчин) в возрасте от 25 до 70 
лет (средний возраст – 52 года) с центральной вестибулопатией – ВЦен (дисцирку-
ляторная энцефалопатия II–III степени, посттравматическая энцефалопатия, вер-
тебрально-базилярная недостаточность).

Третья группа – 21 пациент (13 женщин, � мужчин) в возрасте от 1� до 45 лет 
(средний возраст – 2� лет) с психогенной вестибулопатией – Впсих. Пациенты этой 
группы предъявляли жалобы на ГК и НР, но не имели каких-либо органических 
нарушений со стороны вестибулярного анализатора, что было подтверждено МРТ. 
Эта категория больных имела те или иные эмоционально-личностные нарушения, 
такие как тревожно депрессивные, демонстративные, ипохондрические расстройс-
тва личности. Для пациентов этой группы характерна агорафобия – боязнь откры-
того, людного пространства, общественного транспорта, магазинов, что указывает 
на панические расстройства.
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Все больные данной категории имели выраженный синдром вегетативной дис-
тонии, гипервентиляционный синдром. Описанные синдромы и расстройства лич-
ности данной группы больных были выявлены с помощью тестов, применяемых 
на кафедре неврологии ПМГМУ имени И.М. Сеченова (Вейн и др., 2002; Голубев, 
Вейн, 2002). Эти данные позволили сделать вывод о наличии у данной категории 
больных психогенной вестибулопатии (ВПсих).

Четвертая группа – 45 больных (30 женщин, 15 мужчин) в возрасте от 40 до 65 
лет (средний возраст – 51 год) с ишемической болезнью сердца, аритмией и артери-
альной гипертензией в различных стадиях, жалующихся на несистемное ГК и НР. 
Кардиологическая патология у данной группы больных была подтверждена специ-
ализированным учреждением, где они прошли полное комплексное обследование.

Пятая группа включала 64 здоровых человека в возрасте 20–45 лет. Данные для 
этой группы были получены при обследовании как российских космонавтов перед 
полетом, так и лиц, допущенных к участию в модельных экспериментах. Все эти 
индивидуумы прошли полное медицинское обследование и были признаны абсо-
лютно здоровыми.

Для валидизации метода использовалась дополнительная контрольная группа 
из 46 индивидуумов, предъявлявших жалобы на ГК и НР, с известными клиничес-
кими диагнозами.

После клинико-инструментальных обследований в медицинских учреждениях 
больным было проведено обследование (рис. 1) с использованием аппаратно-про-
граммного комплекса (АПК) «ОКУЛОСТИМ – КМ» (Корнилова и др., 2007, 2009, 
2010, 2013).

Основу АПК «ОКУЛОСТИМ-КМ» составляют:

Рис. 1. Обследование пациента с психогенной вестибулопатией на АПК «ОКУЛОСТИМ-КМ». 
Исследование точности фиксационных саккад и плавного слежения на фоне зрительных помех (рети-
нальной оптокинетической стимуляции – РОКС)



639

– Персональный компьютер с двумя мониторами: один для предъявления зри-
тельной стимуляции обследуемому космонавту, второй – для контроля врачом-экс-
периментатором физиологических реакций обследуемого.

– Окулотахогониограф – устройство регистрации: электроокулограф с 3-осе-
выми акселлерометрическими датчиками и датчиками угловой скорости, позволя-
ющими определять скорость и угол поворота головой, а также усилитель электро-
окулограмм (ЭОГ), работающий на постоянном токе. Точность определения пово-
рота глаз составляет 0,5°.

– Джойстик для регистрации начала, направления, интенсивности и окончания 
головокружения и других координационных иллюзий.

– Программно-математическое обеспечение – компьютерные программы, ко-
торые обеспечивают стимуляцию зрительного и вестибулярного сенсорных входов, 
хранение и обработку регистрируемых сигналов.

На рис. 2А представлен методический прием исследования вестибулярно- ин-
дуцированного нистагма при вращении головой в горизонтальной (А) и сагитталь-
ной (Б) плоскостях.

Исследовались: спонтанные движения глаз (СДГ); вестибулярная реактивность 
(ВР) при вращении головой в горизонтальной и сагиттальной плоскостях; следя-

Рис. 2. Исследование с помощью ОКУЛОТАХОГОНИОМЕТРА
А – вестибуло-окуломоторных реакций; Б – зрительно-индуцированных окуломоторных реакций 

в отсутствие и на фоне РОКС
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щая функция глаз (СФГ) – установка и удержание взора (фиксационные саккады 
– ФС) и плавное слежение (ПС) в отсутствие и на фоне ретинальной оптокинети-
ческой стимуляции (РОКС).

Исследования спонтанных и зрительно-индуцированных окуломоторных ре-
акций проводили при неподвижной голове, фиксированной в вертикальном поло-
жении с помощью головодержателя мягкой фиксации (т.н. «воротника Шанса»). 
Расстояние от экрана монитора до середины переносицы обследуемого (50 см) 
фиксировали с помощью ленты, обвивающей сзади шею и крепящейся к правому 
и левому бокам монитора.

СДГ исследовали при центральном положении глазных яблок и их отведениях 
поочередно вправо, влево, вверх и вниз с закрытыми глазами по голосовой коман-
де. Глаза в каждой позиции удерживались в течение 7 секунд.

СФГ оценивалась по движению взора при слежении за зрительным стимулом. 
Зрительный стимул – точечная мишень размером около 1° (фовеальный стимул), 
перемещавшаяся по заданному закону как на безориентирном поле экрана, так и на 
фоне ретинальной оптокинетической стимуляции (РОКС). РОКС представляла со-
бой отображаемые на фоне экрана монитора разной интенсивности темные пятна 
(зрительные помехи в виде эллипсов), разные по форме и диаметру, и движущиеся 
по определенному закону со скоростью ~5–6°/с. СФГ включало исследование точ-
ности фиксационных саккад (ФС) и плавного слежения (ПС).

Фиксационные саккады (ФС)
Статические саккады. Серия скачкообразных перемещений точечного стиму-

ла в вертикальном и горизонтальном направлениях в диапазоне 20° с удержанием 
взора на мишени в течение 2 секунд. Число предъявляемых стимулов (саккад) за-
висело от состояния обследуемого и составляло от � до 14 в каждом направлении.

Динамические саккады. Скачкообразные перемещения взора (6–� саккад) при 
появлении стимула на краю экрана с последующим слежением за его плавным ли-
нейным перемещением в заданном направлении в диапазоне 20° и скачкообразным 
возвращением глаз в исходную позицию (фовеальный оптокинетический нистагм).

Плавные следящие движения (ПС). Плавные следящие движения глаз за линей-
ным и синусоидальным перемещением стимула с частотой 0,33 Гц по горизонтали 
и вертикали в диапазоне 20°.

При зрительных тестах – одновременная регистрация движений глаз (точность 
регистрации ±0,5°) и зрительных стимулов.

При вестибулярных тестах – одновременная регистрация движений глаз и голо-
вы (3-осевые акселерометры и датчики угловой скорости с точностью регистрации 
±1,0°). Вращения головой осуществлялись с закрытыми глазами в горизонтальной 
и сагиттальной плоскостях с частотой 0,125 Гц (4–6 циклов вращения головой).

В качестве первичных диагностических критериев использовалась следующая 
совокупность количественных показателей глазодвигательных реакций:

– для оценки ВР: показатели нистагма (относительная длительность – отноше-
ние общей длительности нистагма к продолжительности всего теста, амплитуда 
быстрой фазы (БФ), скорость медленной фазы (МФ), частота), регистрируемого 
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при активных вращениях головой (наличие единичных нистагменных ударов (0–
15%) свидетельствовало о нормальной ВР, увеличение длительности нистагма бо-
лее 15% от длительности теста указывало на повышение ВР);

– для оценки СДГ: показатели спонтанного и установочного нистагма при поло-
жении глаз в центре и отведениях их по горизонтали и вертикали;

– для оценки ФС: латентное время реакции, коэффициент эффективности сак-
кад (кэФС) – отношение амплитуды движения глаза (саккады) к амплитуде движе-
ния стимула, пиковая скорость саккад, общее время реакции установки и удержа-
ния взора;

– для оценки ПС: коэффициент усиления ПС (куПС) – отношение скорости 
движения глаза к скорости движения стимула.

Для каждого показателя оценивались математическое ожидание (М), дисперсия 
(σ2), размах варьирования и коэффициент вариации. Полученные данные анализиро-
вались с использованием критерия Фридмана (��ie��a������) и непараметричес-
кого теста Уилкоксона и U-теста Манна-Уитни с критическим уровнем значимости 
α�0,05; коэффициентов корреляции Спирмена и Пирсона. Нормальность распреде-�
лений и гомогенность дисперсий проверялась с помощью критерия Колмогорова-
Смирнова/Лиллифора (�illief���) и теста �e�e�e (Боровиков, 2005; Ким и др., 19�9).

Для определения диагностически значимых параметров сравнивались выборки, 
соответствующие одному и тому же показателю одного и того же компьютерного 
теста, но относящиеся к пациентам, страдающим разными типами вестибулопатий. 
Также была исследована связь нарушений различных показателей глазодвигатель-
ных реакций внутри одного типа вестибулопатии с характером головокружения. 
Все данные, полученные при обследовании пациентов, сопоставлялись не только 
между группами, но и с референтными значениями (нормой), которые были полу-
чены ранее при обследовании 64 здоровых мужчин в возрасте от 20 до 45 лет.

В работе был использован дискриминантный анализ (Ким и др., 19�9), позво-
ливший построить классификационные функции, по значениям которых можно 
определить, в какую из групп следует отнести индивидуума с известным набором 
диагностически значимых параметров. Было выделено 6 параметров (диагности-
ческих критериев), на основании которых возможно классифицировать патологии 
вестибулярного аппарата в зависимости от происхождения нарушения. Далее были 
определены 3 линейные функции, позволяющие отнести испытуемого с известным 
набором параметров (полученных в ходе обследования) к одной из 3 типов пато-
логий вестибулярного аппарата (периферического, психогенного, церебрального 
генезов) или к группе здоровых людей. При этом классификационные функции 
имеют вид: ���a�1*c�ef1+�a�2*c�ef2+…+�a�6*c�ef6

Статистический анализ данных осуществлялся с использованием прикладных 
математических пакетов SPSSStatiSticS и Matlab.

Результаты (М±σ) статистической обработки исследуемых спонтанных, вести-
булярно- и зрительно-индуцированных глазодвигательных реакций у 3 групп паци-
ентов и группы здоровых испытуемых представлены в табл. 1.

Как видно из таблицы, у пациентов с ВПер, ВЦен и ВПсих показатели до-
стоверно отличаются от показателей здоровых лиц и имеют между собой стати- 
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стически значимые групповые различия (исключение составляют характеристики 
СДГ).

Показатели ВР в группах обследуемых пациентов достоверно отличались не 
только от показателей здоровых людей, но имели и групповые различия. Так, в 
случае ВПер нистагменные реакции при активном вращении головой в горизон-
тальной и сагиттальной плоскостях были достоверно более длительными и более 
выраженными, чем в группах ВЦен и ВПсих. Кроме того, в отличие от ВЦен в 
группе ВПер отсутствует корреляция между показателями ВР при вращениях го-
ловы в горизонтальной и сагиттальной плоскостях. На рис. 3 представлены фраг-

Таблица 1
Показатели спонтанных, вестибулярно- и зрительно-индуцированных глазодвигательных 

реакций у здоровых и у больных центральной, периферической и психогенной 
вестибулопатией

Комп, 
Тест

Показатель 
реакции

Группы
ВПер

(24 чел)
ВЦен

(26 чел)
ВПсих
(21 чел)

Здоровые
(64 чел)

СДГ

длительность 
нистагма, % 3,5 ± 1,5 7,5 ± 2,0 2,7 ± 1,5 –

частота нистагма, 
Гц 0,2� ± 0,06 0,20 ± 0,10 0,15 ± 0,13 –

ВР

длительность 
нистагма, % 19,0 ± 5,0*& 6,0 ± 2,5* 5,0 ± 3,0&

единичные 
нистагменные 
удары

частота нистагма, 
Гц 0,30 ± 0,10 0,2 ± 0,15 0,25 ± 0,17 –

амплитуда БФ 
нистагма, град 5,0 ± 2,0 3,0 ± 2,0 2,5 ± 1,0 –

скорость МФ 
нистагма, град/с 36,0 ± 13,0 33,0 ± 15,0 30,0 ± 16,0 –

ФС

латентное время 
реакции, с 0,16 ± 0,07&* 0,20 ± 0,05*$ 0,25 ± 0,06&$ 0,16 ± 0,05

кэФС 0,�5 ± 0,10&*$ 0,71 ± 0,12*$ 0,70 ± 0,15&$ 0,9� ± 0,03

ФС 
на 
фоне 
РОКС

латентное время 
реакции, с 0,1� ± 0,06&* 0,20 ± 0,07*$ 0,22 ± 0,07&$ 0,15 ± 0,05

кэФС 0,75 ± 0,10&*@$ 0,65 ± 0,05#*@$ 0,�3 ± 0,13&#@$ 0,97 ± 0,05

ПС
латентное время 
реакции, с 0,11 ± 0,03&$ 0,1� ± 0,0�*$ 0,20 ± 0,06& 0,20 ± 0,04

куПС 0,�4 ± 0,09*&$ 0,76 ± 0,1�*$ 0,75 ± 0,11&$ 0,9� ± 0,03

ПС на 
ф о н е 
РОКС

латентное время 
реакции, с 0,11 ± 0,05&$ 0,16 ± 0,06#$ 0,19 ± 0,06&# 0,20 ± 0,05

куПС 0,76 ± 0,12*&@$ 0,67 ± 0,11*#@$ 0,�9 ± 0,09&#@$ 0,97 ± 0,04
Статистически значимые отличия показателей (p< 0,05) между: * – ВПер и ВЦен; & – ВПер и ВПсих;
# – ВЦен и ВПсих; @ – в отсутствие и на фоне РОКС; $ – отличия от группы здоровых (от нормы)
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менты вестибулярно-индуцированных глазодвигательных реакций (вестибулярная 
реактивность) при активных вращениях головой вокруг продольной оси тела у 
больных ВПер и ВЦен.

Величина латентного времени ФС при слежении за скачкообразным переме-
щением мишени-стимула как в отсутствие, так и на фоне РОКС в случае ВПер 
статистически значимо ниже, чем у пациентов других групп. В группе ВПер кэФС 
был статистически значимо выше, чем в группах ВЦен и ВПсих, что свидетельс-
твовало о большей точности установки взора (близкой к физиологической норме) 
у больных с периферической вестибулопатией. На рис. 4 представлены фрагменты 
установки и удержания взора на мишени (фиксационные саккады) и плавных дви-
жений глаз при слежении за линейнообразным перемещением стимула у больных 
ВПер и ВЦен.

Статистически значимые различия латентного времени ПС были выявлены 
только между здоровыми и пациентами ВПер и ВЦен. По сравнению со здоровыми 
куПС у всех пациентов был достоверно ниже, особенно у ВЦен и ВПсих.

Необходимо отметить, что в группе пациентов ВЦен значимые нарушения ПС 
сопровождаются (коэффициент корреляции ��0,7…0,9, p<0,001) четко выражен-
ными нарушениями ФС.

Использование РОКС в случае ВЦен дополнительно ухудшает все формы зри-
тельного слежения, корреляционная связь между нарушениями ПС и ФС в этой 
группе стремится к 1,0. В группе ВЦен наблюдается значимая прямая (положи-
тельная) корреляция (��0,7, p<0,001) между состоянием ВР при вращениях головы 
в горизонтальной и сагиттальной плоскостях.

Таким образом, установлено, что для ВПер характерны повышенная ВР и близ-
кие к норме показатели СФГ. Для больных ВЦен и ВПсих показатели ВР были 

Рис. 3. Фрагменты глазодвигательных реакций при активных вращениях головой вокруг про-
дольной оси тела у больных периферической (ВП) и центральной (ВЦ) вестибулопатией

1 – движение головы, град.; 2 – движение глаз (ЭОГ), град.
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близки к норме. Что касается показателей зрительного слежения, то в группах 
ВЦен и ВПсих они были достоверно хуже, чем у больных с ВПер. Дополнительная 
зрительная стимуляция (РОКС) резко ухудшала все исследуемые показатели зри-
тельного слежения у больных ВПер и ВЦен, тогда как в случае с ВПсих показатели 
зрительного слежения значимо улучшались, о чем свидетельствуют не только дан-
ные таблицы, но и характер нативных кривых у больных до и на фоне РОКС. На 
рис. 5 представлены фрагменты нативных кривых при слежении за линейнообраз-
ным движением стимула у больных с органической (ВПер) и психогенной (ВПсих) 
вестибулопатии.

Сопоставление показателей ФС и ПС у пациентов в отсутствие и на фоне РОКС 
показало значимость этого теста для дифференциации ВПсих от органических вес-
тибулопатий. Другими словами, сравнительный анализ характеристик зрительного 
слежения в отсутствие и на фоне РОКС позволяет дифференцировать психогенную 
и органическую форму вестибулопатий.

Необходимо отметить, что группа пациентов с ВПсих, которая по данным кли-
нического обследования и МРТ не имела каких-либо органических нарушений со 
стороны вестибулярной системы, демонстрировала при сопоставлении с группой 
здоровых лиц достоверные различия в исследуемых показателях, особенно в пока-
зателях зрительного слежения (кэФС и куПС) в отсутствие и на фоне РОКС.

Полученные результаты свидетельствуют, что изменения в периферической 
части вестибулярного анализатора не оказывают существенного влияния на цен-
тральные иннервационные механизмы движений глаз, и поэтому характеристики 
зрительного слежения, как правило, соответствуют референтным (физиологически 
нормальным) значениям.

При ВЦен страдают различные центральные уровни, иннервирующие движе-
ния глаз. В зависимости от характера патологии и вовлеченности определенного 
морфологического субстрата в группе с ВЦен регистрируются характерные для той 
или иной патологии нарушения в спонтанных и зрительно индуцированных сакка-
дических и плавных следящих движениях глаз.

Рис. 4. Фрагменты зрительного слежения у больных периферической (ВП) и центральной (ВЦ) 
вестибулопатией. ФС – фиксационные саккады, ПС – плавное слежение

1 – движение зрительной мишени (стимула), град.; 2 – движение глаз (ЭОГ), град.
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В группе ВПсих в отсутствие и на фоне РОКС регистрируемые изменения ФС 
и ПС не коррелируют между собой и менее выражены, чем в случае органической 
(центральной и периферической) вестибулопатии. Кроме того, у больных ВПсих 
наблюдается значимая корреляция между характеристиками СДГ и ВР (��0,9, 
p<0,001), которая отсутствовала в случае органических нарушений.

Сопоставление показателей ФС и ПС у пациентов в отсутствие и на фоне РОКС 
показало значимость этого теста для дифференциации ВПсих от органических вес-
тибулопатий, то есть, по сути, позволяет рассматривать РОКС как дифференциаль-
но-диагностический инструмент.

Значимость оптокинетических стимулов в характере ФС и ПС убедительно под-
тверждается нейрофизиологическими исследованиями (Ba��i� et al., 19�3; C��e� 
et al., 19�1; ��e��� et al., 1979), указывающими на прямое участие зрительных сиг-., 
налов в модуляции ответов вестибулярных ядер (B���al et al., 1962; B�tt�e�, B�tt�e� 
-E��e�e�, 19��; �ei��, �ee, 1999). Исследования, проведенные с использованием 
оптокинетической стимуляции, показали, что оптокинетические раздражения ад-
ресуются вестибулярным ядрам и участвуют в формировании следящей функции 
глаз (B�tt�e�, 19��; �ei��, �ee, 1999). В работах (C��e�, He��, 1972; ��e��� et al., 
1979) было показано, что слежение у здоровых людей проходит существенно луч-

Рис. 5. Фрагменты нативных кривых при слежении за линейнообразным движением стимула 
при отсутствии и на фоне РОКС у больных с психогенной (А) и органической (Б) вестибулопатией

1 – запись движения стимула, 2 – запись электроокулограммы
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ше при наличии зрительной фоновой среды, чем без нее. Однако при повреждении 
вестибуло-мозжечковых синергий и нарушении вестибуло-ретикулярных связей 
наблюдается совершенно обратная картина: слежение существенно ухудшается на 
фоне РОКС (Dix et al., 19�7; ��e��� et al., 1979).

Можно предположить, что у обследованных нами пациентов с диагнозом ВПсих 
имела место сенсорная депривация, приводящая к понижению уровня спонтанной 
нейрональной активности вестибулярного ядерного комплекса, и поэтому допол-
нительные сенсорные стимулы в виде РОКС, воздействуя на вестибулярные ядра и 
другие интегративные структуры мозга и активизируя их, улучшали характеристи-
ки следящей функции глаз (Корнилова и др., 2004; Ba��i� et al., 19�3).

Для определения принадлежности обследуемого к той или иной группе вес-
тибулопатий в работе использовался известный метод математической статисти-
ки – дискриминантный анализ (Ким и др., 19�9), который позволяет разработать 
алгоритм решения задач различения (дискриминации) объектов наблюдения по 
определенным признакам (дискриминантным переменным). В нашем случае таки-
ми переменными являются латентное время, коэффициенты эффективности (кэ) и 
усиления (ку) ФС и ПС на фоне и в отсутствие РОКС, которые и использовались 
для построения классификационных (дискриминантных) функций.

Классификационные функции имеют вид: ��b1*x1+b2*x2+….+b6*x6, где b1,…b6 
– коэффициенты, определяемые с помощью дискриминантного анализа, х1, х2, х3 
– кэФС, куФС, латентное время ФС, х4, х5, х6 – кэПС, куПС, латентное время ПС. 
Число этих функций определяется количеством исследуемых групп.

Результаты классификации обследованных групп представлены в табл. 2.
Из таблицы видно, что наибольший процент правильной классификации 

(95,5%) наблюдается для группы здоровых субъектов. В этой группе только 3 субъ-
екта (0,5%) были причислены к группе ВПсих. Наименьший процент точности 
классификации (71,4%) имелся в группе ВПсих, так как около 30% обследованных 
из этой группы по данным дополнительного клинического инструментального об-
следования имели и органическую, преимущественно центральной природы, вес-
тибулопатию.

Таблица 2
Результаты классификации обследованных групп

Классификация и группы
Предсказанная принадлежность к группе, чел. Всего в 

группе, 
чел.

ВЦен ВПер ВПсих Здоровые

Результаты 
классификации

ВЦен 22 2 2 – 26
ВПер 2 20 2 – 24

ВПсих 5 1 15 – 21

здоровые – – 3 61 64

Частота правильной 
классификации, %

ВЦен �4,6 – – –
ВПер – �3,3 – –
ВПсих – – 71,4 –
здоровые – – – 95,5



647

Для валидизации предложенного метода были дополнительно обследованы на 
АПК «ОКУЛОСТИМ-КМ» 46 пациентов, чьи клинические диагнозы были извест-
ны по результатам нейровизуальных и клинико-инструментальных обследований с 
применением МРТ. При этом на первом этапе с помощью дискриминантного ана-
лиза определялись группы индивидуумов с органическим (ВЦен и ВПер), с пси-
хогенным (ВПсих) поражением и здоровые. Затем в группе с органическим по-
ражением вестибулярной системы проводилась дополнительная дифференциация 
индивидуумов с ВЦен и ВПер.

Точность классификации для здоровых лиц составила 95,5%, для групп больных 
с органической вестибулопатией – �1% (внутри этой группы точность для ВПер – 
��,9%, для ВЦен – �1,6%), для группы ВПсих точность классификации составила 
70,�%.

Разработанные диагностические критерии и классификационные функции 
были применены для анализа кардиогенных больных, предъявляющих жалобы на 
несистемное ГК и НР. Впервые проведенный дискриминантный анализ и сопос-
тавление больных, страдающих системными (вестибулярными) и несистемными 
(кардиогеннными) ГК и НР, показал, что у кардиогенных больных они обусловле-
ны развитием сопутствующих вестибулопатий психогенной (37,5%) и центральной 
(церебральной) (62,5%) природы. Диагностических критериев, специфических для 
кардиогенных больных, предъявляющих жалобы на головокружение несистемного 
характера, выявлено не было.

Разработанные диагностические критерии и классификационные функции 
были также успешно применены для анализа космонавтов, предъявляющих жало-
бы на системное и несистемное головокружение и нарушение равновесия после 
длительных космических полетов. Впервые было показано, что у 14% космонавтов 
ГК и НР, развивающиеся в первые сутки реадаптации, обусловлены нарушениями 
функционирования периферической части вестибулярного анализатора, у 75% кос-
монавтов – развитием психогенной вестибулопатии, а у 11% наблюдались ГК и НР 
невестибулярной природы.

Проведенные исследования показали, что дискриминантный анализ дает воз-
можность отнести обследуемого с известным набором диагностических показате-
лей, полученных с помощью АПК «ОКУЛОСТИМ-КМ», к той или иной группе 
больных вестибулопатией. В итоге были разработаны алгоритм и комплексный 
компьютерный метод (АПК «ОКУЛОСТИМ – КМ) для предварительной диффе-
ренциальной диагностики характера ГК и типа вестибулопатии у каждого отде-
льного больного в досимптомной (субклинической) фазе заболевания без привле-
чения дополнительных клинико-инструментальных средств обследования.

Можно отметить как основные следующие результаты выполненной работы:
1. Для объективизации жалоб пациентов на головокружение и нарушение рав-

новесия определены достоверные диагностические показатели, основанные на 
регистрации и анализе спонтанных, вестибулярно- и зрительно-индуцированных 
движений глаз. Ими оказались коэффициенты эффективности (кэ) и усиления (ку) 
ФС и ПС на фоне и в отсутствие РОКС.
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2. На основе полученных диагностических показателей построены классифи-
кационные (дискриминантные) функции, позволяющие диагностировать здоровых 
субъектов и субъектов с клинически различными типами нарушений вестибуляр-
ной функции: периферической, центральной и психогенной вестибулопатией.

3. Разработан комплексный компьютерный метод для дифференциации вести-
булопатий разного генеза у отдельного индивидуума в досимптомной (субклини-
ческой) фазе заболевания и в стадии ремиссии, основанный на классификационном 
(дискриминантном) анализе диагностических показателей.

4. Проведенное сопоставление результатов компьютерной диагностики с извес-
тными клиническими диагнозами по результатам нейровизуальных и клинико-инс-
трументальных обследований с применением МРТ, КТ и ЭЭГ показало их хорошее 
совпадение.

Представленная работа продемонстрировала, что клиническая практика ставит 
новые задачи, решение которых необходимо прежде всего в области сочетанных 
вестибулопатий и смешанных ГК. В случае диагностирования сочетанной вестибу-
лопатии и развития смешанного характера ГК актуальнейшим становится вопрос о 
выделении сопутствующего органической вестибулопатии психогенного фактора. 
Известно, что в клинической практике очень часто ГК носит смешанный характер. 
Психогенное ГК может иметь как первичный, так и вторичный характер. Приступ 
вестибулярного ГК, возникший первый раз у эмоционального, тревожного и мни-
тельного человека, впоследствии может перманентно сопровождать его многие годы, 
сопутствуя другим патологиям. У человека с хронической ишемией мозга возникает 
тревожно-депрессивное расстройство, что приводит к усилению и изменению типа 
ГК. В этом случае определить причину ГК клиническими методами крайне сложно, 
т.к. наличие сосудистой патологии не исключает присоединение психогенного рас-
стройства. Поэтому для таких случаев необходим поиск новых критериев дифферен-
циации и расширение арсенала методических приемов, в частности – поиск новых 
дискриминантных (классификационных) функций, позволяющих оценить вклад ор-
ганических и психогенных нарушений в контроль равновесия у человека. Получение 
новых дифференциальных критериев и создание новых классификационных фун-
кций позволит в дальнейшем определять признаки органического и психогенного 
ГК, что имеет важное прикладное значение для проведения наиболее эффективной 
терапии. Наличие ГК смешанного характера предполагает назначение комплексной 
терапии, включающей методы и лекарственные препараты, воздействующие как на 
органические, так и психические причины заболевания.
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Глава 2

ДИАГНОСТИКА

Позитронная эмиссионная томография 
в исследованиях рецепторов мозга: 
дофаминергическая система

Р.Н. Красикова 
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4. Нуклеофильный синтез 6-[1��]-�-ФДОФА
5. Заключение

1. Введение

Развитие и совершенствование современных методов ядерной медицины – по-
зитронной эмиссионной томографии (ПЭТ) и однофотонной эмиссионной компью-
терной томографии (ОФЭКТ), существенно расширило возможности in vivo изу-
чения нейрохимических процессов с участием рецепторов и нейротрансмиттеров 
как в норме, так и при различных патологиях. За последние годы создан целый ряд 
меченых соединений (рецепторных радиолигандов), специфично связывающих-
ся с отдельными типами и подтипами рецепторов центральной нервной системы 
(ЦНС), вовлеченных в патогенез различных неврологических и психических за-
болеваний, таких как паркинсонизм, шизофрения, болезнь Альцгеймера, депрес-
сивный синдром и другие. В этих исследованиях ПЭТ играет ведущую роль ввиду 
возможности получения количественных данных о плотности и аффинности ре-
цепторов, что необходимо для изучения патогенеза различных заболеваний, обус-
ловленных нарушениями рецепторных и нейротрансмиттерных взаимодействий.

Основы метода, разработанного в �0-е годы прошлого века, описаны в ряде 
монографий и обзоров (P�elp� et al., 19�6; Wa�l et al., 2002; �ee et al., 2006; Mc-
Ca�t��, 2007). Огромное значение имеет тот факт, что в ПЭТ (в отличие от ОФЭКТ) 
используются короткоживущие радиоизотопы легких элементов, три из которых 
– кислород-15 (�1/2 2 мин.), азот-13 (�1/2 9,9� мин.) и углерод-11 (�1/2 20,4 мин.) – 
являются изотопами жизненно важных биологических элементов. С их помощью 
можно «пометить» практически любое соединение, критически важное для осу-
ществления определенной функции организма, без изменения его биохимическо-

Сокращения: ГЭБ – гематоэнцефалический барьер; МФХК – межфазный хиральный катализ; 
ОФЭКТ – однофотоннаяэмиссионная компьютерная томография; ПЭТ – позитронная эмиссионная 
томография; РФП – радиофармпрепараты; ЦНС – центральная нервная система; DСBPB – (S)-N-(2-
бензоилфенил)-1-(3,4-дихлобензил)пирролидин-2-карбоксамид; D�� – мембранный транспортер до-
фамина; �-ДОФА – �-дигидрокисфенилаланин.
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го поведения и метаболизма. Четвертый радионуклид этой группы, фтор-1� (�1/2 
109,� мин), не входит в число биогенных элементов, но благодаря близости ван-
дер-ваальсовых радиусов фтор замещает атом водорода или гидроксильную груп-
пу в молекуле РФП при минимальных структурных изменениях. Введение фто-
ра-1� в структуру молекулы существенно влияет на ее биохимическое поведение; 
из-за наличия фтора в молекуле на определенном этапе метаболизма происходит 
его блокировка, и радиотрейсер удерживается в клетке. Благодаря малым периодам 
полураспада основных радионуклидов ПЭТ обладает высокой чувствительностью 
и позволяет детектировать исключительно малые количества вводимых РФП по 
их радиоактивности. На практике для получения высококонтрастного ПЭТ-изобра-
жения достаточно вводить сравнительно небольшие активности (дозы) РФП (175 
МБк при ПЭТ-исследовании мозга).

Для реализации возможностей ПЭТ прежде всего необходимы радиофармп-
репараты (РФП) – биологически активные соединения, в состав которых входят 
вышеперечисленные и другие ПЭТ-радионуклиды. Ввиду малого периода полу-
распада ПЭТ радионуклидов (от 2 до 110 мин) их производство осуществляется на 
медицинском циклотроне, входящем в состав ПЭТ-центра, тогда как для получе-
ния РФП нужна современная радиохимическая лаборатория и автоматизированные 
технологии синтеза, позволяющие безопасно работать с высокими уровнями ра-
диоактивности (Кодина, Красикова, 2014). Для каждого РФП требуется разработка 
уникальных экспресс-методов синтеза и системы контроля качества, и для решения 
этой задачи появилась новая область – радиофармацевтика (Кодина, Красикова, 
2014; Корсаков, 2002). В связи с необходимостью использования дорогостоящего 
оборудования, высоких капиталовложений в создание ПЭТ-центра и применения 
высоких технологий производства РФП в настоящее время ПЭТ считается наибо-
лее дорогостоящим методом медицинской визуализации.

Современный этап развития ПЭТ характеризуется интенсивным использовани-
ем РФП на основе наиболее долгоживущего из циклотронных радионуклидов, фто-
ра-1�, ядерно-физические характеристики которого практически идеально подходят 
для ПЭТ. Использование фтора-1� позволяет достичь наиболее высокого пространс-
твенного разрешения, что обусловлено низкой энергией испускаемых позитронов 
(0,635 МэВ) и, соответственно, минимальным пробегом в клетке (2,4 мм). Относи-
тельно большой по сравнению с другими циклотронными радионуклидами (15О, 13� 
и 11С) период полураспада 1�� (110 мин) позволяет осуществлять сложные радиохи-
мические синтезы и доставлять РФП на достаточно большие расстояния в клиники, 
не имеющие собственного циклотронно-радиохимического комплекса. В настоящее 
время число устанавливаемых ПЭТ-камер намного выше, чем циклотронов, и имен-
но РФП, меченные фтором-1�, пользуются наибольшим спросом у клиницистов. 
Многие из уже известных радиотрейсеров внедрены в клиническую практику, глав-
ным образом в онкодиагностику (Cai et al., 200�; C�e�e� et al., 2010), продолжаются 
разработки новых РФП, в том числе и для исследований рецепторов мозга.

К достоинствам фтора-1� относится и возможность получения радиотрейсеров 
без добавления носителя (�� ca��ie� a��e�, �.c.a.) с высокой мольной активностью, 
1000–10 000 Ки/мМоль. Мольная (удельная) активность является «краеугольным 
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камнем» использования ПЭТ в исследованиях рецепторов, где количество вводи-
мого в составе РФП нерадиоактивного субстрата должно быть сведено к миниму-
му (на уровне нано- и пикомолей), с тем чтобы избежать «насыщения» активных 
мест связывания с рецепторами. В исследованиях новых лекарственных препара-
тов все более широко применяются ПЭТ-сканеры для мелких лабораторных жи-
вотных (��all a�i�al PE�), где, с учетом малой массы животных, высокая удель-
ная активность РФП является определяющей. Одним из первых ПЭТ-рецепторных 
исследований мозга, опубликованных в 19�3 г. в журнале �at��e (�a��ett et al., 
19�3), является оценка плотности дофаминергических нейронов с использованием 
6-[1��]-�-ФДОФА, меченного фтором-1� фторированного аналога �-дигидрокси-
фенилаланина (�-ДОФА). Большая часть ПЭТ-исследований рецепторов направ-
лена именно на изучение дофаминергической системы, вовлеченной в патологии 
таких заболеваний, как паркинсонизм, шизофрения (Da��e� et al., 2001; C���i��, 
�je��e, 199�; Hall�i� et al., 2001; �a��e�t��a, H��e, 1996; �a��elle, 2000; El�i��a 
et al., 2006), а также являющейся объектом воздействия различных лекарственных 
средств и наркотиков (��l��w et al., 2007). В дополнение к 6-[1��]-�-ФДОФА ар-
сенал ПЭТ-радиолигандов, который продолжает пополняться, включает десятки 
меченых соединений. Наиболее широко применяются 11С-раклоприд и 1��-фалли-
прид (D2) (�a��e, 19�6; �a��e et al, 19�7), 11С-SCH 39166 (D1) (�a��e et al., 19�7), 
11C-��B 457 (D2 ext�a�t�iatal a�ea) (Hall�i� et al., 1995), 11С-PE2I (Hall�i� et al., 2003) 
и 1��-PE2I (Sc��� et al., 2009) (D��) и многие другие. Для ОФЭКТ исследований 
D�� разработан 99��c-�R�D��-1 на основе генераторного технеция-99� (H�a�� 
et al., 2003), а также другое производное тропанов на основе йода-123, D��SC��, 
поставляемое на коммерческой основе в Европе (но не в России). Исключительно 
успешными являются последние разработки по созданию меченных углеродом-11 
и в особенности фтором-1� рецепторных радиолигандов (Ma��� et al., 2013; R�we, 
�ille�a��e, 2011; ����e� et al., 2010) для визуализации амилоидных агрегатов – од-
ной из причин болезни Альцгеймера.

2. Методы получения фтора-18

Наиболее распространенным методом получения фтора-1� является ядерная 
реакция 1�О(p,�)1��, реализуемая при облучении воды-1�О (обогащение 95–97%) в 
водной мишени циклотрона протонами средних энергий (Кодина, Красикова, 2014; 
Корсаков, 2002; Cai et al., 200�; C�e�e� et al., 2010) (табл. 1). Радионуклид стабили-
зируется в химической форме 1�[�]фторида, пригодной для синтеза РФП методом 
нуклеофильного радиофторирования, при этом он получается «без добавления но-
сителя» (��ca��ie�a��e�), что позволяет получать радиотрейсеры высокой удельной 
активности. Фтор-1� в газообразной форме [1��]�2, используемой для введения мет-
ки в молекулы по реакции электрофильного фторирования, чаще всего получают 
облучением газовой мишени, заполненной смесью неона и фтора, дейтонами, по 
реакции 20�e(�,α)1�� (Ble��i�� et al., 19�6), или кислородной газовой мишени, за-
полненной обогащенным [1�О]О2 (Кодина, Красикова, 2014), в которой [1��]�2 полу-
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чают по ядерной реакции 1�О(p,�)1�� (см. табл. 1).
Нуклеофильное фторирование – наиболее распространенный метод получения 

различных классов радиотрейсеров (Кодина, Красикова, 2014; Корсаков, 2002; Cai 
et al., 200�; C�e�e� et al., 2010); именно он применяется в производстве большинс-
тва радиотрейсеров в клинической практике, начиная с [1��]ФДГ и других. При по-]ФДГ и других. При по-
лучении фтора-1� в газовой мишени необходимо добавление носителя, стабиль-
ного [19�]�2, для эффективного извлечения [1��]�2 (эффективность извлечения не 
превышает �5%). В итоге радиотрейсеры, полученные электрофильным методом, 
имеют низкую удельную (мольную) активность, и метод не может применяться в 
синтезе потенциально токсичных фторпроизводных, например 3-[1��]фтор-�-тиро-]фтор-�-тиро-�-тиро--тиро-
зина. В целом электрофильный метод не дает возможности получать высокие ак-
тивности РФП, однако он применяется в тех случаях, когда введение метки в моле-
кулу нуклеофильным методом невозможно или требует многостадийного синтеза.

Классическим примером получения РФП электрофильным методом является 
синтез фторированных аналогов аминокислот ([1��]ФАА), содержащих радиоак-]ФАА), содержащих радиоак-
тивную метку в ароматическом фрагменте, в том числе и важнейшего ПЭТ-радио-
трейсера 6-[1��]фтор-3,4-�-дигидроксифенилаланина (6-[1��]-�-ФДОФА).

3. Синтез 6-[18F]-L-ФДОФА методом электрофильного 
радиофторирования

6-[1��]-�-ФДОФА, фторированный аналог �-дигидрокисфенилаланина (�-ДО-
ФА), занимает особое место в группе РФП на основе [1��]ФАА ввиду своих диа-]ФАА ввиду своих диа-
гностических характеристик и широкого спектра диагностического применения. 
�-ДОФА является эндогенным предшественником дофамина и представляет особый 
интерес ввиду важной функциональной роли дофамина как основного нейромеди-
атора центральной дофаминергической нейропередачи. Он играет важную роль в 
осуществлении двигательных, когнитивных, нейроэндокринных функций, а также 
участвует в патогенезе ряда нервно-психических заболеваний: болезней Паркинсо-
на и Альцгеймера, шизофрении и некоторых других. Однако меченый дофамин не 
может быть использован в качестве радиотрейсера при ПЭТ, поскольку он не прони-

Таблица 1
Наиболее распространенные ядерные реакции получения фтора-18 в коммерческих 

циклотронах (Кодина, Красикова, 2014)
Ядерная 
реакция

Облучаемое
вещество

Химическая 
форма фтора-1�

Сечение,
мбарн

Макс.
активность

Добавдение
носителя

1�О(p,�)1�� [1��]Н2О [1��]фторид 700 до 25 Ки* Нет

20�e(�,α)1�� �e (0.5-1% �2) [1��]�2 115 300 мКи Да

1�О(p,�)1�� [1��]О2 [1��]�2 700 1.3 Ки Да

* при одновременном облучении двух мишеней током пучка �0 µА в течение двух часов.
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кает через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) и не накапливается в мозге. В свою 
очередь 6-[1��]-�-ФДОФА легко проникает через ГЭБ, декарбоксилируется �-дофа-
декарбоксилазой с образованием дофамина, аккумулируемого в дофаминергичес-
ких нейронах различных участков мозга, главным образом в черной субстанции.

В 19�3 г. было впервые предложено использовать 6-[1��]-�-ФДОФА (�a��ett et 
al., 19�3) в качестве РФП для изучения дофаминергической системы. Было пока-
зано, что использование этого радиотрейсера позволяет получать количественную 
информацию о плотности дофаминергических нейронов, что чрезвычайно важно 
для диагностики и выбора тактики лечения болезни Паркинсона и других пораже-
ний дофаминергической системы (Ba��i� et al, 1997; Da��e� et al., 2001; C���i��, 
�je��e, 199�). Кроме того, как показали недавние исследования, 6-[1��]-�-ФДОФА 
является эффективным агентом для ПЭТ-диагностики нейроэндокринных опухо-
лей (феохромоцитома, нейробластома), злокачественных новообразований щито-
видной железы, опухолей мозга и целого ряда периферических новообразований 
(Seib�l et al., 2007; Mi�� et al., 2009). Несмотря на преимущества использования 
6-1��-�-�D�P� при ПЭТ, данный РФП применяется всего в нескольких ПЭТ-цент-
рах Европы, что обусловлено трудностями его получения.

В первых работах по синтезу 6-[1��]-�-ФДОФА использовался метод прямого 
электрофильного радиофторирования «незащищенной» �-ДОФА, что приводило 
к образованию смеси трех стереоизомеров – 2-, 5- и 6-[1��]-�-ФДОФА (��a� et al., 
19�6). Однако, как было показано, только 6-[1��]-�-ФДОФА накапливается в черной 
субстанции, отдела мозга с максимальной плотностью дофаминергических нейро-
нов. Для получения именно этого изомера используют региоселективные методы. 
Чаще всего применяется реакция дестаннилирования, исходным веществом (пред-
шественником) в которой служит модифицированная молекула аминокислоты, со-
держащая в 6-ом положении бензольного кольца «уходящую» группу S�(CH3)3. Эта 
группа и замещается на фтор-1� (Dе ��ie� et al., 1999) (рис. 1), при этом целевая 
аминокислота получается с энантиомерной чистотой более 99%. Электрофильный 
синтез включает всего две стадии (фторирование и снятие «защиты» амино-, кар-
бокси- и гидроксигрупп) и успешно автоматизирован в современных модулях для 
синтеза РФП для ПЭТ (De ��ie� et al., 1999).

При кажущейся простоте процесса электрофильный метод синтеза включает 
много промежуточных стадий, что в сочетании с длительным временем облучения 

Рис. 1. Электрофильный синтез 6-[1��]-�-ФДОФА с использованием реакции дестаннилирования 
(�e��ie� et al., 1999)
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приводит к очень большому общему времени получения РФП и невысокой актив-
ности конечного продукта. В итоге при сравнительно большом радиохимическом 
выходе продукта (около 40%) приведенный метод синтеза позволяет получить все-
го 3–4 клинических дозы РФП (2,6 ГБк). Следует отметить, что ввиду использова-
ния «станнильного предшественника» необходим тщательный контроль содержа-
ния олова в конечном продукте (��c�t�e� et al., 2002), поскольку даже при очистке 
методом ВЭЖХ в продукте могут присутствовать следы этого токсичного металла.

Присутствие носителя (нерадиоактивного фтора) в инъекционной форме 
6-[1��]-�-ФДОФА может вызвать карциноидный кризис у пациента, хотя это было 
отмечено лишь в единичном случае (���p�a�� et al., 2005). Для уменьшения коли-
чества носителя группой финских исследователей был предложен метод трансфор-
мации «безносительного» [1��]фторида в [1��]�2 с помощью специальной техноло-
гии с использованием электрического разряда (����bac� et al., 200�) (рис. 2). При 
этом на стадии получения электрофильного агента также необходимо добавление 
носителя, но в существенно меньших количествах по сравнению с концентрацией 
фтора в газовой мишени. В итоге удельная мольная активность полученного пре-
парата 6-[1��]-�-ФДОФА достигала значений от 2,1 до 6 ГБк/µМоль, что в 3300 раз 
выше, чем с использованием «традиционного» электрофильного синтеза данного 
радиотрейсера (0,011±0,002 ГБк/µМоль) (����bac� et al., 200�). Тем не менее, вви-
ду технических сложностей, связанных с использованием электрического разряда, 
предложенный метод используется лишь в ПЭТ центре г. Турку, Финляндия.

В целом, несмотря на недостатки и сложности электрофильного метода, его 
низкую производительность, приводящую к высокой стоимости единичной кли-
нической дозы 6-[1��]-�-ФДОФА, именно этот метод применяется в большинстве 
ПЭТ-центров для клинических исследований с данным РФП. Рассмотренные ниже 
методы получения на основе реакций нуклеофильного фторирования в примене-
нии к 6-[1��]-�-ФДОФА являются слишком сложными для автоматизации и исполь-
зования в рутинной практике ПЭТ.

4. Нуклеофильный синтез 6-[18F]-L-ФДОФА

Наиболее распространенным методом получения РФП на основе фтора-1� яв-
ляется реакция нуклеофильного фторирования (замещения) с использованием [1��]

Рис. 2. Электрофильный синтез 6-[1��]-�-ФДОФА с использованием «нуклеофильного» [1��]фто-]фто-
рида (����bac� et al., 200�)



656

фторида, прежде всего благодаря простому и удобному методу получения и выде-
ления радионуклида в этой химической форме. Современные циклотроны обес-
печивают получение [1��]фторида с высокой радиоактивностью (см. табл. 1) без 
добавления носителя по ядерной реакции 1�О(p,�)1��, реализуемой при облучении 
воды-1�О (обогащение 95–97%) в водной мишени циклотрона. Для перевода 1�� из 
водной в органическую фазу и получения его в форме, активной в реакциях нуклео-
фильного замещения, были разработаны оригинальные методы, основанные на ис-
пользовании межфазных катализаторов (Кодина, Красикова, 2014; Корсаков, 2002; 
Cai et al., 200�; C�e�e� et al., 2010). Развитие этих работ, выполненных в �0-е годы, 
дало возможность получения важнейших классов радиотрейсеров на основе фто-
ра-1�. Обширный обзор методов нуклеофильного синтеза соединений, меченных 
фтором-1�, с различными функциональными группами, приведен в работе (C�e�e� 
et al., 2010). Метод нуклеофильного фторирования применяется для введения фто-
ра-1� как в алифатические, так и в ароматические субстраты. В случае сложных 
ароматических соединений, таких как ароматические аминокислоты, содержащие 
фтор-1� в бензольном кольце (в том числе 6-[1��]-�-                                                      -ФДОФА), прямое введение мет-
ки невозможно, поскольку положение «уходящей» группы сильно дезактивирова-
но. В этом случае синтез радиотрейсера проводится в несколько этапов. Вначале 
фтор-1� вводится в относительно простые молекулы (синтоны), которые обладают 
высокой реакционной способностью в определенных реакциях.

В синтезе 6-[1��]-�-ФДОФА и других ароматических аминокислот такими син-
тонами служат замещенные бензилбромиды или бензилйодиды, меченные фто-
ром-1�. Меченый галогенид используется в качестве электрофильного агента в ре-
акции асимметрического алкилирования комплексов, содержащих глициновый или 
аланиновый фрагмент – необходимый «кирпичик» для построения молекулы ами-
нокислоты. Асимметрические методы синтеза, при условии тщательного подбора 
хирального агента и условий алкилирования, позволяют получать [1��]ФАА с высо-]ФАА с высо-
кой энантиомерной чистотой (более 95%), необходимой для использования в ПЭТ. 
На рис. 3 приведена схема синтеза 6-[1��]-�-ФДОФА с применением комплекса 
�iII основания Шиффа глицина с хиральным реагентом – (S)-N-(2-бензоилфенил)-
1-(3,4-дихлобензил)пирролидин-2-карбоксамидом (DСBPB), разработанного в 
ИНЭОС РАН, Москва, и использованного в радиохимическом синтезе в ИМЧ РАН, 
Санкт-Петербург. Высокий выход на стадии алкилирования и высокая стереоспе-
цифичность реакции достигались в условиях, пригодных для автоматизации; метод 
был автоматизирован с помощью лабораторного робота (Красикова и др., 2007).

В дополнение к этому хорошо известному в органической химии стехиомет-
рическому варианту метода был предложен и метод межфазного хирального ката-
лиза (МФХК), который хорошо себя зарекомендовал в синтезе 6-[1��]-�-ФДОФА 
и 2-[1��]-�-ФТИР. Образование пары катализатор–субстрат в межфазных услови-
ях обеспечивает высокую степень алкилирования и асимметрической индукции. 
Принципиально важным является тот факт, что в присутствии МФХК процесс 
алкилирования не требует экстремально низких температур, сильных органичес-
ких оснований или строго безводных условий, применяемых в первых работах по 
асимметрическому синтезу [1��]ФАА через стадию образования енолятов (�e�ai�e 
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Рис. 3. Cхема синтеза 6-[1��]-�-ФДОФА методом стехиометрического асимметрического синтеза 
(Красикова и др., 2007)

et al., 1994). Общая схема синтеза 6-[1��]-�-ФДОФА и 2-[1��]-�-ФТИР приведена 
на рис. 4, в левой части рисунка представлена химическая структура межфазного 
хирального катализатора (МФХК) (�e�ai�e et al., 1994; 2004; ��a�i���a et al., 2004; 
�ibe�t et al., 2013).

Как видно из схем, представленных на рис. 3 и 4, оба метода асимметрического 
синтеза включают несколько стадий, начиная с очень трудоемкого и длительного 
процесса получения меченого фтором-1� бензилгалогенида с несколькими проме-
жуточными очистками (см. рис. 3, верхняя часть) (�e�ai�e et al., 1994). Для выпол-
нения синтеза нужен сложный многофункциональный модуль и опытный радио-
химик.

С целью упрощения процесса синтеза в 2009 г. группой немецких ученых был 
апробирован принципиально новый поход к получению 6-[1��]-�-ФДОФА, включа-
ющий три основных стадии (Wa��e� et al., 2009) (рис. 5). Метод основан на реак-
ции изотопного обмена стабильного фтора-19 (который является в данном случае 
«уходящей» группой) на радиоактивный фтор-1� в молекуле субстрата, где поло-
жение нуклеофильной атаки активировано карбонильной группой, а амино- и кар-
бокси-функции аминокислоты защищены стерически объемным заместителем, с 
тем чтобы обеспечить сохранение структуры �-изомера в условиях радиофториро-
вания. После окисления Байера–Виллигера (Ba�e�–�illi�e�) и кислотного гидроли-
за 6-[1��]-�-ФДОФА выделяют из реакционной смеси методом полупрепаративной 
ВЭЖХ. Метод является исключительно перспективным и обеспечивает получение 
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6-[1��]-�-ФДОФА с энантиомерной чистотой более 95%. Тем не менее, в сущест-
вующем варианте процесс синтеза является достаточно длительным и нуждается в 
улучшении радиохимического выхода. Кроме того, из-за использования в качестве 
уходящей группы фтора-19 6-[1��]-�-ФДОФА получается в форме «с добавлением 
носителя», хотя удельная мольная активность существенно выше, чем при элект-
рофильном синтезе данного РФП. Разработка метода получения предшественника 
с отличной от фтора-19 «уходящей» группой (например нитрогруппой) пока не 
увенчалась успехом.

Рис. 5. Схема синтеза 6-[1��]-�-ФДОФА (Wa��e� et al., 2009)

Рис. 4. Общая схема синтеза 6-[1��]-�-ФДОФА и 2-[1��]-�-ФТИР (�ibe�t et al., 2013)
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5. Заключение

В целом, несмотря на несомненные успехи в разработке нуклеофильных мето-
дов синтеза [1��]ФАА, в том числе и 6-[1��]-�-ФДОФА, достигнутые в последние 
годы (E��e�t, C�e�e�, 2013), до настоящего времени не удалось создать простой и 
удобный для автоматизации метод введения метки в ароматическое кольцо ами-
нокислоты. Несмотря на низкую производительность и сложность работы с элек-
трофильным газообразным фтором-1�, именно электрофильный метод пока при-
меняется в большинстве ПЭТ-центров для клинических исследований с данным 
РФП. Однако стоимость единичной клинической дозы «электрофильной» 6-[1��]-�-
ФДОФА очень высока. В России электрофильные методы синтеза РФП для ПЭТ до 
настоящего времени не используются; получение 6-[1��]-�-ФДОФА путем много-
стадийного нуклеофильного синтеза по оригинальной технологии, разработанной 
в ИМЧ РАН (Красикова и др., 2007; ��a�i���a et al., 2004), было бы возможным при 
наличии современного многофункционального модуля синтеза для нуклеофильно-
го радиофторирования.
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Использование магнитно-резонансной 
спектроскопии для диагностики и мониторинга лечения 
неврологических и психических заболеваний

Н.А. Семенова, Т.А. Ахадов, М.В. Ублинский, С.Д. Варфоломеев
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1. Введение

Магнитно-резонансная спектроскопия (МРС) является одним из крайне не-
многочисленных методов прижизненного исследования химических процессов, 
протекающих в органах и тканях человека. Метод позволяет in vivo определять 
концентрации ряда важнейших метаболитов, присутствующих в цитозоле клеток, 
оценивать кислотность внутриклеточной среды (рНi�t), исследовать компартмента-
лизацию, измерять скорость некоторых химических реакций. Без таких данных не-
возможны современные представления о метаболизме, необходимые для развития 
молекулярной медицины. Настоящая работа является обзором собственных иссле-
дований метаболизма мозга человека в норме и патологии. Обзор предваряется об-
щими сведениями о явлении ядерного магнитного резонанса (ЯМР) и информаци-
ей о МР-спектрах. Подробное изложение принципов ЯМР-спектроскопии можно 
найти в (Лундин, Федин, 19�6; Сергеев, 19�1; ���te�, 1995).

2. Явление ЯМР и магнитно-резонансная спектроскопия

Явление магнитного резонанса состоит в поглощении электромагнитного излу-
чения в радиочастотном диапазоне ядрами, находящимися в постоянном магнит-
ном поле. Этой способностью обладают ядра, имеющие собственный магнитный 
момент, или спин. К таким ядрам относятся 1H, 31P, 13C, входящие в состав молекул 
биологических систем.

Сокращения: ГАМК – γ-аминомасляная кислота; ГО – гемодинамический ответ; МРС – маг-
нитно-резонансная спектроскопия; фМРТ – функциональная магнитно-резонансная томография;  
ФФК – фосфофруктокиназа; ЧМТ – черепно-мозговая травма; ЯМР – ядерно-магнитный резонанс; 
АсСоА – ацетилкоэнзим А; �SP� – аспартоацилаза; �Hb – дезоксигемоглобин; Hb – оксигемоглобин; 
�АА – �-ацетиласпартат; РC�� – фосфохолин.
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Магнитное ядро, помещенное в постоянное магнитное поле, приобретает диск-
ретный набор разрешенных энергетических состояний. Для ядер со спином 1/2 (на-
пример 1H) таких состояний два. Разность энергий между этими энергетическими 
состояниями пропорциональна напряженности постоянного магнитного поля В0:

0E Bγ∆ =  ,
где   − постоянная Планка, E∆  − разность энергий между магнитными уровнями, 
γ − гиромагнитное отношение (определяется строением ядра); 2 Eπν⋅ = ∆ , где ν  
– частота переходов между энергетическими уровнями, или резонансная частота. 
Отсюда:

0 / 2Bν γ π=  .                  (1)

В магнитном поле с напряженностью В0 частоты, при которых происходит пере-
ход, имеют строго фиксированное значение, поэтому их называют частотами ядерно-
го магнитного резонанса. ЯМР-частоты ядер лежат в пределах радиодиапазона. Из-за 
низких энергий радиочастотное излучение считается биологически безопасным.

В постоянном магнитном поле В0 в тепловом равновесии большая часть ядер 
находится в нижнем из разрешенных энергетических состояний, создавая макро-
скопическую намагниченность образца, ориентированную по полю. Если ядра об-
лучать частотой, равной резонансной, они поглотят энергию излучения и перейдут 
в верхнее энергетическое состояние, а вектор макроскопической намагниченности 
«отклонится» от своего первоначального положения. По прекращении внешне-
го воздействия ядра возвращаются на нижний энергетический уровень, испуская 
энергию на частоте резонанса. Это излучение вызывает э.д.с. в приемной катушке и 
детектируется как сигнал спада свободной индукции. Возвращение ядер в нижнее 
состояние, а вектора намагниченности в свое первоначальное положение называ-
ется релаксацией. Восстановление продольной составляющей вектора намагни-
ченности называется спин-решеточной релаксацией и характеризуется временем 
спин-решеточной релаксации �1. Процесс релаксации в поперечном направлении 
называется спин-спиновой релаксацией и характеризуется временем �2.

Ядро в составе молекулы испытывает действие локального магнитного поля, 
возникающего вследствие взаимодействия электронов химической связи с внешним 
магнитным полем. В результате происходит сдвиг частоты, зависящий от элект-
ронного окружения ядра. Этот сдвиг, называемый химическим сдвигом δ, является 
причиной возникновения ЯМР-спектра. В спектре частотные сдвиги резонансов 
ядер определяются химическим строением молекулы и являются специфической 
характеристикой для каждого из ее структурных фрагментов. Величины δ малы по 
сравнению с резонансной частотой ядра и измеряются в миллионных долях. Зна-
чения δ отсчитываются от выбранного реперного сигнала. В 1Н МР-спектрах это 
сигнал протонов воды (δ�4,7 pp�), в 31Р МР-спектрах – сигнал фосфатной группы 
фосфокреатина (δ�0 pp�). В молекулах ядерные магнитные моменты взаимодейс-
твуют друг с другом. Взаимодействие ядерных спинов между атомами соседних 
групп разной химической структуры через электроны химических связей или меж-
ду химически неэквивалентными атомами в составе одной группы приводит к рас-
щеплению соответствующих сигналов на мультиплеты. Этот эффект, имеющий на-
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звание «спин-спиновое взаимодействие», подчиняется строгим закономерностям, 
определяющим число линий в мультиплете и величину константы спин-спинового 
взаимодействия (Лундин, Федин, 19�6; Сергеев, 19�1; ���te�, 1995).

При исследовании метаболизма методом ЯМР величины δ, интенсивности 
сигналов, константы спин-спинового взаимодействия, мультиплетность сигнала 
позволяют установить химическую структуру отдельных метаболитов в тканевых 
экстрактах, а затем изучать их относительное содержание in vivo. Концентрации 
метаболитов in vivo определяют по интенсивности идентифицированных сигналов 
их молекулярных фрагментов, нормированной на интенсивность сигнала внутрен-
него концентрационного стандарта – соединения, концентрация которого известна 
и не изменяется в изучаемом процессе (Die�l et al., 1992). Помимо идентификации 
эффекты спин-спинового взаимодействия используют в целях спектрального ре-
дактирования, поскольку они позволяют разделить сигналы с перекрывающими-
ся химическими сдвигами (Willia�� et al., 19��). Релаксационные характеристики 
сигналов необходимо учитывать в импульсных последовательностях, использую-
щихся как для локализации области интереса – объема ткани (вокселя), в котором 
исследуют метаболизм, так и для спектрального редактирования. К сожалению, 
воксель часто не может быть уменьшен до желаемых размеров из-за низкой чувс-
твительности метода. Именно чувствительность является основным ограничени-
ем МРС. Даже используя поле с напряженностью 3Т, удовлетворительное соотно-
шение сигнал/шум в 1Н МР-спектрах (протоны имеют максимальную магнитную 
восприимчивость) за разумное время можно получить в объеме не менее � см3 и 
детектировать сигналы соединений, концентрации которых выше 1 мМ. В таких 
количествах в клетках присутствуют предшественники и конечные продукты ме-
таболических путей.

МРС на протонах и гетероядрах позволяет исследовать разнообразные метабо-
лические потоки. С помощью 1Н МРС изучают метаболизм аминокислот, анаэроб-
ный метаболизм глюкозы, методом 31Р МРС – энергетический обмен, методом 13С 
МРС – метаболизм глюкозы и лекарственных препаратов. На ядрах 23�а , 39К ис-
следуют ионный транспорт, на ядрах 19� – метаболизм и фармакокинетику фторсо-
держащих лекарственных препаратов. В медицине по причинам, связанным с необ-
ходимостью быстро получить спектр с удовлетворительным отношением сигнал/
шум, используют 1Н МРС и в значительно меньшей степени 31Р МРС, поскольку 
чувствительность 31Р МР составляет лишь 7% от чувствительности 1Н МР.

3. 1Н МР-спектры мозга: отнесение сигналов, 
функция и метаболизм 1Н МР-видимых соединений

В 1Н МР-спектрах мозга в норме (рис 1) детектируются сигналы �-ацетиль-
ной группы �-ацетиласпартата (�АА, δ�2,0 pp�), протонов группы –�+(CH3)3 
холинсодержащих соединений (C��, δ�3,2 pp�), фосфокреатина + креатина (C�,  
δ�3,0 pp�), -CH2-групп глутамата и глутамина (�lx, δ�2,2 и 3,7 pp�), сигнал 1,3,
4,6 – протонов шестичленного кольца инозитола (�I, δ�3,56 pp�) (Die�l et al., 1992). 
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В условиях гипоксии и ишемии в спектрах появляются сигналы метильной группы 
лактата (�ac, δ�1,34 pp�). Сигнал метильных и метиленовых протонов (�ip, δ�0,9 
и 1,3), возникающий при некоторых патологических состояниях, обычно относят к 
жирнокислотным фрагментам липидов (Die�l et al., 1992).

Два сигнала – ��� и �I, используются как клеточные маркеры. ��� – нейро-
нальный маркер, локализуется в нейронах; интенсивность этого сигнала пропор-
циональна уровню функционально полноценных нейронов в исследуемом объеме 
(Ba�l�w, ��ilf��le, 2006). Сигнал �I – маркер астроцитов; рост интенсивности это-
го сигнала указывает на активацию глии или активацию пролиферации астроцитов 
(R��� et al., 1997). Остальные сигналы относятся к соединениям, распространен-
ным во всех типах клеток нервной ткани. Их используют как метаболические мар-
керы (R���, Bl��l, 2001). Сигналы С� и С�� является показателями энергетического 
и липидного обмена, соответственно. Интенсивность сигнала ��x характеризует 
уровень возбуждающего нейромедиатора глутамата.

Метаболизм ��� хорошо изучен. Это соединение синтезируется в митохон-
дриях нейронов из аспартата и ацетил-коэнзима А под действием �-аспартат-�-
ацетилтрансферазы и в незначительных количествах образуется как продукт ката-
болизма нейротрансмиттера �-ацетиласпартилглутамата. Разлагается ��� путем 
гидролиза в олигодендроцитах (рис. 2) (Ba�l�w, ��ilf��le, 2006).

Известно лишь одно заболевание – болезнь Канавана, при котором регистри-
руется превышающий норму уровень ��� (Ba�l�w, ��ilf��le, 2006). Оно обус-
ловлено отсутствием фермента гидролиза ���, аспартоацилазы. При других за-
болеваниях уровень ��� либо снижается, либо не отличается от нормы. Это дает 
основания для заключения, что снижение ��� происходит вследствие нарушений 
процессов синтеза этого соединения и отражает снижение активности митохонд-
рий нейронов.

Рис. 1. Спектр белого вещества головного мозга (теменная доля), норма
��� – �-ацетиласпартат, �lx – глутамат и глутамин, C� – креатин+фосфокреатин, C�� – холин-

содержащие соединения, �I – миоинозитол
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Креатин не только транспортируется в мозг из печени, почек и поджелудоч-
ной железы, но и синтезируется в клетках мозга. Это соединение образуется в две 
стадии с участием аргинин-глицин-амадинотрансферазы и гуанидиноацетатметил-
трансферазы. Показано, что в нейронах и глиальных клетках в большом количестве 
экспрессируются гены обоих ферментов (B�a��ia�t et al., 2007). Считают (B�a��ia�t 
et al., 2007), что основное количество церебрального креатина эндогенного проис-
хождения. Фосфокреатин, продукт фосфорилирования креатина, является запас-
ным источником макроэргов и используется для синтеза АТФ, при этом он пре-
вращается в креатин. Поэтому в условиях острой ишемии суммарное содержание 
креатина и фосфокреатина постоянно (De����e�t et al., 2004).

Сигнал C�� представляет собой суперпозицию резонансов холина, фосфохоли-
на (РC��) и глицерофосфохолина. Основной вклад в сигнал вносит РC��, который 
в мозге, в частности – нейронах, синтезируется в трех последовательных реакциях 
переметилирования из фосфатидилэтаноламина (Ma��et et al., 1996). Холинсодер-
жащие соединения являются предшественниками синтеза и продуктами распада 
мембранных фосфолипидов (R���, Bl��l, 2001).

4. Метаболические сдвиги в коре больших полушарий 
при тяжелой черепно-мозговой травме 
(острый и подострый периоды)

Сведения о метаболизме и функциях соединений, сигналы которых регистри-
руются в спектрах мозга, позволяют объяснить сдвиги метаболизма, которые мы 
наблюдали в неповрежденной, по данным диагностической МРТ, лобно-теменной 
коре детей в остром и подостром периоде после тяжелой черепно-мозговой травмы 

Рис. 2. Схема метаболизма ���
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(ЧМТ) (Семенова и др., 2011, 2012). Мы обнаружили снижение ���, рост C��, C� 
и �I (рис. 3).

Кроме того, мы выявили достоверные корреляции концентраций метаболитов в 
парах ���–C�, ���–C��, C�–C�� как в норме, так и при травме (табл.)

Корреляций между глиальным маркером �I и метаболическими маркерами C�, 
C�� не найдено. Это позволило нам отнести вызванный травмой рост уровней C� 
и C�� к процессам, происходящим в нейронах, а увеличение �I – к активации ас-
троцитов.

Представив метаболический процесс как последовательность ферментативных 
реакций, каждая из которых катализируется собственным ферментом, и восполь-
зовавшись стандартными кинетическими уравнениями, мы получили зависимос-
ти концентраций ���–C�, ���–C��, C�–C�� и предложили схему метаболизма в 
нейронах (рис. 4) (Семенова и др., 2012).

Согласно схеме, после ЧМТ в нейронах неповрежденной, по данным МРТ, коры 
больших полушарий вследствие активации компенсаторных процессов, связанных 
с синтезом креатина и холина, обедняется субстратами цикл Кребса, что приводит 
к угнетению синтеза ���. Следовательно, для ускорения процессов компенсации 
могут быть полезны субстраты цикла Кребса.

Рис. 3. Средние значения (± стандартное отклонение) относительных интенсивностей сигналов 
метаболитов в спектрах неповрежденной лобно-теменной коры головного мозга пациентов в группе 
нормы (1) и в группе тяжелой ЧМТ (2)

Таблица
Статистически достоверные (р<0,005) коэффициенты линейных корреляций (R) между 
метаболитами в лобно-теменной коре мозга человека в норме и в неповрежденной  

лобно-теменной коре при ЧМТ

Состояние R���-C� R���-C�� RC�-C��

норма 0,65 0,64 0,61
травма 0,�2 0,53 0,66
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Этот вывод косвенно подтверждает наше исследование уровня γ-аминомасляной 
кислоты (ГАМК) в неповрежденных лобных долях детей в остром периоде после 
ЧМТ. В мозге человека ГАМК присутствует в низкой для МРС концентрации (1 мМ).

В молекуле ГАМК присутствуют три метиленовых группы (рис. 5б), протоны 
которых связаны спин-спиновым взаимодействием. Сигналы этих протонов пере-
крываются с сигналами метаболитов, присутствующих в мозге в более высоких, 
чем ГАМК, концентрациях: с ��� (σ�2 pp�), C� (σ�3 pp�), �lx (σ�2, pp�) (рис. 
5а). Получить сигнал ГАМК in vivo позволяет метод спектрального редактирова-
ния, основанный на эффекте спин-спинового взаимодействия (R�t��a� et al., 1993). 
Метиленовая группа ГАМК с сигналом при σ�3 pp� взаимодействует с протонами 
-СН2-группы при 1,9 pp�, тогда как протоны C� с σ�3 pp� не имеют спин-спино-
вого взаимодействия. Эта разница и создает возможность отделить сигнал ГАМК 
от сигнала C�. Включение в стандартную импульсную последовательность (PRESS, 
или S�EM) селективного импульса на частоте 1,9 pp� окажет прямое воздействие 

Рис. 4. Схема метаболической цепи в нейронах, связывающей C�, C�� и ���
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Рис. 5. Наверху – 1Н МР-спектр мозга человека; внизу – 1Н МР-спектр водного раствора ГАМК 
(напряженность постоянного магнитного поля 3Т) (P�t�, E��e�, 2012)

на резонансы около 1,9 pp� и косвенное, через спин-спиновое взаимодействие, на 
резонанс ГАМК при σ�3 pp�. При этом резонанс структурного фрагмента C� при 
3 pp� окажется не затронутым, поскольку у него спин-спинового взаимодействия 
нет. Вычитание данных, полученных с применением селективного импульса и без 
него, дает спектр, представленный на рис. 6. В нем содержатся только сигналы 
ГАМК и �lx.

Используя этот метод спектрального редактирования, мы показали, что в непов-
режденных, по данным диагностической МРТ, лобных долях пациентов в остром пе-
риоде после ЧМТ наблюдается корреляция между содержанием ГАМК и �lx (рис. 7).

Наличие этой корреляционной связи может быть следствием активации мета-
болического пути, называемого ГАМК – шунтом (рис. �).

Этот путь активируется при нарушениях энергетического обмена и позволя-
ет пополнять дефицит субстратов цикла Кребса. ГАМК-шунт реализуется исклю-
чительно в ГАМК-ергических нейронах (Sie�el et al., 1999). Только в них найден 
фермент глутаматдекарбоксилаза, катализирующий образование ГАМК из глута-
мата (см. рис. �). Таким образом, наши данные по исследованию ГАМК позволяют 
предположить, что метаболическим последствием травмы является обеднение цик-
ла Кребса субстратами и, по крайней мере в ГАМК-ергических нейронах, потерю 
субстратов компенсирует активация ГАМК-шунта. Следовательно, этот результат, 
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Рис. 7. Корреляции интенсивностей сигналов ГАМК и �lx в неповрежденных лобных долях де-
тей с ЧМТ (острый период)

Рис. 6. Редактированный 1Н МР-спектр лобной доли мозга волонтера
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Рис. 8. Схема метаболической цепи «ГАМК-шунт»

как и результат нашего исследования нарушений метаболизма в не поврежденной 
травмой парацентральной коре, позволяет предполагать терапевтический эффект 
от введения субстратов цикла Кребса при ЧМТ.

5. Динамика церебральных метаболитов в условиях нагрузки

Поскольку интенсивность сигнала ��� отражает активность митохондрий 
нейронов, важно выяснить, как изменяется уровень ��� в динамике нагрузки.

Выполнение какой-либо задачи вызывает в специфических локусах головного 
мозга активацию кровотока, лишь частично соответствующую увеличению пот-
ребления кислорода (��x, Raic�le, 19�6). Это приводит к росту концентрации окси-
гемоглобина (Hb) относительно концентрации дезоксигемоглобина (�Hb). Послед-
ний является МРТ-контрастом, снижающим Т2* протонов тканевой воды. Таким 
образом, изменение (Hb)/(�Hb) создает контраст, зависящий от степени насыщения 
крови кислородом (bl��� �x��e�ati�� le�el, B��D – контраст) и опосредованно ха-
рактеризующий активность нейронов.

B��D-сигнал визуализируется в МРТ-изображениях как локальные изменения 
контрастности в течение 2–16 с после предъявления стимула.

Основанная на регистрации B��D-сигнала функциональная магнитно-резо-
нансная томография (фМРТ) широко используется для выявления зон активности 
в мозге в норме, получила она широкое применение и для исследования патогенеза 
различных психических расстройств, в том числе такого, как шизофрения.
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В рамках фМРТ-исследований часто используют задачу на избирательное вни-
мание – парадигму ���ball, которая заключается в предъявлении двух видов стиму-���ball, которая заключается в предъявлении двух видов стиму-, которая заключается в предъявлении двух видов стиму-
лов с инструкцией реагировать только на один из них (такой тип стимулов назы-
вается целевыми) и игнорировать другой тип стимулов, называемых нецелевыми.

Предъявление чередующихся целевых и нецелевых стимулов позволяет вы-
явить области мозга, активация которых соотносится по времени с предъявлением 
каждого вида стимулов. Появляется возможность определить локусы, активирую-
щиеся при правильных ответах, отделить их от областей, связанных с ошибками, 
и установить связи между активацией мозга и работой. Исследуя больных в на-
чальной стадии шизофрении и соответствующих им по возрасту и полу продромов 
и нормальных испытуемых (Ублинский и др., 2013), мы предъявили следующее 
задание: нажимать на кнопку большим пальцем правой руки, когда в наушниках 
появляется звук (целевой стимул), при отсутствии звука на кнопку не нажимать. 
На рис. 9 представлена аксиальная проекция типичных данных объемного гемоди-
намического ответа (ГО) на предъявление звуковых стимулов. Можно видеть, что 
наиболее выраженными зонами активации ГО являются зоны слуховой и мотор-
ной коры, область префронтальной коры активирована значительно слабее. Анализ 
B��D-сигнала позволил выявить временную зависимость относительной концен--сигнала позволил выявить временную зависимость относительной концен-
трации �Hb в условиях предъявления нагрузки в наиболее активированной зоне 
– премоторной коре.

График функции ГО в зоне, ответственной за активацию движений большого 
пальца правой руки, представлен на рис. 10.

Вид функции ГО для групп больных шизофренией, продромов и нормы оди-
наков: максимум наблюдается на 6-ой секунде, к 10 секундам значения возвраща-
ются к исходным. Временной задержки ГО у больных по сравнению с нормой не 

Рис. 9. Зоны ГО на карте головного мозга (аксиальная проекция) в пространстве Талайраха
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наблюдается, но амплитуда B��D-сигнала на 4–�-й  секундах в группе больных 
шизофренией достоверно ниже, чем у нормы. Группа продромов лежит между нор-
мой и группой шизофрении с максимумом ФГО, достоверно не отличающимся ни 
от нормы, ни от больных шизофренией. Можно ожидать, что увеличение размеров 
выборок позволит достоверно различить величину максимума ФГО для продро-
мов, нормы и больных на ранней стадии шизофрении.

На основании исследования функции ГО на целевые стимулы можно заклю-
чить, что в зоне моторной коры у больных в состоянии ремиссии на ранней стадии 
шизофрении достоверно снижена амплитуда B��D-сигнала при неизменных вре-
менных характеристиках и виде функции ГО.

Как правило, флуктуации B��D-сигнала рассматривают как отражение изме-
нения активности соответствующих нейрональных сетей, и с этой точки зрения ре-
зультаты свидетельствуют о снижении данной активности вследствие, возможно, 
ее десинхронизации в моторной коре при шизофрении.

В основе функциональных нарушений лежат сдвиги в метаболизме. Поэтому 
полученные данные важно рассмотреть именно с точки зрения изменений обмен-
ных процессов при совершении мозгом работы. Характеристикой ответа на эту 
работу является функция ГО. Известно, что в норме ГО пропорционален уровню 
потребляемой мозгом глюкозы (����t�eti�, Wa��ell, 2004). По данным (��a�� et al., 
2011), скорость потребления глюкозы коррелирует с ГО на одиночные слуховые 
стимулы в парадигме ���ball у пациентов после первого приступа шизофрении в 
лобной и височной коре. Учитывая эти данные, можно полагать, что обнаруженное 
в нашем исследовании изменение амплитуды функции ГО на целевые стимулы ука-
зывает на изменение скорости потребления глюкозы в моторной коре больных при 
предъявлении целевого стимула.

Рис. 10. График функции ГО для групп нормы и патологии в зоне премоторной коры
Точками обозначены усредненные по группе значения ГО (±стандартное отклонение). *p<0,05
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Итак, с помощью фМРТ мы локализовали зону моторной коры, в которой при 
нагрузке изменяется (Hb)/(�Hb). Измеряя интенсивность сигнала ��� в зоне ак-
тивации в динамике после предъявления целевого стимула, можно оценить, как 
меняется активность митохондрий нейронов в этом периоде. Мы разработали ме-
тодику, которая позволяет получать спектры и измерять амплитуду функции ГО 
при нагрузке в одних и тех же временных точках. Для нормы расчет концентраций 
метаболитов в динамике показал, что в пределах ошибок для всех соединений, за 
исключением ���, концентрации постоянны. Динамика спектральных показате-
лей у тех же пациентов в тех же временных точках без предъявления нагрузки, т.е. 
в состоянии покоя, отсутствует: концентрации всех метаболитов постоянны.

На рис. 11 представлена динамика ��� для нормы и у больных на ранней ста-
дии шизофрении. В норме ��� в пределах ошибки измерений представляет со-
бой плато вплоть до 9-й секунды, на 12-й секунде ��А достоверно снижается. В 
отличие от нормы в группе больных ��А имеет постоянные значения в течение 
всего периода наблюдения. Отсутствие у больных динамики показателя активнос-
ти митохондрий нейронов ��� и сниженное по сравнению с нормой потребление 
глюкозы при нагрузке, о чем свидетельствует сниженная амплитуда ФГО, указы-
вают на неэффективность энергетического обмена коры в динамике нагрузки при 
шизофрении.

Отсутствие изменений (���) у больных в динамике нагрузки может быть 
следствием сниженной активности аспартоацилазы (�SP�). Фермент гидролизует 
��� до ацетилкоэнзима А (АсСоА) и аспартата и, согласно последним данным 

Рис. 11. Функция гемодинамического ответа и динамика ��� в моторной коре мозга (группа 
нормы) в условиях предъявления целевого слухового стимула. Крупный пунктир – B��D норма, 
средний пунктир – B��D больные, мелкий пунктир – ��� норма, сплошная линия – ��� больные.  
* p<0,05 по сравнению с больными, ** p<0,05 по сравнению с первоначальным значением
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(M�ffet et al., 2011), экспрессируется не только в олигодендроцитах, но и в аксо-
нах. Следовательно, обнаруженное нами в норме обратимое снижение ��� при 
нагрузке может указывать на функцию ��� как соединение, депонирующее Ас-
СоА и высвобождающее его для пополнения энергозатрат при нагрузке. У больных 
шизофренией постоянство (���) в динамике нагрузки указывает на потерю этой 
функции ���. Следствием может быть нарушение энергетического обмена коры 
при нагрузке.

6. Сигнал лактата и предикторы неблагоприятного исхода комы

Совокупность спектральных параметров: интенсивный сигнал �ac, резко 
сниженная интенсивность сигналов ��� и C� (на 70% и 60%, соответственно), 
характеризует гибель клеток. Действительно, �ac накапливается не только при 
недостатке кислорода и энергетических субстратов, но и при воспалении вследс-
твие накопления анаэробов макрофагов. Потеря ��� в мозге отражает не только 
снижение уровня функционально активных нейронов, но и их потерю. Падение 
C� свидетельствует о резком снижении содержания в ткани целостных нейронов и 
глиальных клеток, в которых присутствуют креатин и фосфокреатин. В условиях 
комы наличие перечисленных показателей в спектрах различных структур являет-
ся предиктором неблагоприятного исхода. На рис. 12 представлен пример примене-

Рис. 12. 2D 1Н МР-спектры коматозного больного на 3-и сутки после тяжелой ЧМТ и за 2� суток 
до смерти. Квадратом выделена зона, в которой получен показанный массив спектров
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ния метода двумерной спектроскопии, которая позволяет получить информацию о 
распределении метаболитов в пределах одного среза, к исследованию коматозного 
больного на третьи сутки после тяжелой ЧМТ и за 28 суток до смерти. Можно ви�
деть, что в каждом спектре наиболее интенсивным сигналом является Lac, сигнал 
NAA практически в пределах �ума, уровень �� снижен, его интенсивность состав�
ляет 40–45% от исходной.

Накопление Lac приводит к закислению внутриклеточной среды и должно 
влиять на активность многих ферментов. Анализ литературных данных (���, �a�����, �a��
��lbac�, ��8�, ������� �� al., 2006� ���a���l, ��ll��a�, ��82� показал, что рН�за�
висимыми являются такие важней�ие ферменты, как фосфофруктокиназа (ФФК�, 
АТФаза, креатинкиназа, лактатдегидрогеназа (рис. ���. Наиболь�ую зависимость 
активности от рН наблюдали для ФФК: при снижении рН до 7.0 активность этого 
фермента снижается до околонулевых значений. ФФК катализирует переход фрук�
тозо�6�фосфата во фруктозо��,6�дифосфат. Это вторая реакция гликолитического 

Рис 13. рН�зависимости ферментов. ФФК – фосфофруктокиназа, ЛДГ – лактатдегидрогеназа, 
КК – креатинкиназа
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пути регулирует весь метаболизм основного для мозга энергетического субстрата 
– глюкозы. Инактивация ФФК приводит к полному ингибированию гликолиза и 
прекращению снабжения энергией мозга. Такая ситуация реализуется при диабе-
тической коме. Используя данные о кинетике восстановления рН крови при лече-
нии больных диабетическим кетоацидозом и применив теорию устойчивости, мы 
смогли оценить пороговую величину рН, при которой лечение становится неэф-
фективным (Луковенков и др., 2013). Важно знать значения рНi�t у больных в коме, 
вызванной не только диабетом, и выяснить, какую роль играет концентрация ионов 
водорода в клетках мозга в функциональных нарушениях.

Метод 31Р МРС (рис. 14) позволяет измерять рНi�t, измеряя значения δ-сигнала 
неорганического фосфата (Фн). В клетках Фн присутствует в виде ионов Н2РО4

- 
и НРО4

2, концентрации которых находятся в динамическом равновесии. Между 
обеими ионными формами происходит быстрый обмен протоном. В результате в 
спектре вместо двух сигналов, соответствующих Н2РО4

- и НРО4
2-, мы видим усред-

ненный сигнал с химическим сдвигом, величина которого определяется концент-
рациями каждой ионной формы. Получена формула, позволяющая вычислить рНi�t 
в мозге (Pet��ff, P�ic�a��, 19�3): рН � 6,77 + l�((δФн – 3,29) / (5,6� – δФн)), где δФн 
– разность значений химических сдвигов сигнала Фн и фосфокреатина (ФК).

Мы измерили рНi�t в затылочных долях мозга больного, находящегося в коме, 
вызванной утоплением и получили рНi�t�6,�0. При этом значении рН должен инги-
бироваться гликолиз, что приводит к нарушению синтеза АТФ и, как следствие, к 
потере биологической функции.

Рис. 14. 31Р МР-спектр больного в постгипоксической коме. Поверхностная катушка
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1. Введение

Возможности исследований клинических патологий, возникающих при пов-
реждении гиппокампа, вызванном ишемией, травмами, вирусными и нейродегене-
ративными заболеваниями, при которых страдает не только хранение и извлечение 
памяти у человека, но и планирование им будущих ситуаций и действий, а также их 
мысленное представление, в настоящее время крайне ограничены из-за отсутствия 
адекватных моделей повреждений гиппокампа у человека. Мы проверяли предпо-
ложение о том, что адекватной моделью клинической патологии, обусловленной 
повреждением гиппокампа, выступает действие острых доз алкоголя. Это предпо-
ложение было основано на результатах наших исследований, демонстрирующих, 
что острое введение алкоголя избирательно блокирует нейроны систем, сформиро-
ванных на сравнительно более поздних этапах индивидуального развития, причем 
к наиболее подверженным эффектам алкоголя структурам мозга относятся струк-
туры гиппокампального круга (�lexa����� et al., 1990, 1991, 1993, 1997, 199�, 2000, 
2001, 2009, 2013; �a���a et al., 1997). Проверка данного предположения включала 
проведение следующих серий эксперимента. В первой из них проверяли, оказыва-
ет ли алкоголь генерализованный эффект на мозговое обеспечение деятельности 
человека или его эффекты основаны, как это можно предположить из цитирован-
ных выше работ, на избирательном действии алкоголя на нейронные структуры. Во 
второй – выясняли, на какие именно системные процессы, лежащие в основе осу-
ществления поведения в задаче «сенсомоторного выбора» влияет острое введение 

Сокращения: АС – афферентный синтез; ОПФ – опросники «Пять факторов»; ОСТ – опросник 
структуры темперамента; По – подвижность нервной системы; ПТО – Павловский темпераменталь-
ный опросник; СВ – сила возбуждения нервной системы; ССП – связанные с событием потенциалы; 
СТ – сила торможения нервной системы; ЭЭГ – электроэнцефалограмма.
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алкоголя. В третьей, основываясь на полученных в упомянутых сериях результа-
тах, разрабатывали новый, основанный на применении погружения испытуемого в 
виртуальную среду метод оценки клинического нарушения гиппокамп-зависимой 
памяти и оценивали влияние острого введения алкоголя на прогнозирование и на-
учение человека в данной виртуальной среде.

2. Влияние острого введения алкоголя на личностные свойства, 
выявляемые с помощью психодиагностических методов

О действии алкоголя на организм и на психические процессы существует зна-
чительное разнообразие мнений. Предполагается, что алкоголь подавляет непроиз-
вольное внимание (Jää��eläi�e� et al., 1999), пространственную память (Matt�ew�, 
Sil�e��, 2004), информационные процессы (�za�bazi�, St����, 2000). При этом 
исследования часто приводят к противоречивым результатам. Так, традиционные 
поведенческие исследования влияния алкоголя на информационные процессы 
привели некоторых авторов к выводу, что алкоголь не влияет избирательно на ка-
кие-то определенные стадии информационных процессов, а просто замедляет все 
информационные процессы, а другие авторы считают, что алкоголь нарушает толь-
ко некоторые стадии информационных процессов (Matt�ew�, Sil�e��, 2004). Одни 
авторы считают, что алкоголь влияет на центральные процессы, связанные с дей-
ствием, но не влияет на процессы восприятия и выбора ответа (H��tle�, 1974). По 
данным других авторов, алкоголь нарушает исполнительные процессы (Matt�ew�, 
Sil�e��, 2004). Считается, что выявляемые в подобных экспериментах нарушения 
организации действий определяются прямым действием алкоголя на метаболичес-
кие процессы в нервных клетках (Mc����� et al., 2004). Однако такое заключение 
не устраняет вопрос о том, каковы механизмы опосредованного (непрямого) дейс-
твия алкоголя на поведение и характеризующие поведение психические процессы?

Первой нашей задачей было выяснение вопроса о том, является ли действие 
алкоголя генерализованным. Мы исходили из следующего предположения. Одним 
из наиболее существенных факторов, опосредующих выбор испытуемым ответа на 
тестовые задания в личностных психодиагностических методах, является струк-
тура индивидуального опыта субъекта, проходящего тестирование. Если алкоголь 
вызывает генерализованные воздействия на упомянутую структуру, то его эффект, 
несомненно, должен проявиться в кардинальных изменениях свойств целостной 
личности, выявляемых тестированием. С целью проверки данного предположения 
мы проанализировали результаты психодиагностического обследования испыту-
емых в нормальном состоянии и в состоянии алкогольного опьянения при перо-
ральном приеме 20-процентного раствора алкоголя из расчета 1 мл 96-процентного 
этанола на 1 кг веса.

Психодиагностическое тестирование осуществлялось у испытуемых в нор-
мальном состоянии и в состоянии алкогольного опьянения при помощи «Павловс-
кого темпераментального опросника» (ПТО), опросников «Пять факторов» (ОПФ) 
и структуры темперамента (ОСТ) по схеме тест–ретест с интервалом 3–6 месяцев.
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С помощью «Павловского темпераментального опросника» (Бодунов и др., 
1997) оценивались основные (Павловские) свойства нервной системы, лежащие в 
основе индивидуально-психологических различий. Опросник содержит три шкалы, 
измеряющие силу возбуждения нервной системы (СВ), силу торможения нервной 
системы (СТ) и ее подвижность (По). Каждая шкала включает 21 высказывание.

Опросник «Пять факторов» (П.Т. Коста и Р.Р. МакКрей, адаптирован М.В. Бо-
дуновым) позволяет оценивать пять наиболее общих свойств личности: нейротизм 
(Н), экстраверсию (Э), открытость к новому опыту (О – �pe��e��                            ), соглашательс-
тво (С – ���eeable�e��) и добросовестность (Д – C���cie�ti����e��). Эти свойства 
были выделены эмпирически в психолексическом исследовании. Каждое свойство 
оценивается при помощи 12 высказываний, к которым испытуемый должен опре-
делить свое отношение по 5-балльной шкале.

Опросник структуры темперамента (ОСТ) (Бодунов и др., 1997) предназначен 
для оценивания важнейших психодинамических свойств индивидуального поведе-
ния в предметной и коммуникативной сферах. Он включает следующие шкалы: эр-
гичность предметная (Эр) – склонность к напряженной предметной деятельности; 
эргичность социальная (Сэр) – склонность к активному общению; пластичность 
предметная (П) – склонность к разнообразию в предметной деятельности; плас-
тичность социальная (СП) – склонность к разнообразию в общении; скорость/темп 
предметная (Т) – индивидуальный темп предметных действий; скорость/темп со-
циальная (СТ) – индивидуальный темп коммуникативных действий; эмоциональ-
ная чувствительность предметная (Эм); эмоциональная чувствительность социаль-
ная (Сэм). Каждая шкала включает 12 вопросов. Тест содержит также контрольную 
шкалу, оценивающую тенденцию респондента давать социально желательные от-
веты на тестовые задания.

Анализ структурных связей между полученными шкальными оценками прово-
дился при помощи метода линейных структурных уравнений (Бодунов и др., 1997). 
При анализе результатов тестирования производилось сравнение средних значений 
шкальных оценок изучаемых свойств индивидуальности у испытуемых в разных 
состояниях (К – норма и Э – алкогольное опьянение; табл. 1).

Действие алкоголя было сопряжено с ростом силы нервной системы и повыше-
нием эмоциональной чувствительности. При этом структура связей между данны-
ми компонентами темперамента существенно не изменялась.

Таблица 1
Матрица корреляций между значениями выделенных шкал в экспериментальном (э) и 

контрольном (к) состояниях
Шкалы СВ-э Н-э Сэм-э СВ-к Н-к Сэм-к

СВ-э 1,00 -.50** -.51** ,�6** -.57** -.4�**
Н-э 1,00 ,62** -,46** ,77** .4�**

Сэм-э 1,00 -,53** 57** .73**
СВ-к 1,00 -65** -.56**
Н-к 1,00 71 **

Сэм-к 1,00
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Таким образом, можно предположить, что острое действие данной дозы алко-
голя не приводит к генерализованным изменениям структуры индивидуального 
опыта и перейти к решению следующей проблемы: к выяснению вопроса о том, на 
какие именно системные процессы влияет острое введение алкоголя.

3. Влияние острого введения алкоголя на системные процессы, 
обеспечивающие выполнение задачи «сенсомоторного выбора»

Мы считаем, что эффективное решение сформулированной выше проблемы 
возможно с позиций системно-эволюционного подхода, развивающего теорию 
функциональных систем П.К. Анохина и рассматривающего физиологические 
(в том числе нейронную активность) и психические закономерности как разные 
аспекты описания единой реальности – актуализации взаимодействующих функ-
циональных систем, составляющих структуру индивидуального опыта. Согласно 
этому подходу, в течение всей жизни организма при формировании нового опыта 
некоторые нейроны, проходя при системогенезе процесс специализации в отноше-
нии вновь формируемой функциональной системы, объединяются в группы, кото-
рые составляют мозговой эквивалент системы – элемент индивидуального опыта. 
По-видимому, нейроны системоспецифичны, их специализация, сформированная 
при обучении, пожизненна (Швырков, 19��).

Следует отметить, что каждая функциональная система формируется для до-
стижения конкретного результата, необходимого организму на определенном этапе 
развития и жизнедеятельности. Причем появляющиеся при научении системы не 
вытесняют, не заменяют ранее сформированные системы, а добавляются к ним, 
формируясь на основе и во взаимодействии с системами предшествующего опы-
та и проявляясь как вновь приобретенный опыт (Анохин, 197�; Пономарев, 19�2; 
Швырков, 19��). Фактическим подтверждением сказанного, кроме многочис-
ленных данных, полученных при регистрации нейронной активности в нашей и 
других лабораториях (Александров, 2009, 2011, 2012), является развитие антерог-
радной амнезии, т.е. невозможности формирования нового опыта при нарушении 
прошлого опыта в связи с ретроградной амнезией (Sq�i�e, �l�a�ez, 1995), а также 
восстановление памяти при выходе из ретроградной амнезии в той последователь-
ности, в которой она формировалась.

Реализация же индивидуального опыта в виде определенной формы поведения 
и характеризующих его психических процессов обеспечивается активностью цело-
го набора функциональных систем в их взаимодействии. Эта позиция согласуется 
с выводом, к которому пришел на основании анализа результатов многочисленных 
психологических экспериментов У. Найсер: «…когнитивную активность челове-
ка более целесообразно рассматривать как совокупность приобретенных навыков, 
чем как функционирование единого постоянного в отношении своих возможностей 
механизма» (Найcер, 19�1, с. 107).

Объединение систем обеспечивается, в частности, синаптическими связями 
между нейронами этих систем. Причем, как было показано, синаптические связи 
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между нейронами внутри системы более устойчивы к внешним воздействиям, чем 
связи между нейронами разных систем, что, видимо, позволяет системам «выхо-
дить» из одного набора систем и включаться в другие наборы (Безденежных, 2004). 
Отметим, что ранее нами было показано, что алкоголь оказывает выраженное угне-
тающее влияние на межсистемные отношения (�lexa����� et al., 1993).

Межсистемные отношения формируются в связи с процессом объединения 
систем в целостную организацию, обеспечивающую реализацию действия. Это 
объединение систем для реализации действия происходит во время афферентно-
го синтеза (АС) (Безденежных, 2004). На данной стадии развертывания поведения 
нейроны головного мозга получают самые разные афферентные влияния, и на этой 
стадии «организм решает три важнейших вопроса: что делать, как делать, когда 
делать?» (Анохин, 197�, с. 267). Во время афферентного синтеза нейроны, при-
надлежащие разным системам текущего и будущего действия, вступают в связи 
через синаптические контакты, чему, по мнению некоторых авторов, способствует 
синхронная активность этих нейронов (Rie�le et al., 1997; De�����et et al., 199�; 
��e�bec� et al., 2002 и др.). На основании вышесказанного мы предполагаем, что 
алкоголь, изменяя активность нейронов, может опосредованно влиять на их спо-
собность объединяться во время АС.

Возникает вопрос, как можно контролировать АС в экспериментальном иссле-
довании? Известно, что при выполнении сенсомоторных задач выбора в электро-
энцефалограмме развивается связанный с ответом многокомпонентный потенциал, 
в котором наиболее выраженным является позитивный компонент (потенциал) – 
Р300. Этот потенциал манифестирует развитие АС (Безденежных, 2004). Дело в 
том, что Р300 чувствителен к целому ряду составляющих АС – прогнозированию 
будущих сигналов, проявляющихся в эффекте последовательности (D��c�i�, C�le�, 
19��; M����� et al., 19�4; �e�le�e�, 1991), уровню мотивации (J������, 19�6), объ-
ему извлекаемого из памяти материала (Mec�li��e� et al., 1994), физиологическо-
му состоянию организма (�ei�le�, P�lic�, 1990). Характеристики Р300 также кор-
релируют со степенью сложности принимаемого решения и выполняемой задачи 
(C�le� et al., 19��; Ull�pe��e� et al., 19��; Pal�e� et al., 1994). Более того, в диапазоне 
развития Р300 субъект проявляет максимальную чувствительность к внешним раз-
дражителям, что характерно для стадии афферентного синтеза. Данный феномен 
был подтвержден многочисленными экспериментальными данными, полученными 
методом «вторичного ответа». Суть этого метода заключается в том, что во время 
подготовки к ответу на основной сигнал, предъявляемый испытуемому в случай-
ном порядке и с определенной частотой, предъявляют еще один сигнал, вторичный, 
в ответ на который нужно прервать текущее действие и совершить другой ответ 
(вторичный ответ). В одном из экспериментов вторичный сигнал предъявляли во 
время ответа на основной сигнал в интервале от 260 до 409 мс после его предъявле-
ния. Оказалось, что время «вторичного ответа» зависит от момента предъявления 
тестирующего сигнала в исследуемом интервале (W���wa�� et al., 1991). Эта зави-
симость проявляется в виде U-образной кривой, пик которой, то есть минимальное 
время «вторичного ответа», имеет место при ответе на сигнал, предъявленный при-
мерно через 300 мс после начала развития текущего ответа.
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Все сказанное свидетельствует в пользу нашего предположения о том, что ал-
коголь оказывает свое опосредованное влияние на системные процессы на стадии 
афферентного синтеза, тем более что существуют также и экспериментальные 
данные о влиянии введения алкоголя на характеристики Р300 (��ill�� et al., 1995; 
P�lic�, Bl���, 1999; Jää��eläi�e� et al., 1999 и др.). Итак, задача 2-го этапа работы 
заключалась в проверке предположения о том, что алкоголь оказывает влияние на 
межсистемные отношения на этапе АС.

В данной работе регистрировали Р300, а также оценивали точность прогнози-
рования субъектом предъявляемых ему с равной вероятностью двух альтернатив-
ных сигналов и ЭП, указывающий на перестройку связей между системами.

Одной из составляющих АС является прогнозирование субъектом будущих вне-
шних событий (сигнала). Прогнозирование особенно явно проявляется в задачах 
выбора отчетного действия в связи с предъявлением того или иного альтернатив-
ного сигнала. Для контроля над прогнозированием необходима экспериментальная 
процедура, в которой можно было бы манипулировать субъективной оценкой веро-
ятностного распределения альтернативных сигналов. Обычно для такой манипуля-
ции используют традиционную процедуру «случайного шара» (���ball pa�a�i��), 
в которой один из сигналов предъявляется значительно реже, чем другой. Однако 
в такой процедуре имеет место эффект повторения. Он проявляется в том, что вре-
мя ответа и его дисперсия на часто предъявляемый сигнал сокращаются быстрее, 
чем на редкий сигнал, т.е. ответ на часто предъявляемый сигнал совершенствуется 
быстрее, чем на редкий альтернативный сигнал (�aBe��e, �wee��, 1964; Be�tel���, 
�i��e��e, 1966). Соответственно, по-разному меняются и характеристики Р300, 
связанные с ответами на эти сигналы (C���c�e��e, 197�). Для исключения такого 
неравномерного совершенствования выполнения альтернативных ответов необхо-
димо, чтобы оба сигнала предъявлялись с равной вероятностью. Следовательно, 
при решении такой задачи мы должны были манипулировать только субъектив-
ной оценкой вероятности появления сигналов при сохранении их равновероятного 
предъявления.

При многократных выполнениях задачи выбора имеет место совершенствова-
ние выполнения ответов, что проявляется в эффекте последовательности, т.е. влия-
нии нескольких предшествующих сигналов на время текущего ответа, сокращении 
времени ответа на предъявление сигналов и снижении числа ошибочных отчетных 
действий (Безденежных, 2004). Несомненно, что это связано с изменением фор-
мирования связей между системами во время АС. В таком случае, если алкоголь 
влияет на процессы АС, то он будет влиять и на совершенствование навыка выпол-
нения задачи. Поэтому в эксперименте мы контролировали субъективную вероят-
ность предъявления того или иного альтернативного сигнала и совершенствование 
навыка выполнения ответов на эти сигналы.

Методика «сенсомоторного выбора» Экспериментальная процедура состояла 
из двух этапов. На первом, контрольном, этапе участвовало 70 трезвых испытуемых 
(32 – женского и 3� – мужского пола) в возрасте от 1� до 37 лет. Этот этап состо-
ял из 6 экспериментальных серий моторных ответов на предъявление зрительного 
сигнала. Испытуемый сидел перед монитором, средний и указательный пальцы его 
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доминантной руки находились соответственно на клавишах «1» и «2» клавиатуры. 
В 1-й серии ему предъявляли один и тот же сигнал, в ответ на который он должен 
был нажимать одну и ту же клавишу отчета (КО) – простой ответ. Во 2-й серии ему 
предъявляли другой сигнал, и он в ответ нажимал другую КО – простой ответ. В 
3–6-й сериях – в задачах сенсомоторного выбора – эти сигналы предъявлялись в 
случайном порядке и с равной вероятностью. Испытуемый должен был отвечать 
нажатием одной из двух КО в зависимости от того, какой из двух альтернативных 
сигналов был предъявлен. В каждой серии испытуемым предъявлялось примерно 
по 30 альтернативных сигналов. Во всех сериях испытуемый должен был нажимать 
КО как можно быстрее после предъявления сигнала.

В экспериментах была применена определенная структура альтернативных 
сигналов (назовем их сигналы «А» и «Б»). Каждый сигнал состоял из: (1) предуп-
реждающего сигнала (ПрС) – появление вертикальной светлой полоски в центре 
экрана, которая через (2) определенный интервал времени (Инт) заменялась (3) 
пусковым сигналом (ПуС) – уменьшением или увеличением высоты этой полоски. 
Продолжительность ПуС составляла 50 мс. ПрС являлся общим для обоих сигна-
лов. Интервал (Инт) для сигнала «А» составлял 700 мс, а для сигнала «Б» – 950 мс. 
Разница между этими интервалами в 250 мс превышает на 100 мс средний порог 
различения длительности временных интервалов (Скотникова, 1999). В экспери-
менте испытуемые оценивали сигналы «А» и «Б» по физическим характеристикам 
их ПуС и как можно быстрее нажимали КО, соответствующую предъявленному 
ПуС (рис. 1). Время от момента предъявления ПуС до нажатия соответствующей 
КО мы рассматривали как время ответа. Каждый ПрС очередного сигнала предъ-
являлся через 1,5 с после нажатия КО в предшествующем ответе. Разница между 
интервалами в 250 мс в альтернативных сигналах может служить скрытой подсказ-

Рис. 1. Схема альтернативных сигналов «А»  и  «Б»
Вертикальные стрелки, указывающие вверх – начало предъявления предупреждающего сигнала 

(ПрС). Вертикальные стрелки, указывающие вниз – начало предъявления пускового сигнала (ПуС 
«А» и ПуС «Б»). Горизонтальные стрелки – ответы нажатием клавиш отчета (КО «А» и КО «Б»).

Для одной половины испытуемых высота полоски  ПуС для «А» и «Б» показана на рисунке, для 
другой половины испытуемых высота этой полоски для сигнала «Б» была больше, чем для сигнала 
«А»
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кой о появлении ПуС сигнала «Б» и тем самым увеличивать вероятность прогнози-
рования сигнала «Б» по сравнению с сигналов «А».

У испытуемых во время эксперимента регистрировали: а) монополярно элект-
роэнцефалограмму (ЭЭГ) хлорсеребряными электродами с областей черепа �3, �4, 
Cz, P3, P4 по международной системе 10/20 с частотой опроса 250 Гц, в диапазоне 
частот от 0.1 до 70 Гц; в качестве индифферентных электродов служили объеди-
ненные электроды, прикрепленные к мочкам ушей; сопротивление контактов че-
реп–электроды не превышало 5 кОм; б) вертикальную составляющую электрооку-
лограммы для контроля над артефактами от движений глаз в ЭЭГ; в) время ответов 
(интервал от момента предъявления ПуС до момента нажатия КО); г) правильность 
ответа – нажатие КО, соответствующей или не соответствующей предъявленному 
ПуС. Кроме того, испытуемые давали свободный отчет о том, совершали ли они 
ошибочные нажатия КО, а также, на какой сигнал, «А» или «Б», было легче отве-
чать, и заметили ли они различия в Инт этих сигналов.

В «алкогольной» серии экспериментальная процедура была такой же, как на 
трезвых испытуемых. После наложения электродов испытуемые выпивали 20-про-
центный раствор этанола из расчета 1 мл 96-процентного этанола на 1 кг веса. 
Как было обнаружено нами ранее, прием алкоголя в этой дозе, обеспечивающей 
угнетение активности нейронов, принадлежащих к наиболее дифференцирован-
ным системам, а также межсистемных отношений у животных (�lexa����� et al., 
1990, 1993) приводит к достоверным изменениям параметров отчетного поведения 
разного типа и повышению эмоциональности у испытуемых (Бодунов и др., 1997; 
�lexa����� et al., 199�; �a���a et al., 1997). Эксперимент по выполнению задачи 
выбора начинался по достижении в крови максимальной концентрации алкоголя, 
определяемой с помощью алкометра (R�-1100, Япония). 26 здоровых испытуемых 
(10 женского и 16 мужского пола в возрасте от 22 до 35 лет), имеющих опыт алко-
гольного опьянения, участвовали в обеих сериях с интервалом 3 месяца. Ни один 
из испытуемых не ощущал какого-либо дискомфорта после приема алкоголя ни 
во время эксперимента, ни после него. В основном испытуемые ощущали чувство 
эйфории и сонливости (�lexa����� et al., 199�). Испытуемые участвовали в экспе-
риментах как в нормальном состоянии, так и в состоянии алкогольного опьянения 
с интервалом 4–6 месяцев. Последовательность экспериментов для каждого испы-
туемого выбиралась в случайном порядке.

Обработка данных заключалась в следующем. Отдельно для ответов на аль-
тернативные сигналы рассчитывали медиану времени ответов по каждой серии. 
Для выявления эффекта последовательности на время ответов вычисляли медианы 
времени ответов, завершающих определенные цепочки последовательностей сиг-
налов – ААА, БАА, АБА, ББА для ответа на сигнал «А» и БББ, АББ, БАБ, ААБ для 
ответа на сигнал «Б». Эти медианы распределяли по 4 возрастающим рангам. Меж-
ду рангами по всей выборке группы проводили дисперсионный анализ (�����). 
Ранее нами было показано, что ЭП имеет место при совершенствовании навыка 
выполнения задачи сенсомоторного выбора (Безденежных, 2004).

Связанные с событием потенциалы (ССП) получали выборочным усредне-
нием безартефактных фрагментов ЭЭГ, связанных с ответом на один и на другой 
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сигнал для каждой экспериментальной серии отдельно. Усреднение проводилось 
от момента предъявления ПуС по 1 с в обе стороны от этой референтной точки. 
Значения амплитуды и латентного периода пика компонента Р300 в усредненных 
ССП, а также время отчетных действий обрабатывались с помощью статистичес-
ких методов из лицензионного пакета SPSS 11.0 (использовались дисперсионный 
анализ, парные сравнения по t-критерию, метод главных компонент). Сравнение 
этих показателей между «алкогольной» и контрольной сериями было проведено с 
использованием t-критерия Стьюдента.

Из 70 контрольных испытуемых, участвовавших на первом этапе эксперимен-
тов, результаты по 4 испытуемым были исключены из анализа по разным причинам 
– большое количество артефактов в ЭЭГ, утомление, большое количество ошибок, 
нежелание продолжать работу. По целому ряду причин, это – многочисленные ар-
тефакты в ЭЭГ, периодические засыпания во время эксперимента, чрезмерное воз-
буждение, проявляющееся в попытках разговаривать с экспериментатором и ком-
ментировать собственные действия и т.д. – из «алкогольной» группы мы взяли для 
анализа данные, полученные у 14 испытуемых.

Простые ответы. Сравнения по t-критерию для парных случаев медиан вре-
мени ответа показали, что время простого ответа не зависит от длины интервала 
между ПрС и ПуС (t�0,31�, �f � 4�, р�0,6�3). В потенциалах, связанных с просты-
ми ответами, в отличие от ответов в задаче выбора, отсутствовал компонент Р300 
(рис. 2).

Рис. 2. ЭЭГ – потенциалы в лобных (�3 и �4) и теменных (Р3 и Р4) областях, связанные с просты-
ми ответами (��50) (левый столбик) и с ответами в задаче выбора (��56) (правый столбик)

Стрелками обозначены моменты предъявления ПуС (исп. АВН)
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Алкоголь не изменял время простых ответов. Сравнение по t-критерию для пар-
ных случаев показало, что испытуемые с одинаковой скоростью выполняли задачу 
как в нормальном состоянии, так и в состоянии алкогольного опьянения. Различия 
во времени ответа составляли: для ответа на сигнал «А» – t�1,��3, �f�13, p�0,0�2; 
для ответа на сигнал «Б» – t�1,732, �f�13, p�0, 09.

Дифференцированные ответы (серии пронумерованы, как 1, 2, 3, 4 без учета 
двух предшествующих серий простого ответа). Как мы и предполагали, время от-
вета на сигнал «Б» было достоверно короче времени ответа на сигнал «А» по всему 
эксперименту и составляло соответственно 315,�±67,7 мс и 376,6±62,5 мс (разли-
чие достоверно, t�12,113, �f�116, p�0,000) (рис. 3).

Тренировка. Для проверки влияния тренировки на время альтернативных отве-
тов был применен дисперсионный анализ (�����) с последующим множествен-
ным сравнением по Шеффе. Сравнивались медианы времени ответов между сери-
ями у 66 испытуемых. Результаты показали, что при тренировке достоверно сокра-
тилось время ответов только на сигнал «Б» (��10,1�3, �f�3,197, p�0,000); время от-
ветов на сигнал «А» имело тенденцию к сокращению (��1,046, �f �3,197, p�0,1�5). 
Как мы уже отмечали, в задачах выбора, в которых альтернативные сигналы предъ-
являются с разной вероятностью, быстрее совершенствуется то действие, которое 
связано с более частым, а следовательно более вероятным для субъекта сигналом 
(�aBe��e, �wee��, 1964; Be�tel���, �i��e��e, 1966). Следует добавить, что по отчетам 
испытуемых им было легче отвечать на сигнал «Б» («палец нажимает сам»). Эти 
факты можно объяснить тем, что у испытуемых был более высокий уровень готов-
ности отвечать на сигнал «Б», чем на сигнал «А». Эта готовность связана с тем, что 
испытуемые примерно через 700 мс после ПрС, если не было пускового сигнала 
«А», корректируют свой прогноз и ожидают пусковой сигнал «Б».

Эффект последовательности. Как видно из табл. 2, ЭП на время ответов, свя-
занных с сигналом «Б», исчезает уже в 3-й серии эксперимента, тогда как этот эф-
фект сохранялся в течение всех серий на время ответов, связанных с сигналом «А». 
Это указывает на то, что совершенствование ответа на сигнал «Б» завершилось 
раньше, чем совершенствование ответа на сигнал «А».

Рис. 3. Сравнение медиан времени ответа в четырех последовательных сериях на сигналы «А» 
(не заштрихованный столбик) и сигнал «Б» (заштрихованный столбик)

По вертикали – время в мс, по горизонтали – серии экспериментов
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Известно, что чем больше неопределенность относительно будущего сигнала, 
тем более выражен ЭП на это действие (D��c�i�, C�le�, 19��), и наоборот, при под-
сказке, указывающей на очередной сигнал в задаче выбора, ЭП на характеристики 
ответа на этот сигнал исчезали (M����� et al., 19�4; �e�le�e�, 1991). Следовательно, 
проиллюстрированные в табл. 2 факты также являются подтверждением того, что 
субъект значительно чаще безошибочно прогнозировал сигнал «Б», чем сигнал «А».

Позитивный компонент ССП – Р300. Р300, связанный с ответом, развивается 
до нажатия КО. Этот факт и результаты исследований других авторов дают осно-
вание утверждать, что последовательные действия перекрываются. При этом АС 
последующего действия и сопровождающий их Р300 осуществляются во время 
текущего действия, а именно – в переходный период от распознавания сигнала к 
исполнению отчетного действия (Безденежных, 2004).

Очевидно, что в случае совпадения предъявленного сигнала с прогнозируемым 
сигналом при распознавании сигнала будет отсутствовать фаза рассогласования. В 
таком случае переход от распознавания к реализации исполнительной фазы акта 
должен осуществляться раньше, чем в тех случаях, когда имеет место рассогла-
сование прогнозируемого и предъявленного сигналов. Согласно нашей гипотезе, 
это должно отразиться на латентном периоде Р300: он должен быть короче у Р300, 
связанного с ответом на сигнал «Б», нежели у Р300, связанного с ответом на сигнал 
«А». Данное предположение подтверждается: было обнаружено, что латентный пе-
риод пика Р300, связанного с ответами на сигнал «Б», короче, а амплитуда больше, 
чем эти характеристики Р300, связанного с ответами на сигнал «А» (рис. 4).

На рис. 4 видно, что передний фронт более негативен, а латентный период пика 
больше у Р300, связанного с ответом на сигнал «А», чем у Р300, связанного с отве-
том на сигнал «Б».

По критерию Вилкоксона, общие различия между латентными периодами и ам-
плитудами пиков Р300, связанных с ответами «А и «Б», достоверны и составляют 
соответственно: ��344, ��7,�60, p�0,000 и ��344, ��2,404, p�0,016. Кроме того, 
оказалось, что передний фронт Р300 (или позитивное отклонение между пиками 
�200 и P300) в ответе на сигнал «А» развивается более негативно, чем в ответе 
на сигнал «Б». Этот негативный сдвиг, доходя до пика Р300, соответственно сни-
жает и амплитуду Р300. Именно по этой причине амплитуда Р300, связанного с 

Таблица 2
Эффект последовательности на время ответа в четырех сериях задачи выбора   (ANOVA)
Серия / ответ на сигнал Df � Si�.

1 /  «А» 3 / 260 3, 421 0, 019*
1 /  «Б» 3 / 260 3, 112 0, 029*
2 /  «А» 3 / 260 4, 025 0, 009*
2 /  «Б» 3 / 260 3, 301 0, 023*
3 /  «А» 3 / 256 2, 756 0, 033*
3 /  «Б» 3 / 256 1, 177 0, 31�
4 /  «А» 3 / 196 3, 60� 0, 011*
4 /  «Б» 3 / 196 1, 136 0, 334 

* – различия достоверные.
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Рис. 4. Пример потенциалов, связанных с ответами на сигнал «Б» (толстая линия) и на сигнал 
«А» (тонкая линия) (Испытуемый S��)

На рисунке видно, что передний фронт развивается более негативно, а латентный период пика 
больше у Р300, связанного с ответом на сигнал «А», чем у Р300, связанного с ответом на сигнал «Б»

ответом на сигнал «А», меньше амплитуды Р300, связанного с ответом на сигнал 
«Б». Эти различия между потенциалами, связанными с ответами на сигналы «А» и 
«Б», подтверждаются при анализе общего усредненного потенциала методом глав-
ных компонент. Дисперсия переднего фронта описывается фактором, пик волны 
которого приходится на интервал 250 мс после ПуС (рис. 5). Этот фактор связан с 
совершенствованием навыка выполнения задачи выбора.

Сходный фактор был выявлен в ряде работ, в которых исследовались ССП при 
разных нарушениях в действиях, связанных с расстройствами психики (B���e� et 
al., 2002).

Влияние алкоголя на дифференцированные ответы в первой серии задачи вы-
бора. Алкоголь не влиял на время дифференцированных ответов в первой серии 
задачи выбора. Различия между временем отчетных действий, выполняемых в нор-
мальном состоянии и в состоянии алкогольного опьянения в этой серии, составля-
ли: для отчетного действия на сигнал «А» – t�-0,274, �f�13, p�0,7�9; для отчетного 
действия на сигнал «Б» – t�-0,254, �f�13, p�0,�04.

Для дополнительной проверки полученного факта время отчетных действий в 
первой серии, выполняемых испытуемыми в состоянии алкоголизации, сопостав-
лялись со временем отчетных действий в первой серии задачи выбора у случайно 
выбранных 14 испытуемых из выборки первого этапа эксперимента, проводивше-
гося с участием трезвых испытуемых. Дисперсионный анализ показал, что время 
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отчетных действий в первой серии выполнения задачи выбора между группами не 
отличаются ни для отчетных действий на сигнал «А» (�f�2/39, ��0,046, p�0,955), 
ни для отчетных действий на сигнал «Б» (�f�2/39, ��0,314, p�0,733).

Таким образом, при выполнении данной задачи алкоголь в эйфорической дозе 
не влияет на исходную скорость выполнения обеих форм отчетных действий, имев-
шую место до совершенствования навыка выполнения задачи выбора.

Влияние алкоголя на время отчетных действий в процессе тренировки выпол-
нения задачи выбора. Как видно из табл. 3, у испытуемых в состоянии алкогольного 
опьянения, в отличие от испытуемых, находившихся в нормальном состоянии, в 
процессе тренировки не было достоверного сокращения времени отчетных дейс-
твий даже на сигнал «Б». Напомним, что этот сигнал имел значение скрытой под-
сказки, которая способствовала сокращению времени отчетного действия на этот 
сигнал.

Таблица 3
Сравнение влияния тренировки на время отчетных действий в четырех 

последовательных сериях у испытуемых в нормальном состоянии (Норм) 
и в состоянии алкогольного (Алк) опьянения

Состояние Ответ на 
сигнал

Сравнение по �����
Df � Si�

Норм «А» 3,52               0,161             0,922
Норм «Б» 3,52               3,294             0,02�*
Алк «А» 3,52               0,425             0,736
Алк «Б» 3,52               1,0�1             0,366

* – различия достоверны

Рис. 5. Общие усредненные потенциалы, связанные с ответами на сигнал «А» (тонкая линия) и 
сигнал «Б» (жирная линия), и факторы, описывающие дисперсию этих потенциалов

Потенциалы усреднены по схеме 5 отведений×4 серии×70 испытуемых. Как видно из рисунка, 
максимальные различия между двумя потенциалами имеют место за 1�0 мс до пускового сигнала  и 
через 2�0 мс после этого сигнала. Момент предъявления пускового сигнала  обозначен стрелкой
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Таблица 4
Сравнение эффекта последовательности на время отчетных 
действий в четырех последовательных сериях у испытуемых 
в нормальном (Норм) состоянии и в состоянии алкогольного 

(Алк) опьянения

Серия  / Ответ на
cигнал

Сравнение по �����

�f
�

Норм  /   Алк
1 / «А» 3/52 3,199*   /  0,336
1 / «Б» 3/52 2,732     /  0,226
2 / «А» 3/52 3,163*   /  0,4�9
2 / «Б» 3/52 1,123     /  0,311
3 / «А» 3/52 2,9�0*   /  0,259
3 / «Б» 3/52 1,546     /  0,626
4 / «А» 3/52 1,902     /  1,1�2
4 / «Б» 3/52 1,272     /  0,193

* – различия достоверны.

Влияние алкоголя на эффект последовательности. У данной выборки испы-
туемых, выполнявших задачу в нормальном состоянии, наблюдается ЭП, который 
наиболее выражен в ответах на сигнал «А» в первых двух сериях. В состоянии 
алкогольного опьянения этот эффект отсутствует (табл. 4).

Следует отметить, что факт подавления алкоголем эффекта последовательнос-
ти в известной нам литературе не описан.

Влияние алкоголя на характеристики компонента Р300. Для определения вли-
яния алкоголя на амплитуду Р300 в интервальном окне в 100 мс, заканчивающемся 
на пике Р300, вычислялась общая средняя мгновенных амплитуд отдельно для лоб-
ных и для теменных отведений по схеме: 14 испытуемых / 2 отведения (объединен-
ные лобные и объединенные теменные) / 4 экспериментальные серии. Затем вычис-
лялась нормализованная разница этих средних, полученных по каждому испытуе-
мому в нормальном состоянии и в состоянии алкогольного опьянения для каждой 
серии по формуле (Ампл. норм. – Ампл. алк.) ×100÷(Ампл. норм. + Ампл. алк.). 
Во всех случаях для всех испытуемых эта разница была положительной (t�2,009, 
�f�55, p�0,049). То есть во всех случаях алкоголь подавлял амплитуду Р300 (рис. 6).

Сравнение по t-критерию для парных случаев латентных периодов пиков Р300 
по отдельности по всем четырем отведениям в четырех экспериментальных сериях 
показал, что у испытуемых, находившихся в состоянии алкогольного опьянения, 
по сравнению с трезвыми испытуемыми этот показатель увеличивался ( t�2,�35, 
�f�279, p�0,005).

Таким образом, алкоголь подавлял амплитуду и увеличивал латентный пери-
од пика Р300. Феномен уменьшения амплитуды Р300 нами ожидался, так как был 
описан многими авторами (���a� et al., 1990; ��ill�� et al., 1995; Jää��eläi�e� et al., 
1999). Причем, как это видно на рис. 6, у испытуемых, находящихся в алкогольном 
состоянии, передний фронт Р300, т.е. переход от пика �200 до пика Р300, является 
более негативным, чем у этих же испытуемых в нормальном состоянии. Этот фено-
мен в известной нам литературе не описан.



694

Общий вывод из субъективных отчетов испытуемых, находившихся в алкоголь-
ном опьянении, заключается в том, что они не ощущали никаких проблем с ответа-
ми, у них не было предпочтений к нажатию той или другой клавиши, как это имело 
место при выполнении данной задачи в нормальном состоянии.

Таким образом, в проведенных в данной серии экспериментах было показано 
следующее. 1. Эйфорическая доза алкоголя не действует на скорость отчетных 
действий, которая имела место до тренировки выполнения задачи выбора. 2. Ал-
коголь подавляет ЭП, свидетельствующий об использовании информации о только 
что совершенных действиях для прогнозирования следующих. 3. Под действием 
алкоголя увеличивается латентный период и уменьшается амплитуда пика Р300, 
а его передний фронт становится более негативным. 4. Если трезвые испытуемые 
отмечали, что отвечать на сигнал, который они прогнозировали более точно, легче, 
чем на другой – менее точно прогнозируемый сигнал, то в состоянии алкогольной 
эйфории они не ощущали разницы в степени трудности ответов на эти сигналы.

Итак, мы обнаружили, что алкоголь в умеренных дозах не влияет на скорость 
отчетных действий: время простых ответов, выполняемых испытуемыми в состо-
янии алкогольного опьянения, не отличается от нормы. Полученные нами данные 
соответствуют данным, описанным другими авторами. Например, показано, что 
алкоголь не влияет на время выполнения движений и простых действий (Ritc�ie, 
19�0; Jää��eläi�e� et al., 1999). В других исследованиях показано, что алкоголь не 
оказывал влияния на распознавание простых сигналов (H��tle�, 1974).

Рис. 6. Влияние эйфорической дозы алкоголя на потенциал Р300, связанный с ответом на сигнал «Б»
Потенциалы усреднены по схеме  4 отведения×4 серии×14 испытуемых. Жирной линией обоз-

начены потенциалы, зарегистрированные у испытуемых в нормальном состоянии. Тонкой линией 
обозначены потенциалы, зарегистрированные у испытуемых в состоянии алкогольного опьянения. 
Стрелками обозначены моменты предъявления пускового сигнала
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Можно предположить, что при отсутствии каких-либо вариантов других дейс-
твий системы данного отчетного действия не имеют других вариантов связей, 
поэтому эти связи между системами не меняются настолько, чтобы данное изме-
нение проявилось в скоростных или точностных показателях. Отсутствие Р300 в 
потенциалах, сопровождающих последовательно выполняемый один и тот же от-
вет, указывает на отсутствие (во всяком случае, значительное редуцирование) АС в 
последовательно повторяемом ответе и подтверждают эту мысль. Однако в вероят-
ностной среде нет монотонного появления одного и того же сигнала, требующего 
одного и того же ответа. На разные сигналы, предъявляемые в случайном порядке, 
испытуемые должны давать дифференцированные ответы. В данной ситуации в 
процессе выполнения задачи выбора испытуемые активно применяют различные 
стратегии, что приводит к совершенствованию выполнения задачи (Конопкин, 
19�0; C���c�e��e, 197�; J������, 19�6).

В процессе многократного выполнения задачи выбора у испытуемых, находя-
щихся в нормальном состоянии, от серии к серии наблюдалось сокращение вре-
мени ответа. Причем в рамках эксперимента достоверно более быстрое сокраще-
ние времени ответа и уменьшение количества ошибочных ответов происходило на 
предъявление сигнала «Б» по сравнению с ответами на сигнал «А». Как мы уже 
отмечали, сигнал «Б» отличался от альтернативного сигнала «А» тем, что в нем 
интервал между ПрС и ПуС больше на 250 мс. Поэтому, если предъявлялся сигнал 
«Б», то испытуемые существенно реже ошибались в прогнозировании появления 
его ПуС, совершали больше точных ответов, чем на сигнал «А» и быстрее совер-
шенствовали ответ на сигнал «Б» – быстрее сокращалось время этого ответа, ис-
чезали ЭП и ошибочные ответы. Испытуемые оценивали ответ на сигнал «Б» как 
более легкий, чем ответ на сигнал «А». Таким образом, чем эффективнее прогноз 
определенного сигнала, тем быстрее формируется навык выполнения дифферен-
цированного ответа на этот сигнал. Ответ на менее точно прогнозируемый сигнал 
«А» совершенствовался по данным показателям медленнее. В Р300, связанном с 
ответами на сигнал «А», передний фронт имеет достоверно значимый негатив-
ный сдвиг по сравнению с Р300, связанным с ответами на сигнал «Б». Сходный 
по сравнению со здоровыми негативный сдвиг переднего фронта Р300 наблюдался 
у лиц с психическими расстройствами и был связан с неадекватными действиями 
(B���e� et al., 2002). Некоторые авторы считают, что на этапе между пиками �200 
и Р300 осуществляются мозговые процессы, обеспечивающие принятия решения 
о движении (�a���i��, Ma��i��i, 1995). Наблюдаемый негативный сдвиг переднего 
фронта Р300 сопоставим с «волной рассогласования», которая появляется в ответ 
на неожидаемый сигнал (Наатанен, 199�). По-видимому, передний фронт Р300 от-
ражает смену систем, связанных с прогнозируемым сигналом, на системы, акти-
вированные реально предъявленным сигналом. Этот процесс осуществляется во 
время афферентного синтеза.

У испытуемых, находящихся в состоянии алкогольного опьянения, не наблюда-
лось совершенствования выполнения задачи выбора – время ответов не сокраща-
лось, испытуемые часто давали ошибочные ответы. Отсутствие эффекта последова-
тельности в их ответах указывает на то, что у них было нарушено прогнозирование, 
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и во время АС у них значительно чаще, чем в нормальном состоянии, имела место 
смена набора систем, не соответствующего предъявленному пусковому сигналу, на 
набор систем, соответствующий этому сигналу. Если мы сопоставим рис. 4 и 6, то 
мы увидим сходный феномен. Так, на рис. 6 показано, что в Р300, связанном с отве-
том на сигнал «А», который прогнозируется правильно, с более низкой вероятнос-
тью по сравнению с прогнозированием сигнала «Б», имеет место негативный сдвиг 
переднего фронта Р300. Негативный сдвиг переднего фронта Р300 на один и тот 
же сигнал «Б» у испытуемых в состоянии алкогольного опьянения по сравнению 
с трезвыми испытуемыми можно трактовать как снижение способности к прогно-
зированию у лиц в алкогольном опьянении. Прогноз осуществляется на основании 
учета предшествующих действий или раздражителей, что проявляется в эффекте 
последовательности. Его у лиц в алкогольном состоянии мы не выявили. Вывод о 
том, что алкоголь подавляет прогнозирование, был сделан и другими авторами на 
основании результатов исследования саккадических движений глаз в направлении 
прогнозируемых и непрогнозируемых зрительных мишеней (We��e�, �a�le, 1999). 
Оказалось, что алкоголь задерживает саккадические движения глаз в сторону про-
гнозируемой мишени и не изменяет латентного периода начала этих движений в 
сторону непрогнозированных мишеней. Как мы уже отмечали, во время АС систе-
мы объединяются друг с другом, причем от одного действия к другому в эти свя-
зи вступают неодинаковые наборы, на что указывает эффект последовательности 
(ЭП). Такой перебор взаимодействующих систем от ответа к ответу, по-видимо-
му, приводит к формированию некоторого совершенного набора систем, который 
обеспечивает эффективные действия – сокращается время ответа, исчезает ЭП и 
ошибочные действия. Алкоголь, нарушая межсистемные взаимодействия, по-види-
мому, блокирует возможность включать в каждое действие новые наборы систем и 
тем самым препятствует совершенствованию навыка. Предполагаемый механизм 
заключается в том, что в ответ на введение алкоголя в мозге формируются гомеос-
татические механизмы, защищающие нейроны от токсического действия алкого-
ля, в частности, за счет блокирования синаптических входов (Da�i�, Bezp��z�a���, 
2001; Mc����� et al., 2004). Блокирование синаптической активности нейронов, в 
свою очередь, приводит к невозможности устанавливать новые эффективные связи 
между нейронами разных систем в процессе афферентного синтеза. По-видимому, 
у субъекта, находящегося в нормальном состоянии, перестройки межсистемных 
связей и формирование новых наборов систем для обеспечения действия пережи-
ваются субъективно как легкое или трудное действие, что может способствовать 
выбору наиболее эффективных наборов систем. При действии алкоголя этого чувс-
тва нет, поскольку нового выбора систем для обеспечения действия не происходит.

Следовательно, у испытуемых в состоянии алкогольного опьянения в процессе 
выполнения задачи сенсомоторного выбора не происходило изменений в межсис-
темных отношениях. Мы объясняем это тем, что при острой алкоголизации активи-
руется гомеостатическая защита функциональных систем, которая фиксирует ис-
ходные синаптические связи между нейронами определенных систем и блокирует 
возможность модификации этих связей в процессе афферентного синтеза, во время 
которого формируется набор систем, обеспечивающих отчетное действие.
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4. Влияние острого введения алкоголя на предвидение 
и формирование пространственной памяти в виртуальной среде

На следующем этапе, основываясь, в частности, на описанных выше резуль-
татах, мы развернули исследования, реализация которых направлена на сопостав-
ление острых эффектов алкоголя на гиппокамп-зависимые и гиппокамп-независи-
мые когнитивные процессы у людей, решающих пространственные (как считается, 
гиппокамп-зависимые) и непространственные (гиппокамп-независимые ) задачи, 
моделируемые в компьютерных тестах с виртуальной навигацией в лабиринтах.

Считается, что гиппокамп выполняет важную роль в создании и сохранении 
пространственно-когнитивных карт (�’�eefe, �a�el, 197�; M��c��itc� et al., 2006). 
Например, у крыс и голубей при повреждении гиппокампа нарушалась пространс-
твенная навигация (Bi���a�, 19��; М���i� et al., 19�2). В этологических исследова-
ниях показано, что у птиц (��eb� et al., 19�9) и грызунов (Jac�b� et al., 1990) разме-
ры гиппокампа значительно больше у тех видов, чье поведение особенно связано 
со способностью ориентироваться в пространстве. Однако основные исследования 
гиппокампально-зависимой памяти проводились на грызунах, выполняющих пи-
щевое или оборонительное поведение в тех или иных лабиринтах (Mc�a���t�� et 
al., 2006).

Упомянутые и другие многочисленные данные необходимо было сопоставить 
с результатами, полученными на человеке. Такая возможность появилась с разви-
тием новых компьютерных технологий. Были созданы виртуальные лабиринты для 
тестирования различных форм памяти у человека (Etc�a�e���, B��b�t, 2007; �i�-�i�-
i���t��, S�elt��, 2007), и оказалось, что некоторые показатели поведения человека 
в этих лабиринтах сходны с показателями поведения крыс в реальных лабиринтах 
(��t�� et al., 2004). Стало возможно изучать у человека пространственную память 
в таких же моделях, как у грызунов. Кроме того, виртуальные лабиринты имеют 
множество преимуществ над традиционными методами исследования пространс-
твенной памяти в плане гибкости, генерализации и экспериментального контроля 
(��t�� et al., 2004). Новизна данного этапа работы заключалась в том, что мы могли 
сопоставить результаты «прохождения» лабиринта субъектом в нормальном состо-
янии и в ситуации алкогольного опьянения, когда алкоголь подавляет активность 
гиппокампа, и сравнить их с результатами прохождения лабиринта грызунами с 
поврежденным гиппокампом или при остром введении им алкоголя (�lexa����� et 
al., 1993, 2013; ����i� et al., 1995; Matt�ew� et al., 1999).

Для дифференцированной оценки функций памяти человека, зависящей от гип-
покампа, и оценки влияния алкоголя на них была разработана система компьютер-
ных тестов с навигацией испытуемого в виртуальной среде. Система состоит из 
трех основных модулей – задания протокола тестирования, теста с виртуальной 
средой и модуля визуализации траектории движения с сохранением результатов 
тестирования для последующего анализа. В системе доступны 3 вида виртуальных 
лабиринтов – водный лабиринт Морриса, сухопутный лабиринт Барнс и �-рукав-
ный радиальный лабиринт. Система разработана на платформе Ja�a, что позволяет 
разместить тесты на сайте в интернете для свободного доступа.
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Рис. 7. Варианты стратегий для достижения платформы в водном лабиринте Морриса (испыту-
емый в нормальном состоянии)

Нами была создана методика тестирования и осуществлено экспериментальное 
исследование: набор нормативного материала по обучению навигации в водном 
лабиринте Морриса. В экспериментах участвовали 29 добровольцев (9 мужского и 
20 женского пола, средний возраст – 23 года), правши, с нормальным или с коррек-
тированным зрением. Испытуемым сообщали, что они будут находиться в вирту-
альном бассейне и их задача заключается в том, чтобы при «плавании» как можно 
быстрее найти скрытую под водой платформу и выбраться на нее. Испытуемые 
проходили тестирование в нормальном состоянии и состоянии алкогольного опь-
янения с интервалом 2–3 месяца. Процедурно, испытуемые начинали «плыть» из 
одной из четырех стартовых позиций (север, запад, юг, восток): по пять раз в слу-
чайном порядке с каждой позиции. Интервал между стартами составлял 5 с. Когда 
испытуемый «проплывал» над платформой, платформа слегка поднималась. После 
этого испытуемый мог «плавать» около платформы еще 3 с, и сеанс заканчивался. 
В работе анализировали общее время, необходимое для нахождения платформы, 
время остановок для смены направления «плавания», тактику «плавания», а также 
ЭП, т.е. влияние характеристик предшествующего старта на последующий.

В первых пробах испытуемые применяли такие стратегии движений по лаби-
ринту, как «зигзаг», «круг», «зигзаг и круг». Но в процессе тренировки время про-
хождения по лабиринту сокращалось и они переходили к стратегии «проход по 
ориентирам» или «прямой проход» (рис. 7).
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Рис. 8. Процент времени нахождения трезвого испытуемого в квадранте лабиринта, где находит-
ся платформа (количество проб условно разделено на четыре последовательные серии)

Рис. 9. Процент времени нахождения в квадранте лабиринта, где находится платформа,  испыту-
емого в состоянии алкогольного опьянения (количество проб условно разделено на четыре последо-
вательные серии)

При оценке поведения испытуемых (рис. �, 9) было установлено, что:
1) испытуемые оценивали в качестве критического показателя время с момента 

старта до нахождения платформы. Поэтому после каждого старта они пытались 
найти наиболее экономную стратегию, что часто приводило к разнообразию стра-
тегий от старта к старту;

2) у каждого испытуемого могла появиться «неординарная» стратегия, но у 
большинства из них выявлялась определенная устойчивая стратегия: прямой путь 
к вероятной платформе при ориентировке на какие-то признаки среды, круговые 
движения по периметру бассейна с уменьшением диаметра каждого очередного 
круга, зигзагообразные движения от одного края до противоположного;
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3) в повторных стартах из одного и того же места наблюдался ЭП, т.е. зависи-
мость последующей стратегии от предшествующей;

4) в состоянии алкогольного опьянения усовершенствование навыка затруд-
нялось. В большинстве проб результаты не достигались и не отмечался выход на 
такие стратегии движения, как «проход по ориентирам» или «прямой проход». По-
видимому испытуемые в состоянии алкогольного опьянения не учитывали в после-
дующих пробах опыт поведения в предшествующих пробах.

Проверка и дальнейшая разработка предложенного нами метода оценки клини-
ческого нарушения гиппокамп-зависимых состояний производилась путем выявле-
ния закономерностей острого влияния этанола на динамику гиппокамп-зависимого 
пространственного обучения. Мы выявляли ЭП при формировании навыка ори-
ентирования в виртуальном лабиринте Морриса. Сравнивали динамику обучения 
ориентированию в этом лабиринте под действием острого введения этанола и в 
контроле при использовании анализа ЭП в качестве инструмента данного срав-
нения. Система компьютерных тестов с навигацией испытуемого в виртуальной 
среде состояла из трех модулей – задания протокола тестирования, теста с вирту-
альной средой и модуля визуализации траектории движения с сохранением резуль-
татов тестирования на диск для последующего анализа. В лабиринте Морриса ис-
пытуемый перемещается по виртуальному бассейну в поисках скрытой под водой 
платформой (цели). При составлении протокола тестирования определялись: точка 
начала испытания в среде, месторасположение цели в лабиринте, время испыта-
ния и т.д. В протоколе тестирования указывалось количество проб (20), причем 
каждая проба начиналась с одной из двух выбранных в случайном порядке пози-
ций в лабиринте. Время каждой пробы ограничено 30 секундами. Если в течение 
этого времени испытуемый не достигал цели, то проба считалась ошибочной. На 
вертикальных поверхностях лабиринта были размещены визуальные ориентиры в 
виде картин-изображений, которые могли быть использованы испытуемыми для 
пространственной ориентации. Для анализа траекторий движений использовалась 
программа Wi� ��ac�, применяемая для обсчета траекторий пространственной 
ориентации в экспериментах с видеотрекингом у животных, а также программа 
Se��e�t ��al��e�, специально разработанная для выделения и анализа структуры 
поведенческих актов. Исследования были проведены на выборке из 20 доброволь-
цев обоего пола в возрасте от 21 до 35 лет, имеющих опыт бытового употребления 
алкоголя, но не имеющие алкогольной зависимости. Испытуемые совершали поиск 
скрытой платформы в виртуальном лабиринте Морриса. Они начинали движение 
по лабиринту с одной из двух возможных стартовых позиций – 1 или 2, которые 
предъявлялись в случайном порядке и равновероятно (рис. 10). Всего они совер-
шали 20 проб. На каждом испытуемом прохождение водного лабиринта Морриса 
проводилось дважды – в контрольном состоянии и в состоянии алкогольного опь-
янения – с интервалом 1–2 месяца. Очередность этих экспериментов для каждого 
испытуемого была случайной. В эксперименте испытуемые выполняли пространс-
твенные задачи, направленные на тестирование предположительно гиппокамп-за-
висимых когнитивных процессов. Испытуемые принимали либо 20-процентный 
раствор этанола из расчета 1 мл 96-процентного этанола на 1 кг веса, либо воду 
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в таком же количестве в контрольных экспериментах. Именно такая доза алкого-
ля, как нами было показано ранее, производила эффекты блокирования активности 
нейронов, принадлежащих к наиболее дифференцированным системам как у лю-
дей, так и у разных животных (�lexa����� et al., 1991, 1993, 1997, 199�, 2000, 2001, 
2009, 2013). Концентрация алкоголя в выдыхаемом воздухе определялась с помо-
щью алкометра (R�-1100, Япония). При обработке результатов оценивалось время 
достижения цели, количество правильных и ошибочных действий, количество ос-
тановок и поворотов при прохождении лабиринта, время нахождения в зоне цели. 
ЭП, характеризующий процесс приобретения навыка, оценивался по зависимости 
времени прохождения лабиринта от предшествующих прохождений из 2 предшес-
твующих позиций старта: 1,1; 1,2; 2,1; 2,2 (см. рис. 10).

Данные показатели сравнивались при выполнении задач в нормальном состоя-
нии и в состоянии алкогольного опьянения. Обнаружено, что время поиска скрытого 
лабиринта у испытуемых в трезвом состоянии и в состоянии алкогольного опьянения 
составляло 34,2 с и 4�,5 с, соответственно (различия достоверны; t�4,�; p�0,023). В 
процессе многократного повторения поиска платформы у «контрольных» испытуе-
мых время поиска достоверно сократилось (t�-5,3; p�0,015), а у испытуемых «алко-
гольной» группы это время не изменилось (t�-0,12; p�0,930). Для анализа ЭП сопос-
тавлялись (�����) различия во времени поиска скрытой платформы с позиций 1 
или 2 в контрольном состоянии и в состоянии опьянения. Сравнивали зависимость 
этого времени от комбинации предшествующих 2 проб, начинающихся с соответс-
твующих стартовых позиций: 1,1; 1,2; 2,1; 2,2. Время поиска платформы со старто-
вой позиции 1 и 2 у «контрольных» испытуемых зависело от последовательности 
предшествующих проб (�f 1/20, ��3,199, p�0,020 и �f 2/20, ��3,163, p� 0,013). Время 
поиска платформы со стартовой позиции 1 и 2 у испытуемых в состоянии алкоголь-
ного опьянения не зависело от последовательности предшествующих проб (�f 3/19, 
��0,336, p�0,�4 и �f 4/19, ��0,311, p�0,63). Различия недостоверны. ЭП многие авто-
ры связывают с прогнозированием ситуации (у нас – стартовой позиции), в связи с 

Рис. 10.  Схема стартовых позиций 1 и 2
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которой будет осуществляться соответствующее поведение. В связи с этим мы пред-
полагаем, что эти данные свидетельствуют в пользу высказанного выше предположе-
ния о том, что алкоголь подавляет процесс прогнозирования, который, по-видимому, 
играет важную роль в приобретении нового навыка.

Результаты экспериментов показывают, что сокращению времени поиска у 
«контрольной» группы сопутствовал ЭП, а у «алкогольной» группы такого со-
кращения не наблюдалось и ЭП не выявлялся. Соответствие более эффективного 
обучения в трезвом состоянии и возникновения в этом случае ЭП, по-видимому, 
не случайно. Можно предположить, что алкоголь существенно подавляет процесс 
прогнозирования, который тесно связан с учетом оценки результатов предшеству-
ющих действий при планировании следующих действий. Оценка достигнутых ре-
зультатов, сопоставление запланированного и реально полученного, как предпола-
гается, модифицирует память. Подавление данного процесса оказывается важным 
фактором, влияющим на динамику формирования памяти.

5. Заключение

Полученные нами данные и их анализ позволяют полагать, что они находятся в 
соответствии с целями разработки метода оценки клинического нарушения гиппо-
камп-зависимой памяти и проверки предположения о возможных нарушениях пла-
нирования будущего при обучении, а следовательно и самого процесса обучения 
при острой алкогольной интоксикации.
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1. Текущее состояние оптической навигации в нейроонкологии

В современной клинической практике в лечении внутричерепных опухолей на-
иболее важными являются точная диагностика локализации и границ опухоли и, 
как следствие – обеспечение максимальной органосохранности при хирургичес-
ком удалении новообразования (Lacroix et al. 2001). Ввиду различий в морфологии 
внутричерепных опухолей эффективным решением повышения чувствительности 

Сокращения: ГК – главный компанент; НАДН – никотинамидадениндинуклеотид; Пп IX – 
5-АЛК-индуцированный протопорфирин; ФАД – флавинадениндинуклеотид; 5-АЛК – 5-аминолеву-
линовая кислота.
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и специфичности интраоперационной диагностики является одновременный мо-
ниторинг нескольких параметров, характерных для опухолевой ткани.

В настоящий момент в клинике активно используется метод флуоресцентной ви-
деонавигации (�tt�������.�arl�tor�.co��c���r�e�xc����I�-25771�55-1����565��arl-
�tor�-en���.x�l�8405.�t�n.�.); (�tt�������.�ur�ical�icro�co�e�.co���ro�uct��ei��-�en- 
tero-�icro�co�en.�.), основанный на регистрации флуоресценции 5-АЛК-индуци-
рованного протопорфирина IX (Пп IX), накапливающегося в быстро пролифериру-
ющих клетках опухоли за счет метаболических нарушений. Однако степень накоп-
ления Пп IX в опухоли зависит как от скорости пролиферации, так и от нарушения 
гематоэнцефалического барьера и степени развития некроза, и следовательно, оп-
ределение концентрации и локализации 5-АЛК индуцированного Пп IX не может 
являться однозначным критерием для диагностики опухоли. Таким образом, для 
получения более полной информации о состоянии исследуемых тканей может быть 
дополнительно использован анализ кровенаполненности нервных тканей и степени 
насыщения гемоглобина кислородом, а также анализ содержания эндогенных флу-
орофоров, таких как никотинамидадениндинуклеотид (НАДН) и флавинаденин-
динуклеотид (ФАД), позволяющих оценить метаболические и митохондриальные 
нарушения, происходящие в ткани при возникновении и развитии опухоли (Hei�al, 
2010). Методы оптической спектроскопии могут обеспечить одновременный ана-
лиз указанных параметров с высокой точностью, в режиме реального времени (Lin 
et al., 2011; Val�é�  et al., 2011). 

2. Маркеры опухолевых изменений в нервных тканях, 
доступные для анализа методами оптической спектроскопии

Как показали исследования (�tu��er et al., 2008; �o�ert� et al., 2011), содержа-
ние Пп IX в глиальных опухолях головного мозга является высокоспецифичным 
критерием для демаркации границ опухоли, а также определения степени ее озло-
качествления (�i���-�trau�� et al., 00�). Пп IX обладает также фотосенсибилизиру-
ющими свойствами, приводящими к генерации реактивных форм кислорода при 
поглощении излучения с характерной длиной волны, что позволяет его использо-
вать как для интраоперационной навигации, так и для проведения фотодинамичес-
кой терапии.

Пп IX характеризуется достаточно высоким квантовым выходом флуоресцен-
ции, что в сочетании с его свойством селективно накапливаться в клетках, характе-
ризующихся ускоренным делением, обуславливает популярность его использова-
ния в качестве опухолевого маркера. При этом спектр поглощения Пп IX достаточно 
широк, чтобы можно было использовать почти любой диапазон видимого спектра 
для возбуждения его флуоресценции.

Однако в 30% случаев наблюдается лишь незначительное накопление препарата 
в опухолевых клетках (Pota�ov et al., 2011), что обусловлено рядом факторов, таких 
как уровень глюкозы, насыщение тканей кислородом, уровень кислотности, стадия 
клеточного цикла (Po�ue et al., 2010). Также в исследовании (Val�éé� et al., 2011а,�) 
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было показано, что значительное число образцов ткани (около 40%), содержавшее 
5-АЛК-индуцированный протопорфирин IX в концентрации не ниже 0,1 мг�мл, не 
визуализировалось с помощью используемого для интраоперационной навигации 
видеофлуоресцентного микроскопа.

В связи с вышеперечисленными факторами, затрудняющими интраопераци-
онную навигацию с использованием 5-АЛК-индуцированного протопорфирина 
IX, необходимы дополнительные критерии для интраоперационной диагностики 
исследуемых тканей. Одним из наиболее широко используемых прогностических 
критериев при определении степени озлокачествления опухоли является измене-
ние сосудистой структуры и, как следствие, – кровенаполнение опухоли, определя-
емое, как правило, посредством предоперационной МРТ. Эти же параметры могут 
быть определены интраоперационно средствами спектроскопии диффузного отра-
жения, что позволяет распространить выводы, основанные на результатах анализа 
данных предоперационной МРТ-диагностики, на результаты спектрального ана-
лиза in vivo. Кровенаполнение коррелирует с уровнем васкуляризации и степенью 
злокачественности глиом (�a�ano et al., 1��6; �a�a�a��i et al., 1��2), плотность мик-
рососудов в глиоме может быть независимым прогностическим фактором (�catliff 
et al., 1�6�; Wei�ner, 1��8); гипоксия также коррелирует со степенью малигнизации 
опухоли (Evan� et al., 2004).

При рассмотрении структурных изменений, происходящих в нервных тканях 
с развитием глиальных опухолей, необходимо учитывать тот факт, что их основ-
ной характеристикой является рост вдоль миелинизированных нервных волокон 
и кровеносных сосудов без формирования капсулы, что приводит к инфильтрации 
нормального белого вещества головного мозга опухолевыми клетками (Brat, 2004). 
На органо-тканевом уровне организации глиальные опухоли состоят из централь-
ной и перифокальной зон (�ie�e et al., 2003; �onn, �ol��runner, 2003) и приводят 
в процессе развития к смещению, отклонению и разрушению нервных трактов. 
Центральная зона мультиформной глиобластомы (наиболее злокачественная форма 
глиальных опухолей) характеризуется развитием некроза в ядре опухоли с сопутс-
твующими деструктивными изменениями миелинизированных нервных волокон 
(Brun�er� et al., 1��5; �in�a et al., 2002). Опухоли без некроза в центре и отека в 
перифокальной зоне, такие как доброкачественные глиомы (стадии I-II по класси-
фикации ВОЗ) или анапластическая астроцитома (стадия III), как правило, имеют 
более однородную структуру по всему объему. 

На масштабном уровне тканевой организации следует также учитывать коли-
чество и форму клеточных мембран. Как известно, около 50% белого вещества со-
ставляют миелиновые оболочки нервных трактов, представляющие собой много-
слойные мембраны, состоящие из липидного бислоя (70–85% сухого вещества) с 
протеиновыми включениями (15–30%) (Jo�an�en-Ber�, Be�ren�, 200�; Bra�y et al., 
2011), что обуславливает высокий показатель преломления этой структуры. Также 
имеет значение то, насколько развита поверхность мембран астроцитов, поскольку 
этот фактор изменяется при уплотнении клеток в опухоли и также влияет на рассе-
яние. Значительный спад индекса фракционной анизотропии в центре глиобласто-
мы обусловлен высокой степенью дезинтеграции нервных волокон и некротичес-
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кими изменениями, в то время как его более умеренные отклонения наблюдаются 
в перифокальной зоне, где нервные тракты еще структурированы и наблюдаются 
интактные клетки глии (LeBi�an et al., 2001).

На клеточном уровне мультиформная глиобластома (стадия IV) проявляет та-
кие свойства, как плотноклеточность, атипическое развитие ядер, рост их размеров 
и плеоморфизм (разнообразие форм) (�an�ol�  et al., 2007). Анапластическая астро-
цитома, располагающаяся в системе классификации ближе к категории злокачест-
венных, характеризуется повышением клеточной плотности, анаплазией и мито-
зами, однако в меньшей степени, чем глиобластома. Доброкачественные опухоли 
проявляют умеренное повышение плотности клеток и увеличение размера ядер без 
проявления клеточной атипии и митотической активности (�c�iffer, 2006; �ar�ar et 
al., 200�).

На субклеточном уровне наиболее критические изменения происходят с содер-
жанием и структурой митохондрий. В нормальной ткани митохондрии составля-
ют порядка 7–8% от объема клетки (Py��, K�an, 1�72; Beauvoit et al., 1��5). Было 
показано, что в ткани печени митохондрии оказывают существенное влияние на 
рассеяние света клеткой (Beauvoit et al., 1��4; Beauvoit, ��ance, 1��8). Работы  пос-
вященные структурному анализу митохондрий в клетках астроцитарных опухолей 
посредством электронной микроскопии (�a�riel, 2011; �u�ar� et al., 1��7), показа-
ли высокую гетерогенность их расположения в клетке, частичное или полное раз-
рушение крист и уменьшение числа митохондрий.

Кроме того, диагностику состояния тканей, а именно – выявление мультифор-
мной глиобластомы, наиболее часто встречающейся (до 52% первичных опухолей 
мозга и до 20% всех внутричерепных опухолей) опухоли мозга (Смирнова и др., 
2004; Борисов, Сакаева, 2011), можно осуществлять путем определения типа кле-
точной гибели. Механизмом клеточной гибели в случае мультиформной глиоблас-
томы является коагуляционный некроз, причем его степень есть показатель стадии 
заболевания (Klei�ue� et al., 2000; Lacroix et al., 2001). Кроме того, морфологичес-
ким признаком мультиформной глиобластомы служат псевдопалисадные клетки. 
Однако такой способ диагностики проводится ex vivo и требует времени, что не 
подходит для интраоперационного мониторинга. 

Еще одним параметром, позволяющим диагностировать наличие раковых кле-
ток, является более интенсивная аутофлуоресценция внутриклеточного НАДН, 
возбужденная УФ-излучением (U��al, �u�ta, 2003; Villette et al., 2006). Кроме того, 
было показано, что время жизни и интенсивность аутофлуоресценции клеточных 
НАДН и ФАД также являются критерием для обнаружения метаболитов клеток 
на ранних стадиях развития рака. Стоит, однако, отметить, что в зависимости от 
типа ткани интенсивность флуоресценции в патологической ткани по сравнению 
с нормой может как увеличиваться (�in�a et al., 2002), так и уменьшаться (Kir��at-
ric� et al., 2005). Таким образом, явление зависимости аутофлуоресценции НАДН 
от расположения и развития опухоли в ткани требует дальнейшего изучения. Тем 
не менее, очевидно, что эндогенные флуорофоры, такие как НАДН и ФАД, могут 
являться молекулярной мишенью для диагностики онкологических заболеваний, в 
том числе на ранней стадии.
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НАДН и ФАД являются важнейшими метаболическими ко-ферментами мозга 
(��en, Lin, 1��3), и изменение их концентраций в тканях мозга всегда обусловлено 
возникновением патологии. Следовательно, определение концентраций НАДН и 
ФАД путем измерения аутофлуоресценции может служить способом диагностики 
процессов жизнедеятельности биологических тканей мозга, в частности, по изме-
нениям концентраций этих метаболитов можно определить начало процесса канце-
рогенеза (Drezek et al., 2001; �a�anu�a� et al., 2001; ��an� et a1; 2004). Существен-
ным плюсом такого способа диагностики является возможность недеструктивного 
мониторинга концентрационных изменений с помощью оптических методов. Такая 
методика измерения интенсивностей аутофлуоресценции НАДН и ФАД и оценки 
состояния тканей и динамики протекающих процессов по изменению количествен-
ного соотношения интенсивностей была предложена еще во второй половине XX 
века (��ance et al., 1�7�). Полученное отношение позволяет качественно оценивать 
уровень клеточной метаболической активности, и очевидно, что уменьшение этого 
показателя может являться критерием для выявления раковых клеток.

3. Методы интраоперационной спектроскопической навигации

Было реализовано несколько подходов к спектроскопическому анализу биоло-
гических тканей in vivo, которые можно разделить на две группы. К первой группе 
методов относится анализ спектров флуоресценции и диффузного отражения с ис-
пользованием оптоволоконных зондов и спектрометра с дифракционной решеткой 
в качестве дисперсионного элемента. Вторая группа методов представлена анали-
зом спектрально разрешенных изображений в диффузно отраженном и флуорес-
центном свете с использованием набора узкополосных интерференционных филь-
тров, установленных перед видеокамерой. 

Спектроскопический анализ с использованием оптоволоконных зондов осно-
ван на разработанном ранее в лаборатории лазерной биоспектроскопии ИОФ РАН 
методе комбинированного спектроскопического контроля эффективности фотоди-
намического воздействия (патент РФ № 216�5�0 (МПК �61N5�06, от 17.03.2000)). 
В настоящей работе было реализовано две конфигурации спектроанализатора – с 
одновременной и последовательной регистрацией спектров флуоресценции и диф-
фузного отражения. Для последовательной регистрации использовались источники 
лазерного излучения с λ=405 нм и λ=473 нм, возбуждающего флуоресценцию прак-
тически во всем видимом диапазоне спектра, что позволило проводить анализ как 
содержания протопорфирина IX, так и эндогенных флуорофоров в нервных тканях. 
При этом на входе в спектрометр был установлен отрезающий фильтр, подавляю-
щий возбуждающее лазерное излучение настолько, чтобы можно было наблюдать 
его в том же динамическом диапазоне, что и флуоресцентное излучение. Для учета 
поглощающих и рассеивающих свойств ткани как с целью исправления спектра 
флуоресценции, так и для вычисления по нему концентраций основных хромофо-
ров использовалась галогенная лампа, что позволило регистрировать спектр диф-
фузного отражения.
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Для одновременной регистрации спектров диффузного отражения и флуорес-
ценции использовался источник лазерного излучения с λ=632,8 нм, возбуждающий 
флуоресценцию в красном и ближнем ИК-диапазоне. При этом основная часть ви-
димого спектра использовалась для анализа спектра диффузного отражения излу-
чения широкополосного источника (галогенной лампы, излучение которой подав-
лялось в диапазоне регистрации флуоресцентного сигнала).

Для доставки и приема излучения использован оптоволоконный зонд с цен-
тральным осветительным волокном, подводящим к ткани возбуждающее флуо-
ресценцию лазерное излучение, периферийным осветительным волокном, подво-
дящим к ткани широкополосное излучение, и пятью периферийными волокнами, 
собирающими излучение. Приемные волокна на входе в спектрометр формируют 
линию, служащую входной щелью спектрометра, для чего позиционируются пер-
пендикулярно плоскости дифракции диспергирующего элемента. Диаметр каждого 
волокна составляет 200 мкм, что определяет расстояние между центрами волокон, 
расположенных вплотную друг к другу, которое с учетом оболочек индивидуаль-
ных волокон составляет 250 мкм. Числовая апертура каждого волокна равна 0,22.

При обработке спектров диффузного отражения осуществлялась их декомпо-
зиция на компоненты, обусловленные поглощением и рассеянием света тканью. 
Спектр флуоресценции подвергался нормировке на интенсивность диффузно отра-
женного лазерного излучения с целью элиминации влияния рассеивающих свойств 
ткани на величину сигнала флуоресценции (Савельева и др., 2011). 

Для исследования основных флуорофоров в нервных тканях в срезах и на 
клеточных культурах использовался лазерный сканирующий конфокальный мик-
роскоп L�M-710-NL�. Клеточные культуры различных опухолей головного и 
спинного мозга были культивированы в НИИ биологии гена РАН. Клинические 
исследования разработанных методов проводились в НИИ нейрохирургии им. Н.Н. 
Бурденко РАМН. 

4.Флуоресцентный анализ в нейроонкологии

4.1. Анализ кинетики накопления 5-АЛК-индуцированного 
Пп IX в аутоидентичных клеточных культурах

Во время проведения операций по удалению глиальных опухолей (НИИ нейро-
хирургии им. Н.Н. Бурденко) были замечены различия в накоплении протопорфири-
на IX в опухолях одной степени озлокачествления – мультиформной глиобластомы. 
Некоторые глиобластомы проявляли столь низкое накопление и, соответственно, 
уровень флуоресценции Пп IX, что она не визуализировалась во флуоресцентном 
режиме Blue 400 микроскопа �PMIPEN�E��, при этом демонстрируя слабое на-
копление с помощью спектрального анализа. Глиобластома – это наиболее частая и 
наиболее агрессивная форма опухоли мозга, поэтому она должна «хорошо» накап-
ливать Пп IX. Но во время операции в одном образце соотношение маркеров было 
близко к показателям доброкачественных опухолей. Формально назовем образец с 
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небольшим отношением интенсивностей флуоресценции и рассеянного лазерного 
излучения «первым» образцом, а с высоким – «вторым».

В связи с этим было решено более подробно изучить механизм накопления 
Пп IX в клетках. С этой целью был проведен ряд исследований на клеточных куль-
турах соответствующих опухолей. Их целью являлась регистрация изменения кон-
центрации Пп IX в клетках опухолей, показавших различия в накоплении маркера 
во время операции, с течением времени.

Содержание эндогенных флуорофоров (порфирины, ФАД, НАД∙Н, коллаген, 
эластин, триптофан) в тканях, а также количественные данные об их концентрации 
и изменении с течением времени дают важную информацию о состоянии клеток 
тканей. ФАД и НАД∙Н участвуют в обменных процессах клеток, поэтому изме-
нение их флуоресценции непосредственно связано с изменениями в окислитель-
но-восстановительных реакциях клеток. Максимум флуоресценции ФАД лежит 
в диапазоне 520–540 нм, а НАД∙Н – 440–470 нм. Также эндогенные флуорофоры 
применяются для медицинской диагностики, ярким примером является протопор-
фирин IX (Пп IX), который участвует в процессе биосинтеза гема. Таким образом, 
Пп IX – отличный маркер, помогающий определить опухоль и ее границы. Для 
увеличения количества Пп IX в клетках в организм вводится 5-АЛК (5-аминолеву-
линовая кислота), которая является естественным предшественником Пп IX в син-
тезе гема. Помимо перечисленных флуорофоров необходимо обратить внимание 
на другие метаболиты гема (копропорфирин и уропорфирин), которые содержатся 
в нервных тканях (Lacroix et al., 2001). Данные метаболиты имеют очень схожие с 
Пп IX спектры флуоресценции с пиками на 613 нм и 61� нм соответственно (�tt����
���.�arl�tor�.co��c���r�e�xc����I�-25771�55-1����565��arl�tor�-en���.x�l�8405.
�t�n.�.). При возбуждении флуоресценции Пп IX выгорает и образуются фото-
продукты (Фп), спектр которых имеет максимумы на 622 и 677 нм. Спектры пор-
фиринов характеризуются значительным перекрытием линий ввиду общности их 
природы, поэтому их сложно различить между собой. В связи с этим важен анализ 
кинетики спектральных данных.

Для получения спектральных данных по динамике (с течением времени) накоп-
ления Пп IX в клетках соответствующих опухолей использовался комплекс лазер-
ного сканирующего конфокального микроскопа �arl�ei�� серии L�M 710. Для воз-
буждения флуоресценции был выбран лазер с λ=514 нм, для подавления лазерного 
излучения использовались специальные фильтры. Спектры измеряли в диапазоне 
520–750 нм, с шагом �,7 нм, с интервалом времени 10 минут, для последних прохо-
дов интервал времени составил 30–40 минут.

При обработке данных основной целью является определение количества ком-
понент и их концентраций. Для этого был использован метод главных компонент 
(ГК). Так как целью настоящего исследования было определение реального содер-
жания веществ в клетках опухоли, помимо анализа МГК была проведена линейная 
декомпозиция спектров с использованием априорной информации, с предположе-
нием, что экспериментальные спектры состоят лишь из спектров флуоресценции 
ФАД, уропорфирина и Пп IX. В соответствии с этим каждая ГК является линейной 
комбинацией спектров реальных компонент, поэтому ГК были разложены на со-
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ставляющие с получением матрицы �(2×2), где строки соответствуют реальным 
компонентам, а столбцы – ГК.

Исследуемые объекты�
1. Для определения концентрации веществ в мг�мл были проведены измерения 

на �ei�� L�M 710 пяти стандартных образцов с различной концентрацией Пп IX 
(10-2–10-6 мг�мл).

2. В исследовании приняли участие двое пациентов с глиобластомами, у ко-
торых в процессе удаления были выявлены различия в уровне флуоресценции 
опухолевых тканей. Операции проводились в рамках клинических исследований 
эффективности интраоперационной диагностики с использованием 5-АЛК на базе 
НИИ нейрохирургии им. Н.Н. Бурденко. 5-АЛК вводилась пациентам за два часа до 
начала операции. Операция проводилась с использованием видеофлуоресцентного 
режима Blue 400 (�ei�����iPentero) под спектроскопическим контролем (ЛЭСА-
01-БИОСПЕК).

3. Клетки опухолей пациентов были культивированы в Институте биологии 
гена РАН. Полученные клеточные культуры были разморожены и помещены в пи-
тательную среду �PMI для дальнейшего роста. Для увеличения количества Пп IX 
в клетках была добавлена 5-АЛК с концентрацией 100 мг�мл и �H 7,4, что соответ- 
ствует благоприятным условиям для жизнедеятельности клеток. 

В результате анализа спектральных данных для культуры первого типа была по-
лучена кинетическая кривая, приведенная на рис. 1. Значительное изменение кон-
центрации Пп IX наблюдается спустя примерно 60 минут с момента добавления 
5-АЛК в образец.

Рис. 1. Изменение концентрации Пп IX в клеточной культуре первого типа после инкубации с 
5-АЛК
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По спектральным данным второго типа можно наблюдать, что рост концентра-
ции Пп IX происходит значительно быстрей, чем в первом образце, и значительное 
изменение концентрации Пп IX заметно спустя уже 30 минут с момента добавле-
ния 5-АЛК в образец (рис. 2).

Рассматривая общий характер кривых изменения концентрации Пп IX для обо-
их типов клеточных культур, можно построить следующую зависимость (рис. 3). 
Изменение концентрации Пп IX для первого образца происходит в области левее 
точки А, тогда как для второго – охватывает и первую, и вторую области.

Рис. 2. Изменение концентрации Пп IX в клеточной культуре второго типа после инкубации с 
5-АЛК

Слева приведены данные, полученные во временном диапазоне от 10 до 250 минут, справа – 
начальный этап накопления (от 10 до 80 минут), демонстрирующий сходство кинетической кривой 
на этом этапе с кинетической кривой для первой культуры, полученной во временном диапазоне от 
10 до 250 минут

Рис. 3. Сигмоидная кривая, демонстрирующая характер накопления Пп IX в клеточных культурах
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Для первого и второго типа клеточных культур можно определить характерные 
времена, когда концентрация достигает определенных уровней, и оказывается, что 
отношение характерных времен для первого и второго типов примерно одинако-
во, в соответствии с чем была предложена математическая модель накопления в 
клетках Пп IX, учитывающая концентрацию основных ферментов, участвующих в 
биосинтезе гема.

С использованием этой модели была проведена экстраполяция кинетических 
кривых за границы диапазона измерений. Было показано, что максимум концент-
рации Пп IX в клеточной культуре первого типа был бы достигнут примерно спус-
тя 12 часов после добавления 5-АЛК в образец. Следовательно, низкий уровень 
накопления Пп IX, наблюдавшийся интраоперационно, можно объяснить тем, что 
между вводом пациенту 5-АЛК и операцией прошло недостаточное количество 
времени для достижения максимума концентрации Пп IX.

4.2. Метод одновременного спектроскопического анализа 
эндогенных флуорофоров и 5-АЛК-индуцированного 
протопорфирина IX, содержащихся в нервных тканях

Были проанализированы спектры флуоресценции и диффузного отражения 
биологических тканей с целью анализа сораспределения эндогенных флуорофоров 
и 5-АЛК-индуцированного Пп IX в опухолевых тканях. 

Исследуемые спектры обрабатывались с учетом флуоресценции и поглощения 
флуорофоров и �L�-индуцированного Пп IX в соответствии с выражением�

I(λ)=(ΣiIi(λ)×Ci)×ex�(-dΣj εj(λ)Cj), 

где I(λ) – регистрируемая спектральная зависимость; Ii(λ) – спектр флуоресценции 
i-го компонента; Ci – концентрация i-го компонента; d – длина пути фотонов в ткани 
от источника до приемника излучения; εj(λ) – коэффициент молярной экстинкции 
i-го компонента.

Результаты декомпозиции спектров, полученных in vivo, были верифицированы 
посредством морфологического исследования соответствующих образцов биоло-
гического материала.

Было показано повышение уровня содержания ФАД в опухолевых тканях по 
сравнению с нормальной глией. Также был обнаружен рост сигнала флуоресцен-
ции НАДН при переходе от зоны гиперплазии белого вещества головного мозга 
к опухолевой ткани с признаками некроза. Этот участок показал низкий уровень, 
сравнимый с нормальным, накопления протопорфирина IX вследствие некротичес-IX вследствие некротичес- вследствие некротичес-
ких изменений, препятствующих метаболизму гема, однако соотношение сигналов 
эндогенных флуорофоров отличало его от здоровой ткани однозначным образом.
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5. Комбинированный спектроскопический анализ нервных 
тканей по спектрам флуоресценции и диффузного отражения 
in vivo

5.1. Зависимость рассеивающих свойств нервных тканей 
и накопления ими 5-АЛК-индуцированного протопорфирина IX 
от степени их малигнизации

С морфологической точки зрения, основными отличиями опухолевой ткани яв-
ляются размер и концентрация клеточных ядер. Этот критерий общепринят при оп-
ределении степени малигнизации ткани в морфологических лабораториях. Автора-
ми было рассмотрено влияние на сигнал диффузного отражения, регистрируемый 
устройством ЛЭСА-01-БИОСПЕК с волоконно-оптическим зондом, основных рас-
сеивателей, содержащихся в нормальных глиальных тканях и глиальных опухолях.

Были рассмотрены сплошные сферические рассеиватели двух сортов – 0,5 и  
5 мкм в диаметре, и сплошные бесконечные цилиндрические рассеиватели диамет-
ром 1 мкм, соответствующие митохондриям, ядрам и миелинизированным нервным 
волокнам. Были исследованы локальные изменения светорассеивающих свойств и 
накопления опухолевого маркера (5-АЛК-индуцированного протопорфирина IX) в 
тканях пациента во время удаления опухоли. Для этого проводилось сопоставление 
данных спектроскопического исследований in vivo в различных участках опухоли с 
последующим забором гистологического материала из этих же участков с их мор-
фологическими характеристиками. При этом в рамках одного исследования произ-
водилось взятие около 20 биоптатов.

В процессе клинических исследований было замечено, что при продвижении 
вглубь опухоли нарастание сигнала флуоресценции, как правило, сопровождает-
ся спадом сигнала рассеяния. Этот эффект обусловлен тем, что соответствующие 
структурные и метаболические изменения имеют общую причину – быстрый рост 
опухоли, приводящий к дефициту феррохелатазы и нарушению структурной це-
лостности белого вещества.

Сопоставление результатов численного моделирования распространения ла-
зерного излучения в комплексной среде, содержащей рассеиватели, параметры 
которых соответствуют основным структурным элементам нервных тканей, и в 
качестве основного хромофора – гемоглобин, и данных спектроскопического ис-
следования, проведенного in vivo, показало хорошее соответствие разработанной 
математической модели и клинических данных (табл.).

Как видно из приведенных выше результатов, как в численном эксперимен-
те, так и при спектроскопических исследованиях in vivo, наблюдались различия в 
светорассеивающих свойствах для центра и края опухоли различной степени зло-
качественности. Светорассеяние центральной части опухоли доброкачественных 
новообразований ниже, чем у глиобластомы, однако в обоих случаях эта величина 
значительно ниже, чем светорассеивающие свойства нормального белого вещества. 
Это можно объяснить конкурирующими эффектами, имеющими место на тканевом 
уровне при развитии опухоли, сказывающимися на сигнале рассеяния. Постепен-
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ная демиелинизация нервных волокон, их смещение и деструктуризация, а также 
падение содержания митохондрий вследствие перехода опухолевых клеток с окис-
лительного фосфорилирования на гликолиз, приводят к снижению сигнала рассея-
ния, в то время как увеличение размеров и плотности ядер ведет к его увеличению. 
Для различных участков опухоли одного пациента этот эффект можно проследить, 
сравнивая центральную часть опухоли и ее край, где указанные изменения менее 
выражены, чем в центре. Здесь мы видим обратную картину. Край опухоли добро-
качественных новообразований проявляет более высокие рассеивающие свойства 
по сравнению с краем глиобластомы, поскольку в этой области в первом случае 
еще не наблюдается значительной деструктуризации миелинизированных волокон 
и спад сигнала рассеяния обусловлен в наибольшей степени метаболическими из-
менениями, приводящими к оскудению внутриклеточного состава, в то время как 
во втором случае уже проявляются все компоненты, приводящие к спаду сигнала 
рассеяния, но плотноклеточность не так выражена, как в центре опухоли. 

5.2. Комбинированный спектроскопический метод определения 
границ опухоли в нейроонкологии

С учетом всех вышеперечисленных особенностей взаимодействия излучения с 
биологическими тканями был разработан и апробирован в клинических условиях 
метод комбинированной спектроскопической диагностики. В результате сопостав-
ления данных интраоперационного спектроскопического анализа, проводимого in 
vivo в зоне циторедукции, и гистологической экспертизы образцов ткани, взятых из 
тех же областей, были получены данные о соответствии исследуемых спектроско-
пических характеристик типу ткани. Ниже приведены спектральные зависимости и 
вычисляемые по ним диагностические параметры, полученные у одного пациента 
в процессе удалении опухоли (рис. 4).

Множественные спектроскопические измерения, производимые во время опе-
рации, показали плавные изменения исследуемых характеристик в направлении от 
здоровой ткани к центру опухоли, подчиняющиеся определенным закономернос-
тям. На рис. 5 приведены диаграммы, иллюстрирующие эти тенденции. Все дан-
ные приведены в относительных единицах – по отношению к значениям соответс-
твующих параметров интактного мозга.

Результаты показали отсутствие накопления Пп IX, высокий уровень рассеяния 
и кровенаполнения, низкий уровень оксигенации для участков опухоли, в которых 

Таблица
Сопоставление данных имитационного моделирования и результатов спектроскопии in vivo

Диффузное отражение по 
отношению к нормальной ткани

Степень II-III Степень IV
центр 

опухоли
край 

опухоли
центр 

опухоли
край 

опухоли
Монте-Карло

632,8 нм
0,22±0,001 0,41±0,002 0,56±0,001 0,28±0,001

In vivo 0,21±0,02 0,37±0,02 0,53±0,02 0,26±0,02
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преобладал некроз. Для этих участков уместнее оперировать термином «концент-
рация гемоглобина» вместо термина «кровенаполнение», поскольку в некротичес-
ких тканях высокое значение этого параметра, скорее всего, достигается за счет 
геморрагий.

Рис. 4. Пример спектральных зависимостей, регистрируемых интраоперационно и вычисляемых 
по ним характеристик, полученных во время удаления глиобластомы со спектроскопическим конт-
ролем

Рис. 5. Распределение исследуемых биохимических и структурных опухолевых маркеров по раз-
личным типам опухолевых тканей (все значения приведены относительно интактного мозга)
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Для образцов ткани из центра опухоли с микроскопическими включениями 
некроза был показан флуоресцентный контраст по сравнению со здоровой корой, 
равный 7±1,7, уменьшение плотности ткани более чем вдвое по сравнению с нор-
мой, кровенаполнение, превышающее среднее в 6 раз, и уровень оксигенации, 
составляющий 60% от значений соответствующих параметров интактного мозга. 
Ткань из центра опухоли без признаков некроза показала сходные характеристи-
ки, за исключением кровенаполнения, которое оказалось ниже. Зоне инфильтрации 
соответствовал максимальный уровень накопления Пп IX (в 10±3 раз выше, чем в 
норме), наименьшая плотность ткани, кровенаполнение, вдвое превышающее нор-
му, и самый высокий уровень оксигенации, близкий к таковому интактного мозга.

Избирательное накопление Пп IX в опухолевых тканях по сравнению с нор-
мальными обусловлено рядом ферментативных нарушений в быстро пролифериру-
ющих клетках опухоли. Как показали исследования, содержание протопорфирина 
IX в глиальных опухолях головного мозга является высокоспецифичным критери-
ем для демаркации границ опухоли, а также определения степени ее озлокачествле-
ния. Также было показано, что накопление Пп IX коррелирует с индексом проли-
ферации, что объясняет высокий уровень в активно растущей части опухоли в зоне 
инфильтрации, несколько заниженные его значения в центре опухоли, и отсутствие 
накопления Пп IX в зоне некроза.

Падение коэффициента рассеяния в зоне инфильтрации при высоком уровне 
оксигенации позволяет сделать предположение о том, что этот эффект обусловлен 
нарушением мембранных структур белого вещества. В то же время, в центре опу-
холи наряду с этими изменениями происходит и падение оксигенации, Варбург-эф-
фект, понижение числа митохондрий, на фоне которого в то же время наблюдается 
рост числа и размеров ядер. Первые два эффекта приводят к понижению рассея-
ния, третий – к повышению. Таким образом, мы видим результат конкуренции этих 
процессов. В зоне некроза образуются в достаточно большом количестве микропу-
зырьки, что может способствовать повышению уровня рассеяния. Таким образом, 
рассеивающие свойства достигают минимума по периферии опухоли, что делает 
этот критерий наиболее информативным при поиске границ опухоли.

В полученных нами данных можно увидеть общую тенденцию падения оксиге-
нации при движении от интактного мозга через зону инфильтрации и собственно 
опухоль – к некрозу. Однако следует учитывать то обстоятельство, что этот крите-
рий является чрезвычайно чувствительным к механическому воздействию и может 
демонстрировать заниженные значения доброкачественных тканей.

Результаты измерения кровенаполнения позволяют объединить исследуемые 
нами четыре типа тканей в две группы, поскольку не было обнаружено статисти-
чески значимых различий в кровенаполнении между центром опухоли с некрозами 
и преимущественно некрозом, так же как между центром опухоли и зоной инфиль-
трации, в то время как между собой эти две группы отличаются в два с полови-
ной раза. Эти результаты хорошо соотносятся с приведенным выше анализом ре-
зультатов измерения кровенаполнения и плотности сосудов различных глиальных 
опухолей, выполненных с использованием различных методов измерения. В целом 
можно заключить, что более малигнизованные участки опухоли характеризуются 
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более высоким уровнем кровенаполнения и пониженным уровнем оксигенации по 
сравнению с краем опухоли (под краем в данном случае понимается группа, объ-
единяющая зону инфильтрации и часть опухоли, лишенную признаков некротичес-
ких изменений).

6. Перспективы развития методов оптической 
спектроскопии в нейроонкологии

6.1. Развитие метода комбинированной спектроскопии 
с использованием различных типов оптоволоконных зондов

Оптоволоконные устройства открывают широкие возможности для их ин-
теграции со стандартным нейрохирургическим инструментарием. Сопряжение 
оптоволоконного зонда с аспиратором (рис. 6, слева) позволяет производить од-
новременную диагностику состояния тканей и их деструкцию. При этом спектрос-
копический анализатор встроен в звено обратной связи. Благодаря такому подходу, 
объединяющему диагностическое устройство и хирургический инструмент, удает-
ся добиться управляемой деструкции тканей. Использование оптоволоконного ус-
тройства с биполярным коагулятором позволяет производить измерения на различ-
ных расстояниях между осветительным и приемным волокнами, варьируя таким 
образом глубину проникновения излучения в ткань. Особое значение приобретает 
оценка параметров гемодинамики в области, прилежащей к зоне коагуляции (рис. 
6, справа).

Сопряжение оптоволоконного зонда со стереотаксическим инструментарием 
(рис. 7) позволяет добиться высокой точности позиционирования канюли в объеме 
мозга. Постоянный контроль концентрации и степени оксигенации гемоглобина 

Рис. 6. Оптоволоконные зонды, сопряженные с нейрохирургическим аспиратором и биполярным 
коагулятором
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позволяет избежать повреждения крупных сосудов. Анализ уровня флуоресценции 
опухолевого маркера способствует взятию образца ткани из наиболее агрессивного 
участка опухоли.

6.2. Анализ спектрально разрешенных изображений 
в нейроонкологии

Комбинированный метод регистрации спектрально разрешенных изображений 
реализуется как в окне биологической прозрачности, где производится анализ флу-
оресцентного сигнала, так и в зеленом диапазоне видимого спектра, в котором до-
статочно сильно поглощение гемоглобина.

В лаборатории лазерной биоспектроскопии разработан метод регистрации 
спектрально разрешенных изображений в диффузно отраженном свете с использо-
ванием набора узкополосных интерференционных фильтров, соответствующих в 
максимуме пропускания пикам поглощения основных тканевых хромофоров. Для 
анализа содержания и оксигенации гемоглобина в тканях использовались интерфе-
ренционные фильтры с максимумами пропускания на длине волны 542, 560, 576, 
586 и 5�6 нм, позволяющие регистрировать изображения в оптических диапазонах, 
соответствующих характерным точкам спектра поглощения гемоглобина. 

Также разработаны метод и устройство одновременной регистрации флуорес-
центного видеоизображения в красном и ближнем ИК-диапазоне с наложением на 
полноцветную картину в диффузноотраженном свете (рис. 8). 

6.3. Новые флуоресцентные маркеры и фотосенсибилизаторы 
для целей нейроонкологии

Одной из наиболее динамично развивающихся областей биофотоники являет-
ся разработка наноматериалов и методов их мониторинга в организме. Благодаря 

Рис. 7. Оптоволоконный зонд, сопряженный с канюлей, для стереотаксической биопсии
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возможности конструирования наночастиц с заданными свойствами можно обес-
печить как различные механизмы из взаимодействия с биологическими структура-
ми тканей и клеток, так и определенные оптические свойства, способствующие не 
только их наилучшему обнаружению в биологической ткани, но также опосредую-
щие различные варианты фотохимического воздействия.

Фотодинамическая терапия является методом высокоселективного воздействия 
на опухолевые ткани и является одним из передовых подходов к решениям задач 
нейроонкологии. Принцип фотодинамического воздействия заключается в фотохи-
мической реакции, которая происходит при поглощении молекулой фотосенсибили-
затора, накопившегося в ткани, кванта света и ее последующем переходе в возбуж-
денное состояние, из которого она может релаксировать несколькими способами, 
одним из которых является испускание кванта флуоресцентного излучения, другим 
– передача энергии другой молекуле. Молекула кислорода при передаче ей возбуж-
дения от фотосенсибилизатора переходит в синглетное состояние и приобретает 
высокую реакционную способность. Ввиду малого радиуса действия синглетного 
кислорода (порядка 0,02 мкм) вследствие его быстрого гашения в биологических 
системах первыми поражаются внутриклеточные структуры, непосредственно 
содержащие фотосенсибилизатор, или близкие к ним, преимущественно хорошо 
оксигенированные. Эта локальность обеспечивает высокую селективность фотоди-
намического воздействия при условии специфического накопления фотосенсиби-
лизатора в клетках опухоли. Помимо 5-АЛК наиболее активно используются сей-

Рис. 8. Устройство визуализации флуоресценции 5-АЛК-индуцированного протопорфирина IX 
на фоне полноцветного изображения операционного ложа
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час такие фотосенсибилизаторы как производные гематопорфирина, феофорбиды. 
Использование наноформ упомянутых фотосенсибилизаторов открывает новые 
возможности их доставки к цели фотодинамического воздействия, селективности 
терапии и мониторинга ее эффективности (рис. �).

Интерес также представляет возможность конъюгации флуоресцентных марке-
ров и фотосенсибилизаторов с антителами к опухолевым генам, что обеспечивает 
таргетную доставку действующего вещества в опухоль.

Совместно с ФГБУ «Государственный научный центр социальной и судебной 
психиатрии им. В.П. Сербского» был проведен ряд работ по исследованию сорас-

Рис. 9. Диссоциация наночастиц метилфеофорбида (НЧ) в мембранах клеток глиобластомы 
(L�M-710)

Длина волны флуоресцентного излучения молекулярной (М) и наноформы метилфеофорбида 
отличается, благодаря чему можно наблюдать процесс диссоциации наночастиц на молекулы при 
прохождении через клеточные мембраны. Длина волны, соответствующая пику поглощения молеку-
лярной формы, обеспечит высокую селективность фотодинамического воздействия

Рис. 10. Сравнительный анализ накопления Пп IX (слева) и мембранных трейсеров �il18 (спра-
ва) в глиоме



723

пределения в опухолевых тканях 5-АЛК-индуцированного протопорфирина IX и 
антител к коннексину, меченых флуоресцентным красителем из серии �lexa, пока-
завший различия в характере накопления этих агентов в перифокальной зоне. Также 
был проведен сравнительный анализ накопления Пп IX и мембранных трейсеров 
�il18 в глиоме и периопухолевом пространстве в диагностике опухолевых клеток 
при интраоперационной навигации. Глиомные клетки С6, меченые мембранным 
трейсером �il18, имплантировались в мозг крыс. В процессе роста в головном моз-
ге после имплантации метка сохраняется, на иллюстрации видно, как далеко ин-
фильтрируются глиомные клетки от основного очага перифокальной зоне (рис. 10).

Проведенные исследования демонстрируют важность междисциплинарных ра-
бот на стыке физики, химии и биологии для развития новых методов диагностики 
и терапии заболеваний головного и спинного мозга.
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Глава 3

ЛЕЧЕНИЕ

Нейролипины – эндогенные нейропротекторы 
при ишемии мозга и основа для создания новых 
гибридных мультифункциональных препаратов

М.Ю. Бобров, Н.М. Грецкая, М.Г. Акимов, В.В. Безуглов
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1. Введение

Нейродегенеративные процессы, наблюдающиеся при инсультах, травмах, при 
болезнях Паркинсона и Альцгеймера и ряде других, сопровождаются прогрессив-
но нарастающей гибелью нервных клеток головного мозга. Данные многочислен-
ных исследований последних лет свидетельствуют о том, что эти процессы обус-

Сокращения: АДА – N-арахидоноилдофамин; АСТ – N-арахидоноилсеротонин; ВП – внеклеточ-N-арахидоноилдофамин; АСТ – N-арахидоноилсеротонин; ВП – внеклеточ--арахидоноилдофамин; АСТ – N-арахидоноилсеротонин; ВП – внеклеточ-
ный потенциал; ГАЖК – гидролаза амидов жирных кислот; ДДА – N-докозагексаеноилдофамин; ЭСТ 
– N-эйкозапентаеноилсеротонин; ВР1 – ванилоидные рецепторы 1-го типа; КР1 – каннабиноидные ре-
цепторы 1-го типа; КР2 – каннабиноидные рецепторы 2-го типа; 2АГ – 2-арахидоноилглицерин.
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ловлены каскадом взаимосвязанных реакций� нарушением клеточного метаболиз-
ма и функционирования митохондрий, изменением синаптической проводимости, 
оксидативным стрессом и токсическим действием избытка возбуждающих амино-
кислот. Тем не менее, ассортимент имеющихся в наличии эффективных нейропро-
текторов весьма скромен и явно недостаточен для успешной фармакологической 
коррекции нейрональной дегенерации. Поэтому поиск новых нейропротекторов и 
разработка стратегий защиты нейронов остается весьма актуальной и социально 
значимой задачей.

В последнее время пристальное внимание уделяется изучению роли нейроли-
пинов в нейродегенеративных процессах, и в частности – при ишемии головно-
го мозга. Нейролипины представляют собой семейство эндогенных производных 
жирных кислот, обладающих нейрорегуляторными свойствами. К нейролипинам 
относят амиды жирных кислот с биогенными аминами, а также моноэфиры жир-
ных кислот с глицерином. Наиболее активно на сегодняшний день изучаются такие 
нейролипины, как N-арахидоноилэтаноламин (анандамид) и 2-арахидоноилглице-
рин (2АГ). Установлены пути их биосинтеза, а также инактивации за счет фер-
ментативного гидролиза и внутриклеточного транспорта (Petrocelli�, 2004). Эти 
соединения исходно были обнаружены в нервной ткани как эндогенные лиганды 
каннабиноидных рецепторов (�evane et al., 1��2; �u�iura et al., 1��5), которые учаc-
твуют в передаче нервного импульса и в процессах нейрональной пластичности за 
счет регуляции выброса нейромедиаторов (�a�tillo et al., 2012). Было показано, что 
нейролипины и их рецепторы участвуют в регуляции процессов обучения, памяти, 
обмена веществ, терморегуляции и болевой чувствительности (Mec�oula�, Par�er, 
2012; Ber�u�e�-�ilva et al., 2010; �uin�on, Ho��ann, 200�). Участие нейролипи-
нов в широком спектре физиологических реакций дало основание полагать, что 
они могут играть существенную роль в патологических процессах при нейроде-
генерации. Исследования показали, что в тканях мозга после ишемии возрастает 
количество N-ацилэтаноламинов и 2АГ, а также происходит повышение экспрес-
сии каннабиноидных рецепторов (�e�n et al., 2007; Ber�er et al., 2004; ��an� et 
al., 2008). Генетическая блокада каннабиноидных рецепторов у мышей приводит к 
более выраженным повреждениям нервной ткани при экспериментальной ишемии 
по сравнению с их нормальными сородичами (Par�entier-Batteur et al., 2002). На-
копленные данные позволили сформулировать концепцию о том, что нейролипины 
совместно со своими рецепторами и ферментами метаболизма, а также белками 
внутриклеточной сигнализации составляют единую систему, препятствующую 
развитию патологической гибели нейронов при ишемии.

Помимо анандамида в организме млекопитающих были обнаружены амиды 
жирных кислот с другими биогенными аминами, например нейротрансмиттера-
ми. Так, из нервной ткани млекопитающих были выделены амиды жирных кис-
лот с дофамином (N-арахидоноилдофамин, АДА), ГАМК и глицином (Huan� et al, 
2001, 2002). N-арахидоноилсеротонин (АСТ) был выделен из стенки кишечника и 
в настоящее время рассматривается как эндогенное соединение (Ver�oec�x et al., 
2011). Таким образом, ацилирование биогенных аминов жирными кислотами яв-). Таким образом, ацилирование биогенных аминов жирными кислотами яв-
ляется новым биохимическим путем, приводящим, с учетом разнообразия жирных 
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кислот, к формированию большого семейства эндогенных биоактивных липидов. 
Биохимические свойства, молекулярные мишени, а также возможная роль боль-
шинства представителей семейства нейролипинов в нейродегенеративных процес-
сах остаются до сих пор недостаточно изученными.

В данной работе суммированы результаты исследований роли нейролипинов 
как эндогенных факторов, противодействующих развитию патологических про-
цессов при ишемии мозга. Это позволило предложить концепцию принципиаль-
но новых лекарственных препаратов, в структуре которых сочетаются молекулы 
нейролипинов и других биологически активных соединений� пептидов, биогенных 
аминов и оксида азота (в виде органических нитратов).

2. Нейропротекторное действие нейролипинов и их аналогов

Для характеристики биохимических свойств и для определения нейропротек-
торного потенциала были синтезированы и изучены эндогенные нейролипины и их 
разнообразные аналоги (рис. 1)�

– 2-арахидоноилглицерин и его аналоги� эфиры арахидоновой кислоты (1d) с 
1,3-дифтор (2b), 1,3-динитро (2c) производными глицерина (2a);

– анандамид� амид арахидоновой кислоты (1d) с этаноламином (3a) и его гиб-
ридные аналоги� эфир арахидоновой кислоты с этиленгликолем (3b) и амид арахи-
доновой кислоты с аминопропандиолом (3c);

– N-арахидоноилдофамин и его аналоги с некоторыми ненасыщенными кисло-
тами ω6 (1f дигомо-�-линоленовая, 1ea-диметиларахидоновая, 1i пиноленовая) и 
ω3 (1a докозагексаеновая, 1b докозапентаеновая, 1c эйкозапентаеновая, 1g стеари-
доновая, 1ha-линоленовая) серий. Амиды арахидоновой кислоты с родственными 
дофамину аминами� фенэтиламин (5a), фенилаланин (5b), тирамин (5c), тирозин 
(5d), L-ДОФА (5f), 3-метоксидофамин (5g), 4-метоксидофамин (5h), норадреналин 
(5i), адреналин (5j);

– N-арахидоноилсеротонин и его аналоги с рядом жирных кислот. Амиды ара-
хидоновой кислоты с родственными серотонину (4b) аминами� триптофан (4e), 
триптамин (4a), 5-метокситриптамин (4с), 5-бромтриптамин (4d).

Синтетические аналоги применялись для сравнительной характеристики био-
логической активности, для выяснения роли структурных компонентов (жирной 
кислоты и соответствующего амина или спирта), а также для выявления более эф-
фективных модуляторов активности нейролипинов. Кроме того, некоторые синте-
тические нейролипины могут рассматриваться как возможные эндогенные соеди-
нения с самостоятельным механизмом действия, либо как биосинтетические пред-
шественники или метаболиты нейролипинов, а также как структурные компоненты 
гибридных лекарственных препаратов.

Работами последних лет установлено, что рецепторными мишенями эндоген-
ных нейролипинов анандамида и 2-арахидоноилглицерина (2АГ) являются канна-
биноидные рецепторы 1-го и 2-го типов (КР1 и КР2) и ванилоидные рецепторы 
1-го типа (ВР1) (Pert�ee, 2006). Взаимодействие N-арахидоноилдофамина (АДА), 
N-арахидоноилсеротонина (АСТ) и их аналогов с рецепторами нейролипинов опи--арахидоноилсеротонина (АСТ) и их аналогов с рецепторами нейролипинов опи-
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сано не было, поэтому на начальном этапе работы мы изучили свойства этих со-
единений как лигандов указанных рецепторных мишеней. Известным путем ина-
ктивации анандамида является его ферментативное расщепление до арахидоно-
вой кислоты и этаноламина гидролазой амидов жирных кислот (ГАЖК) (�eut�c� 
et al., 2002). Проведена оценка устойчивости АДА и АСТ к действию ГАЖК, а 
также были исследованы свойства представителей семейства N-ацилдофаминов и 
N-ацилсеротонинов как ингибиторов гидролиза анандамида. Соединения, содер-
жащие гидрокси-группы в бензольном и индольном кольце, обладают антиокси-
дантными свойствами и способны восстанавливать радикалы различной природы 
(�ta�iu�, Ko�u�e�, 2010; Bue�i et al., 2013). В то же время, антиоксидантный потен-
циал N-ацилдофаминов и N-ацилсеротонинов оставался не исследованным. Поэ-
тому было важно изучить антиоксидантные свойства ацилированных производных 
дофамина и серотонина.

3. Нейролипины – лиганды каннабиноидных рецепторов

Взаимодействие с рецепторами оценивали методом радиолигандного связыва-
ния в препаратах плазматических мембран, полученных из клеток и тканей, со-
держащих соответствующие рецепторы. Для оценки взаимодействия изучаемых 
нейролипинов с каннабиноидным рецептором 1-го типа (КР1) использовали пре-
параты мембран, выделенные из гомогената головного мозга крысы, а также синте-
тические радиоактивно меченые лиганды� агонист [3H]СР55�40 и антагонист [3H]
��141716�. На начальном этапе с помощью насыщения рецепторного связывания 
определяли параметры взаимодействия (K�) меченых лигандов с рецепторами, а за-
тем проводили оценку связывания нейролипинов и их аналогов методом вытесне-
ния радиоактивно меченых лигандов (Be�u�lov et al., 2001; Bi�o�no et al., 2000; Bo-Be�u�lov et al., 2001; Bi�o�no et al., 2000; Bo-
�rov et al., 2005; Le�a� et al., 2007). Установлено, что наибольшим сродством к КР1 
плазматических мембран головного мозга крысы обладают амиды жирных кислот. 
Анандамид (1d-3a) оказался наиболее эффективным лигандом (Ki=12 nM) среди эн-
догенных нейролипинов. Константа ингибирования для N-арахидоноилдофамина 
(АДА, 1d-5e) составила 100 nM, тогда как N-арахидоноилсеротонин (АСТ, 1d-4b) 
не проявлял значимой активности (Bi�o�no et al., 1��8) (табл. 1).

Замены в жирнокислотной части молекулы АДА на ω3 кислоты с разной длин-
ной алифатической цепи и степенью ненасыщенности приводили к снижению аф-
финности соответствующих аналогов (см. табл. 1). В семействе дофаминоидов ак-
тивность соединений в зависимости от структуры жирнокислотного остатка убы-
вала в следующем ряду (приведены обозначения жирных кислот)�

�20�4ω6>�22�5ω3>�20�5ω3>�22�6ω3>�18�3ω6>>�18�4ω3>�18�3ω3>a-��-
�20�4ω6.

Работами ряда авторов было показано, что замены остатков арахидоновой кис-
лоты в анандамиде и 2АГ на ω3 кислоты приводили к резкому падению аффиннос-
ти соответствующих аналогов, значения констант ингибирования которых превы-
шали 10 мкМ (Hillar�, �a���ell, 1��7; �u�iura et al., 1���). Интересно, что у произ-Hillar�, �a���ell, 1��7; �u�iura et al., 1���). Интересно, что у произ-). Интересно, что у произ-
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водных дофамина c ω3 жирными кислотами не наблюдается драматических потерь 
аффинности, тогда как замена арахидоновой кислоты на кислоты С18-семейства 
независимо от серии (ω3 или ω6) привела к падению аффинности на порядок и 
более.

Для определения характера взаимодействия с рецептором были проведены ис-
следования специфических для активации КР1 физиологических ответов в тестах 
на клетках и на животных. Известно, что под действием агонистов КР1 у мышей 
наблюдается снижение локомоторной активности, каталепсия, снижение ректальной 
температуры и повышение порога болевой чувствительности (�ri�e et al., 2006). Про-�ri�e et al., 2006). Про-). Про-
явление всех перечисленных ответов под действием исследуемого вещества харак-
теризует его как агонист КР1. Анандамид проявлял выраженную активность во всех 
тестах тетрады. N-ацилдофамины демонстрировали активность, согласующуюся с 
результатами экспериментов по связыванию� аналоги, имевшие низкую активность 
в отношении КР1, также менее эффективны в тетраде (см. табл. 1). Кроме того, было 
установлено, что N-ацилсеротонины не вызывают характерных для каннабиноидов 
ответов в проведенных тестах (Be�u�lov et al., 2001; Bi�o�no et al., 1��8).

Ранее было показано, что активация КР1, в частности анандамидом, стимули-
рует в клетках нейробластомы мыши N18��2 повышение концентрации ионов 
�a2+ за счет его выделения из внутриклеточных депо (�u�iura et al., 1��7). Нами 
установлено, что в клетках линии N18��2 анандамид и АДА стимулируют увели-
чение концентрации ионов �a2+ внутри клетки. Причем АДА оказался в 45 раз бо-
лее активным, чем анандамид (рис. 2). Предынкубация клеток с антагонистом КР1 

Таблица 1
Аффинность амидов жирных кислот на КР1 и их активность 

в каннабиноидной тетраде тестов на мышах
Амиды жирных кислот KP1, Ki, 

нM
Тетрада

Жирная к-та Амин ОП ИН Т°С ГП
20�4ώ6 1� дофамин  5е        100 ++ 55 1,7 ++
22�5 ώ3 1� дофамин  5е        425 ++ 73 1,8 +
20�5 ώ3 1c дофамин  5е        475 ++ 78 1,6 +
22�6 ώ3 1a дофамин  5е        500 ++ 68 1,8 +
18�3 ώ6 1i дофамин  5е        1050 – 51 – –
18�4 ώ3 1� дофамин  5е        2000 + 68 1,7 –
18�3 ώ3 1� дофамин  5е        2150 + 45 – –
20�4 ώ6 1� этаноламин  3a        12 ++ 70 2,5 ++
20�4 ώ6 1� аминопропандиол  3c        55 + 60 1,� +
20�4 ώ6 1� серотонин  4�        на – – – –
20�5ώ3 1c серотонин  4�        нт – – – –
22�6ώ3 1a серотонин  4�        нт – – – –

Ki – константы ингибирования связывания [3H]СР55,�40 в мембранах мозга, «на» – вытеснение менее 
30% метки при концентрации 10 мкМ; нт – не тестировали. Тесты тетрады� ОП – «открытое поле»;  
ИН – индекс неподвижности в тесте «кольцо», в % (макс. 100%); �º� – падение ректальной 
температуры; ГП – горячая пластинка (пояснение см. в тексте). ++ – достоверно отличается от 
контроля в два и более раза; + – достоверно отличается от контроля менее чем в два раза; –  – нет 
активности по сравнению с контролем (достоверные отличия р<0,05, тест Стьюдента).
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��141716� (0,5 мкм, 30 мин) приводила к исчезновению эффекта АДА (1 мкМ) 
(Bi�o�no et al., 2000). Еще одним характерным ответом на активацию КР1 является 
ингибирование пролиферации клеток линии рака молочной железы M��-7 (Petro-Petro-
celli� et al., 1��8). АДА ингибировал пролиферацию с ЕС50=250 нМ, при этом ан-
тагонист КР1 ��141716� препятствовал ингибированию, тогда как неселективный 
антагонист дофаминовых рецепторов галоперидол не влиял на эффект АДА (см. 
рис. 2) (Bi�o�no et al., 2000).

 Оценку взаимодействия N-ацилдофаминов с каннабиноидными рецептора-
ми 2-го типа (КР2) проводили на препаратах плазматических мембран селезенки 
крысы, где ранее был обнаружен высокий уровень экспрессии этих рецепторов 
(�aliè�ue et al., 1��5). В качестве меченого лиганда использовали [3H]WIN-55,212-
2. Было показано, что исследуемые соединения имеют низкую аффинность на КР2. 
Наиболее активным нейролипином из группы амидов жирных кислот оказался 
анандамид (Ki=3 мкМ). У производных дофамина значения констант ингибирова-
ния превышали 10 мкМ (Bi�o�no et al., 2000).

Ранее было установлено, что некоторые нейролипины (анандамид, 2АГ) спо-
собны реализовывать свои эффекты через ванилоидные рецепторы первого типа 
(ВР1, или ��PV1) (��art et al., 2000; �y��unt et al., 2013). АДА в диапазоне кон-
центраций 0,5–25 мкМ не приводил к вытеснению селективного агониста ВР1 [3H]-
резинифератоксина в препаратах мембран спинного мозга крысы (Bi�o�no et al., 
2000).

N-ацилдофамины имеют в своем составе остаток дофамина, что позволяет 
предположить их взаимодействие с дофаминовыми рецепторами. Однако оказа-
лось, что на мембранных препаратах из мозга крысы АДА (0,1–10 мкМ) не приво-

Рис. 2. Влияние АДА на клеточные ответы, опосредуемые КР1
А – изменение внутриклеточной концентрации �a2+ в клетках нейробластомы N18��2; макси-N18��2; макси-18��2; макси-��2; макси-2; макси-

мальный ответ клеток фиксировался при добавлении 1 мМ �a�l2; антагонист КР1 ��141716� (0,5 
мкМ) был добавлен за 30 мин до АДА (1 мкМ);  Б – ингибирование АДА (0,2 мкМ) пролиферации 
клеток линии M��-7; ��1 – ��141716� (0,5 мкМ), Гал – галоперидол (0,1 мкМ)
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дил к значимому вытеснению меченых лигандов �1 и �2 рецепторов, [3H]��H233�0 
и [3H]-спиперона, соответственно (Bi�o�no et al., 2000).

Результаты, полученные в экспериментах по вытеснению меченного лиганда, 
во многом зависят от его структуры и места его связывания с рецептором, кото-
рое может не полностью соответствовать месту взаимодействия на рецепторе ис-
следуемого соединения. Поэтому использование функциональных моделей может 
дать дополнительную информацию о сигнальных свойствах исследуемых веществ 
(см. далее). В данной работе, а также другими авторами было установлено, что ряд 
клеточных ответов, инициируемых АДА, ингибируется антагонистами ВР1 и КР2 
рецепторов (�a�ar et al., 2004). Таким образом, нельзя исключать, что ВР1 и КР2 
также являются молекулярными мишенями N-ацилдофаминов.

Полученные результаты на клеточных моделях и в тестах на животных поз-
воляют сделать вывод о том, что N-арахидоноилдофамин и некоторые его гомо-
логи способны реализовывать свои эффекты за счет активации каннабиноидных 
рецепторов 1-го типа. Важно подчеркнуть, что в составе липидов головного моз-
га наблюдается повышенное содержание ω3 жирных кислот (�venner�ol�, 1�68), 
преимущественно докозагексаеновой кислоты (�22�6ω3, 1a), которая, как и ара-
хидоновая кислота, может служить предшественником эндогенных нейролипинов 
(Ki�, ��ector, 2013). Полученные нами результаты позволяют предположить, что 
в случае эндогенного образования N-ацилдофаминов, в состав которых входят ω3 
кислоты, их молекулярными мишенями также могут быть каннабиноидные рецеп-
торы 1-го типа.

4. Влияние ацилированных производных дофамина 
и серотонина на гидролиз анандамида

Известным способом регуляции действия нейролипинов из группы этанолами-
дов жирных кислот (например анандамида) является их деградация ГАЖК, экс-
прессируемой в тканях головного мозга (�eut�c� et al., 2002). Устойчивость произ-�eut�c� et al., 2002). Устойчивость произ-). Устойчивость произ-
водных жирных кислот с дофамином и серотонином, а также взаимодействие этих 
соединений с ГАЖК практически не изучались.

Методом тонкослойной хроматографии нами было показано, что при инкубации 
анандамида с препаратами мембран головного мозга крысы в органических экстра-
ктах смеси происходит повышение содержания свободной арахидоновой кислоты, 
что свидетельствует о гидролизе данных соединений. Использование ингибитора 
сериновых амидгидролаз фенилметилсульфонилфторида приводило к значитель-
ному снижению образования арахидоновой кислоты из анандамида. При инку-
бации АДА в тех же условиях обнаруживалось незначительное, по сравнению с 
анандамидом, количество арахидоновой кислоты. N-арахидоноилсеротонин (АСТ) 
был полностью устойчив к гидролизу. Анализ экстрактов с помощью ВЭЖХ также 
подтвердил стабильность АСТ в данных условиях. Был проведен анализ влияния 
АДА и АСТ, а также их производных на активность ГАЖК в препаратах мембран 
головного мозга крысы (Bi�o�no et al., 1��8, 2000; Бобров и др., 2000; Безуглов и 
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др., 2006; Генрихс и др., 2010). В качестве субстрата использовали [3Н]-анандамид, 
меченный по остатку этаноламина (Рогов и др., 1��7). Среди N-ацилдофаминов 
наибольшую ингибиторную активность проявлял N-эйкозапентаеноилдофамин 
(1с-4b), тогда как АДА был наименее активным. Таким образом, в этом тесте про-
изводные ω3 жирных кислот были активнее производных ω6 кислот (табл. 2).

Среди N-ацилсеротонинов наибольшей активностью обладали N-эйкозапетае-
ноил-серотонин (ЭСТ, 1с-4b) и АСТ (1d-4b) с I�50 1 мкМ и 5,2 мкМ, соответственно 
(табл. 3). По-видимому, молекулы, содержащие эйкозапентаеновую кислоту, имеют 
наиболее подходящую конформацию для взаимодействия с ферментом. Таким об-
разом, замена арахидоновой кислоты в составе нейролипинов на ω3 жирные кисло-
ты может приводить к усилению ингибирования ГАЖК.

Можно предположить, что остатки дофамина и серотонина в молекулах ней-
ролипинов обеспечивают ингибирующее действие за счет гидроксильных групп 

Таблица 2
Ингибирование ГАЖК N-ацил-дофаминами и их аналогами. 

Сопоставление с активностью этих соединений в отношении КР1
Соединения ГАЖК I�50  

мкМ
KP1, Ki, 

нMЖирная к-та Амин
20�4ω6   1� тирозин                       5� >50 >10000
20�4ω6   1� L-����                       5f >50 >10000
20�4ω6   1� тирамин                       5с 16 102
20�4ω6   1� дофамин                      5е 24 100
20�4ω6   1� норадреналин             5i 7,5 220
20�4ω6   1� адреналин                   5� 45 2500
20�4ω6   1� 6-гидроксидофамин 40 >10000
20�4ω6   1� 3-метоксидофамин    5� 40 310
20�4ω6   1� 4-метоксидофамин    5� 11,5 1�0
20�4ω6   1� фенэтиламин              5a 33 200
20�5ω3   1c дофамин                      5e 3,8 475
18�4ω3   1� дофамин                      5e 5 2000
22�5ω3   1� дофамин                       5e � 425
22�6ω3   1a дофамин                      5e 11 500
18�3ω3   1� дофамин                       5e 12 2150
α-��-20�4ω6 1e дофамин                      5e >50 10000

Таблица 3
Ингибирование ГАЖК  N-ацил-серотонинами и их аналогами

Соединения
I�50,  мкМ

Жирная кислота Амин
20�4ω6   1� серотонин                      4�     5,2
20�4ω6   1� 5-метокситриптамин    4с 6
20�4ω6   1� триптамин                     4а 7,5
20�4ω6   1� 5-бромтриптамин         4� 50
20�4ω6   1� триптофан                     4e >100
20�5ω3   1с cеротонин                      4� 1
18�3ω3   1� cеротонин                      4� 7,5
С� cеротонин                      4� 3�
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в ароматической части. Об этом свидетельствуют результаты по активности со-
единений, где эти группы отсутствовали или были замещены. Также наблюдалось 
значительное снижение активности у ацилированных производных аминокислот, 
которые являются предшественниками дофамина и серотонина� N-арахидоноилти-
розина и N-арахидоноилтриптофана (см. табл. 2, 3).

Полученные данные дают основание заключить, что производные жирных 
кислот с дофамином и серотонином являются умеренными ингибиторами ГАЖК. 
Можно предположить, что повышение количества таких нейролипинов в результа-
те их эндогенного выделения или поступления извне будет приводить к усилению 
физиологических ответов как за счет собственного взаимодействия с рецепторны-
ми мишенями, так и за счет торможения инактивации других нейролипинов, на-
пример анандамида.

5. Антиоксидантные свойства N-ацилдофаминов 
и N-ацилсеротонинов

Работами последних лет установлено, что соединения, содержащие гидрок-
сильные группы в бензольном или индольном кольце, обладают антиоксидантны-
ми свойствами и способны восстанавливать радикалы различной природы (�ta�iu�, 
Ko�u�e�, 2010; Bue�ietal., 2013). В то же время, антиоксидантный потенциал N-
ацилдофаминов и N-ацилсеротонинов оставался неисследованным.

Свойства представителей этих двух групп были изучены в тесте со стабильным 
органическим радикалом гальвиноксилом. Анализ активности соединений прово-

Рис. 3. Восстановление стабильного органического радикала гальвиноксила
На графике показано увеличение падения поглощения гальвиноксила в присутствии АДА. АТА 

– N-арахидоноилтирамин, А3мДА – N-арахидоноил-3-метоксидофамин. n – стехиометрический ко-
эффициент
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дили при помощи фотометрического измерения поглощения радикальной формы 
гальвиноксила (10 мкМ) в абсолютном этаноле при λ=428 нм. При восстановлении 
гальвиноксила наблюдается падение поглощения, по которому можно рассчитать 
стехиометрический индекс (n), характеризующий количество восстановительных 
эквивалентов в молекуле исследуемого соединения, способных реагировать с ра-
дикалом.

n=Δ��εl�,

где Δ�– величина падения поглощения, ε– коэффициент экстинкции гальвинокси-
ла, С– концентрация антиоксиданта, l=1 см). 

Было установлено, что N-ацилдофамины эффективно восстанавливают гальви-
ноксил, при этом активность соединений в данном тесте не зависит от структуры 
жирной кислоты, входящей в их состав. Стехиометрический индекс для исследо-
ванных N-ацилдофаминов был близок к значению 2, что свидетельствует о нали-
чии двух восстановительных эквивалентов (рис. 3). При помощи аналогов АДА, 
содержащих модификации в катехольной группе, было установлено, что для про-
явления активности необходимо наличие двух гидроксильных групп, поскольку 
производные с тирамином (1d-5c), 3-метоксидофамином (1d-5g) и 4-метоксидофа-
мином (1d-5h) были неактивны как восстановители гальвиноксила (Бобров и др., 
2006; Bo�rov et al., 2008). В присутствии АСТ также наблюдалось восстановление 
гальвиноксила, при этом амид арахидоновой кислоты с 5-метокситриптамином 
(1d-6с) был не активен, что свидетельствует об участии гидроксильной группы се-
ротонина в реакции восстановления.

Полученные результаты позволяют предположить, что N-ацилдофамины и N-
ацилсеротонины могут проявлять антиоксидантные свойства в условиях эндоген-
ной продукции реактивных форм кислорода и образования органических радика-
лов. Это было подтверждено в экспериментах на культурах клеток (см. ниже).

6. Нейропротекторный потенциал представителей 
семейства нейролипинов

Нейрозащитное действие нейролипинов изучали на основе экспериментальных 
подходов, моделирующих патологические процессы при ишемии. На клеточных 
культурах нейронов различных отделов мозга животных были использованы мо-
дели гипоксии, глутаматной нейротоксичности, окислительного стресса и нейро-
нального апоптоза (К+-депривация). Исследованы возможные молекулярные меха-
низмы нейрозащитного действия нейролипинов. Наиболее активные соединения 
были протестированы на животных в моделях гипоксии и фокальной ишемии. 
Была проведена оценка влияния нейролипинов на изменение ультраструктурных, 
гистологических и морфологических параметров, наблюдаемых при ишемии. Так-
же изучено влияние нейролипинов на локальный мозговой кровоток и агрегацию 
тромбоцитов.
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7. Влияние нейролипинов на нейрональный апоптоз

Модель калиевой депривации является одним из распространенных способов 
изучения нейронального апоптоза. Нейроны мозжечка крысы сохраняют жизне-
способность при культивировании в среде с повышенным содержанием ионов ка-
лия (25 мМ). При понижении концентрации калия до 5–10 мМ в течение 18–24 ча-
сов наблюдается массовая гибель нейронов по пути апоптоза (D’Mello et al., 1993). 
В данной модели были протестированы аналоги анандамида, 2АГ, АСТ и АДА. В 
исходной постановке опыта все вещества исследовали в трех концентрациях: 0.1, 
1, 10 мкМ. Анандамид, 2АГ и АСТ, а также их аналоги в данном тесте оказались 
неактивны. Среди N-ацилдофаминов нейрозащитное действие проявили АДА и 
N-докозагексаеноилдофамин (ДДА, 1a-5e). Максимальный эффект наблюдали при 
концентрации 10 мкМ: 59% и 39% выживших клеток для АДА и ДДА, соответс-
твенно. Для этих соединений было проведено исследование зависимости защитно-
го эффекта от концентрации (рис. 4).

АДА увеличивал выживаемость нейронов в диапазоне концентраций 1–15 мкМ 
(30–65% выживших клеток), тогда как ДДА был активен в интервале 5–30 мкМ 
(10–85% выживших клеток). Применение антагонистов каннабиноидных, ванило-
идных и дофаминовых рецепторов показало, что эффекты N-ацилдофаминов ре-
ализуются преимущественно за счет КР2 и ВР1 (рис. 5). Аналоги АДА с моди-
фикациями в дофаминовой части не оказывали достоверного защитного действия 
(Генрихс и др., 2010а).

С учетом биохимических характеристик нейролипинов, описанных выше, нами 
была применена комбинация соединений, состоящая из нейролипина и ингибитора 
его гидролиза. Были использованы АДА и ДДА в комбинации с наиболее активным 
ингибитором ГАЖК N-эйкозапентаеноилсеротонином (ЭСТ, 1c-4b).

Было установлено, что ЭСТ снижает эффективную концентрацию АДА и ДДА 
в условиях К+-депривации. В присутствии АДА (5 мкМ) и ДДА (10 мкМ) выжива-

Рис. 4. Защитное действие АДА (А) и ДДА (Б) на нейроны мозжечка крысы в модели К+-депри-
вации: инкубация 18 ч в среде с пониженной концентрацией К+ (9 мМ) в присутствии нейролипинов

Жизнеспособность определяли МТТ-тестом. p<0,05 – дисперсионный анализ
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ние клеток повышалось на 30-40% по сравнению с контролем. На фоне повыша-
ющейся концентрации ЭСТ 1–10 мкМ наблюдали усиление нейропротекторного 
эффекта АДА и ДДА до 80–90% (рис. 6). Эффект комбинации ДДА+ЭСТ заметно 
уменьшался в присутствии антагониста КР2, тогда как антагонист КР1 на него не 
влиял (Генрихс и др., 2010б).

Характерными признаками развития апоптоза являются активация кальций-за-
висимых протеаз (каспаз) и фрагментация ядерной ДНК (Hou, MacManus, 2002).

Электрофоретический анализ ДНК, выделенной из клеток, показал, что при 
инкубации с АДА и ДДА количество фрагментов с характерной длиной 180 пар 
оснований заметно снижается по сравнению с контролем (данные не приведены). 

Рис. 6. Усиление защитного действия N-ацилдофаминов (АДА, ДДА) при К+-депривации в ком-
бинации с ингибитором ГАЖК N-эйкозапентаеноилсеротонином (ЭСТ)

Рис. 5. Защитное действие АДА (А) и ДДА (Б) реализуется в модели К+-депривации при участии 
КР2 и ВР1

K+ – контроль (25 мМ К+), К– – АДА (9 мМК+), ДДА (15 мкМ), SR1 – антагонист КР1 SR141716A 
(2,5 мкМ), SR2 – антагонист КР2 SR144528 (2,5 мкМ), Кап – антагонист ВР1 капсазепин (2,5 мкМ), 
Гал – галоперидол (1 мкМ), антагонист рецепторов дофамина. ОП – оптическая плотность в МТТ-
тесте. p<0,05 в сравнении с АДА или ДДА
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Оценку активности каспаз 3 и � в культуре нейронов проводили с использованием 
флуоресцентно меченых субстратов. Было показано, что при К+-депривации увели-
чивается активность обеих каспаз, что свидетельствует в пользу развития гибели 
нейронов по пути апоптоза в данной модели. В присутствии АДА и ДДА актив-
ность этих ферментов снижена в 4–5 раз (рис. 7), что служит подтверждением ан-
тиапоптотического действия этих соединений.

Для выяснения возможных путей внутриклеточной сигнализации, задейство-
ванных в защитном эффекте АДА и ДДА, проведен ингибиторный анализ ряда кле-
точных протеинкиназ. Для этого АДА и ДДА применяли в сочетании с ингибито-
рами фосфоинозитол-3-киназы (PI3K), протеинкиназы А (P��), протеинкиназы С 
(P�С), калций-кальмодулин-зависимой киназы 2-го типа (�aMK-II), киназ, активи-
руемых внеклеточными сигналами (MEKK, MEK-1,2). В присутствии ингибиторов 
PI3K, P�С и �aMK-II наблюдали выраженное снижение нейропротекторного дейс-
твия АДА и ДДА, что может свидетельствовать в пользу участия этих протеинки-
наз во внутриклеточных каскадах, приводящих к повышению жизнеспособности 
нейронов под действием этих нейролипинов (рис. 8).

8. Влияние нейролипинов на жизнеспособность 
и функционирование нейронов на модели глутаматной 
нейротоксичности (ГНТ)

Нейрозащитные свойства нейролипинов изучены нами на модели ГНТ на пер-
вичных культурах нейронов коры головного мозга крыс или мышей. Нейроны коры 
мозга мыши подвергались кратковременному (15–20 мин) воздействию токсичес-
ких количеств глутамата (200 мкМ), после чего глутамат удаляли и клетки инкуби-

Рис. 7. Снижение активности каспаз 3 (А) и � (Б) под действием АДА и ДДА в условиях К+-де-
привации

Для определения активности каспаз в клеточных препаратах использовали флуоресцентно мече-
ные субстраты �c-�EV�-��� (каспаза 3) и �c-LEH�- ��� (каспаза �). ОЕ – относительные единицы 
флуоресценции. * р<0,05 в сравнении с контролем К (� мM)
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ровали с нейролипинами в течение 16–20 часов. Анандамид оказался неактивным 
в данном тесте, тогда как 2АГ обеспечивал снижение гибели клеток на 50% при 
концентрации 10 мкМ.

В отличие от модели К+-депривации, в модели ГНТ АДА и ДДА проявляли 
сходное защитное действие в одинаковом диапазоне концентраций. Максимальный 
эффект достигал 75–78% выживших клеток при концентрации 10 мкМ для обоих 
соединений (рис. �А). В данной модели также была использована комбинация АДА 
с ЭСТ. Концентрация АДА составляла 2,5 мкМ, при этой концентрации защитный 
эффект составил 26%, тогда как в сочетании с ЭСТ (2,5 и 5 мкМ) он достигал 48% 
(рис. �Б).

Рис. 9. А – защитный эффект АДА и ДДА в модели ГНТ в культуре нейронов коры мозга мыши. 
Б – потенцирование ЭСТ защитного действия АДА в модели ГНТ. Глутамат 200 мкМ, 15 мин, далее 
инкубация с веществами 16–20 часов, жизнеспособность определяли МТТ-тестом

Рис. 8. Влияние ингибиторов киназ на защитное действие АДА и ДДА в модели К+– депривации
АДА (5 мкМ), ДДА (15 мкМ), ингибиторы киназ� Ly – LY2�4002 2 мкМ (PI3K), Wo – �ort�anin  

10 нМ (PI3K), Kt – K�-5720 1 мкМ (PK�), �f – ��10�203X 1 мкМ (PK�), Kn – KN62 1 мкМ (�aMKII), 
P� – P��805� 1 мкМ (MEKK), �l – �L327 1 мкМ (MEK 1,2). * р<0,05 в сравнении с эффектом АДА 
или ДДА
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АДА также защищал культивируемые нейроны мозжечка крысы от токсическо-
го действия глутамата. Нейропротекторное действие в данных условиях снижалось 
в присутствии антагониста КР2, тогда как антагонист КР1 не влиял на защитный 
эффект АДА (рис. 10). Антагонист ВР1 капсазепин также снижал количество вы-
живших нейронов, обработанных АДА, однако эффект был менее выраженным.

Исследовано также влияние АДА на функциональные нарушения, индуциро-
ванные глутаматом в культуре нейронов гиппокампа крысы (K�a��e�ov et al., 2011). 
Для этого нейроны гиппокампа культивировали на мультиэлектродной матрице и 
регистрировали внеклеточные потенциалы с помощью системы ME�64 (�l��a Me� 
�cienti�c, Япония). После 10-го дня культивирования нейроны гиппокампа образу-
ют функциональную сеть, о чем свидетельствует периодическая биоэлектрическая 
активность, которая характеризуется повторяющимися пачками внеклеточных по-
тенциалов (ВП), регистрируемых на электродах матрицы. Под воздействием воз-
растающей концентрации глутамата количество пачек импульсов увеличивается, 
тогда как количество ВП уменьшается (рис. 11А). При этом сразу после добавления 
глутамата на всех электродах наблюдается период молчания (рис. 11В), длитель-
ность которого зависит от концентрации аминокислоты. АДА в диапазоне концен-
траций 0,5–5 мкМ не изменяет количества пачек и ВП, однако при концентрациях 7 
и 10 мкМ количество пачек не меняется, тогда как количество ВП снижается (рис. 
11Б). Комбинированное применение глутамата (50 мкМ) и АДА (10 мкМ) приводи-
ло к укорочению периода молчания в 3 раза, при этом наблюдалось восстановление 
параметров сетевой пачечной активности (рис. 11В,Г). Полученные данные свиде-
тельствуют о том, что N-ацилдофамины повышают жизнеспособность нейронов 
после токсического действия глутамата, а также могут восстанавливать функцио-
нальные свойства нейронов в культуре.

Рис. 10. Влияние антагонистов КР1, КР2 и ВР1 на защитный эффект АДА в модели глутаматной 
токсичности

+��1 – ��141716� (КР1), +��2 – ��144528 (КР2), +Кап – капсазепин (ВР1), все 5 мкМ. *�<0,01 
в сравнениис АДА
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9. Защитное действие нейролипинов при гипоксии

Влияние нейролипинов на жизнеспособность нейронов в условиях гипоксии 
изучали на культурах нейронов новой коры и гиппокампа головного мозга крысы. 
Нейроны коры помещали на 4 часа в камеру, продуваемую смесью азот�углекисло-
та (�5�5%), после чего инкубировали 16 часов в нормальной атмосфере. В данных 
условиях наблюдалось увеличение гибели нейронов в 1,5–1,6 раза по сравнению с 
культурами, находившимися в условиях нормоксии, о чем свидетельствовало со-
ответствующее повышение активности лактатдегидрогеназы (ЛДГ) в среде инку-
бации. В данных условиях все исследованные нейролипины анандамид, 2АГ, АД, 
ДД) проявили защитное действие (рис. 12). Важно отметить, что эффект наблю-
дался при более низких концентрациях соединений (0,01–1 мкМ) по сравнению с 
другими моделями (Bo�rov et al., 2005).

Воздействие гипоксии на жизнеспособность и функциональные свойства нейро-
нов также изучали на клетках, выделенных из гиппокампа крысы и культивируемых 
на мультиэлектродных матрицах. Выживаемость определяли подсчетом живых и 
погибших клеток при помощи микроскопии после соответствующего окрашивания. 
Функциональную активность нейронов определяли регистрацией внеклеточных по-
тенциалов на электродах мультиэлектродной матрицы (Ведунова и др., 2013).

Влияние нейролипинов и их рецепторов на указанные параметры оценивали 
на примере АДА. Было установлено, что через сутки после короткой гипоксии  
(10 мин в атмосфере аргона) во всех исследованных группах наблюдалось сниже-
ние жизнеспособности нейронов в среднем на 15%. На седьмые сутки после гипок-
сии жизнеспособность нейронов в контрольной группе снизилась до 30,8%, тогда 
как на фоне АДА (10 мкМ) количество живых клеток не изменилось по сравнению 
с первыми сутками после гипоксии. Антагонисты КР1 и ВР1 снижали защитное 
действие АДА (табл. 4).

АДА (10 мкМ); ��1 – антагонист КР1 ��141716� (2,5 мкМ); ��2 – антагонист 
КР2 ��144528 (2,5 мкМ); Кап – антагонист ВР1 капсазепин (2,5 мкМ); * �<0,05 
сравнение с нормоксией, ** �<0,05 сравнение с 1-ми сутками после гипоксии тест 
Стьюдента

В культурах нейронов гиппокампа, подвергнутых гипоксии, также наблюда-
лось изменение характера спонтанной сетевой активности. В контрольных куль-
турах происходило увеличение среднего количества сетевых пачек через 10 минут 
после гипоксии (рис. 13А). Количество внеклеточных потенциалов (ВП) в пачке 
оставалось при этом неизменным (рис. 13Б). Количество пачек снижалось через 2 
часа и через сутки после гипоксии, а на 7-е сутки наблюдалось практически полное 
прекращение пачечной активности. Также отмечалось снижение количества ВП 
в пачке после гипоксии на первые и седьмые сутки. Аппликация АДА (10 мкМ) 
препятствовала развитию изменений, наблюдаемых в контроле, и приводила к со-
хранению структуры пачечной активности сети в первые сутки постгипоксическо-
го периода (см. рис. 13А). Важно отметить, что использование АДА приводило к 
сохранению жизнеспособности клеток на 7-е сутки на уровне первых суток после 
гипоксии (см. табл. 4). Таким образом, наблюдаемое снижение биоэлектрической 
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активности на фоне АДА связано с функциональными изменениями, а не со сниже-
нием количества живых клеток, как в контрольных культурах.

Для выявления рецепторного компонента в реализации эффектов АДА были 
использованы антагонисты КР1-, КР2- и ВР1-рецепторов. Блокада КР1-рецепторов 
на фоне действия АДА приводила к снижению количества пачек через сутки после 
гипоксии (рис. 14А). Также наблюдалось выраженное увеличение (примерно в 8 
раз) количества ВП в пачке, что свидетельствует о растормаживании сети за счет 
блокады КР1 рецепторов (рис. 14Б). На 7-е сутки после гипоксии при блокаде КР1 
происходило полное исчезновение сетевой активности. При блокаде ВР1 на 1-е и 
7-е сутки количество пачек уменьшалось, тогда как число ВП в пачке оставалось на 
том же уровне, что и у АДА. При блокаде КР2-рецепторов не происходило досто-

Таблица 4
Выживаемость нейронов гиппокампа после гипоксии

Группы
Живые клетки (%)

1-е сутки 7-е сутки
Нормоксия 8�,4±1,3 8�,0±2,1
Гипоксия 73,2±3,�* 30,8±4,8**
Гипоксия АДА 75,1±3,7* 75,2±10,4
Гипоксия АДА+��1 75,5±1,4* 34,�±4,1**
Гипоксия АДА+��2 73,�±3,�* 70,1±10,1
Гипоксия АДА+Kan 74,1±3,1* 42,1±10,4**

АДА (10 мкМ); ��1 – антагонист КР1 ��141716� (2,5 мкМ); ��2 – антагонист КР2 
��144528 (2,5 мкМ); Кап – антагонист ВР1 капсазепин (2,5 мкМ); * �<0,05, сравнение 
с нормоксией, ** �<0,05, сравнение с 1-ми сутками после гипоксии, тест Стьюдента/

Рис. 14. Влияние антагонистов КР1, КР2 и ВР1 на вызванные АДА изменения спонтанной сете-
вой активности нейронов гиппокампа после гипоксии (через 1 и 7 суток)

На рисунках показано изменение количества сетевых пачек импульсов и внеклеточных потен-
циалов в пачке, выраженное в процентах от исходных значений, зарегистрированных до гипоксии. 
1– интактный контроль; 2 – контроль гипоксия; 3 – АДА 10 мкМ; 4 – АДА 2,5 мкМ; 5 – АДА 2,5 мкМ 
+ антагонист КР1 ��141716� 1 мкМ; 6 – АДА 2,5 мкМ + антагонист КР2 ��144528 1 мкМ; 7 – АДА 
2,5 мкМ + антагонист ВР1 капсазепин 1 мкМ
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верных изменений количества пачек на 1-е и 7-е сутки по сравнению с действием 
АДА, при этом количество ВП в пачке резко снижалось на 1-е сутки и оставалось 
далее неизменным (см. рис. 14А,Б).

Важно отметить, что блокада КР1- и ВР1-рецепторов снижает защитное дейс-
твие АДА на 7-е сутки (см. табл. 4). Таким образом изменение биоэлектрической 
активности на 7-е сутки в присутствии антагонистов КР1 и ВР1 также может быть 
связано с уменьшением количества жизнеспособных нейронов. Полученные дан-
ные свидетельствуют о том, что АДА обладает выраженным нейропротекторным 
действием в условиях гипоксии, а также способствует сохранению функциональ-
ного состояния нейронов гиппокампа в постгипоксический период. На регуляцию 
сетевой активности в постгипоксический период наиболее заметное влияние ока-
зывают КР1-рецепторы. Тем не менее, общее влияние АДА на биоэлектрическую 
активность и выживаемость культивируемых клеток гиппокампа, по-видимому, яв-
ляется результатом тонкой настройки сетевой активности в результате суммарного 
взаимодействия со всеми тремя типами рецепторов.

10. Роль КР1 в процессах синаптической пластичности

Данные по растормаживанию сетевой активности нейронов гиппокампа при 
блокаде КР1, полученные в наших экспериментах, согласуются с результатами 
исследований последних лет, свидетельствующими об активном участии КР1 в 
регуляции синаптической трансмиссии, в частности – за счет пресинаптического 
торможения выброса нейромедиаторов (�a�tillo et al., 2012). Регуляция синапти-�a�tillo et al., 2012). Регуляция синапти-). Регуляция синапти-
ческой передачи имеет большое значение для сохранения морфофукционального 
состояния синапсов, особенно при дисрегуляции функции возбуждающего нейро-
трансмиттера глутамата при ишемии. Для выявления роли КР1 в процессах синап-
тической пластичности были изучены ультраструктурные изменения синаптичес-
ких контактов в органотипических эксплантатах гиппокампа, подвергнутых дли-
тельной фармакологической блокаде КР1 (Фрумкина и др., 2007; �oni et al., 1���).

Установлено, что устранение регуляторного влияния КР1 антагонистом 
��141716� приводит к значительной ультраструктурной реорганизации нейропи-
ля (рис. 15), что проявлялось в появлении многочисленных удлиненных перфори-
рованных (5–6 перфораций) синаптических соединений, в состав которых входи-
ли контакты различных типов� десмосомоподобные контакты (�uncta a��aerentia), 
авезикулярные переходные зоны и синаптически активные зоны. Кроме этого на-
блюдали появление конвергентных и дивергентных синапсов, а также сегментиро-
ванных контактов. Результаты исследований последних лет свидетельствуют о том, 
что подобные изменения происходят при усиленной стимуляции синаптических 
входов, в частности, при индукции длительной посттетанической потенциации в 
пирамидных нейронах поля СА1 гиппокампа, и указывают на повышение эффек-
тивности синаптической передачи, обусловленное возможностью дополнительно-
го выброса нейромедиатора в каждом сегменте перфораций (�oni et al., 1���; E�-�oni et al., 1���; E�-
�ar��, 1��5). То же самое происходит и в срезах гиппокампа мышей с генетической 
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блокадой КР1, в которых ультраструктура синапсов также подвергается значи-
тельным пластическим перестройкам (Фрумкина и др., 2007). Кроме того, как при 
фармакологической, так и при генетической блокаде КР1 обнаружена повышенная 
подверженность нейронов гиппокампа in vitro цитотоксическому действию агонис-
тов глутаматных рецепторов (Mar�icano et al., 2003).

Таким образом, результаты наших исследований в сопоставлении с данными, 
полученными другими авторами, свидетельствует о том, что модулирующее вли-
яние КР1 и их агонистов на синаптическую передачу является одним из механиз-
мов, обеспечивающих стабильное морфофункциональное состояние синапсов и 
способствующих их сохранению при нарушениях регуляции нейромедиаторных 
процессов.

Рис. 15. Ультраструктурные перестройки синаптических контактов в органотипических эксплан-
татах гиппокампа крысы при блокаде КР1

Блокаду проводили добавлением антагониста КР1 ��141716� (5 мкМ) при смене сред каждые 
2–3 дня в течение 14 дней. А – структура нейропиля радиального слоя поля СА1 гиппокампа в норме 
(14 дней в культуре). Б – перфорированные аксо-дендритные синапсы (стрелки) при блокаде КР1. 
В, Г – формирование сложных синаптических комплексов при блокаде КР1� дивергентного типа – 
контакты одного аксона на нескольких шипиках (В) и конвергентного типа – контакты нескольких 
аксонов на одной дендритной филоподии (Г). Ак – аксон; Д – дендрит; кр – конус роста; мх – ми-
тохондрия; ш – шипик; ша – шипиковый аппарат; ф – филоподия; эр – гладкий эндоплазматический 
ретикулум; длина черты соответствует 0,5 мкм
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11. Защитное действие нейролипинов 
при окислительном стрессе

Выявление нами антиоксидантных свойств АДА, ДДА и АСТ явилось основа-
нием для проверки защитного действия этих соединений в модели окислительного 
стресса. Гранулярные нейроны мозжечка крысы инкубировали в присутствии пе-
рекиси водорода (100 мкМ) в течение 24 часов. В этих условиях наблюдали сни-
жение количества жизнеспособных нейронов до 20-30% от интактного контроля. 
Добавление АДА, ДДА и АСТ (0,1; 1; 10 мкМ) в инкубационные среды приводило 
к увеличению количества выживших клеток, при этом антагонисты КР1, КР2 и ВР1 
не влияли на выживаемость нейронов в данных условиях. Максимальный эффект 
соединений наблюдался при концентрации 10 мкМ (рис 16А). Природный анти-
оксидант α-токоферол в том же диапазоне концентраций не оказывал защитного 
действия (Бобров и др., 2006; Bo�rov et al., 2008).

Для подтверждения антиоксидантных свойств нейролипинов, был проведен 
анализ суммарного количества гидроперекисей в экстрактах клеток, подвергнутых 
окислительному стрессу (Bo�rov et al, 2008). Количество гидроперекисей опреде-
ляли в тесте с ксиленоловым оранжевым (�ay, �e�ic�i, 2002). После трех часов ин-
кубации с Н2О2 количество гидроперекисей в клеточных экстрактах увеличивалось 
в полтора раза, тогда как в присутствии АДА, ДДА и АСТ подобных изменений не 
отмечалось (рис 16Б).

Полученные данные позволяют сделать вывод о том, что производные жирных 
кислот с дофамином и серотонином могут являться частью эндогенной антиокси-
дантной системы в условиях чрезмерного образования органических гидропере- 
кисей.

Подводя итог данной части работы, можно констатировать, что нейролипины 
способны оказывать защитное действие в условиях, моделирующих различные 

Рис. 16. Защитное действие АДА, ДДА и АСТ в модели окислительного стресса
А – гранулярные нейроны мозжечка крысы инкубировали с Н2О2 (100 мкМ, 24 ч) в присутствии 

антиоксидантов; Б – снижение количества гидроперекисей в клеточных экстрактах нейронов мозжеч-
ка крысы, подвергшихся воздействию Н2О2 (100 мкМ, 3 ч)
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этапы ишемического процесса. Тем не менее, не все представители нейролипинов 
проявляли одинаковую эффективность. Так, анандамид и 2АГ защищали нейро-
ны в условиях гипоксии и глутаматной токсичности, но были неактивны в модели 
нейронального апоптоза и окислительного стресса. Среди нейролипинов только  
N-ацидофамины АДА и ДДА защищали нейроны различных отделов головного 
мозга во всех тестах. Принимая во внимание тот факт, что N-ацилдофамины ока-
зались наиболее активными в моделях in vitro, а также отсутствие данных по ней-
ропротекторному потенциалу этих соединений in vivo, следующим этапом явилось 
изучение влияния представителей группы N-ацилдофаминов в моделях ишемичес-
кого повреждения мозга на животных.

12. Эффекты N-арахидоноилдофамина при гипоксии in vivo

Для моделирования гипоксии использовали вакуумную проточную барокамеру, 
в которой мыши находились в условиях, соответствующих подъему на высоту 10–
10,5 км. Одним из параметров устойчивости животных к гипоксии является время 
жизни на высоте. Предварительное введение АДА за 45 минут до моделирования 
гипоксии (2,5 и 10 мг/кг) достоверно увеличивало этот параметр (рис. 17А). Мак-
симальный эффект отмечался в дозе 2,5 мг/кг. Также было зафиксировано увеличе-
ние выживаемости животных во время сеанса гипоксии (Митрошина и др., 2012). 
Максимальный эффект отмечен при использовании дозы 10 мг/кг: выживаемость 
животных повышалась в 2 раза и достигала 63% (рис. 17Б).

Функциональную активность головного мозга в постгипоксический период 
оценивали по сохранению долговременной памяти животных в водном лабиринте 
Морриса через сутки после моделирования гипоксии (Митрошина и др., 2012). Для 

Рис. 17. Влияние АДА на параметры выживаемости у мышей, подвергнутых гипоксии
А – изменение времени жизни на высоте в период острой гипоксии. Б – выживаемость животных 

после острой гипоксии
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оценки изменений долговременной памяти был использован коэффициент сохра-
нения (КС), который рассчитывался как отношение времени пребывания животно-
го в секторе бассейна, где находилась платформа, к общему времени пребывания 
животного в водном лабиринте. Гипоксия оказывала негативное влияние на сохра-
нение долговременной памяти: КС в контрольной группе был заметно ниже, чем у 
интактных животных (рис. 18).

Применение АДА сохраняло долговременную память после обучения на уров-
не интактных животных. Действие АДА проявлялось в обеих использованных до-
зах: 2,5 мг/кг и 10 мг/кг. Антагонисты КР1, КР2 и ВР1 не влияли на эффекты АДА 
в данном тесте. Таким образом, нами было показано, что АДА обладает нейропро-
текторным действием, и позволяет предотвращать когнитивные нарушения у жи-
вотных после гипоксического воздействия.

13. Защитное действие N-ацилдофаминов при фокальной ишемии

В результате фототромбоза поверхностных сосудов коры теменной доли голо-
вного мозга у крыс на 4-е сутки развивался ишемический очаг, в котором наблю-
дался выраженный участок некротического повреждения, окруженный зоной по-
лутени. Введение АДА или ДДА (оба 5 мг/кг) в течение 4 суток после инсульта 
приводило к снижению объема очага некротического повреждения (рис. 19А,Б). 
Наибольший защитный эффект демонстрировал ДДА, который уменьшал очаг 
повреждения на 49% по сравнению с контролем. С учетом данных, полученных на 
моделях in vitro, об эффективности использования N-ацилдофаминов совместно с 
N-эйкозапентаеноилсеротонином (ЭСТ), нами был применен тот же подход в усло-
виях фокальной ишемии (Генрихс и др., 2010а). Так, комбинация ДДА (2,5 мг/кг) и  

Рис. 18. Влияние АДА на параметры сохранения долговременной памяти у мышей в тесте Мор-
риса после гипоксии
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ЭСТ (5 мг�кг) снижала объем ишемического очага, при этом эффект был сопоста-
вим с таковым для ДДА, примененным во вдвое большей дозе (рис. 1�В).

На гистологических препаратах зоны полутени обнаруживались характерные 
признаки повреждения нервной ткани� перицеллюлярный и периваскулярный отек 
с диффузным смещением клеток, гиперхромность, сморщивание тел нейронов, 
гомогенизация цитоплазмы, изменение конфигурации ядра (рис. 20А). Под дейс-
твием N-ацилдофаминов в зоне полутени преобладают нейроны с неизмененной 
структурой, а периваскулярный отек выражен слабее (рис. 20Б).

Рис. 19. Уменьшение объема очага ишемического повреждения под действием АДА и ДДА
Вещества вводили внутрибрюшинно в течение 4 суток после фототромбоза, после чего прово-

дили морфометрию фиксированных препаратов мозга опытных животных. Дозы� А – АДА 5 мг�кг, 
Б – ДДА 5 мг�кг; В – ДДА 2,5 мг�кг и ЭСТ 5 мг�кг. Контрольным группам (К) вводили инъекционный 
раствор. *�<0,05 по сравнению с контрольной группой

Рис. 20. Сохранение тканевой морфологии в зоне полутени под действием ДДА
Н – участок некроза, П – участок зоны полутени. А – препарат от контрольных животных, полу-

чавших инъекционный раствор. Стрелками показаны зоны перицелюлярного отека с гиперхромными 
сморщенными нейронами. Б – препарат от животных, получавших ДДА (5 мг�кг, 4 дня). Стрелками 
показаны нейроны с сохраненной структурой. Окраска гематоксилином



753

Электронно-микроскопическое исследование в зоне полутени на 4-е сутки пос-
ле фототромбоза выявило выраженные ультраструктурные изменения� диффузный 
хроматолиз, немногочисленность цитоплпазматических органелл, а также частич-
ную дезагрегацию полисом и скопление ядерного хроматина, что указывает на на-
чальные признаки апоптоза (рис. 21). Происходит резкое уменьшение в поле зрения 
количества синапсов, в первую очередь возбуждающих аксошипиковых контактов, 
а также синаптических пузырьков в аксонных терминалях, особенно в резервном 
пуле. В присутствии ДДА структура аксонных терминалей нормализуется, наблю-
даются многочисленные мембранные пузырьки.

Дендроплазма просветляется, в матриксе шипиков появляется развитый 
шипиковый аппарат, который в крупных шипиках состоит из многочисленных 
компонентов. Появляются множественные сложно организованные, инвагиниро- 
ванные и перфорированные аксо-шипиковые контакты с двумя-тремя и более 
активными зонами.

Рис. 21. Ультраструктура нейронов (1) и нейропиля (2) в пенумбре после фототромбоза в 
отсутствие (А) и в присутствии (Б) ДДА

1А� диффузный хроматолиз, атрофия или набухание митохондрий. 1Б� равномерное 
распределением хроматина, гиперплазия митохондрий и цистерн комплекса Гольджи. 2А� резкое 
уменьшении в поле зрения количества возбуждающих аксошипиковых контактов и синаптических 
пузырьков, потемнение матрикса шипиков, отсутствие или вакуолизация шипикового аппарата. 2Б� 
нормализация структуры аксонных терминалей, заполненных многочисленными синаптическими 
пузырьками, наличие крупных шипиков с  многокомпонентным шипиковым аппаратом. Масштаб 
(черта) 0,5 мкм
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Таким образом, при фокальной ишемии N-ацилдофамины могут способствовать 
репаративным процессам в пенумбре, происходящим в результате пластических 
перестроек ультраструктурных компонентов нейронов и межнейронных связей.

Важными патогенетическими факторами в развитии постишемического по- 
вреждения нервной ткани являются гемодинамические нарушения и микро- 
тромбозы на уровне микроциркуляторного русла. Поэтому нами была прове- 
дена оценка возможного влияния N-ацилдофаминов как наиболее эффективных 
нейропротекторов на параметры локального мозгового кровотока и агрегацию 
тромбоцитов (Безуглов и др., 1��7; Васильева и др., 2002).

14. Влияние N-ацилдофаминов на локальный мозговой кровоток

Изучение влияния N-ацилдофаминов на локальный кровоток в коре теменной 
области головного мозга крыс позволило установить, что производные арахидо-
новой (1d), докозагексаеновой (1a), эйкозапентаеновой (1c) кислот улучшают кро-
воснабжение тканей мозга (ДДА>ЭДА>АДА). Наиболее выраженная церебровас-
кулярная активность выявлена у ДДА, который в дозе 2 мг�кг вызывает усиление 
локального мозгового кровотока в среднем на 64%. После внутривенного введения 
ДДА параметры кровотока оставались повышенными в течение первых двух ми-
нут, после чего происходило снижение до исходного уровня. В четырех опытах из 
девяти через 30–35 минут после введения ДДА наблюдалось повторное увеличе-
ние мозгового кровотока на 30%, которое продолжалось в течение 30 минут затем 
кровоток восстанавливался до исходного уровня (рис. 22). После введения ДДА 
наблюдалось повышение артериального давления, которое постепенно снижалось 

Рис. 22. Влияние дофаминамидадокозагексаеновой кислоты (ДДА) на локальный кровоток в 
коре головного мозга и артериальное давление у крыс

Короткая черта на верхнем графике обозначает временной интервал, равный 1 мин. Стрелка на 
нижнем графике указывает на момент внутривенного введения препарата. Параметры кровотока (в 
условных единицах) и артериального давления (в мм ртутного столба) регистрировались одновре-
менно
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и достигало контрольных величин в течение 5 минут. Далее артериальное давле-
ние не претерпевало существенных изменений, что может свидетельствовать об 
избирательном воздействии ДДА на тонус сосудов головного мозга (Безуглов и др., 
1��7).

15. Антиагрегационное действие амидов жирных кислот 
с дофамином и серотонином

Влияние на систему гемостаза использованных на предыдущих этапах нейро-
липинов оценивали по их способности тормозить агрегацию тромбоцитов чело-
века и кролика. Агрегацию тромбоцитов человека индуцировали добавлением к 
тромбоцитарной плазме арахидоновой кислоты (1 мМ) либо аденозиндифосфата 
(АДФ, 10 мкМ). Было установлено, что антиагрегационное действие исследован-
ных соединений зависело от используемого проагреганта. При стимуляции агре-
гации тромбоцитов при помощи АДФ вещества (2, 20, 200 мкМ) проявляли не-
значительную активность. Ингибирование наблюдали при активации тромбоцитов 
арахидоновой кислотой (табл. 5).

Также было проведено исследование влияния ДДА на систему гемостаза ex 
vivo. Для этого кроликам внутривенно вводили ДДА в дозе 10 мг�кг, после чего 
забирали образцы крови из вены (сразу или через 30 минут после введения), полу-
чали тромбоплазму и индуцировали агрегацию арахидоновой кислотой или АДФ. 
Наиболее выраженное антиагрегантное действие наблюдалось сразу после введе-
ния ДДА, через 30 мин после введения активность снижалась, но не достигала 
контрольных параметров (табл. 6) (Васильева и др., 2002).

Таблица 5
Влияние нейролипинов и их аналогов на агрегацию тромбоцитов 

человека, индуцированную арахидоновой кислотой (1 мМ)

Вещество
Концентрация, мкМ

0 2 20 200
АДА 48±2 26±� 8±2 2±1
ДДА 58±1 41±3 1�±8 2±1
АСТ 48±2 40±5 5±2
ЭСТ 42±2 27±1 2±1 5±1

Таблица 6
Влияние ДДА (10 мг/кг) на агрегацию тромбоцитов кролика ex vivo.

Арахидоновая кислота 1 мМ, АДФ 10 мкМ

Агрегант До введения Сразу после 
введения

30 мин. после 
введения

Арахидонат 28±4 3±3* 20±4*
АДФ 36±3 24±2* 31±3

* Приведены значения (%) максимального падения оптической плотности 
после окончания реакции агрегации в тромбоцитарной плазме.
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Полученные данные свидетельствуют о том, что ацилированные производные 
дофамина и серотонина могут оказывать нейропротекторное действие в моделях i
n vivo как за счет воздействия на нервную ткань, так и за счет регуляции процессов 
гемостаза и микроциркуляции в постишемический период.

16. Нейрозащитное действие простамида и его аналогов

Анандамид и 2-арахидоноилглицерин являются субстратами индуцибельной 
циклооксигеназы-2, ответственной за синтез провоспалительных простагланд-
нов. В результате образуются соответствующие этаноламиды (простамиды) и 
глицериновые эфиры простагландинов. Нами синтезирован простамид E2 (P�E2-
E�) и его близкие аналоги – амиды простагландина E2 (P�E2) и тирамина (��), 
γ-аминомасляной кислоты (��B�) и глицина (�ly) и изучено их нейрозащитное дей- 
ствие. Простамид E2 (P�E2-E�) оказывает нейрозащитное действие как в модели 
калиевой депривации, так и в модели глутаматной токсичности на гранулярных 
нейронах мозжечка крысы. В модели калиевой депривации P�E2-E� проявлял вы-
раженный защитный эффект в интервале концентраций 0,1–1 мкМ (максимальный 
эффект – 77% выживших клеток – наблюдали при концентрации 1 мкМ). В модели 
глутаматной токсичности простамид P�E2-E� оказывал выраженный защитный 
эффект, который при концентрации 2 мкМ приводил к выживанию 50% клеток по 
сравнению с контролем, а при 5 мкМ – 100% (табл. 7).

Тирамид (P�E2-��) был несколько менее активен, чем простамид (P�E2-E�) и 
в концентрации 5 мкМ его защитный эффект достигал 70% от максимального (для 
простамида при этой концентрации наблюдали 100-процентную защиту), а при  
10 мкМ – 100%. Оба аналога простамида, эндогенные амиды P�E2-��B� и P�E2-
�ly, оказывали выраженное нейрозащитное действие только при концентрации 10 
мкМ, при этом глицинамид был активнее P�E2-��B�. Следует отметить, что в 
этих экспериментах сам простагландин E2 не проявлял регистрируемой нейроза-
щитной активности. Сравнение активности всех четырех простамидов показало, 
что амиды простагландина E2, содержащие гидроксильную группу на терминаль-
ном конце аминного компонента, более активны, чем соединения с карбоксильной 
группой. Присоединение к молекуле простамида донора оксида азота, в качестве 
которого выступает нитроэфир по первичному гидроксилу этаноламидной части 
простамида (P�E2-NE�), приводит к почти двукратному увеличению протекторно-
го действия в модели ГНТ (см. табл. 7).

17. Онкотоксическое действие нейролипинов

Нейролипины в зависимости от структуры с разной степенью активности спо-
собны подавлять рост раковых клеток в культуре. Так, среди изученных нами 46 
синтетических нейролипинов и их аналогов были выявлены соединения, облада-
ющие антипролиферативным действием в отношении клеток глиомы �6 крыс и 
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глиомы U251 человека в интервале концентраций 5–100 мкМ (Андрианова и др., 
2010). Наибольшую активность проявили N-ацилдофамины и гибридные соедине-
ния, содержащие остаток дофамина, а также некоторые N-ацилсеротонины. Так, 
на клетках глиомы U251 человека N-арахидоноилдофамин и N-арахидоноил-γ-
аминобутирил-N-дофамин в концентрации 25 мкМ проявили близкую цитотокси-
ческую активность� 20,4±2,63% и 23,6±1,13% выживших клеток по сравнению с 
контролем (Андрианова, 200�). Следует отметить, что N-ацилдофамины обладают 
выраженным токсическим действием в отношении онкотрансформированных кле-
ток различного тканевого происхождения (глиома, лейкемия, лимфома, карцинома, 
саркома), но не оказывают влияния на условно-нормальные клетки (HEK2�3, пер-
вичная культура глии крысы) (Акимов, Безуглов, 2013).

18. Нейролипины – мультифункциональные 
нейрозащитные вещества

Приведенные результаты наших исследований в совокупности с данными ли-
тературы позволяют утверждать, что нейролипины способны воздействовать на 
различные компоненты нейродегенеративной патологии, приводя к следующим 
эффектам�

– повышение выживания нейронов вплоть до контрольного уровня в условиях 
эксайтотоксичности – производные дофамина;

– повышение выживания нейронов в условиях гипоксии (показано на пережи-
вающих культурах клеток, на переживающих срезах головного мозга и in vivo в 
модели индуцированной фокальной ишемии);

– антиоксидантное действие, в том числе в условиях окислительного стресса – 
производные дофамина и серотонина;

– восстановление локомоторной активности у крыс в острой модели болезни 
Паркинсона – производные дофамина;

– увеличение локального кровотока в головном мозге без влияния на системное 
артериальное давление – производные ГАМК;

– индукция апоптоза в культурах раковых клеток различного происхождения 
(глиома, лимфобластома) – производные дофамина;

Таблица 7
Нейрозащитное действие простамида и его аналогов в модели ГНТ

Соединение
Концентрация, мкМ

2 5 10
P�E2 н�а н�а н�а
P�E2-E� 50 100 токсичен
P�E2-NE� �0 – –
P�E2-�ly – 60 100
P�E2-��B� – – 50
P�E2-tyra�ine 40 70 100



758

– переключение воспаления в стадию резольвинга (завершение и ликвидация 
воспаления) – производные дофамина.

Можно констатировать, что полифункциональные соединения, содержащие 
структурный элемент нейролипинов, способны воздействовать практически на 
каждое звено разных стадий нейродегенеративного процесса. Это делает нейроли-
пины перспективными для разработки новых лекарственных препаратов для про-
филактической и поддерживающей терапии при инсультах и других нейродегене-
ративных заболеваниях.

19. Гибридные мультифункциональные вещества 
на основе нейролипинов

Нейролипины участвуют в регуляции многих важных функций организма, 
включая деятельность нервной системы. Было установлено, что в зоне нейро-
нального поражения наблюдается увеличение содержания нейролипинов, а имен-
но – 2-арахидоноилглицерина и пальмитоилэтаноламина. Ингибирование с помо-
щью фармакологических агентов или генетических манипуляций метаболизма как 
2-арахидоноилглицерина, так и анандамида усиливает их нейрозащитное действие. 
Нейролипины противостоят нарушениям процессов микроциркуляции и гемостаза 
(N-ацилдофамины). Они противодействуют воспалению, уменьшают отек, снижа-
ют боль, блокируют инфильтрацию астроцитов (пальмитоилэтаноламин). Воспол-
нение недостатка нейролипинового сигнала и тем самым восстановление защитной 
липидной системы – новый подход к коррекции нейродегенеративной патологии.

Однако использование нейролипинов как таковых не всегда оказывается эф-
фективным. Для комплексного воздействия на такую многофакторную патологию, 
как нейродегенерация, требуются более сложно построенные вещества, а именно 
– гибридные полифункциональные соединения, основу которых составляют эндо-
генные биорегуляторы. Нами предложена и развивается соответствующая концеп-
ция (Безуглов, 2013). Согласно этой концепции, впервые разработаны комплексные 
конструкции соединений, сочетающих молекулярные фрагменты нейролипинов, 
нейроактивных пептидов, биогенных аминов (дофамина, тирамина) и доноров ок-
сида азота, обоснован выбор компонентов, найдены способы их сочетания.

В рамках программы Президиума РАН «Фундаментальные науки – медицине» 
нами разрабатываются инновационные технологии создания гибридных полифун-
кциональных лекарственных препаратов, одновременно воздействующих на не-
сколько фармакологических мишеней патологического процесса. В зависимости 
от конкретного заболевания можно подобрать соответствующие составные части 
гибридной молекулы, однако существенно, чтобы основные компоненты были эн-
догенного происхождения. Таких компонентов может быть два, три, четыре или бо-
лее. Нами разработаны технологии для сочетания четырех биоактивных компонен-
тов� липидного (этаноламидные нейролипины), пептидного (три-, пентапептиды), 
биогенного амина (дофамин, тирамин) и донора оксида азота. Такие молекулярные 
конструкции созданы впервые.



75�

Конструкции таких гибридных соединений включают в качестве липидного 
компонента этаноламиды жирных кислот (арахидоновой, олеиновой, пальмити-
новой, докозагексаеновой) или простамид E2. Пептидный компонент – трипептид 
пролин-глицин-пролин – является субстанцией лекарственного препарата прогли-
прола, разработанного в ИМГ РАН под руководством академика Н.Ф. Мясоедова, 
обладает выраженным нейрозащитным действием. Третий компонент – доноры 
оксида азота (нитросерин и нитроэтаноламин) – синтезирован по оригинальной 
методике в ИФАВ РАН. В качестве четвертого компонента использовали дофамин 
и тирамин. Нами разработаны способы химического сочетания этих компонентов 
в различных комбинациях.

Для проверки способности модифицированного по полярной части молеку-
лы анандамида служить транспортной формой для других биоактивных моле-
кул впервые синтезирован новый флуоресцентный аналог анандамида, содержа-
щий B��IPY®-�L-флуорофор, присоединенный к арахидоновой кислоте через 
2,2`-(этилендиокси)-бис(этилендиамин). На клетках глиомы �6 крысы показано, 
что флуоресцентный аналог является субстратом клеточной системы захвата анан-
дамида. Транспорт B��IPY-анандамида был специфическим (чувствительным к 
присутствию стандартного ингибитора транспорта анандамида �M-404), зависел 
от температуры и имел количественные характеристики, близкие к таковым три-
тиймеченого анандамида� для флуоресцентного анандамида – КМ 4.5±0.� мкМ, 
V�ax 20±1 амоль�(мин∙клетка) (Грецкая и др., 2014). Таким образом, была проде-
монстрирована способность конструкций на основе этаноламида арахидоновой 
кислоты (анандамида) переносить внутрь клетки молекулярные фрагменты при-
мерно равной молекулярной массы, используя клеточную систему мембранного 
транспорта анандамида. На основании этих результатов была предложена новая 
конструкция гибридного соединения, в котором трипептид соединен с анандами-
дом не через N-концевую аминогруппу, а через �-концевой карбоксил.

Кроме трипептида проглипрола перспективным кандидатом на пептидную 
часть гибридного соединения является пентапептид H�P�P. Было изучено спе-
цифическое связывание пентапептида H�P�P, меченного по С концевому остатку 
пролина, с плазматическими мембранами нервных клеток головного мозга крысы. 
Этот пептид является активным метаболитом гептапептида семакс, обладающего 
нейрозащитными свойствами. Было показано, что специфическое связывание [3H]
H�P�P обратимо, насыщаемо при концентрации выше 150 нМ и имеет следующие 
характеристики� K�=82±8 нМ, B�ax=16,6±1,1 пмоль�мг белка мембран. Этот пеп-
тид, как и проглипрол, является активным метаболитом нейротропного пептида 
семакса и входит в его интерактон. Однако места специфического связывания про-
глипрола и H�P�P в головном мозге крысы различны� для H�P�P – в гиппокампе 
и мозжечке, а для P�P – только с плазматическими мембранами клеток базальных 
ядер переднего мозга (Вьюнова и др., 2014).

Таким образом, комбинации структуры нейролипина, пептида, донора оксида 
азота и дофамина позволяют сочетать в молекуле гибридного соединения различ-
ные механизмы действия, что необходимо для комплексного воздействия на нейро-
дегенеративный патологический процесс.
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7. Заключение

1. Введение

К числу важнейших медико-социальных проблем современности относятся 
цереброваскулярные и нейродегенеративные заболевания, являющиеся основной 
причиной смертности и инвалидизации населения в России и зарубежных стран. 
Нахождение путей лечения цереброваскулярных и нейродегенеративных заболе-
ваний во многом зависит от создания и внедрения в медицинскую практику новых 
эффективных ноотропных и нейропротективных препаратов. Особенно перспек-
тивным является создание новых препаратов пептидной природы, характеризую-
щихся высокой эффективностью и чрезвычайно низкой токсичностью. Введенные 
пептиды в тканях организма подвергаются быстрой биодеградации с образованием 
целого шлейфа физиологически активных пептидных фрагментов за время, состав-
ляющее, как правило, несколько минут. В силу этого проблема фармакокинетики и 
фармакодинамики пептидов остается во многом не решенной.

Новые возможности для получения корректных результатов при анализе фар-
макокинетики пептидов создаются при использовании равномерно меченных изо-
топами водорода пептидов, содержащих изотопную метку во всех аминокислотных 
остатках (Zolotarev et al., 2003). Для получения таких пептидов авторами проекта 

Сокращения: ВТКИО – высокотемпературный твердофазный каталитический изотопный об-
мен; ЭИП – эффективность исследовательского поведения.
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было предложено использовать реакцию высокотемпературного твердофазного 
каталитического изотопного обмена (ВТКИО) (Золотарев и др., 2006). В Отделе 
химии физиологически активных соединений ИМГ РАН (возглавляемом академи-
ком РАН Н.Ф. Мясоедовым) при активном участии заявителя данного проекта в 
течение ряда лет проводятся исследования по изучению твердофазных каталити-
ческих реакций с изотопами водорода, получившие признание в нашей стране и за 
рубежом. Заявителем данного проекта впервые описаны основные закономерности 
реакции ВТКИО в органических соединениях. Обнаруженная реакция представля-
ет несомненный интерес с точки зрения синтеза изотопно-замещенных биооргани-
ческих соединений, так как позволяет проводить замещение по асимметрическим 
углеродным атомам с высокой степенью сохранения конфигурации оптического 
центра. Приоритет в использовании ВТКИО защищен патентами США, Франции 
и Великобритании. Результаты исследования реакции ВТКИО получили мировое 
признание и обобщены авторами в обзоре (Zolotarev et al, 2010). Важной особен-
ностью реакции ВТКИО является то, что изотопный обмен в пептидах и белках 
происходит с сохранением физиологической активности (Золотарев и др., 2014). 
Изотопная метка в белках и пептидах распределена по всей молекуле, что открыва-
ет возможность мониторинга за всеми их фрагментами, образующимися при био-
трансформации.

Ранее из клеток HL-60 промиелоцитарного лейкоза человека был выделен но-
вый фактор дифференцировки HLDF (H��a� Le��e��a D���ere�t�at�o� Factor), в со-
ставе которого был идентифицирован шестичленный пептид HLDF-6 (TGENHR), 
полностью воспроизводящий дифференцирующую активность полноразмерного 
фактора (Kosta�ya� et al., 1994). Фактор дифференцировки HLDF и пептид HLDF-6 
были открыты и изучены в лаборатории белков гормональной регуляции (руково-
дитель член-корр. РАН В.М. Липкин) Института биоорганической химии им. ака-
демиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова Российской академии наук (ИБХ 
РАН). Пептид HLDF-6 обладает широким спектром ноотропной и нейропротектив-
ной активностей (Костанян и др., 2009). Проведенные исследования на различных 
видах животных показали, что у интактных животных в условиях центрального 
и системного введения HLDF-6 в дозах 3–30 мкг/кг наблюдается улучшение фор-
мирования и сохранения долговременной памяти. Получены прямые свидетельс-
тва нейропротекторного эффекта HLDF-6 в экспериментах на первичной культуре 
нейрональных клеток гиппокампа, мозжечка, а также иммунокомпетентных клеток 
(Сторожева и др., 2006). На экспериментальных моделях клинической патологии – 
болезни Альцгеймера, наркозависимости, ишемического инсульта – показано, что 
пептид в дозах 1–50 мкг/кг снимает выраженный когнитивный дефицит и способс-
твует восстановлению нарушенной памяти (Sewell et al., 2005). Пептид HLDF-6 
обладает широким спектром ноотропной и нейропротективной активности, высо-
кой эффективностью и значительной продолжительностью действия, что позволя-
ет рассматривать его в качестве перспективного соединения для создания нового 
ноотропного и нейропротективного лекарственного препарата для профилактики и 
лечения цереброваскулярных и нейродегенеративных заболеваний (Костанян и др., 
2006). Ранее полученные данные позволяют предположить, что препарат будет пре-
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восходить применяемые аналогичные лекарственные средства как по выраженнос-
ти и продолжительности терапевтического действия, так и по уровню ноотропной 
и нейропротективной активности. Объектом данного исследования явился новый 
химико-терапевтический препарат ноотропного и нейропротекторного действия на 
основе амидной формы пептида HLDF-6 (TGENHR-NH2).

В публикации рассмотрены вопросы анализа биотрансформации меченого пеп-
тида в плазме крови и на мембранах клеток головного мозга крысы с использова-
нием равномерно меченных тритием пептидов HDLF-6 в кислотной (TGENHR) и 
амидной форме (TGENHR-NH2). Для описания механизма ноотропной активности 
использовался сравнительный анализ ex vivo изменения рецепторных параметров 
головного мозга и неинвазивный метод по оценке способности к пространственной 
ориентации без предварительного обучения (Ковалев, Фирстова, 2010).

2. Разработка метода синтеза и получения 
радиоактивно меченных тритием образцов пептида HLDF-6

Реакцию ВТКИО с газообразным тритием или дейтерием проводили при тем-
пературе 120–200оС в твердой смеси, образованной органическим веществом, на-
несенным на неорганический носитель, и высокодисперсным катализатором пла-
тиновой группы. Пептид в количестве 1.0 мг растворяли в 1 мл воды и смешивали 
с 20 мг неорганического носителя. Воду удаляли при уменьшенном давлении при 
20°С. Неорганический носитель с нанесенным препаратом смешивали с 10 мг ге-
терогенного катализатора платиновой группы. В ампулу объемом 10 мл помещали 
полученную твердую смесь, вакуумировали, заполняли газообразным тритием до 
давления 250 торр и проводили реакцию ВТКИО при повышенной температуре. 
Ампулу охлаждали, вакуумировали, продували водородом. Пептид десорбировали 
20-процентным водным этанолом. Для удаления лабильного трития меченый пеп-
тид еще дважды растворяли в 20-процентном водном этаноле и упаривали досуха. 
Хроматографическую очистку проводили с помощью ВЭЖХ на колонке Кромасил 
в градиенте метанола в присутствии 0,1-процентной гептафтормасляной кислоты. 
Пептид упаривали и растворяли в этаноле. Реакция ВТКИО происходит в твердой 
фазе на новых кислотных центрах, образующихся под действием спилловер-водо-
рода. Изотопный обмен водорода происходит по электрофильному одноцентровому 
синхронному механизму с образованием в переходном состоянии реакции пятико-
ординированного углеродного атома, при котором образуется трехцентровая связь 
между углеродом и обменивающимися водородными атомами. Реакция происходит 
с сохранением конфигурации асимметрического углеродного атома, что позволяет 
избежать рацемизации при изотопном обмене. Исследовано взаимодействие пеп-
тидов TGENHR и TGENHR-NH2 с дейтерием и тритием в реакции ВТКИО. Были 
исследованы влияние состава и соотношения компонентов твердой фазы, выбора 
гетерогенного катализатора платиновой группы, температуры и длительности ре-
акции на величину выхода и включение изотопов водорода в пептиды TGENHR и 
TGENHR-NH2. В результате были найдены условия реакции ВТКИО, позволяющие 



766

получить меченные тритием пептиды [3H]TGENHR и [3H]TGENHR-NH2 с моляр-
ной радиоактивностью 60 и 70 Ки/ммоль. Для получения меченных тритием пеп-
тидов [3H]TGENHR и [3H]TGENHR-NH2 была использована уникальная цельнопа-
яная установка по обмену водорода на тритий ОВТ-1 (ИМГ РАН). Изотопомерный 
состав меченых пептидов изучался в твердофазной реакции с газообразным дейте-
рием. Реакцией ВТКИО был получен меченный дейтерием пептид [2H]TGENHR, 
содержащий около 3 атомов дейтерия на молекулу (рис. 1.).

3. Сравнительное изучение времени жизни в плазме 
крови крысы пептидов TGENHR и TGENHR-NH2

Для анализа биотрансформации пептидов TGENHR и TGENHR-NH2 исполь-
зовалась ВЭЖХ продуктов взаимодействия [3H]TGENHR и [3H]TGENHR-NH2 
с гепариновой плазмой крови и мембранами клеток головного мозга крысы. Для 
хроматографии использовались последовательно соединенные УФ-детектор и 
проточный детектор по радиоактивности. Хроматографию проводили на колонке 
Кромасил С18, 150×4, 4 мкм в градиенте метанола (0–30%) в присутствии 0,1-про-
центной смеси трифторуксусной и гептафтормасляных кислот (4:1). Для иденти-
фикации пептидных фрагментов, образующихся при различных путях биотранс-
формации пептида [3H]TGENHR и [3H]TGENHR-NH2 в плазме крови крысы, были 
синтезированы 2–5-членные пептидные фрагменты, образующиеся при различных 
путях биодеградации с N- и C-конца пептидной цепи. С использование меченных 
тритием пептидов [3H]TGENHR и [3H]TGENHR-NH2 была определена фармакоки-
нетика пептидов TGENHR и TGENHR-NH2 в гепариновой плазме крови с исходной 
концентрацией 2.5 мкМ (рис. 2–5).

Рис. 1. MALDY масс-спектры легкого (Н) и тяжелого (D) пептида TGENHR, меченного дейтерием
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Рис. 2. Биодеградация пептида TGENHR-NH2 в плазме крови крысы за 10 мин
Радиохроматография в градиенте метанола (0–30%) 0.08% TFA и 0.02% HFBA на колонке Крома-

сил С18: 4 – пептид HR-NH2., 6 – пептид ENHR-NH2, 8 – пептид TGENHR-NH2

Рис. 3. Биодеградация пептида TGENHR-NH2 в плазме крови крысы за 60 мин
Радиохроматография в градиенте метанола (0–30%), 0.08% TFA и 0,02% HFBA на колонке Крома-

сил С18: 6 – пептид HR-NH2, 8 – пептид ENHR-NH2., 9 – пептид TGENHR-NH2
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Рис. 4. Биодеградация пептида TGENHR в плазме крови крысы за 2.5 мин
Радиохроматография в градиенте метанола (0–30%), 0,08% TFA и 0.02% HFBA на колонке Крома-

сил С18: 4 – пептид HR, 7 – пептид TGENHR

Рис. 5. Биодеградация пептида TGENHR в плазме крови крысы за 7 мин
Радиохроматография в градиенте метанола (0–30%), 0,08% TFA и 0,02% HFBA на колонке Кро-

масил С18: 4 – пептид HR,.6 – пептид TGENHR

В результате проведенных исследований было найдено, что пептид TGENHR-
NH2 обладает высокой устойчивостью к гидролизу в плазме крови. Период его 
полудеградации составляет 21 минуту, что в несколько раз больше, чем в случае 
пептидаTGENHR, не имеющего амидной защиты С-конца пептидной цепи. Период 
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полудеградации пептида TGENHR составляет 2 минуты, что находится на уровне 
пептидов Семакс и Селанк, также обладающих нейропротекторными свойствами 
(Золотарев и др., 2006) (рис. 6, 7)

Гидролиз пептида TGENHR-NH2 происходит с N-конца пептидной цепи и ос-
новной вклад в его гидролиз в плазме крови вносят диаминопептидазы. Основ-
ные продукты гидролиза тетрапептид – ENHR-NH2 и дипептид HR-NH2. Гидролиз 
пептида TGENHR происходит с N-конца пептидной цепи и основной вклад в его 
гидролиз в плазме крови вносят дикарборксипептидазы. Основные продукты гид-
ролиза – тетрапептид TGEN и дипептид HR. Также было обнаружено, что в буфе-

Рис. 6. Кинетика биодеградации пептида TGENHR-NH2 в плазме крови крысы

Рис. 7. Кинетика биодеградации пептида TGENHR в плазме крови крысы
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ре, используемом для радиолигандного анализа, пептиды обнаруживают высокую 
стабильность при взаимодействии с мембранами клеток головного мозга крысы 
(рис. 8). После взаимодействия пептида с мембранным препаратом в течение 90 
минут при 37°С сохраняется более 80% меченного тритием пептида [3H]TGENHR-
NH2. Таким образом, было показано, что эти условия могут быть использованы при 
выборе параметров радиолигандного связывания. Был поведен анализ нейропро-
текторной активности пептидов ENHR-NH2 и дипептида HR-NH2, показавший, что 
пептид HR-NH2 является активным метаболитом, обладающим высокой ноотроп-
ной активностью, соизмеримой с активностью пептида TGENHR-NH2.

4. Поиск первичной мишени пептида TGENHR-NH2 
и ex vivo анализ изменения рецепторных характеристик
мозга при его введении

Ранее в многочисленных экспериментах было показано, что пептид HLDF-6 об-
ладает высокой ноотропной и нейропротекторной активностью, однако механизм 
психо- и нейротропного действия данного пептида остается, в основном, нерас-
крытым. В связи с этим была изучена роль рецепторов, предположительно контро-
лирующих уровень исследовательской активности и тревожности. Был проведен 
поиск предполагаемых мест специфического связывания пептида TGENHR-NH2 
и исследовано изменение рецепторных параметров мозга при его субхроническом 
системном введении. Специфическое связывание пептида исследовали методом 

Рис. 8. Биодеградация пептида TGENHR-NH2 на мембранах клеток мозга, 90 мин. Радиохрома-
тография в градиенте метанола (0–30%) 0,08% TFA и 0,02% HFBA на колонке Кромасил С18: 6 – пеп-
тид HR-NH2, 9 – пептид TGENHR-NH2
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радиолигандного анализа in vitro на мембранах мозга крысы с использованием ме-
ченного тритием пептида [3H]TGENHR-NH2, а влияние субхронического системно-
го введения пептида TGENHR-NH2 исследовали методом ex vivo анализа изменения 
плотности глутаматных, никотиновых и серотониновых рецепторов на мембранах 
префронтальной коры и гиппокампа мозга мышей инбредных линий C57Bl/6 и 
Balb/c, применяя меченные тритием селективные лиганды к этим рецепторам.

В экспериментах по поиску предполагаемых мест специфического связывания 
пептида HLDF-6 за основу был взят метод, описанный в работе (Долотов и др., 
2003), посвященной поиску специфических мест связывания для пептида Семакс 
в модификациях. Крыс линии Вистар (самцы) декапитировали, извлеченный мозг 
промывали и гомогенизировали в 10 объемах 10 мМ Трис-HCl буфера, рН=7,4, со-
держащего 0,32 М сахарозу, 1 мМЭДТА, 1 мМ бензамидин и 0,1 мМ фенилметил-
сульфонилфторид (буфер 1). Гомогенизацию и все последующие операции прово-
дили при температуре 40°C. Гомогенат центрифугировали в течение 20 мин при 
1000 g, и супернатант подвергали повторному центрифугированию при 40 000 g 
в течение 30 мин. Плотный коричневый осадок на дне пробирки, обогащенный 
митохондриями, отбрасывали, а менее плотный светлый осадок суспендировали 
в буфере 1, переносили в чистую пробирку и дважды промывали этим буфером, 
осаждая мембраны центрифугированием, аналогичным предыдущему. По окон-
чании промывок осадок суспендировали в 10 мМ Трис-HCl, рН=7,4, содержащем 
0,22 М сахарозу и 1 мг/мл БСА, и хранили в жидком азоте. Концентрация белка 
для хранения, определенная по модифицированному методу Лоури, составляла  
5–10 мг/мл.

Исследуемый пептид TGENHR-NH2 в диапазоне концентраций от 10-4 до 10-9М 
не обнаружил эффекта конкуренции с меченным [3H]TGENHR-NH2 за предполага-
емые рецепторные места связывания как при времени инкубации – 15 минут, так и 
при инкубации в течение 60 минут. Вариации рН среды инкубации (6.5, 7.4 и 8.0) 
также не способствовали выявлению специфического связывания лиганда на мем-
бранах. В этом году получен только небольшой объем предварительных данных, 
которые необходимо существенно дополнить, для того чтобы прийти к определен-
ным выводам о первичной мишени гептапептида TGENHR-NH2 на мембранах го-
ловного мозга.

5. Влияние субхронического системного введения 
пептида TGENHR-NH2 на характеристики рецепторного 
связывания на мембранах мозга мышей линий C57Bl/6 
и Balb/c методом ex vivo анализа

Выбор лиганда для радиорецепторных исследований ex vivo осуществляли в 
соответствии с рекомендациями IUPHAR. При радиолигандном анализе NMDA-
рецепторов использовали [3H-G](+)МК-801, синтезированный реакцией ВТКИО с 
молярной радиоактивностью 210 Ки/ммоль (Золотарев и др., 2009). Молярная ра-
диоактивность этого препарата на порядок выше, чем у коммерчески доступного 
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селективно меченного тритием препарата фирмы NEN. Для анализа серотонино-
вых 5-HT2a и никотиновых н-АХ-рецепторов использовали [G-3H]кетансерин и (-)
[G-3H]никотин с молярной радиоактивностью 114 и 140 Ки/ммоль, соответственно 
(Zolotarev et al., 2010).

Рецепторный компонент механизма действия пептида был проведен сравни-
тельным анализом изменения плотности NMDA-глутаматных, 5-HT2a-серотонино-
вых и н-АХ-никотиновых рецепторов на мембранах префронтальной коры и гип-
покампа мозга мышей инбредных линий C57Bl/6 и Balb/c. Мыши линии Balb/c с 
исходным когнитивным дефицитом характеризуются меньшей плотностью иссле-
дуемых рецепторов.

Плотность мест связывания [G-3Н]MK-801 с NMDA-рецепторами в гиппокам-
пе мышей линии Balb/c меньше на 23%, чем у мышей линии C57Bl/6. Плотность 
мест связывания 5-HT2a-серотониновых и н-АХ-никотиновых рецепторов на мем-
бранах префронтальной коры мозга также оказалась на 30–35% меньшей у мышей 
линий Balb/c, чем у мышей линии C57Bl/6.

Ткань гиппокампа гомогенизировали в гомогенизаторе Potter S («тефлон–стек-
ло») в 10 объемах 5 мМ HEPES и 4,5 мМ Tr�s-base (рН=7,6), содержащего 0,32 М 
сахарозу (буфер №1). Гомогенат разбавляли до 50 объемов буфера для исследова- 
ния 2 (5 мМ HEPES и 4,5 мМ Tr�s-base) (рН=7,6) и центрифугировали 10 мин при 
1000 g. Супернатант отбирали и вновь центрифугировали 20 мин при 25 000 g. 
Осадок гомогенизировали в 50 объемах буфера 2 и центрифугировали 20 мин при  
8 000 g. Супернатант и его мягкий, зыбкий надслой отбирали и центрифугирова-
ли 20 мин при 25 000 g. Полученный осадок суспендировали в буфере 3 (5 мМ 
HEPES и 4,5 мМ Tr�s-base, содержащем 1 мМ Na4EDTA, рН=7,6 и суспензию вновь 
центрифугировали. Такую процедуру отмывки проводили четырежды, причем при 
последней отмывке EDTA был исключен из состава. Конечный осадок ресуспенди-
ровали в 5 объемах буфера 2 и сохраняли в жидком азоте.

Реакционная смесь содержала 200 мкл буфера 2, 50 мкл меченого лиганда (50 нМ) 
и 250 мкл белковой суспензии. Неспецифическое связывание определяли в присутс-
твии 50 мкл немеченого лиганда. Инкубационная смесь содержала 200 мкл буфера 
2, 50 мкл меченого лиганда (50 нМ) и 250 мкл суспензии белка. Неспецифическое 
связывание определяли в присутствии 50 мкл немеченого (+)МК-801. Специфичес-
кое связывание рассчитывали как разницу между общим и неспецифическим свя-
зыванием. Измерение радиоактивности осуществляли жидкостно-сцинтилляцион-
ным методом на счетчике Tr�Carb TR290. Эффективность счета составляла 42–47%. 
Показатели количества мест связывания лиганда (B�ax, фмоль/мг белка) и константу 
диссоциации лиганд-рецепторных комплексов (Kd, нМ) рассчитывали с помощью 
программы GraphPadPr�z� 4 De�o, статистическую обработку проводили по про-
грамме Statso�t 6,0. Концентрацию белка определяли стандартным методом Лоури.

Результаты радиорецепторного анализа связывания лиганда [3H-G](+)MK801с 
NMDA-рецепторами, участвующими в регуляции когнитивных форм поведения, 
были представлены после обработки по Скетчарду (рис. 9).

Анализ влияния на NMDA-рецепторы гиппокампа мышей линии Balb/c пока-
зывает, что субхроническое введение пептида приводит к возрастанию величины 
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B�ax, отражающей плотность соответствующих рецепторов, с 2115±36 фмоль/мг 
белка в контрольной группе до 2527±43 фмоль/мг белка после субхронического 
введения препарата. В то же время, в мозге мышей С57Bl/6 изменения в рецептор-l/6 изменения в рецептор-/6 изменения в рецептор-
ных характеристиках не отмечаются: плотность мест связывания лиганда в конт-
рольной группе – 2734±44 фмоль/мг, а после субхронического введения препарата 
эта величина составила 2625±55 фмоль/мг белка.

После 5-кратного системного введения амидной формы пептида TGENHR-NH2 
в ежедневной дозе 100 мкг/кг величина плотности мест связывания [G-3Н]MK-801 
с NMDA-рецепторами в гиппокампе мышей Balb/c увеличилась на 21% относи-
тельно интактного контроля. При этом величина плотности NMDA-рецепторов в 
гиппокампе мышей Balb/c приблизилась к соответствующему значению для груп-
пы сравнения, представленной мышами линии C57Bl/6, относительно которой 
препарат был неэффективен. Субхроническое введение пептида в равной степени 
уменьшало плотность 5-HT2a-серотониновых рецепторов у обеих линий и не оказы-
вало влияния на никотиновые н-АХ-рецепторы (табл. 1). Результаты, полученные 
при исследовании влияния амидной формы пептида HLDF-6 на нейрохимические 
процессы с помощью радиолигандного анализа, показывают, что в механизм этих 
фармакологических эффектов с высокой степенью вероятности вовлечена глута-

Рис. 9. График Скетчарда, отражающий влияние субхронического внутрибрюшинного введения 
пептида TGENHR-NH2 на характеристики рецепторного связывания [3H-G](+)МК-801 с NMDA-ре-
цепторами на мембранах мозга гиппокампа мышей линии Balb/c

Таблица 1
Влияние субхронического системного введения пептида TGENHR-NH2 на изменение 

   плотности глутаматных (NMDA), серотониновых (5-HT2a) и никотиновых рецепторов 
    (н-АХ) на мембранах префронтальной коры и гиппокампа мозга, а также эффективность 

      исследовательского поведения (ЭИП) мышей инбредных линий C57Bl/6 и Balb/c
Параметр Мыши линии

C57Bl/6 Balb/c
Плотность рецепторов NMDA – ↑
Плотность рецепторов 5-HT2a ↓ ↓
Плотность рецепторов н-АХ – –
ЭИП – ↑
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матергическая система гиппокампа, в частности NMDA-тип рецепторов. NMDA-
рецепторы являются одной из важнейших мишеней для воздействия ноотропных и 
нейропротекторных лекарственных препаратов, так как они принимают определя-
ющее участие в регуляции уровня выживаемости и гибели 

6. Изучение влияния субхронического системного введения 
пептидов TGENHR-NH2, ENHR-NH2 и HR-NH2 на эффективность 
исследовательского поведения мышей линий C57Bl/6 и Balb/c

Ранее было установлено, что специфическое действие ноотропных препаратов 
проявляется преимущественно в условиях когнитивного дефицита и сниженной 
восстановительной способности мозга (Воронина, Середенин, 2007; Фирстова и 
др., 2009; Васильева и др., 2013). Предполагаемое воздействие на когнитивное по-
ведение изучали неинвазивным методом в тесте «крестообразный лабиринт». Дан-
ный неинвазивный метод основан на использовании врожденных индивидуальных 
способностей животных по пространственной ориентации в новой обстановке без 
предшествующего обучения, что принципиально отличает его от методов УРПИ и 
УРАИ. Тест способен выявлять положительный эффект психотропных препаратов 
на когнитивную активность, а также влияние препаратов на тревожность, вызван-
ную новизной обстановки. Для моделирования сниженной эффективности иссле-
довательского поведения (ЭИП) в крестообразном лабиринте были использованы 
мыши инбредных линий С57Bl/6 и Balb/c. Особи инбредной линии Balb/c харак-
теризуются величиной ЭИП в лабиринте по сравнению с мышами линии C57Bl/6. 
Показатель ЭИП у мышей Balb/c оказался ниже, чем у С58Bl/6 на 13%.

Пептид вводили внутрибрюшинно, в дозе 100 мкг/кг/день в течение 5 суток 
подряд. Последнее введение осуществляли за 30 мин до поведенческой сессии. 
Данные о избирательном фармакологическом эффекте, связанном с ноотропной ак-
тивностью пептидов, получают из анализа изменения параметров исследователь-
ского поведения F_PtrN (заходы, затрачиваемые на первый полный обход всех 4 
боковых отсеков лабиринта ) и PatrN (число полных обходов тупиков за сессию). 
Сравнение групп плацебо подтверждает эти данные по обоим параметрам иссле-
довательского поведения: мыши Balb/c затрачивают на первый полный обход всех 
4 боковых отсеков лабиринта (F_PtrN) в среднем 5,7 заходов, тогда как у мышей 
C57BL/6 уходит 4,8 посещений, что на 14% лучше. Аналогичным образом раз-
личие проявляется и по второму параметру – числу полных обходов тупиков за 
сессию (PatrN). Субхроническое введение пептида увеличивает оба показателя 
ЭИП для мышей с дефицитом исследовательской активности до значений в группе 
C57Bl/6, демонстрируя избирательность действия в отношении дефицита исследо-
вательского поведения (см. табл. 1).

Сравнение групп плацебо позволило сделать вывод, что субхроническое внут-
рибрюшинное введение пептида TGENHR-NH2 увеличивает показатель ЭИП для 
мышей Balb/c с дефицитом исследовательской активности и не оказывает воз-
действия на этот показатель для мышей линии C57Bl/6. Таким образом, пептид 
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TGENHR-NH2 обладает избирательностью действия в отношении дефицита иссле-
довательского поведения животных. В серии сравнительных поведенческих экспе-
риментов продемонстрирован избирательный фармакологический эффект пептида 
TGENHR-NH2 на исследовательскую активность мышей Balb/c с исходным когни-
тивным дефицитом. В радиорецепторных исследованиях была также подтвержде-
на ноотропная активность препарата. Такая направленность фармакологического 
эффекта характерна для известных препаратов ноотропного типа действия – пира-
цетама, фенотропила, пантогама, Семакса.

Были получены данные о возможном вкладе фрагментов пептида TGENHR-
NH2, образующихся при его биодеградации, в наблюдаемый ноотропный эффект. 
Было найдено, что при внутрибрюшинном введении в дозе 100 мкг/кг/день в тече-
ние 5 суток подряд пептид ENHR-NH2 не оказывает влияния на величину ЭИП, в то 
время как дипептид HR-NH2 практически так же увеличил исходно низкий показа-
тель ЭИП для мышей линии Balb/c, как и гексапептид TGENHR-NH2.

Показано, что образующийся при биотрасформации пептидный фрагмент HR-
NH2 характеризуется в несколько раз большим периодом полураспада, чем ис-
ходный пептид TGENHR-NH2, и обладает высокой ноотропной активностью. По-
видимому, образующийся при биотрансформации в тканях организма активный 
метаболит – пептид HR-NH2, может вносить существенный вклад в ноотропную 
активность пептида TGENHR-NH2.

7. Заключение

Исследовано взаимодействие амидной формы гексапептида HLDF-6 с дейтери-
ем и тритием в реакции ВТКИО. Найдены условия реакции ВТКИО, позволяющие 
получить высоко меченный тритием пептид [3H]TGENHR-NH2 с высокой молярной 
радиоактивностью. Проведен анализ биотрансформации пептида TGENHR-NH2 в 
плазме крови и на мембранах клеток головного мозга крысы с использованием ме-
ченного тритием пептида [3H]TGENHR-NH2. В результате проведенных исследова-
ний было найдено, что амидная форма пептида HLDF-6 обладает высокой устой-
чивостью к гидролизу в плазме крови, значительно превосходя по этому параметру 
пептид, не имеющий амидной защиты С-конца пептидной цепи. Показано, что ос-
новной вклад в гидролиз пептида TGENHR-NH2 в плазме крови вносят диамино-
пептидазы, при этом основными долгоживущими продуктами гидролиза пептида 
TGENHR-NH2 в плазме крови являются тетрапептид ENHR-NH2 и дипептид HR-
NH2. Пептид HR-NH2 является активным метаболитом, обладающим ноотропной 
активностью, близкой к исходному пептиду TGENHR-NH2. Предварительная рабо-
та по поиску первичной мишени пептида TGENHR-NH2 не позволила обнаружить 
специфические места связывания для [3H]TGENHR-NH2.

Результаты, полученные при исследовании влияния амидной формы пептида 
HLDF-6 на исследовательское поведение на неинвазивной модели и при радиоли--6 на исследовательское поведение на неинвазивной модели и при радиоли-
гандном анализе нейрохимических процессов, показывают, что в механизм этих 
фармакологических эффектов с высокой степенью вероятности вовлечена глута-



776

матергическая система гиппокампа, в частности, NMDA-тип рецепторов. В серии 
сравнительных поведенческих экспериментов продемонстрирован избирательный 
фармакологический эффект пептида TGENHR-NH2 на исследовательскую актив-
ность мышей Balb/c с исходным когнитивным дефицитом. У этих же мышей был 
изучен рецепторный компонент механизма действия пептида. Было показано, что 
у мышей линии Balb/c как показатели ЭИП, так и плотность NMDA-рецепторов 
оказались ниже, чем у мышей линии С58Bl/6. После 5-кратного системного вве-
дения амидной формы пептида HLDF-6 в ежедневной дозе 100 мкг/кг как пока-
затели ЭИП, так и величина плотности NMDA-рецепторов в гиппокампе мышей 
Balb/c значительно увеличилась, достигая высоких значений в контрольной группе 
(C57Bl/6), относительно которой препарат был неэффективен. Таким образом, спе-
цифическая ноотропная активность пептида связана с воздействием как минимум 
на глутаматергическую рецепторную систему мозга.
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4. Заключение

1. Введение

Индуцируемая гипоксией или ишемией гибель клеток организма является од-
ной из главных причин смертности людей или их инвалидности, а ишемический 
инсульт занимает третье место после инфаркта миокарда и опухолевых заболева-
ний по количеству смертельных исходов среди населения в мире. Для того чтобы 
снизить этот показатель, необходимо, с одной стороны, понять механизмы инду-
цируемой гипоксией/ишемией гибели клеток, а с другой – выявить эндогенные 
защитные механизмы, предотвращающие эту гибель. Фундаментальным принци-
пом организации биологических систем как на уровне отдельных клеток, так и на 
уровне целого организма является существование повреждающих (вызывающих 
гибель клеток) и защитных (способствующих выживанию клеток) сигнальных 
путей, которые индуцируются в ответ на стрессовые (потенциально патологичес-
кие) стимулы (Le�er, Shoha��, 2002). Известно, что различные по своей этиологии 
нейродегенеративные процессы в мозге, вызванные, в частности, ишемией/гипо- 

Сокращения: ИЛ-10 – интерлейкин-10; CaMKII – Ca2+/кальмодулин-зависимая протеинкиназа 
II; rtPA – рекомбинантный активатор тканевого плазминогена.
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ксией, судорожной активностью, механической травмой, а также аутоиммунными 
заболеваниями, характеризуются рядом сходных патогенетических механизмов, 
включающих локальную активацию микроглии и астроцитов, повышенную про-
дукцию потенциально нейротоксических провоспалительных цитокинов, воспа-
лительный ответ, активацию иммунной системы, экзайтотоксичность и гиперво-
збудимость нейронов (Asad�lla� et al., 2003; Marchett�, Abbracch�o, 2005; T�a� et al, 
2012; Vezza�� et al., 2013).

Несмотря на значительные успехи в выяснении элементов и организации сиг-
нальных систем, запускающих защитные механизмы клеток, до настоящего време-
ни подходы, основанные на знании этих механизмов, эффективно не используются 
для устранения индуцируемой гипоксией или ишемией гибели клеток мозга. Клю-
чевой причиной этого является то, что при вышеназванных патологических усло-
виях активируются множественные одновременно возникающие патофизиологи-
ческие сигнальные каскады, приводящие к гибели клеток по типу некроза, апоп-
тоза, аутофагии или их гибридных форм (Mart��, 2002; Har�����, Bhardwaj, 2006; 
N�xo�, 2013). Это позволяет утверждать, что разработанные к настоящему времени 
протектирующие воздействия, направленные, как правило, на блокирование пар-
циальных реакций патофизиологических сигнальных механизмов гибели клеток 
являются мало-эффективными (Mehta et al., 2007; Obre�ov�tch, 2008; Sta��ows��, 
G�pta, 2011; P�yal et al., 2013).

Можно выделить, по крайней мере, три фазы гибели нейронов мозга (органа, 
который является наиболее чувствительным к повреждающему действию гипок-
сии/ишемии) во время ишемического инсульта: 1 фаза связана с остановкой крово-
обращения и обеспечения клеток кислородом и питательными веществами; 2 фаза 
обусловлена массивным высвобождением возбуждающего нейромедиатора глута-
мата (эксайтотоксичность) и 3 фаза гибели связана с хроническим воспалением, 
индуцируемым высвобождением провоспалительных цитокинов. К настоящему 
времени идентифицированы множественные клеточно-молекулярные механизмы, 
вовлеченные в гибель нейронов после ишемического инсульта, включающие, в час-
тности, трансмембранный ионный дисбаланс, периинфарктную деполяризацию, 
окислительный стресс, глутаматную эксайтотоксичность и накопление ионов каль-
ция в клетках. Однако до настоящего времени клинические испытания различных 
нейропротекторов при ишемии/гипоксии (а было протестировано большое число 
терапевтических агентов, включая антагонисты рецепторов глутамата, блокаторы 
кальциевых каналов, антиоксиданты и т.д.) не дали положительных результатов 
(Sta��ows��, G�pta, 2011). К настоящему времени из новых препаратов за рубежом 
одобрен только рекомбинантный активатор тканевого плазминогена (rtPA) для ле-rtPA) для ле-) для ле-
чения ишемического инсульта, недостатком которого является то, что лечение с 
его использованием имеет узкое временное терапевтическое окно (около 3 часов 
после инсульта) и повышает риск внутримозговых кровоизлияний. Современные 
экспериментальные и клинические наблюдения указывают на то, что стратегия 
протекции при лечении индуцируемых гипоксией/ишемией повреждений клеток, 
тканей и органов должна использовать комплексную фармакотерапию, способную 
подавлять множественные патофизиологические события, возникающие в этих ус-
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ловиях. Однако такой подход требует знания о полной структуре и сравнительной 
роли различных сигнальных протекторных систем, лежащих в основе толерант-
ности клеток организма к ишемии/гипоксии.

Острый воспалительный ответ рассматривается как механизм врожденного им-
мунитета, который направлен на защиту организма от повреждающих воздействий. 
Однако при хроническом воспалении макрофаги иммунной системы выделяют в 
области повреждения токсические вещества, включающие провоспалительные ци-
токины и свободные радикалы кислорода, которые приводят к разрушению клеток 
в поврежденной области мозга. Для прерывания такого хронического воспалитель-
ного процесса в разных тканях организма существуют разные механизмы регуля-
ции воспалительного ответа, ключевую роль в которых играют антивоспалитель-
ные цитокины, обладающие одновременно иммуномодулирующими, анти-воспа-
лительными и трофическими функциями (Asad�lla� et al., 2003; Marchett�, Abbrac-
ch�o, 2005). Используемые в настоящее время в клинике стероидные и нестероид-
ные противовоспалительные препараты имеют ряд существенных недостатков при 
лечении нейродегенеративных заболеваний мозга. Так, такие стероидные препара-
ты, как гюкокортикоиды, при их хроническом применении сами по себе оказыва-
ют повреждающее действие на нейроны и нарушают когнитивные функции мозга 
(M�cha�d et al., 2009). Нестероидные противо-воспалительные препараты также 
имеют ряд существенных недостатков при лечении нейродегенеративных забо-
леваний мозга. Большинство препаратов этой группы являются неселективными 
ингибиторами фермента циклооксигеназы, отвечающего за выработку простаглан-
динов и тромбоксана из арахидоновой кислоты. В свою очередь, простагландины 
оказывают провоспалительное действие. Поскольку патогенетические механизмы 
нейродегенеративных заболеваний мозга имеют мультифакторный характер, то уз-
конаправленный механизм действия этих препаратов далеко не всегда способен ус-
транять последствия хронического воспалительного процесса. Кроме того, препа-
раты этой группы имеют ряд побочных нежелательных эффектов, прежде всего на 
сердечно-сосудистую систему, желудочно-кишечный тракт и ряд других органов. В 
связи с этим можно полагать, что в качестве перспективных нейропротектирующих 
веществ могут быть использованы антивоспалительные цитокины, которые акти-
вируют множественные протектирующие внутриклеточные сигнальные каскады 
как на уровне транскрипции генов, так и на посттрансляционном уровне. На се-
годняшний день одним из перспективных подходов для разработки нового класса 
нейропротекторов может быть использование таких эндогенных антивоспалитель-
ных цитокинов, как интерлейкин-10 (ИЛ-10) и трансформирующий фактор роста – 
β, обладающих одновременно иммуномодулирующими, антивоспалительными и 
трофическими свойствами (Asad�lla� et al., 2003). Поэтому исследование меха-
низмов нейропротектирующего действия на мозг антивоспалительных цитокинов 
имеет важное социально-ориентированное значение для разработки нового класса 
лекарственных препаратов, устраняющих или задерживающих развитие нейроде-
генеративных процессов, в частности при гипоксии или ишемии.

В рамках фундаментальной проблемы нейробиологии, связанной с анализом 
механизмов взаимодействия нейронов мозга и клеток иммунной системы, целью 
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работы по программе ФНМ РАН было, с одной стороны, оценить возможность ан-
тивоспалительного цитокина ИЛ-10 оказывать нейропротектирующее действие на 
повреждение нейронов мозга при действии гипоксии или ишемии, а с другой – вы-
яснить роль различных клеточных механизмов функционирования нервных клеток, 
через которые ИЛ-10 способен оказывать свои нейропротектирующие эффекты. В 
работе использовались модели гипоксической или ишемической нейродегенерации 
нейронов гиппокампа – структуры мозга, играющей ключевую роль в когнитивных 
функциях мозга, а также в патогенезе таких заболеваний, как эпилепсии или бо-
лезнь Альцгеймера.

2. Нейропротектирующее действие ИЛ-10 на разных 
моделях гипоксии и ишемии in vitro и in vivo

Анализ действия ИЛ-10 на индуцируемые гипоксией или ишемией нарушения 
активности пирамидных нейронов поля СА1 в переживающих срезах гиппокам-
па мозга крысы показал, что этот цитокин в концентрации 1 нг/мл оказывает про-
тектирующий эффект (Lev��, God��h��, 2011; T��hovs�aya et al., 2014). Нейропро-
тектирующее действие ИЛ-10 проявлялось уже через несколько минут после его 
приложения к срезам гиппокампа. В концентрации 10 нг/мл нейропротектирую-
щий эффект ИЛ-10 был менее выраженным. ИЛ-10 в концентации 1 нг/мл устра-
нял также индуцируемую гипоксией или ишемией гибель нейронов и астроцитов 
в первичной культуре клеток гиппокампа (T�rovs�y et al., 2013; T��hovs�aya et al., 
2014). Анализ нейропротектирующего действия ИЛ-10 на модели ишемии in vivo 
с помощью перманентной окклюзии срединной артерии мозга крысы продемонс-
трировал, что внутривенное введение ИЛ-10 в дозе 5 мкг/200 мкл через 60 минут 
после начала окклюзии средней мозговой артерии достоверно снижает объем ин-
фаркта головного мозга примерно в два раза относительно объема инфаркта мозга 
крыс, которым вместо ИЛ-10 вводили 0,9-процентный раствор NaCl (T��hovs�aya 
et al., 2014). Эти результаты подтверждают ранее полученные данные о том, что 
повышенная экспрессия ИЛ-10 у мышей облегчает их сопротивляемость к ишемии 
(De B�lbao et al., 2009). Все эти результаты указывают на наличие нейропротектиру-
ющего действия антивоспалительного цитокина ИЛ-10 на повреждения нейронов 
мозга, индуцируемых гипоксией или ишемией.

3. Клеточно-молекулярные механизмы, лежащие в основе 
быстрого нейропротектирующего действия ИЛ-10 на мозг

Канонические сигнальные внутриклеточные пути, через которые ИЛ-10 опос-
редует свое действие на клетки, связаны с активацией Ja�/Stat, PI3 киназа/A�t, 
MEK/ERK и NF-�B сигнальных путей, что, в свою очередь, приводит к активации 
генов, продукты которых, с одной стороны, ингибируют апоптоз, а с другой – сти-
мулируют протектирующие механизмы клеток организма (Strle et al., 2001). Моду-
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лирующие эффекты ИЛ-10, опосредованные этой цепочкой событий, развиваются 
с большой задержкой и требуют для своей реализации несколько часов или суток. 
Однако наши нижеприводимые экспериментальные результаты, а также, современ-
ные литературные данные (Beatt�e et al., 2002; Stellwage� et al., 2005; Scha�ers, Sor-
���, 2008) показывают, что, в отличие от канонических представлений о действии 
цитокинов, влияние этих медиаторов иммунной системы на активность нейронов 
может наблюдаться уже в течение нескольких минут после их приложения к мем-
бране нервных клеток (быстрые модулирующие эффекты). В связи с этими новы-
ми представлениями целью нашей работы по программе ФНМ было исследование 
роли различных типов К+-каналов, внутриклеточного Са2+, Са2+/кальмодулин-зави-
симой протеинкиназы II и АМРА рецепторов основного возбуждающего нейроме-
диатора мозга глутамата в модулирующих эффектах ИЛ-10.

3.1. Роль функциональной активности кальций-зависимых 
калиевых каналов большой проводимости и фоновых 2Р 
калиевых каналов в нейропротектирующем действии ИЛ-10

Известно, что АТФ-зависимые калиевые каналы, Са2+-активируемые калиевые 
каналы и фоновые 2Р калиевые каналы являются одними из основных мишеней 
действия гипоксии, через которые она влияет на возбудимость нервных клеток 
(Pla�t et al., 2002; K�l�� et al., 2002; Gao, F��g, 2002; Левин, Годухин, 2009; Lev��, 
God��h��, 2009; Левин и др., 2012). Таким образом, эти калиевые каналы могут 
быть потенциальными мишенями, через которые ИЛ-10 оказывает свое нейромо-
дулирующее антигипоксическое действие на индуцируемые гипоксией нарушения 
в активности нейронов мозга. Проверка этого предположения показала следующее. 
Использовался метод регистрации популяционных спайков от пирамидных нейро-
нов поля СА1 в срезах гиппокампа мозга крысы до, во время и после предъяв-
ления кратковременных эпизодов гипоксии. С помощью селективного блокатора 
ВКСа калиевых каналов ибериотоксина и неселективных блокатора и активатора 2Р 
калиевых каналов, соответственно, бупивакаина и рилузола, оценивалось участие 
этих каналов в механизмах угнетающего действия ИЛ-10 (1 нг/мл) на способность 
кратковременных эпизодов гипоксии устранять активность нейронов во время ги-
поксии и индуцировать у них развитие постгипоксической гипервозбудимости. 
Результаты исследований показали, что ВКСа калиевые каналы принимают важное 
участие в механизмах устраняющего действия ИЛ-10 как на способность гипоксии 
угнетать активность пирамидных нейронов поля СА1 гиппокампа во время эпизо-
да гипоксии, так и на развитие в этих нейронах постгипоксической гипервозбуди-
мости. Получены также предварительные данные о том, что фоновые 2Р калиевые 
каналы могут участвовать в механизмах антигипоксического действия ИЛ-10 на 
индуцируемое гипоксией угнетение активности пирамидных нейронов поля СА1 
гиппокампа непосредственно во время эпизода гипоксии. Таким образом, результа-
ты исследований по проекту позволили получить принципиально новые данные о 
роли этих двух типов мембранных калиевых каналов в механизмах нейропротекти-
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рующего действия антивоспалительного цитокина ИЛ-10 при нарушениях актив-
ности нейронов мозга, индуцируемых гипоксией.

3.2. Модулирующее действие ИЛ-10 на внутриклеточные 
Са2+-ответы при индуцируемом гипоксией или ишемией 
повреждении культивируемых клеток гиппокампа

В этих исследованиях были использованы in vitro модели гипоксии и ишемии 
на первичной культуре нейронов гиппокампа и кальциевый зонд F�ra-2M для оцен-
ки внутриклеточного Са2+-ответа. Анализ влияния ИЛ-10 (1 нг/мл) на Са2+-ответ, 
вызванный сопряженным приложением к культивируемым нейронам гиппокам-
па агониста возбуждающих глутаматных рецепторов NMDA и кратковременных 
эпизодов гипоксии, выявил, что данный антивоспалительный цитокин устраняет 
высвобождение Са2+ из инозитолтрифосфат-зависимых участков эндоплпзматичес-
кого ретикулума (T�rovs�aya et al., 2012). Этот нейромодулирущий эффект ИЛ-10 
развивался быстро в течение нескольких десятков минут и устранял индуцируе-
мую гипоксией гибель ГАМКергических нейронов в первичной культуре клеток 
гиппокампа (T�rovs�y et al., 2013). Таким образом, мишенью действия ИЛ-10 яв-
ляются инозитолтрифосфат-, но не рианодин-зависимые участки высвобождения 
Са2+ из эндоплпзматического ретикулума нейронов в первичной культуре клеток 
гиппокампа мозга крысы при гипоксических условиях. Анализ влияния ИЛ-10 на 
вызванную in vitro ишемией гибель культивируемых клеток гиппокампа обнару-
жил, что в концентрации 1 нг/мл этот антивоспалительный цитокин снижает амп-
литуду внутриклеточного Са2+-ответа и перестраивает структуру самого ответа на 
фоне ишемии, что приводит к достоверному снижению числа мертвых астроцитов 
и нейронов в первичной культуре клеток гиппокампа (T��hovs�aya et al., 2014). 
Нейропротектирующее действие ИЛ-10 развивалось через 15 минут и достигало 
максимального эффекта через 24 часа после его приложения к культивируемым 
клеткам гиппокампа. Таким образом, результаты этих исследований позволили по-
лучить принципиально новые данные о роли внутриклеточных депо ионов кальция 
в механизмах нейропротектирующего действия антивоспалительного цитокина 
ИЛ-10 при повреждениях нейронов мозга, индуцируемых гипоксией и ишемией.

3.3. ИЛ-10 восстанавливает вызванное гипоксией 
угнетение экспрессии альфа-субъединицы 
Са2+/кальмодулин-зависимой протеинкиназы

Целью этих исследований было оценить действие ИЛ-10 на вызванные кратков-
ременными эпизодами гипоксии нарушения в экспрессии α- и β-субъединицы Ca2+/
кальмодулин-зависимой протеинкиназы II (CaMKII) в переживающих срезах гип-II (CaMKII) в переживающих срезах гип- (CaMKII) в переживающих срезах гип-CaMKII) в переживающих срезах гип-) в переживающих срезах гип-
покампа мозга крысы. Экспрессию субъединиц CaMKII оценивали с помощью спе-CaMKII оценивали с помощью спе- оценивали с помощью спе-
цифических антител методом Вестерн-блоттинга в гомогенатах срезов гиппокампа.
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Уже через 10 минут после окончания эпизодов гипоксии на фоне ИЛ-10 (1 нг/
мл) наблюдалось восстановление вызванного эпизодами гипоксии снижения экс-
прессии α-субъединицы CaMKII до значений, наблюдаемых в срезах гиппокампа 
без гипоксических воздействий (Sav��a et al., 2013). Таким образом, ИЛ-10 спосо-
бен восстанавливать вызванное гипоксией угнетение экспрессии α-субъединицы 
Са2+/кальмодулин-зависимой протеинкиназы II, что свидетельствует о гомеостати-
ческой нейромодулирующей функции этого антивоспалительного цитокина.

3.4. ИЛ-10 восстанавливает вызванное гипоксией угнетение 
экспрессии GluА1-субъединицы АМРА рецепторов глутумата

Дальнейшей целью наших исследований было оценить действие ИЛ-10 на вы-
званные кратковременными эпизодами гипоксии нарушения в экспрессии Gl�A1- 
субъединицы AMPA-рецепторов глутамата, играющих ключевую роль в передаче 
возбуждающего сигнала в глутаматных синапсах мозга. Популяционные спайки 
регистрировали в поле СА1 срезов гиппокампа мозга крысы до, во время и после 
действия кратковременных эпизодов гипоксии. Экспрессию Gl�A1-субъединицы 
AMPA-рецепторов оценивали с помощью специфических антител методом Вес- 
терн-блоттинга в гомогенатах срезов гиппокампа. Через несколько минут после 
окончания эпизодов гипоксии на фоне ИЛ-10 (1 нг/мл) наблюдалось восстанавление 
уровня экспрессии Gl�A1-субъединицы AMPA-рецепторов, сниженного после эпи-
зодов гипоксии, до значений, наблюдаемых в срезах гиппокампа без гипоксических 
воздействий (Sav��a et al., 2013). Эти результаты указывают на существование ново-
го неканонического механизма, посредством которого антивоспалительный цитокин 
ИЛ-10 способен оказывать быстрые модулирующие действия на активность нейро-
нов, предохраняющие индуцируемые гипоксией нарушения в этой активности.

4. Заключение

Известно, что такие медиаторы иммунной системы, как антивоспалительные 
цитокины, продуцируются резидентными клетками мозга, прежде всего микрог-
лией и астроцитами, при нормальных физиологических условиях (Szele�yl, 2001). 
Однако при повреждениях мозга, связанных с нейрологическими заболеваниями, 
механической травмой, гипоксией/ишемией или инфекциями, экспрессия анти-
воспалительных цитокинов резко возрастает. Современные экспериментальные и 
клинические наблюдения указывают на их протектирующее действие в отношении 
повреждения нейронов в ответ на стрессовые (потенциально летальные) стимулы 
(Strle et al., 2001; Zho� et al, 2009; DeB�lbao et al., 2009). Связывание антивоспа-
лительного цитокина ИЛ-10 с его мембранным рецептором приводит к активации 
нескольких канонических внутриклеточных сигнальных путей, включающих: Ja�/
Stat, MEK/ERK и PI3 киназа/A�t (Strle et al., 2001). Экспериментальные данные 
показывают, что ИЛ-10 через стимуляцию Ja�/Stat сигнального пути способен 



785

регулировать активность PI3 киназа/A�t, MEK/ERK и фактор транскрипции NF-
�B, что, в свою очередь, приводит к активации генов, продукты которых, с одной 
стороны, ингибируют апоптоз, а с другой – стимулируют протектирующие меха-
низмы клеток организма (Strle et al., 2001; Le�er, Shoha��, 2002). Модулирующие 
эффекты ИЛ-10, опосредованные этой цепочкой событий, развиваются с большой 
задержкой и требуют для своей реализации несколько часов – суток. Однако эти 
экспериментальные данные оказались неполными. Относительно недавно было 
показано, что в центральной нервной системе позвоночных такие сигнальные мо-
лекулы, как цитокины, наряду с их ролью в регуляции иммунного ответа и воспа-
ления способны также модулировать возбудимость нервных клеток через лиганд- и 
потенциал-зависимые мембранные каналы, синаптическую передачу и нейрональ-
ную пластичность. Причем, в отличие от классических представлений о действии 
цитокинов, влияние этих медиаторов иммунной системы на активность нейронов 
может наблюдаться уже в течение нескольких минут после их приложения к мем-
бране нервных клеток (быстрые эффекты) (Beatt�e et al., 2002; V�v�a�� et al., 2003; 
Stellwage� et al., 2005; Scha��ers, Sor���, 2008; T�rovs�aya et al., 2012; Sav��a et al., 
2013; T�rovs�y et al., 2013).

Результаты проведенных нами исследований позволили получить принципи-
ально новые данные о роли кальций-зависимых калиевых каналов, фоновых 2Р ка-
лиевых каналов (предварительные результаты), внутриклеточных депо ионов каль-
ция, Ca2+/кальмодулин-зависимой протеинкиназы II и ионотропных рецепторов 
глутамата в механизмах быстрого модулирующего действия антивоспалительного 
цитокина ИЛ-10, через которые данный цитокин способен оказывать нейропротек-
тирующие действия на повреждения клеток мозга, индуцируемых гипоксией или 
ишемией.

На рисунке представлена принципиальная схема пирамидного нейрона поля 
СА1 гиппокампа с клеточными мишенями (показаны крупными стрелками) мо-
дулирующего действия ИЛ-10 по результатам наших исследований. Гипоксия или 
ишемия способны инициировать три группы событий в этих нейронах: уменьшать 
вероятность генерации потенциалов действия, инициировать трансформацию оди-
ночного потенциала действия в пачки потенциалов действия и приводить к гибели 
этих нейронов. Антивоспалительный цитокин ИЛ-10, модулируя соответствующие 
клеточные мишени, оказывает нейропротектирующее действие на индуцируемые 
гипоксией или ишемией нарушения в их активности.

Современные клинические данные и результаты экспериментальных иссле-
дований на животных показывают, что центральная роль в развитии нейродеге-
неративных процессов при ишемии/гипоксии, механической травме, эпилепсиях, 
а также при таких нейродегенеративных заболеваниях мозга, как болезнь Альц-
геймера или болезнь Паркинсона, принадлежит провоспалительным цитокинам. 
В связи с этим одним из перспективных подходов для разработки нового класса 
нейропротекторов может быть использование эндогенных антивоспалительных 
цитокинов. Из фундаментальных исследований также известно, что опосредован-
ная глутаматом эксайтотоксичность, а также нарушение гомеостаза ионов кальция 
являются одними из ключевых детерминантов клеточной гибели при этих нейро-
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Рис. Принципиальная схема пирамидного нейрона поля СА1 гиппокампа с клеточными мише-
нями (показаны крупными стрелками) модулирующего действия ИЛ-10 по результатам проведенных 
нами исследований

1 – АМРА рецепторы; 2 – NMDA рецепторы; 3 – L-тип Са2+ каналов; 4 – Са2+-зависимые К+-кана-
лы; 5 – ГАМКБ рецепторы; 6 – ГАМКА рецепторы; 7 – АТР-К+ -АТФ-зависимые К+ каналы; 8 – КаМК 
II – Са2+/кальмодулин-зависимая протеинкиназа II; 9 – Инозитолтрифосфат-зависимые участки эндо-II; 9 – 
плазматического ретикулума; 10 – фоновые 2Р калиевые каналы. ДП – долговременная потенциация

патологиях. Результаты представленных нами исследований позволили показать на 
разных моделях ишемии in vivo и in vitro, а также на in vitro моделях гипоксии, что 
антивоспалительный цитокин ИЛ-10 оказывает нейропротектирующее действие 
на повреждение нейронов мозга, индуцируемых ишемией или гипоксией. Кроме 
того, полученные результаты позволили получить принципиально-новые представ-
ления о роли различных мембранных калиевых каналов, внутриклеточных депо 
ионов кальция, Ca2+/кальмодулин-зависимой протеинкиназы II и ионотропных ре-II и ионотропных ре- и ионотропных ре-
цепторов глутамата в механизмах нейропротектирующего действия ИЛ-10 на пов-
реждения нейронов мозга, индуцируемых гипоксией или ишемией. Тем не менее, 
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необходимо продолжить исследования по анализу механизмов этого действия ан-
тивоспалительных цитокинов. Одним из перспективных подходов для разработки 
нового класса нейропротекторов может быть использование активаторов стимули-
руемых ИЛ-10 протектирующих внутриклеточных сигнальных каскадов, способ-
ных блокировать сигнальные каскады гибели клеток мозга. Из литературных дан-
ных известно, что в клетках иммунной системы активируемый ИЛ-10 PI3 киназа/
A�t внутриклеточный сигнальный каскад является одним из ключевых каскадов, 
опосредующих активацию генов, продукты которых, с одной стороны, ингибируют 
апоптоз, а с другой – стимулируют протектирующие механизмы клеток. Однако 
нейропротектирующая роль этого сигнального каскада в клетках мозга остается 
неясной. Поэтому исследования в этом направлении могут дать новые, имеющие 
практическое значение для медицины, представления о роли и механизмах ней-
ропротектирующего действия антивоспалительных цитокинов как на индуциру-
емые ишемией или гипоксией повреждения нейронов мозга, так и на патогенез 
таких нейродегенеративных заболеваний мозга как болезни Альцгеймера или Пар-
кинсона и как следствие – разработать на основе этих знаний новые лекарственные 
препараты.
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Применение аденозинфосфатов для предотвращения 
молекулярного старения NADH-дегидрогеназы 
в митохондриях

М.С. Фролова, Н.Л. Векшин

Нейродегенеративные процессы в мозге приводят, в частности, к паркинсониз-
му. Старческий паркинсонизм с трудом поддается лечению. Применение различ-
ных медикаментов помогает на время снять симптомы, но не более того. Напри-
мер, дофаминовая терапия не позволяет вылечить паркинсонизм. Поэтому необхо- 
димы новые подходы, которые могли бы позволить осуществлять эффективное ле-
чение.

Один из путей лечения, на наш взгляд, мог бы заключаться в восстановлении 
функции стареющих митохондрий. Ведь старение митохондрий может приводить к 
дегенерации нейронов. Старые митохондрии – постмитохондрии – характеризуют-
ся ухудшением работы дыхательной цепи, снижением продукции АТФ, появлением 
липофусцина (Белякович, 1990).

В последние годы старческое развитие нейромышечных дегенеративных за-
болеваний все чаще связывают с нарушениями работы NADH-дегидрогеназного 
комплекса I в митохондриях (Seo et al., 2004; Varghese et al., 2009) и, как следствие, 
повышенным окислительным стрессом клеток.

Мы предполагаем, что одним из факторов, вызывающим эти нарушения, явля-
ется потеря связи между FMN и NADH-дегидрогеназой.

FMN находится в 50-кДа субъединице NADH-дегидрогеназы (именно эта субъ-
единица имеет активный центр для связывания NADH). FMN связан с ферментом не-
ковалентно и поэтому при различных воздействиях легко выпадает. Это может про-
исходить спонтанно с течением времени, при небольшом повышении температуры, 
под действием следовых количеств (0,001%) детергентов и других вредных факторов 
(Соколова, Векшин, 2008; Векшин, 2009). В результате электроны от NADH не идут 
далее по электрон-транспортной цепи, а напрямую восстанавливают молекулярный 
кислород до супероксида. Перепроизводство супероксид-аниона, способного приво-
дить к перекисному окислению липидов, к повреждению белков и ДНК, вызывает 
неизбежное старение как самих митохондрий, так и других клеточных органелл. В 
ходе этого может запускаться механизм гибели клетки путем апоптоза или некроза, в 
зависимости от количества и степени повреждения митохондрий.

Ранее в нашей лаборатории было показано, что предотвратить потерю связи 
между NADH-дегидрогеназой и молекулой FMN можно с помощью NAD, который 
стабилизирует собой фермент (Соколова, Векшин, 2008; Векшин, 2009). Такое дейс- 
твие NAD вызвано, во-первых, тем, что он, являясь продуктом окисления NADH, 
ингибирует реакцию дегидрирования и, во-вторых, находясь в активном центре, 
механически стабилизирует активный центр, что препятствует вываливанию FMN. 

Сокращения: FAD – флавинадениннуклеотиды; FMN-H2 – восстановленный флавин.
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К сожалению, возможное лечение митохондриальных энцефаломиопатий с исполь-
зованием NAD затруднительно, так как он плохо проникает в клетки и в сами ми-
тохондрии. Кроме того, NAD может тормозить работу NADH-дегидрогеназы, алко-
гольдегидрогеназы и других NAD-зависимых ферментов.

Своей задачей в этой работе мы поставили протестировать некоторые природ-
ные аналоги NAD на предмет стабилизации FMN в NADH-дегидрогеназе, причем, 
что особенно важно, без подавления ферментативной активности. Для этого был 
выбран ряд природных веществ с похожей на NAD химической формулой: АТP, 
АDP, АМP, аденин, аденозин, никотиновая кислота и никотинамид.

Чтобы увеличить спонтанный выход FMN, изолированные митохондрии ин-
кубировались при температуре 37°С в течение двух часов. Для того чтобы такие 
вещества, как NAD, NADH, аденин и аденозин, лучше проникали в митохондрии, 
была выбрана гипотоническая среда инкубации, содержащая 100 мМ сахарозы и 10 
мМ Tr�s-фосфат, рН=7,0. В такой среде митохондриальные мембраны становятся 
более проницаемыми. Кроме того, митохондрии использовались после однократ-
ной заморозки, что способствует некоторой пермеабилизации мембран и лучшему 
проникновению веществ (но не разрушает самих органелл).

Для определения ферментативной активности NADH-дегидрогеназы был вы-
бран фотометрический метод Беляковича с помощью пара-нитротетразолия фио-
летового (p-NTV), восстанавливающегося до формазана, который откладывается в 
матриксе митохондрий в виде микрокристалликов и не влияет на дальнейшую ско-
рость реакции (Белякович, 1990). Кроме того, этот метод удобен тем, что скорость 
восстановления p-NTV в десятки раз превосходит скорость передачи электронов по 
электрон-транспортной цепи на кислород, поэтому можно не использовать блока-
торы дыхательной цепи.

Митохондриальную фракцию из печени крыс выделяли в среде, содержащей 
20 мМ Tr�s-HCl и 250 мМ сахарозы (рН=7,7), при температуре 2°С стандартным 
методом с некоторыми модификациями (Шарова, Векшин, 2004). Сначала центри-
фугировали исходную общую суспензию на BECKMANJ2-21 при 1000 g в течение 
10–15 мин, в результате чего осаждались (и затем отбрасывались) клетки и другие 
крупные частицы. Супернатант центрифугировали в течение 15 мин при 5000 g, в 
результате чего осаждались в основном зрелые тяжелые митохондрии, которые за-
тем суспендировали в той же среде (9 мл на 1.5 мл осадка), расфасовывали на льду 
в пробирки Eppe�dor� по 1 мл, замораживали и использовали для опытов (после 
размораживания). В ряде случаев выделение митохондрий производили в среде, 
содержащей 200 мМ сахарозы, 100 мМ маннит, 10 мМ хепес (рН=7,5), и осущест-
вляли двойную промывку с двукратным центрифугированием при 5000 g.

Ферментативная реакция окисления NADH паранитротетразолием фиолето-
вым (p-NTV) детектировалась по образованию формазана, откладывающегося 
внутри митохондрий. В ходе ферментативной реакции окисления NADH молекула 
p-NTV восстанавливается до формазана, и суспензия митохондрий приобретает из-
за него розовую окраску. В этих опытах к суспензии митохондрий из печени крысы 
добавляли 100 мкМ NADH, 100 мкМ p-NTV и тестируемое вещество (ADP, аде-
нозин и др.) в избытке (до 300 мкМ). Кинетику увеличения оптической плотнос-
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ти при образовании формазана измеряли в течение 15 минут на спектрофотометре  
«ПромЭкоЛаб-5400УФ» (Санкт-Петербург) при 540 нм.

Концентрацию митохондриального белка определяли УФ-экспресс-методом 
(Векшин, 1988). Все фракции выравнивали по содержанию белка с помощью бу-
фера (100 мМ сахарозы и 10 мМ Tr�s-фосфат, рН=7,0) до конечной концентрации 
0,3 мг/мл.

Спектры флавиновой флуоресценции митохондрий записывали на спектрофлу-
ориметре SLM-4800 (SLM, I�c., США) в 1-сантиметровой или 0,4-сантиметровой 
кюветах при 20°С. Длина волны возбуждения флавинов была в максимуме полосы 
поглощения при 450 нм, а длина волны излучения – в максимуме при 525 нм. В 
ряде опытов, где интенсивность флуоресценции была низкой, в частности – при 
измерении степени поляризации (P) флавиновой флуоресценции, использовали 
зеркальные кюветы, позволяющие усилить сигнал в несколько раз (Векшин, 2009).

Для обнаружения локализации флавина после 2-часовой инкубации при 37°С 
раствор митохондрий пропускался через 0,2-микронные миллипоровые фильтры 
и затем проводилось измерение флуоресценции фильтрата (митохондрии оседали 
на фильтре). Через такие поры проходят помимо флавинов и флавобелков также 
протомитохондрии (малые зародышевые незрелые митохондрии), но они почти не 
содержат флавинов (Зинина, Векшин, 2008; Векшин, 2010). В других измерениях, 
где митохондрии не мешали измерению флавиновой флуоресценции, они не уда-
лялись из раствора. Все измерения проводились по 5–10 раз на митохондриальных 
фракциях из разных животных, затем находилось среднеарифметическое значение, 
которое затем нормировалось на 100%.

Ранее в нашей лаборатории было показано, что процесс выхода FMN из актив-FMN из актив- из актив-
ного центра NADH-дегидрогеназы может ускоряться некоторыми веществами, в 
частности – следовыми количествами детергентов, а также небольшим длительным 
нагреванием. Это согласуется с давно известным фактом полной или частичной 
утраты FMN в ходе препаративных работ по выделению и очистке изолированной 
NADH-дегидрогеназы (Gala�te, Hatefi, 1979; Doo�jewaard et al., 1978; Al�e�da et al., 
1999; Cre�o�a, Ker�ey, 1964; O��� et al., 2000). Причем утрата FMN сопровождает-
ся падением NADH:убихинон-редуктазной активности, но не NADH:феррицианид-
редуктазной. Это связано с тем, что FMN во второй реакции не участвует (Векшин, 
2009; Шарова, Векшин, 2004). Не участвует он и в NADH:тетразолий-редуктазной 
реакции (Векшин, 2009).

В наших экспериментах по стабилизации флавиновых молекул в ферменте мы 
инкубировали митохондрии в течение 2 часов при 37°С. После этого при 20°С из-
меряли флавиновую флуоресценцию (λвозб=450 нм, λэмисс=525 нм). Кроме того, мы 
измеряли триптофановую флуоресценцию (λвозб=286 нм, λэмисс=340 нм) – для опре-
деления выхода из митохондрий белков (большинство белков митохондрий содер-
жат триптофановые остатки) и флуоресценцию 7-амино-актиномицина (λвозб=530 
нм, λэмисс=620 нм) – для определения выхода ДНК в раствор (7-амино-актиномицин 
хорошо встраивается в расплетенные участки ДНК) (Векшин, 2009). Оказалось, 
что в процессе выхода FMN не происходит никакого выхода белков и ДНК из ми-
тохондрий в раствор: интенсивность триптофановой флуоресценции и 7-амино-ак-
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тиномициновой флуоресценции в среде после 2-часовой инкубации митохондрий 
(при 37°С) и их последующего удаления оставалась пренебрежимо малой (данные 
не приводятся). Это означает, что митохондриальные мембраны остались целыми.

При этом интенсивность флавиновой флуоресценции в контрольных про-
бах при инкубации возрастала в 2–3 раза (в разных опытах, в зависимости от со-
хранности митохондрий). Нужно отметить, что вклад в общую флавиновую флу-
оресценцию митохондриальной суспензии дает не только FMN, принадлежащий 
NADH-дегидрогеназе, но и флавинадениннуклеотиды (FAD), прочно ковалентно 
связанные с другими митохондриальными дегидрогеназами. Изменение же интен-
сивности флавиновой флуоресценции обусловлено в основном именно выходом 
FMN из NADH-дегидрогеназы в раствор (за счет выхода FMN из митохондрий воз-
растает его коэффициент экстинкции, а значит и флуоресценция). Молекулы FAD 
митохондриальных флавопротеинов не вносят заметного вклада в изменение флу-
оресценции, потому что молекулы FAD остаются связанными ковалентно со свои-
ми ферментами внутри митохондриальных сфер, рассеивающих падающий на них 
свет. К тому же, флуоресценция FAD затушена ароматическими аминокислотами и 
железо-серными кластерами (Векшин, 2009).

Помимо регистрации изменений интенсивности флуоресценции мы измеряли 
степень поляризации флавиновой флуоресценции, по величине которой можно оп-
ределить, в каком состоянии находится FMN – связанном или свободном (Векшин, 
2009). У связанного флавина степень поляризации высокая (из-за малого време-
ни жизни возбужденного состояния и низкой вращательной подвижности внутри 
белка). По мере выхода FMN в раствор степень поляризации уменьшается, т.к. в 
водной фазе резко увеличивается скорость вращения, а также увеличивается время 
жизни (из-за отсутствия тушения железо-серными кластерами). В наших опытах 
степень поляризации флавиновой флуоресценции после инкубации при 37°С через 
2 часа уменьшалась в 1,5–2 раза.

Для того чтобы проверить, где именно оказался высвобожденный FMN – в ми-FMN – в ми- – в ми-
тохондриальном матриксе или внешнем растворе – мы измеряли интенсивность и 
степень поляризации также в фильтратах, полученных путем фильтрации суспен-
зий митохондрий (до и после 2-часовой инкубации) через 0,2-микронные миллипо-
ровые фильтры. Интенсивность флуоресценции в фильтрате увеличивалась после 
инкубации митохондрий (в сравнении с митохондриями до инкубации) в 4,3 раза. 
Это составило 94% от общей интенсивности флуоресценции после инкубации. При 
этом степень поляризации флуоресценции в фильтрате снижалась очень сильно – 
до 0,06, что соответствует свободному вращению FMN в водной фазе (Векшин, 
2009). Полученные данные однозначно говорят о том, что почти весь FMN попа-FMN попа- попа-
дает во внешний раствор, причем в свободном виде. Молекулы FMN, отошедшие 
в NADH-дегидрогеназе от железо-серных кластеров (которые тушили флуоресцен-NADH-дегидрогеназе от железо-серных кластеров (которые тушили флуоресцен--дегидрогеназе от железо-серных кластеров (которые тушили флуоресцен-
цию FMN) и вышедшие из фермента в матрикс (но не успевшие выйти в наружный 
раствор), дают в изменение интенсивности небольшой вклад.

Нужно особо подчеркнуть, что в наших опытах изменения флавиновой флуо-
ресценции не связаны с процессами окисления/восстановления флавинов, т.к. двух-
часовая инкубация митохондрий в большинстве экспериментов осуществлялась в 
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отсутствие NADH, сукцината и иных восстановителей или окислителей. Только 
в одном случае – при использовании NADH в ходе инкубации – имели место од-
новременно два явления: восстановление FMN до нефлуоресцирующего FMN-H2 
и стабилизация FMN в ферменте. Поскольку восстановленный флавин (FMN-H2) 
имеет разрыхляющие орбитали и не стабилен (сразу отдает электроны в дыхатель-
ную цепь, на убихинон), то он быстро переходит вновь в свою окисленную флуо-
ресцирующую форму. Таким образом, вряд ли редокс-переходы FMN/FMN-H2 вно-
сят ощутимый вклад в изменения флавиновой флуоресценции.

Мы протестировали ряд веществ с частично похожей на NAD химической фор-NAD химической фор- химической фор-
мулой: аденин, аденозин, ATP, ADP, AMP, никотиновая кислота, никотинамид, NAD.

Начнем с аналогов адениловой части кофемента: аденин, аденозин, ATP, ADP, 
AMP.

При добавлении ATP, ADP или AMP в концентрации 300 мМ к суспензии пече-
ночных митохондрий флавиновая флуоресценция изменялась, соответственно, на 
44,8%, 49,4% и 41% меньше по сравнению с контролем (рис. 1, табл. 1). При до-

Рис. 1. Влияние аналогов NADH на интенсивность флавиновой флуоресценции в ходе инкубации 
митохондрий при 37°С. Интенсивность измерена при 20°С

Таблица 1
Влияние NADH и его аналогов (300 мкм) на интенсивность флавиновой флуоресценции (%)  

в ходе инкубации митохондрий при 37°С

Время Конт- 
роль Аденин Адено-

зин AMР ADP ATP NAD NADH
Нико- 
тин-
амид

Нико- 
тино- 
вая  
к-та

Начало 100 100 100 94 99 102 101 101 100 101
Через 1 
час 186 203 179 130 110 132 142 160 223 219

Через 2 
часа 241 307 256 142 122 133 185 199 336 322
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бавлении 300 мкМ AMP к 0,1 мкМ FMN, растворенного в воде (без митохондрий), 
интенсивность флавиновой флуоресценции не изменялась, т.е. комплексообразова-
ние FMN с тестируемыми веществами отсутствовало. Нужно заметить также, что 
AMP действовал на флавиновую флуоресценцию митохондрий даже в 10-кратно 
меньшей концентрации – 30 мкМ, причем не хуже, чем 300 мкМ, что говорит о 
довольно высокой константе связывания этой молекулы с NADH-дегидрогеназой.

Степень поляризации флавиновой флуоресценции при добавлении ATP, ADP и 
AMP по сравнению с контролем была больше в 2 раза, 1,9 раза и 1,8 раза, соответс- по сравнению с контролем была больше в 2 раза, 1,9 раза и 1,8 раза, соответс-
твенно (рис. 2, табл. 2). Это свидетельствует о том, что в присутствии указанных 
веществ молекулы FMN в основном оставались связанными с молекулами фермента.

Также мы изучали, как влияют указанные вещества на ферментативную реак-
цию окисления NADH. На рис. 3 показана кинетика NADH-тетразолиевой реакции 
в течение 15 минут. Видно, что сильных отклонений от хода реакции по сравнению 
с контролем практически нет. Причем AMP даже ускорял реакцию. Следовательно, 
можно сделать вывод, что данные вещества (ATP, ADP и AMP) не подавляют фер-

Рис. 2. Влияние аналогов NADH на степень поляризации флавиновой флуоресценции в ходе 
инкубации митохондрий при 37°С. Поляризация измерена при 20°С

Таблица 2
Влияние NADH и его аналогов (300 мкМ) на степень поляризации флавиновой флуоресценции 

митохондрий в ходе их инкубации при 37°С

Время конт-
роль аденин адено- 

зин AMP ADP ATP NAD NADH
нико-
тин-
амид

никоти-
новая 
к-та

Начало 0,3 0,3 0,36 0,32 0,29 0,29 0,31 0,3 0,3 0,29
Через 1 
час 0,14 0,2 0,24 0,21 0,22 0,23 0,27 0,23 0,18 0,18

Через 2 
часа 0,11 0,18 0,2 0,2 0,21 0,22 0,25 0,21 0,15 0,12
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ментативную активность NADH-дегидрогеназы (табл. 3). В использованных кон-
центрациях они не конкурируют с NADH за активный центр.

При добавлении аденина или аденозина в концентрации 300 мкМ к суспензии 
печеночных митохондрий изменения флавиновой флуоресценции и степени поля-
ризации флавинов (см. табл. 1, 2) по сравнению с контролем были мало выражены. 
И эти вещества не влияли на ферментативную активность NADH-дегидрогеназы 
(см. табл. 3).

Вторая группа аналогов NADH включает в себя никотиновую часть молекулы. 
Мы протестировали такие вещества, как NAD, NADH, никотиновую кислоту и ни-NAD, NADH, никотиновую кислоту и ни-, NADH, никотиновую кислоту и ни-NADH, никотиновую кислоту и ни-, никотиновую кислоту и ни-
котинамид. Из табл. 1 видно, что NAD и NADH препятствуют выходу молекулы 
FMN, но не настолько хорошо, как AMP, ADP или ATP.

Рис. 3. Действие адениловых нуклеотидов на реакцию восстановления пара-нитратетразолия 
p-NTV. Температура 20°С

Таблица 3
Скорость ферментативного окисления NADH  

с помощью p-NTV, измеренная по оптической плотности 
(D) образующегося формазана в присутствии 300 мкМ 

тестируемых веществ
Вещество D, 5 мин D, 10 мин D, 15 мин
контроль 0,14 0,22 0,29
аденин 0,13 0,2 0,28

аденозин 0,13 0,2 0,28
AMP 0,16 0,26 0,37
ADP 0,14 0,22 0,31
ATP 0,17 0,26 0,35

NAD (2 мМ) 0,06 0,07 0,08
никотиновая к-та 0,14 0,2 0,26

никотинамид 0,16 0,23 0,28
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NAD в большой концентрации (2 мМ) успешно конкурирует с NADH за актив-
ный центр. Поэтому он полностью ингибирует процесс образования формазана. А 
в концентрации 300 мкМ он снижает реакцию лишь на 20% (см. табл. 3).

Ряд исследователей (Гривенникова, Виноградов, 2003; V��ogradov, 1998; 
Gr�ve����ova, V��ogradov, 2006; Albracht et al., 1997) утверждают, что в NADH-
дегидрогеназе есть два центра связывания (рис. 4). Предполагается, что в первом 
происходит окисление NADH, во втором – восстановление NAD. Такие аналоги 
NAD, как ATP, ADP и AMP, могут связываться со вторым центром, стабилизируя 
его и механически не давая молекуле FMN выйти из белка в раствор (первый центр 
занят молекулой NADH или NAD). Несмотря на свой небольшой, по сравнению с 
NAD, стерический размер, адениловые нуклеотиды в концентрации 300 мкМ не 
конкурируют за центр связывания с NADH – не ингибируют NADH-тетразолиевую 
реакцию (см. табл. 3). Интересно, что в случае с AMP эта реакция даже ускоряет-
ся (до 30%), что может говорить об аллостерическом регулировании фермента. В 
присутствии других аналогов скорость данной реакции не отличается от контроля. 
Очевидно, что адениловые нуклеотиды взаимодействуют либо со вторым центром, 
либо, что более вероятно, у них есть свой собственный центр связывания с NADH-
дегидрогеназой.

Судя по изменениям интенсивности флавиновой флуоресценции, действие 
NAD меньше на 23% по сравнению с контролем, что в среднем на 21% меньше, 
чем у ATP, ADP и AMP. Самая высокая степень поляризации флуоресценции FMN 
в белке наблюдается в присутствии NAD – на 13% больше, чем в случае с ATP (при 
концентрациях 300 мкМ).

Нужно отметить, что при измерении интенсивности и степени поляризации 
флуоресценции флавинов в присутствии NADH необходимо учитывать, что в ис-

Рис. 4. Фрагмент комплекса I дыхательной цепи митохондрий
Показан путь стабилизации NADH-дегидрогеназы с помощью аденозинфосфатов
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пользованной концентрации NADH в воде образует димеры, которые, возбуждаясь 
при 450 нм, флуоресцируют в той же области, при 525 нм, что и FMN (данные не 
приводятся). При концентрации 300 мкМ димеры NADH дают вклад около 50% в 
общую интенсивность. Некоторые исследователи ранее ошибочно принимали флу-
оресценцию димеров NADH за флавиновую флуоресценцию. За вычетом вклада 
димеров NADH интенсивность флуоресценции FMN в присутствии NADH на 45% 
больше по сравнению с контролем. Такая же разница с контролем – у ATP, ADP и 
AMP, в среднем – 45%.

При добавлении никотинамида или никотиновой кислоты в концентрации 300 
мкМ к митохондриям наблюдается увеличение флавиновой флуоресценции на 39% 
и на 33%, соответственно, по сравнению с контролем. При этом степень поляриза-
ции флавиновой флуоресценции в случае применения никотинамида и никотино-
вой кислоты мало отличаются от контроля. Можно сделать вывод, что эти вещества 
практически не защищают NADH-дегидрогеназу от потери флавина (см. рис. 1, 2). 
На реакцию окисления NADH они также не влияют (см. табл. 3).

Подводя итоги, можно заключить, что аденозинфосфаты (ATP, ADP и AMP) 
способны эффективно препятствовать выходу FMN из NADH-дегидрогеназы, при-NADH-дегидрогеназы, при--дегидрогеназы, при-
чем не хуже, чем NAD и NADH. Они гидрофильны, хорошо проникают в клетки 
и митохондрии. Как известно, клетки обычно поддерживают соотношение между 
ATP и ADP постоянным, а содержание AMP может заметно варьировать. Введе-
ние избыточных количеств одного из аденозинфосфатов при лечении не вызовет 
нарушения их внутриклеточного баланса, но может на время акативировать аде-
нозинфосфат-зависимые ферментативные реакции. Не случайно АМР и АТР при-
меняются в настоящее время в спортивной медицине (Бубнова, 2009), а также для 
лечения мышечной дистрофии, хронической коронарной недостаточности, дистро-
фии миокарда. Поэтому в принципе можно начать их доклинические испытания на 
предмет лечения энцефаломиопатий.

Кроме того, важно будет провести в дальнейшем для лечения и профилактики 
митохондриального старения и нейродегенеративных заболеваний исследования 
по поиску и разработке аналогичных синтетических препаратов.
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Репрограммирование соматических клеток: 
возможности применения для изучения болезней 
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1. Репрограммирование ядра соматической клетки

В начале шестидесятых годов ХХ века существовали различные гипотезы о 
том, каким образом оплодотворенная яйцеклетка в процессе эмбрионального раз-
вития может произвести клетки взрослого организма более чем 200 различных спе-
циализированных типов. Было очевидно, что половые клетки сохраняют полный 
набор генов, но вопрос о сохранении генов в соматических клетках не был столь 
однозначным. Одна из доминирующих гипотез предполагала, что избыточные 
гены теряются или необратимо инактивируются, когда клетка становится специа-
лизированной (Col�a�, 2013). Так, например, предполагали, что нейроны теряют 
гены, ответственные за формирование легкого или, например, производство пище-
варительных ферментов. Альтернативная гипотеза заключалась в том, что сомати-
ческие клетки сохраняют полный набор генов, а за специализацию клеток отвечает 
их избирательная экспрессия. В 1962 г. Джон Гордон, вдохновленный работами  
Р. Бриггса и Т.Дж. Кинга (Br�ggs, K��g, 1952), показал, что ядро соматической клет-(Br�ggs, K��g, 1952), показал, что ядро соматической клет-, показал, что ядро соматической клет-
ки шпорцевой лягушки можно репрограммировать, то есть заставить вести себя, 
как ядро оплодотворенной яйцеклетки. Для этого он переносил ядра эпителиаль-
ных клеток кишечника в энуклеированные ооциты шпорцевой лягушки, которые 
впоследствии могли развиваться в здоровых головастиков (G�rdo�, 1962). Эти экс-(G�rdo�, 1962). Эти экс-. Эти экс-

Сокращения: ВКМ – внутренняя клеточная масса; ИПСК – индуцированные плюрипотентные 
стволовые клетки; ЭСК – эмбриональные стволовые клетки; aGSK-3β – активная гликогенсинтаза-
киназа-3β; APP – белок-предшественник амилоида; GABA – γ-аминомасляная кислота.
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перименты показали, что геном, по крайней мере некоторых соматических клеток, 
может быть переведен в тотипотентное состояние и в цитоплазме яйцеклетки ля-
гушки присутствуют факторы, которые способны это сделать. В 1996 г. был совер-
шен научный прорыв: К.Х. Кэмпбелл и соавторы в Эдинбурге получили двух ягнят 
переносом ядер из клеток установленной дифференцированной клеточной линии, 
полученной из девятидневных эмбрионов овец (Ca�pbell et al., 1996). Год спустя 
эта же технология была успешно использована для клонирования взрослой овцы, 
в качестве клеток-доноров ядер использовали взрослые клетки молочной железы 
(W�l��t et al., 1997). Рождение овечки Долли доказало, что клоны млекопитающих 
могут быть получены из ядер клеток взрослых млекопитающих.

2. Генетическое репрограммирование соматических клеток 
до плюрипотентного состояния

В 1981 г. двумя группами исследователей было показано, что клетки внутрен-
ней клеточной массы (ВКМ) можно изъять из бластоцисты мыши, и в специально 
подобранных условиях культивирования они способны длительное время проли-
ферировать in vitro, оставаясь при этом плюрипотентными, то есть способными к 
дифференцировке во все ткани организма, исключая трофобласт (Eva�s, Ka���a�, 
1981; Mart��, 1981). Такие клетки назвали эмбриональными стволовыми клетками 
(ЭСК). ЭСК человека были впервые получены в 1998 г. Дж.А. Томсоном и коллега-
ми из избыточных бластоцист, не востребованных в процессе применения вторич-
ных репродуктивных технологий (Tho�so� et al., 1998).

Важным свойством ЭСК мыши является то, что несмотря на длительное суще- 
ствование в культуре in vitro они могут полностью выполнить программу эмбрио-
нального и онтогенетического развития при помещении их обратно в бластоцисту. 
В химерной мыши производные ЭСК могут присутствовать во всех тканях, включая 
клетки зародышевого пути. Таким образом, с ЭСК мыши можно проводить гене-
тические манипуляции in vitro, а затем получать гетерозиготных или гомозиготных 
мутантных мышей (Egga� et al., 2001; M�sra et al., 2001). За открытие принципов 
введения специфических генных модификаций в организм мышей посредством 
эмбриональных стволовых клеток, то есть за изобретение метода нокаута генов, в 
2007 г. М. Эвансу, О. Смитису и М. Капеччи (M. Eva�s, O. S��tt�s, M. Capetch�) была 
присуждена Нобелевская премия по физиологии и медицине. Развитие технологий 
полногеномного анализа позволило достаточно точно охарактеризовать транскрип-
ционный профиль генов, экспрессирующихся в различных специализированных 
клетках, в том числе и в ЭСК.

Целый ряд транскрипционных факторов оказался уникальным для плюрипо-
тентного состояния и, скорее всего, определяли его. Экспериментально это было 
доказано К. Такахаши и С. Яманака, которые клонировали выбранные гены в рет-
ровирусные векторы и инфицировали ими в различных комбинациях мышиные 
фибробласты. Были идентифицированы 4 гена транскрипционных факторов: Oct-4, 
Sox2, c-Myc и Kl�4, которые переводят фибробласты в плюрипотентное состояние. 
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Клетки, полученные таким образом, назвали индуцированными плюрипотентными 
стволовыми клетками (ИПСК). Результаты этой работы были опубликованы в 2006 г. 
(Ta�ahash�, Ya�a�a�a, 2006), экспериментальный подход поразил многих ученых, 
работающих в данной области, как совершенно неожиданный, хотя предпосылки 
к успеху были – еще в 1987 г. Действительно, Р.Л. Дэвис и соавторы (Dav�s et al., 
1987) показали, что трансгенная экспрессия единственного транскрипционного 
фактора MyoD может превратить фибробласты в клетки мышц. Получение ИПСК 
не требует разрушения эмбрионов, что снимает этические проблемы, связанные 
с применением плюрипотентных стволовых клеток в научных исследованиях и в 
будущем – в регенеративной медицине.

Уже через год после оригинальной публикации, в 2007 г., С. Яманака успешно 
получил ИПСК из фибробластов человека с использованием того же набора транс-
крипционных факторов Oct4, Sox2, c-Myc и Kl�4 (Ta�ahash� et al., 2007). Незави-(Ta�ahash� et al., 2007). Незави-. Незави-
симой группой Дж.А. Томсона в этом же году были получены ИПСК человека с 
использованием иного набора транскрипционных факторов: Oct4, Sox2, Na�og и 
L��28 (Y� et al., 2007). Дальнейшие исследования продемонстрировали возмож-
ность получения ИПСК как от различных млекопитающих: крыс (L� et al., 2009a), 
макак-резусов (L�� et al., 2008), свиней (Kwo� et al., 2013), так и из различных типов 
соматических клеток: кератиноцитов (Aase� et al., 2008), эндотелиальных клеток 
(Lagar�ova et al., 2010), нейрональных клеток (E���l� et al., 2008), клеток печени и 
клеток желудка (Ao� et al., 2008), терминально дифференцированных лимфоцитов 
(Ha��a et al., 2008). Эти исследования продемонстрировали универсальность про                                                                                                            .-
цесса репрограммирования соматических клеток до плюрипотентного состояния с 
помощью введения в клетки генов транскрипционных факторов.

Целый ряд подходов был разработан для того, чтобы доставлять репрограм-
мирующие факторы в соматические клетки. В первых работах по получению и 
характеристике ИПСК использовались преимущественно ретровирусные векто-
ры (Stadt�eld, Hochedl��ger, 2010), которые встраиваются в геном клетки-хозяина. 
Было показано, что ретровирусные трансгены перестают экспрессироваться к кон-
цу репрограммирования (Stadt�eld et al., 2008), это явление назвали замолканием 
трансгена, или сайленсингом. Группе С. Яманака впервые удалось репрограммиро-
вать соматические клетки до плюрипотентного состояния с помощью плазмид, не 
интегрирующихся в геном клетки-хозяина, однако эффективность такого репрог-
раммирования оказалась крайне низкой (O��ta et al., 2008). Были также продемонс-(O��ta et al., 2008). Были также продемонс-. Были также продемонс-
трированы и другие методы репрограммирования соматических клеток до плюри-
потентного состояния без интеграции экзогенной ДНК в геном клетки-хозяина: с 
использованием p�ggyBac транспозона (Woltje� et al., 2009), синтетической РНК 
(Warre� et al., 2010), аденовирусных векторов (Zho�, Freed, 2009), вируса Сендай 
(F�sa�� et al., 2009), эписомных векторов (Y� et al., 2009), белков (K�� et al., 2009). 
Поскольку репрограммирование – это, в общем, низкоэффективный процесс, были 
проведены работы по поиску способов повышения эффективности репрограмми-
рования. Были идентифицированы химические молекулы, которые повышают эф-
фективность репрограммирования (H�a�g�� et al., 2008; L� et al., 2009b; Sh� et al., 
2008). Эти молекулы, как правило, оказывают влияние на эпигенетическую машину 
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клетки и/или способны выполнять функцию некоторых репрограммирющих фак-
торов. Дальнейшее развитие этого подхода позволило в 2013 г. репрограммировать 
мышиные фибробласты до плюрипотентного состояния с использованием одних 
только малых химических молекул (Ho� et al., 2013). В опубликованной несколь-(Ho� et al., 2013). В опубликованной несколь-. В опубликованной несколь-
ко месяцев назад работе Дж. Ханна и коллег было показано, что при ингибирова-
нии белка MBD3, который принимает участие в моделировании хроматина, клетки 
мыши могут быть репрограммированы почти со 100-процентной эффективностью  
(Ra�s et al., 2013).

Эквивалентность ИПСК и ЭСК – это сложный и не разрешенный на сегодняш-
ний день вопрос (Ha��a et al., 2010). Генетические и эпигенетические отличия меж-(Ha��a et al., 2010). Генетические и эпигенетические отличия меж-. Генетические и эпигенетические отличия меж-
ду ЭСК и ИПСК могут влиять на процесс дифференцировки, что может привести 
при дифференцировке к появлению клеток с профилями экспрессии генов и био-
логическими характеристиками, отличными от клеток, полученных из ЭСК (Ha��a 
et al., 2010). Тесты на способность к дифференцировке считают ключевыми в до-. Тесты на способность к дифференцировке считают ключевыми в до-
казательстве плюрипотентности клеток. Для индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток мыши в качестве основного теста на способность к дифференци-
ровке обычно используется тест на формирование жизнеспособных химер (Ha��a 
et al., 2010). Недавно методом инъекции диплоидных ИПСК в тетраплоидную блас-. Недавно методом инъекции диплоидных ИПСК в тетраплоидную блас-
тоцисту (тетраплоидная комплементация) была выращена мышь, организм которой 
полностью развился из ИПСК, что указывает на эквивалентность некоторых линий 
ИПСК по своей способности к дифференцировке эмбриональным стволовым клет-
кам (Zhao et al., 2009). В случае клеток человека исследователям доступны только 
менее строгие тесты, такие как in vitro дифференцировки, формирование тератом 
при введении иммунодефицитным мышам и способность к образованию эмбрио-
идных телец. Способность к формированию тератом является необходимым и до-
статочным тестом для того, чтобы определять клетки человека как плюрипотент-
ные (Ha��a et al., 2010).

3. Возможности дифференцировки плюрипотентных 
стволовых клеток в нейроны

Плюрипотентные стволовые клетки обладают естественным свойством диффе-
ренцироваться во все типы клеток взрослого организма, но важнейшей экспери-
ментальной и биотехнологической задачей является осуществление дифференци-
ровки плюрипотентных клеток in vitro в нужном направлении с использованием 
специальных условий культивирования, биологически активных химических со-
единений и белковых факторов. За последние годы удалось достичь значительных 
успехов в дифференцировке плюрипотентных стволовых клеток человека в специ-
ализированные типы человеческих нейронов. Так, например, Л. Ма и коллеги по-
лучили до 80% ГАМК-ергических нейронов головного мозга человека в результате 
направленной дифференцировки (Ma et al., 2012). С. Крикс и соавторы сообщили 
о получении до 80% дофаминергических нейронов (Kr��s et al., 2011) из ИПСК 
человека. М.В. Аморосо и коллеги получили до 50% мотонейронов человека в ре-
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зультате направленной дифференцировки (A�oroso et al., 2013). Также успешно 
были получены пирамидальные нейроны человека (Esp��y-Ca�acho et al., 2013).

4. Использование репрограммирования для изучения 
и лечения болезней нервной системы

Технология репрограммирования соматических клеток до плюрипотентного 
состояния открыла возможность из легкодоступных клеток, таких как, например, 
фибробласты кожи, получить в лабораторных условиях ИПСК человека, которые, в 
свою очередь, можно неограниченно наращивать в культуре. Достижения в облас-
ти направленной дифференцировки плюрипотентных стволовых клеток человека, 
в свою очередь, позволяют получать нейроны определенных типов с достаточно 
высокой эффективностью. Началом применения этих технологий для моделиро-
вания заболеваний человека можно считать работу И.Х. Парка и соавторов (Par� 
et al., 2008), в которой было впервые сообщено об успешном получении ИПСК от 
пациентов с различными наследственными заболеваниями. Особый интерес сразу 
же привлекли заболевания нервной системы. Для большинства болезней нервной 
системы эффективные методы терапии пока еще не разработаны, патологический 
процесс, как правило, мало изучен и имеет крайне сложный механизм, отсутству-
ют адекватные модельные системы для изучения патогенеза этих заболеваний, а 
доступ исследователей к нейронам человека, особенно в случае наследственных 
заболеваний, сильно ограничен. Несмотря на молодость данного направления, уже 
удалось добиться определенных успехов в моделировании заболеваний нервной 
системы с помощью ИПСК.

5. Болезнь Паркинсона

Болезнь Паркинсона является вторым по распространенности хроническим 
прогрессирующим нейродегенеративным заболеванием после болезни Альцгейме-
ра. Болезнь неизлечима, для нее характерны четыре двигательных нарушения: тре-
мор, гипокинезия, мышечная ригидность, постуральная неустойчивость, а также 
вегетативные и психические расстройства. Заболевание встречается повсеместно, 
частота встречаемости колеблется от 60 до 140 человек на 100 000 населения. Как 
правило, первые симптомы заболевания появляются в 55–60 лет. В ряде случаев 
болезнь может развиться в возрасте до 40. Мужчины болеют несколько чаще, чем 
женщины. Существенных расовых различий в структуре заболеваемости не обна-
ружено. На клеточном уровне болезнь характеризуется массовой гибелью дофа-
минергических нейронов в черной субстанции и наличием в них телец Леви, что 
приводит к нарушению координации движений (De La�, Breteler, 2006).

Этиология болезни Паркинсона окончательно не выяснена, однако факторами 
риска являются генетическая предрасположенность и воздействие факторов окру-
жающей среды. Х.Н. Нгуен и соавторы получили ИПСК от пациентов с болезнью 
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Паркинсона с мутацией G2019S в гене LRRK2. Дифференцированные из ИПСК 
нейроны продемонстрировали повышенную экспрессию ключевых генов ответа 
на окислительный стресс и белка альфа синуклеина. Тест на активацию каспазы-3 
продемонстрировал более высокую чувствительность мутантных нейронов к воз-
действию таких химических агентов, как перекись водорода, протеасомный ин-
гибитор MG132 и 6-гидроксидофамин по сравнению с нормальными нейронами 
(Ng�ye� et al., 2011). Х. Лю и коллеги с помощью нейронов, полученных из ИПСК 
с мутацией G2019S в гене LRRK2, обнаружили аномалии архитектуры клеточного 
ядра в мутантных нейронах. Далее они провели анализ посмертных срезов мозга 
пациентов с диагнозом «болезнь Паркинсона» и тоже обнаружили наличие анома-
лий клеточных ядер (L�� et al., 2012). С.У. Чунг и соавторы с помощью нейронов, 
полученных из ИПСК от пациентов с болезнью Паркинсона, подтвердили восста-
новление патологического фенотипа до нормы с помощью химической молекулы, 
которая была первоначально найдена в скрининге на дрожжах как потенциальное 
лекарство против болезни Паркинсона (Ch��g et al., 2013).

6. Болезнь Гентингтона

Болезнь (хорея) Гентингтона – одно из наиболее известных экстрапирамидных 
наследственных нейродегенеративных заболеваний. Распространенность хореи 
Гентингтона колеблется от 0,1–0,38 (Япония, страны Африки) до 3–7 (страны За-
падной и Восточной Европы, США, Канада) на 100 000 населения, в некоторых 
популяциях доходя до 15–17 и выше на 100 000 человек (остров Тасмания, Вене-
суэла). Клинические проявления заболевания развиваются обычно на 4–5-ом де-
сятилетиях жизни (средний возраст начала 35–44 года), причем вследствие прак-
тически полной пенетрантности мутантного гена хореи Гентингтона его носитель 
неизбежно заболевает. Дети больного относятся к группе риска с вероятностью 
передачи им мутантного гена 50%. Болезнь Гентингтона неуклонно прогрессирует 
и неизбежно заканчивается полным распадом личности и обездвиженностью боль-
ных, требующих постоянного ухода (Harper, 2005). Клонирование гена HTT (ген-(Harper, 2005). Клонирование гена HTT (ген-. Клонирование гена HTT (ген-
тингтина), мутация в котором приводит к развитию хореи Гентингтона, в 1993 г. 
(The H��t��gto�’s..., 1993) явилось первым важнейшим шагом в изучении молеку- явилось первым важнейшим шагом в изучении молеку-
лярных механизмов болезни Гентингтона, при данном заболевании имеет место 
аномальное увеличение числа («экспансия») тринуклеотидных цитозин-аденин-гу-
аниновых (CAG) повторов в первом экзоне гена НТТ. Ген HTT состоит из 67 экзонов 
и имеет длину более 200 т.п.н. Нормальные аллели гена HTT содержат 10–35 повто-
ров (медиана – 18). Аллели с числом CAG-повторов 27–35 называют промежуточ-
ными, или «мутабельными» (Potter et al., 2004). У больных типичными клинически 
манифестными формами хореи Гентингтона число CAG-триплетов составляет 40 
и более, в редких случаях может превышать 100. Различными группами исследова-
телей были выявлены разнообразные значимые клинико-генетические корреляции 
при хорее Гентингтона. Показано, что с увеличением числа копий CAG-повторов 
снижается возраст начала хореи Гентингтона (La�gbeh� et al., 2004), возраст дебю-(La�gbeh� et al., 2004), возраст дебю-, возраст дебю-
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та отдельных клинических симптомов и возраст смерти (Az�z et al., 2009), а также 
ускоряется темп прогрессирования заболевания (Illar�osh��� et al., 1994). Гентинг-(Illar�osh��� et al., 1994). Гентинг-. Гентинг-
тин широко экспрессируется в различных органах и тканях. При хорее Гентингто-
на методом электронной микроскопии в нейронах стриатума выявляются харак-
терные внутриядерные включения, представляющие собой высокомолекулярные 
амилоидоподобные агрегаты. Присутствие в составе включений мутантного белка 
HTT подтверждается с помощью иммуногистохимического исследования (D�F�gl�a 
et al., 1997). Функция HTT до сих пор точно не известна, ее изучение представля-. Функция HTT до сих пор точно не известна, ее изучение представля-HTT до сих пор точно не известна, ее изучение представля- до сих пор точно не известна, ее изучение представля-
ется, таким образом, одной из актуальных проблем современной нейробиологии.  
С. Камнасио и соавторы впервые получили целый набор ИПСК от пациентов с бо-
лезнью Гентингтона, состоящий из трех линий от разных пациентов. Сравнитель-
ный анализ мутантных и нормальных нейронов, полученных из ИПСК от пациен-
тов с болезнью Гентингтона, позволил выявить повышенную активность лизосом 
в мутантных нейронах по сравнению с нормой (Ca��as�o et al., 2012). Консорциум 
по изучению болезни Гентингтона с помощью ИПСК сообщил о получении 14 ли-
ний ИПСК от пациентов с болезнью Гентингтона и от здоровых пациентов. Диф-
ференцированные из ИПСК нейроны продемонстрировали ассоциированные с за-
болеванием патологические изменения в электрофизиологиии, метаболизме и кле-
точной адгезии. Мутантные нейроны со средним и большим количеством повторов 
также продемонстрировали повышенный уровень клеточной гибели по сравнению 
с нормой (The HD �PSC..., 2012). И. Чон и соавторы идентифицировали агрегаты 
гентингтина в нейронах, полученных из ИПСК от пациентов с болезнью Гентинг-
тона, после длительного культивирования или интеграции в мозг крыс (Jeo� et al., 
2012).

7. Болезнь Альцгеймера

Болезнь Альцгеймера – это наиболее распространенное нейродегенеративное 
заболевание, которое приводит к прогрессирующему снижению памяти человека, 
способности общаться и выполнять ежедневные действия. Как правило, болезнь 
Альцгеймера обнаруживается у людей старше 65 лет (Broo��eyer et al., 1998), но 
существует и ранняя форма заболевания. Патология головного мозга при болезни 
Альцгеймера характеризуется массовой гибелью нейронов, в частности холинерги-
ческих; образуются внутриклеточные нейрофибриллярные агрегаты, состоящие из 
тау-белка, и внеклеточные агрегаты, состоящие из β-амилоида – продукта расщеп-
ления белка-предшественника амилоида (APP). Эти два вида нерастворимых бел-
ковых агрегатов сопровождаются хронической воспалительной реакцией и значи-
тельным окислительным стрессом (Oo� et al., 2013). Различными группами иссле-(Oo� et al., 2013). Различными группами иссле-. Различными группами иссле-
дователей разработаны системы для поиска новых лекарств методом скрининга на 
нейронах, полученных из ИПСК (Yag� et al., 2011; Yahata et al., 2011). М.А. Израэль 
и соавторы получили ИПСК от двух пациентов с наследственной формой болезни 
Альцгеймера, от двух пациентов со спорадической формой болезни Альцгеймера 
и от двух здоровых пациентов (Israel et al., 2012). Из этих ИПСК были получены 



806

высокоочищенные культуры нейронов. По сравнению с нормой, нейроны от паци-
ентов с болезнью Альцгеймера демонстрировали значительно более высокие уров-
ни β-амилоида (1–40), фосфо-тау (Thr 231) и активную гликогенсинтазу-киназу-3β 
(aGSK-3β). Также было обнаружено накопление огромных, Rab5-положительных, 
ранних эндосом. Обработка нейронов с помощью ингибиторов β-секретазы, но не 
γ-секретазы приводила к значительному снижению уровней фосфо-тау (Thr231) и 
aGSK-3β. Т. Кондо и коллеги получили ИПСК от пациентов с наследственной и 
спорадической формами болезни Альцгеймера, после чего ИПСК дифференциро-
вали в нейроны. Были обнаружены олигомеры Aβ, которые накапливались в ней-
ронах с мутацией (APP)-E693Δ , и в нейолнах, полученных из ИПСК пациента со 
спорадической формой болезни Альцгеймера, что приводило к стрессу эндоплаз-
матического ретикулума и окислительному стрессу. Обнаруженные Aβ олигомеры 
не были устойчивы к протеолизу, и обработка докозагексаеновой кислотой приво-
дила к снижению реакции на стресс. Авторы работы предположили, что докозагек-
саеновая кислота может быть эффективным лекарством для некоторых подгрупп 
пациентов с болезнью Альцгеймера, что также подтверждается данными клини-
ческих исследований (Ko�do et al., 2013). А.А. Спроул и соавторы получили ИПСК 
от здоровых пациентов и пациентов с наследственной ранней болезнью Альцгей-
мера, причина которой – мутация в гене PSEN1. ИПСК были дифференцирова-PSEN1. ИПСК были дифференцирова-1. ИПСК были дифференцирова-
ны в нейрональные предшественники. Мутантные дифференцированные нейроны 
продемонстрировали патологический процессинг APP, характерный для болезни 
Альцгеймера. Сравнительный анализ экспрессии генов позволил идентифициро-
вать 14 дифференциально экспрессированных генов (Spro�l et al., 2014).

8. Шизофрения

Шизофрения — это полиморфное психическое расстройство или группа пси-
хических расстройств, характеризующихся нарушением процессов мышления и 
эмоциональных реакций. Болезнь обычно начинается в позднем подростковом или 
раннем юношеском возрасте. Шизофренические расстройства в целом отличают-
ся характерными фундаментальными расстройствами мышления и восприятия, а 
также неадекватным или сниженным аффектом. Частота встречаемости составляет 
4–6 случаев на 1000 человек населения (Bh�gra, 2005). Шизофрения является на-(Bh�gra, 2005). Шизофрения является на-. Шизофрения является на-
следственным полигенным заболеванием, наследуемость достигает 80% (S�ll�va� 
et al., 2003). Несмотря на неоднородность в клинических признаках, исследователи 
выявили общие нарушения, характерные для шизофрении, с помощью посмерт-
ных исследований головного мозга пациентов, фармакологических и генетических 
исследований на животных моделях. Общие проявления болезни включают в себя 
сниженное количество синапсов, сниженный объем тел нейронов, увеличенные 
желудочки головного мозга, а также изменения в синапсах с участием дофамина, 
глутамата, и γ-аминомасляной кислоты (GABA) (Harr�so�, 1999; Jaaro-Peled et al., 
2010). К.Дж. Бреннанд и соавторы репрограммировали фибробласты, получен-. К.Дж. Бреннанд и соавторы репрограммировали фибробласты, получен-
ные от пациентов с шизофренией. Полученные ИПСК были дифференцированы 
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в нейроны. Мутантные нейроны имели по сравнению с нейронами дикого типа 
меньшее число связей и меньшее количество нейритов, сниженный уровень экс-
прессии белка PSD95 и рецепторов глутамата. Обработка нейронов нейролепти-
ком локсапином, который обычно используют для терапии шизофрении, приводи-
ла к смягчению наблюдаемых фенотипических проявлений (Bre��a�d et al., 2011).  
О. Робиксек и коллеги получили ИПСК из кератиноцитов волосяного фолликула 
от трех пациентов с диагнозом шизофрения и от двух здоровых пациентов. Далее 
ИПСК дифференцировали в дофаминэргические и глутаматэргические нейроны. 
Эксперименты по дифференцировке в дофаминэргические нейроны показали сни-
женную способность к дифференцировке, в то время как дифференцировка в глу-
таматэргические нейроны выявила неспособность мутантных нейронов созревать. 
Исследователи также наблюдали в мутантных нейронах нарушения структуры и 
функций митохондрий (Rob�cse� et al., 2013).

9. Заключение

Технологии репрограммирования соматических клеток до плюрипотентного 
состояния совместно с технологиями культивирования и дифференцировки плюри-
потентных стволовых клеток человека открыли целый ряд новых возможностей в 
поиске новых лекарств и клеточной терапии. Для задач моделирования заболева-
ний ИПСК предоставляют уникальную возможность неограниченного производс-
тва стандартизованных культур соматических клеток человека. Это особенно цен-
но для моделирования заболеваний нервной системы ввиду ограниченного доступа 
исследователей к нейронам человека. Модели болезней на основе ИПСК человека 
уже успешно применяют для изучения молекулярных основ патогенеза и разра-
ботки новых лекарственных средств, в том числе с использованием высокопроиз-
водительного скрининга. Возможность получения ИПСК от конкретного пациента 
позволяет решить проблему отторжения трансплантата при клеточной терапии, 
также ИПСК позволяют избежать этических проблем, связанных с ЭСК. Однако 
для применения ИПСК в клеточной терапии потребуется еще большой объем науч-
ных исследований и длительные клинические испытания.
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1. Введение

Интракраниальная трансплантация различных видов аутологичных стволо-
вых клеток (СК): мезенхимальных (МСК), нейральных (НСК), индуцированных 
плюрипотентных (�PS), обкладочных нейроэпителиальных клеток (ОНК) из обо-
нятельной выстилки является одним из современных и активно разрабатываемых 
в эксперименте способов коррекции различных терапевтически резистентных на-
рушений центральной нервной системы (ЦНС), таких как нейродегенеративные 
и ишемические заболевания, травмы, послеоперационные повреждения (Ho��o� 
et al., 2011; L� et al., 2013; C�� et al., 2013; J�a�g et al., 2013; Ish�a� 2013; Bhas�� et 
al., 2013; Che� et al., 2014; Balsea�� et al., 2014; Cha� et al., 2014; Hao et al., 2014; 
Kallad�a, M��r, 2014; I�, K��, 2014; Morga�, Sr�vastava; 2014; Taj�r� et al., 2014; 
Álvarez et al., 2014).

Сокращения: 2ФП – двухфотонная полимеризация; МК – метакриловая кислота; МОПТМС 
– метакрилоксипропил триметоксисилан; МСК – мезенхимальные стволовые клетки; НСК – ней-
ральные стволовые клетки; ПСЛС – поверхностно-селективное лазерное спекание; ПЕГ-ДА – по-
лиэтиленгликоль-диакрилат; ПЭДТ – поли(3,4)-этилендиокситиофен; СК – стволовые клетки; СКФ 
– сверхкритические флюидные технологии; ск-СО2 – сверхкритический диоксид углерода; ЦНС – 
центральная нервная система; ЦПО – N-пропоксид Zr; ЭДТ – 3,4-этилендиокситиофен, �PS-индуци-
рованные плюрипотентные; PCL – поликапролактон; PLA – полимолочная кислота; PLGA – сополи-
мер полимолочной и полигликоливой кислоты.
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В качестве носителя СК в экспериментальных моделях нейротрансплантации 
обычно используют непосредственно суспензии клеток. В то же время, показано, 
что максимально эффективным является применение бионосителей клеток или 
нейротрансплантантов, обеспечивающих быструю консолидацию разобщенных 
участков нервной ткани и создающих оптимальную среду для облегчения роста 
аксонов. Одним из таких бионосителей может рассматриваться гемостатическая 
губка, которая со временем рассасывается, выполнив свою функцию наполнителя. 
Однако и в этом случае остается много нерешенных проблем, связанных с целевым 
интегрированием стволовых клеток в нужные участки мозга и требующих про-
граммированного их выделения из носителя (скаффолда – scaffold), сохранения в 
локальном месте повреждения необходимой ниши для дифференцирования проге-
ниторных клеток в нужные специализированные нейроны и клетки глии. Так, при 
применении гемостатических губок нейротрансплантат слишком быстро подверга-
ется рассасыванию, а находившиеся в нем СК вымываются током крови и только в 
небольшом проценте случаев интегрируются в паренхиму мозга (B�ble et al., 2009; 
Stabe��eldt et al., 2010; Che�g et al., 2012; Z�st�a� et al., 2013).

Кроме того, материал, используемый для скаффолда, должен обладать не толь-
ко большой инертностью к тканям мозга, программируемой скоростью рассасыва-
ния, но и свойством предупреждения формирования глиальных и соединительно-
тканных рубцов, нарушающих связи в формирующихся заново нейронных сетях 
мозга. В идеале такой нейроматрикс должен быть снабжен определенным набором 
«векторов» или факторов дифференцировки и нейротрофического действия, обес-
печивающих направленное деление и развитие стволовых (или малодифференци-
рованных) клеток. Он должен также оказывать модулирующее влияние на эндоген-
ные нейральные стволовые клетки, которые, как известно, обладают очень ограни-
ченным репаративным потенциалом (L� et al., 2008). Их пролиферативного ресурса 
хватает, как правило, для компенсации нейрональных потерь, возникающих при 
небольших повреждениях ЦНС, преходящих нарушениях мозгового кровообраще-
ния (транзиторные ишемические атаки, гипертонические кризы), сотрясениях и 
ушибах головного и спинного мозга легкой и средней степени тяжести. Однако при 
обширных повреждениях ЦНС их пролиферативные возможности оказываются не-
достаточными для компенсации неврологического дефицита и образования новых, 
функционально активных синаптически связанных нейронных сетей.

Известно, что главным препятствием для активной клеточной пролиферации, 
дифференцировки и направленного роста новообразованных волокон являет-
ся группа факторов-репеллентов (сульфатированные гликозоаминопротеоглика-
ны), источником которых становятся фрагменты размозженной нервной ткани и 
компоненты межклеточного матрикса (Schwe�d et al., 2012; Y� et al., 2012; D�das, 
Se�e���e�, 2012). Поэтому одним из путей совершенствования биополимерных 
нейрокомпозитов считается использование компонентов, не только ингибирующих 
апоптоз и избыточную астроцитарно-микроглиальную реакцию, но и факторов, 
нейтрализующих эффекты репеллентов. Возможный механизм реализации такого 
действия связан с созданием особого типа матриксов с детерминированным сро-
ком динамического высвобождения заключенных в них нейроактивных веществ. 
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Гипотетически подобная структура способна выполнять в поврежденной нервной 
ткани тройственную роль – тканевого нейропротеза, вектора дифференцировки и 
нейропротективного агента.

В настоящее время как за рубежом, так и в России активно развиваются на-
правления регенеративной медицины, связанные с разработкой различных био-
совместимых материалов матриксов-носителей (скаффолдов), в том числе и ней-
роматриксов, используемых при тканевой и органной инженерии спинного и го-
ловного мозга. Разработкой и изучением свойств пригодных для трансплантации 
биополимерных матриксов занимаются ведущие лаборатории мира. Предложены 
нейроматриксы «Ne�roGel» (IMITE, Швейцария); «RMx» (Total ReCord, США) и 
др. (Gats��y et al., 2014; Woerly et al., 2004; Mad�ga� et al., 2014; K�� et al., 2014; 
C�go���� et al., 2014). Полностью Российской разработкой является биополимер-Полностью Российской разработкой является биополимер-
ный деградируемый нейроматрикс «СфероГель-Э». В ходе его предварительных 
экспериментальных и клинических испытаний при травме спинного мозга было 
показано, что матрикс способствует более быстрому формированию нейропроте-
зирующей ткани между пересеченными концами спинного мозга и препятствует 
образованию глиомезодермального рубца, ограничивающего регенерацию аксонов 
спинномозговых трактов (Брюховецкий и др., 2008; Астасидис и др., 2009; Федя-
ков и др., 2009; Astac�d�s et al., 2011). Однако недостаточно изученными остаются 
механизмы, лежащие в основе его консолидирующей роли, а также возможность 
использования гелеобразного матрикса в качестве трансплантационной среды для 
прогениторных клеток мозга, способной обеспечивать их выживание и направлен-
ную дифференцировку, формирование функциональных нейронных сетей.

Создание эффективного, инертного, с программируемой биодеградацией и вы-
делением биологически активных веществ для создания ниши носителя для нейро-
трансплантации будет прорывным инновационным методом для разработки новых 
немедикаментозных методов лечения многих заболеваний мозга, обусловленных 
повреждением нейронных сетей, глиальных элементов и матрикса мозга.

Нами были разработаны экспериментальные макеты материалов для нейро-
трансплантантов на основе полимеров с целью последующего изучения молеку-
лярных механизмов взаимодействия материала скаффолда с популяциями аутоло-
гичных стволовых клеток, возможности создания тканеинженерной конструкции 
для заместительной терапии различных повреждений мозга, исследования в экспе-
рименте отдаленных результатов воздействия нейротрансплантанта на ткань мозга.

В представленной работе были поставлены следующие задачи:
1. Разработать методику создания матриксов для нейротрансплантации с ис-

пользованием метода поверхностно-селективного лазерного спекания (ПСЛС), 
двухфотонной полимеризации (2ФП) и сверхкритических флюидных технологий 
(СКФ), обладающих определенной геометрией, скоростью рассасывания матрикса, 
соответствующей скорости роста аксонов и дендритов, и формирования нейрон-
ных сетей в поврежденном участке мозга, программируемого для выделения био-
логически активных веществ (антиоксидантов, факторов роста, нейротрофических 
факторов) с целью поддержания определенной ниши в имплантируемом участке 
мозга;
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2. Изучить токсические свойства матриксов при культивировании на них клеток 
мозга и выявить биосовместимость материала матрикса in vitro с использованием 
широкопольной и лазерной флуоресцентной конфокальной микроскопии.

2. Разработка пористых матриц-носителей с использованием 
сверхкритических флюидных технологий

К матрицам, предназначенным для трансплантации, предъявляются жесткие 
и разнообразные требования. В первую очередь они должны быть биологически 
совместимыми. Материал матрицы не должен провоцировать недопустимого кле-
точного ответа и быть иммуногенным и токсичным. Механические свойства мат-
риц должны соответствовать характеристикам восстанавливаемой ткани. Матрица 
должна обеспечивать механическую прочность и устойчивость структуры в про-
цессе имплантации и затем – при ремоделировании ткани. Кроме того, матрицы 
должны быть пористыми, с контролируемой взаимосвязанностью пор, а архитекту-
ра материала не должна препятствовать начальному клеточному прикреплению и 
оставлять достаточное пространство для его ремоделирования и для поддержания 
жизнедеятельности растущей ткани (H�t�acher et al., 2004).

Важным условием при выборе материала матриц является совмещение скоро-
сти биорезорбции со скоростью регенерации ткани на месте имплантата. Процесс 
деградации должен проходить с такой скоростью, чтобы имплантируемая конструк-
ция сохраняла свою механическую прочность на протяжении по крайней мере того 
периода времени, который требуется для формирования определенной части новой 
ткани. Наиболее перспективными и востребованными материалами для формиро-
вания матриц являются алифатические полиэфиры: полимолочная кислота (PLA), 
полигликолевая кислота (PGA) и их сополимеры (PLGA), а также поликапролактон 
(PCL).

PGA – твердый термопластичный материал с высокой кристалличностью. Тем-
пература стеклования и температура плавления PGA составляют 36°С и 225°С, 
соответственно. Привлекательность PGA как биодеградирующего полимера для 
медицинского применения в том, что продукт его деградации, гликолевая кислота, 
является естественным метаболитом. Организм содержит хорошо регулируемые 
механизмы для полного удаления мономерных компонент гликолевой кислоты. В 
конечном итоге она разлагается на углекислый газ и воду, которые удаляются через 
дыхательную систему (G��at�lla�e, Adh��ar�, 2003).

PLA представлен в трех формах: D-изомеры, L-изомеры и смесь D-, L-форм. 
L- и D-формы полукристаллические, твердые. DL-форма – аморфная. Скоро-
сти деградации PLA и PGA примерно одинаковы. PLA – более гидрофобен, чем 
PGA, и более устойчив к гидролитическим воздействиям. В основном используют 
L-изомер, так как он лучше усваивается организмом. PLA при разложении образует 
молочную кислоту, которая присутствует в организме в нормальных условиях. Она, 
в свою очередь, разлагается в цикле трикарбоновых кислот на воду и углекислый 
газ. Сополимеры полимолочной и полигликолевой кислот менее устойчивы к гид-
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ролизу, чем каждый из полимеров в отдельности, они были одобрены Агентством 
по контролю за лекарствами и продуктами питания США как первые безопасные 
биоматериалы для тканевой инженерии и используются для восстановления дефек-
тов костной и хрящевой ткани в клинической практике (Ya�g et al., 2001). На сегод-Ya�g et al., 2001). На сегод-, 2001). На сегод-
няшний день семейство алифатических полиэфиров обладает наилучшей биологи-
ческой совместимостью среди биорезорбируемых полимеров, и они были выбраны 
нами в качестве материалов для формирования матриц.

На скорость деградации полимеров влияет много различных факторов: мор-
фология полимера, молекулярная масса, архитектура, физиологические условия и 
т.д. Данные по скоростям деградации, которые приводятся фирмами производите-
лями, являются приблизительными, поскольку обычно не указываются размеры и 
формы исследуемых образцов и параметров испытаний. По этим данным можно 
только оценивать относительные скорости резорбции. Известно, что скорость био-
деградации возрастает с уменьшением молекулярной массы полимера. Скорость 
биодеградации PCL значительно ниже, чем для PLA, PGA и их сополимеров. PCL 
применяется для процессов восстановления, требующих большой длительности, а 
также в качестве систем доставки лекарств с пролонгированным высвобождением 
(S��, Dow�es, 2009).

Традиционные способы формирования матриц обладают рядом принципиаль-
ных недостатков, обусловленных как применением токсичных органических рас-
творителей, так и использованием высокой (100°С и выше) температуры в процес-
се их производства. В первом случае, воздействие растворителя может приводить к 
изменению биохимических свойств полимеров. Помимо этого, наличие токсичных 
следов растворителей в конечном продукте может инициировать как местную, так и 
системную иммунную реакцию организма (LeMa�tre et al., 2004). Во втором случае 
высокая температура может приводить к неконтролируемому изменению свойств 
самой полимерной матрицы (Gr��fith, 2000). Кроме того, применение высокотемпе-
ратурных технологий резко сужает круг практически ценных, но термолабильных 
биоактивных соединений, которые могли бы быть введены в полимерные матрицы 
и использованы для решения широкого круга биомедицинских проблем.

Основным преимуществом метода формирования полимерных матриц с ис-
пользованием СКФ-технологий является то, что с их помощью можно проводить 
обработку различных биополимеров при умеренных давлениях и физиологичес-
ких температурах при отсутствии каких-либо токсичных компонентов. Например, 
у экологически чистой сверхкритической двуокиси углерода (ск-СО2) критическая 
температура Ткр=31°С, а критическое давление Ркр=7,3 МПа.

После обработки в сверхкритической среде диоксид углерода легко и прак-
тически без остатка может быть удален из полимера простым сбросом давления 
ниже критического значения. Методологически сухая и низкотемпературная (око-
ло 40°С) технология формирования полимерных матриц в ск-СО2 основана на яв-
лениях снижения температуры стеклования Tg, пластификации, набухания и/или 
вспенивания аморфных и полукристаллических полимеров при их взаимодействии 
со сверхкритическим диоксидом углерода. В этих условиях частицы полимеров 
интегрируются между собой, и при сбросе давления CO2 и выходе из сверхкрити-



816

ческого состояния образуется монолитная структура. В процессе формировании 
матриц в ск-СО2 при определенных режимах сброса давления СО2 до атмосферно-
го значения может происходить формирование пористой структуры (Moo�ey et al., 
1996). Таким образом, СКФ-технологии позволяют управлять пористостью поли-
мерных структур путем изменения условий их обработки в ск-СО2, а применение 
индивидуальных пресс-форм позволяет изготавливать матрицы заданной формы.

Формирование полимерных матричных структур обычно осуществляется в ус-
тановке с камерой высокого давления, типичная схема которой представлена на 
рис. 1.

Для модификации в среде ск-СО2 могут применяться стандартные исходные 
биодеградируемые полимеры PCL, PLA и др. Обычно полимеры предварительно 
размалываются в ротационной мельнице с использованием для охлаждения сухого 
льда. Размолотые порошки просеиваются через набор сит с целью отбора фракций 
с размерами частиц менее 200 мкм. После чего порошки полимеров засыпаются 
в ячейки пресс-форм, изготовленных из высокомолекулярного, нереакционноспо-
собного полимера.

Полученные таким образом образцы представляют собой твердые пористые 
структуры, чья пористость определяется плотностью заполнения ячеек пресс-фор-
мы порошком исходного полимера и может составлять от 25 до 70%. Стоит отме-
тить, что пористость матриц, получаемых с использованием ск-CO2, формируется 
во время сброса давления в камере. Характер пор, их размер и распределение зави-
сят от параметров процесса и свойств материала.

В качестве примера на рис. 2. представлены образцы матриц различной порис-
тости, полученные при плотном заполнении ячеек пресс-форм и с уменьшенной 
навеской порошковой смеси. Микрофотографии структуры образцов матриц, полу-
ченных в ск-CO2 из различных полимеров, представлены на рис. 3 и 4. В матрицах, 

Рис. 1. Схема установки для формирования полимерных матричных структур в ск-СО2
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сформированных из полилактида и полилактогликолида (рис. 3) при одинаковых 
условиях, структура пор будет близкой. В то же время, как представлено на рис. 
4, уменьшением скорости сброса давления можно получать поры более мелкого 
масштаба.

Таким образом, метод СКФ вспенивания представляет собой удобный и до-
ступный способ создания матриксов для регенеративной медицины. Основным 
преимуществом описанного метода является возможность использования биоде-
градируемых полимеров без их химической модификации. Другим преимуществом 
метода СКФ является возможность единовременного получения серий образцов с 

Рис. 2. Фотографии образцов матриц различной пористости, полученных в среде сверхкритичес-
кого диоксида углерода

Рис. 3. Структура матрицы, сформированной из полилактида PDL 04
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разными линейными размерами, задаваемыми формой вставок, что значительно 
повышает время приготовления скаффолда. Помимо этого, низкие энергетические 
затраты делают способ СКФ-вспенивания одним из наиболее перспективных ме-
тодов «зеленой химии». Также стоит отметить возможность введения в скаффолд 
различных биоактивных веществ на стадии его синтеза, например факторов роста 
или кальций-фосфатных соединений.

3. Разработка пористых матриц-носителей с использованием 
метода поверхностного селективного лазерного спекания

Методом монолитизации полимерных порошков в ск-СО2 могут быть сфор-
мированы матрицы с параметрами, удовлетворяющими основным требованиям, 
предъявляемым при нейротрансплантации. Однако при изготовлении матриц слож-
ной формы могут возникать технические проблемы, связанные с оперативным из-
готовлением соответствующих пресс-форм. Для изготовления изделий со сложной 
архитектурой в настоящее время широко используются методы быстрого прото-
типирования, послойного формирования трехмерных структур по компьютерным 
моделям (Попов и др., 2007). Использование этих методов для изготовления меди-
цинских имплантатов с точно заданной формой, соответствующей форме устраняе-
мого дефекта, позволяет сократить время и, соответственно, риски при проведении 
хирургических операций. Поэтому наряду с СКФ-технологиями для формирования 
матричных полимерных структур может быть применен метод ПСЛС (A�to�ov et 
al., 2006, Попов и др., 2006, Popov et al., 2007, Ka�czler et al., 2009).

Селективное лазерное спекание имеет существенное ограничение по примене-
нию в биомедицине ввиду больших температурных градиентов внутри спекаемого 
слоя порошка, что может приводить к термодеструкции полимера и образованию 
токсичных компонентов. Для устранения указанных ограничений была разработа-
на схема ПСЛС. В этой схеме используется лазерный источник, излучение которого 
не поглощается частицами полимера, а в порошок полимера добавляется сенси-

Рис. 4. Образцы полимерных матриц, изготовленных методом ПСЛС
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билизатор, наночастицы углерода, которые располагаются на поверхности частиц 
полимера. При такой схеме спекание может происходить при плавлении только 
поверхностных слоев частиц без изменения состояния их внутренних областей. 
Схема ПСЛС позволяет существенно уменьшить температурные градиенты внутри 
материала и позволяет снять имеющиеся ограничения на применение селективно-
го лазерного спекания для формирования биосовместимых полимерных матриксов 
для тканевой инженерии.

Для формирования матриц методом ПСЛС могут использоваться те же полиме-
ры, что и при изготовлении матричных структур с использованием сверхкритичес-
ких флюидных технологий – PCL, PLA и др. Аналогично методу СКФ-вспенивания 
исходные полимеры размалывались в ротационной мельнице с использованием для 
охлаждения сухого льда. Обычно используется фракция полимера с размером час-
тиц от 100 до 200 мкм. Для спекания частиц полимера методом ПСЛС полученные 
порошки смешиваются с сенсибилизатором, например с наночастицами углерода, 
количество которых варьируется от 0,1 до 0,5%.

Образцы матриц изготавливаются с использованием источника непрерывного 
излучения, например, может быть применен одномодовый волоконный лазер с дли-
ной волны излучения 1,06 мкм и мощностью до 10 Вт (НТО «ИРЭ-Полюс», РФ). 
Сфокусированное лазерное излучение сканируется по поверхности слоя порошка. 
Типичные матрицы, полученные методом ПСЛС, представлены на рис. 5.

Ячеистая структура в сформированных ПСЛС матрицах является аналогом по-
ристой структуры. Она задается при конструировании компьютерной модели, на 
основе которой изготавливаются полимерные структуры, и может составлять от 20 
до 80%. Методом ПСЛС могут спекаться как плотные, так и пористые полимерные 
частицы. В процессе спекания материал частиц полностью или частично плавится, 
а исходный пористый материал становится более плотным. Соответственно, про-

Рис. 5. Пример типичной структуры скаффолда, сформированного методом ПСЛС
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исходит усадка материала. Управлять пористостью матрицы в этом случае можно 
путем формирования ячеистой структуры. Она задается при конструировании ис-
ходной компьютерной модели, а также в процессе изготовления путем изменения 
ширины и толщины спекаемого трека. В качестве примера приведены микрофото- 
графии пористых матриц, сформированных методом поверхностного селективного 
лазерного спекания (рис. 6).

Очевидным преимуществом метода ПСЛС является быстрота формирования 
матрицы и возможность использования обычных биодеградируемых полимеров 
без их дальнейшей модификации. Помимо этого полученные материалы обладают 
значительными механическими характеристиками, а также развитой структурой 
пор. Одним из недостатков таких матриц является наличие в структуре сенсибили-
затора, меняющего цвет скаффолда.

4. Разработка пористых матриц-носителей с использованием 
метода двухфотонной фотополимеризации

С начала 1990-х годов было известно, что воздействие на разные материалы уль-
тракоротких лазерных импульсов, в частности фемтосекундных, значительно эффек-
тивнее, нежели воздействие лазерных импульсов большей длительности или лазер-
ного излучения в непрерывных режимах (K�e��er et al., 1989). Во-первых, фемтосе-
кундные лазерные импульсы несут много большую пиковую мощность. В обычных 
световых источниках света напряженность электрического поля световой волны на-
ходится в пределах 1 В/см, так что удлинение диполя при таких воздействиях не пре-
вышает 10-16 м, много меньше характерных размеров атомов и молекул (10-10~10-8 м). 

В то же время, напряженность электрического поля световой волны фемтосе-
кундных лазерных импульсах достигает 108 В/см, что вполне достаточно для непос-
редственного разрыва химических связей. С использованием фемтосекундных им-
пульсов легко могут быть запущены различные нелинейные эффекты, в частности 
многофотонное поглощение, широко используемое при лазерных технологиях об-
работки материалов. Многофотонное поглощение реализуется лишь в очень малом 
3D-объеме в окрестности фокуса. И этот объем не превосходит λ3, где λ – размер 

Рис. 6. Пример типичной микроструктуры структуры скаффолда, сформированного методом 
ПСЛС
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длины волны. Тем самым при использовании фемтосекундных лазеров может до-
стигаться при точечной экспозиции высокое 3D-пространственное разрешение. Во-
вторых, когда материалы находятся под воздействием фемтосекундных лазерных 
импульсов, энергия фотонов выделяется много быстрее, нежели электроны могли 
бы передать ее решетке, или атом-молекулярные колебания могли бы ее передать 
через эмиссию фононов, так что такое возбуждение оказывается как бы «теплоизо-
лирующим» (Saeta et al., 1991). Это обеспечивает идеальность оптического возбуж-
дения в случае фотохимических или фотофизических реакций, для которых трудно-
локализуемые термические эффекты крайне нежелательны. В дополнение к этому, у 
многих диэлектрических материалов существует окно прозрачности в спектральной 
красной–ближнеинфракрасной области, которое не перекрывается ни электронным 
зона-зона-поглощением, ни поглощением атом-молекулярных колебаний. Обычно 
длина волны фемтосекундных лазеров приходится на это окно прозрачности, напри-
мер 680–1000 нм для титан-сапфирового лазера. Поэтому излучение фемтосекундно-
го лазера может проникать во внутренние области структур, содержащих материал 
с определенными областями оптической прозрачности и инициировать различные 
процессы. Фотополимеризация начинается с поглощения кванта света фотоиници-
атором (PI), который распадается с образованием 2 радикалов (R•), которые, в свою 
очередь, разрывают непредельные связи мономера (Mn), обеспечивая постоянное об-
разование радикалов и рост цепи олигомера (RMn).

Процесс начала полимеризации (сшивки) и последующего роста цепи иденти-
чен как для полимеризации, индуцируемой с помощью традиционных источников 
света (например УФ-источников и т.д.), так и в случае использования нелинейных 
эффектов (например 2ФП). Основное отличие этих методов заключается в том, что 
в первом случае полимеризация инициируется поглощением одного фотона, а во 
втором – возбуждение происходит при поглощении нескольких фотонов (т.е. при 
практически одновременном поглощении 2 фотонов, что достигается с использова-
нием ультракоротких лазерных импульсов) (G�ttard, Naraya�, 2010).

На пространственное разрешение, с которым получаются структуры, оказывает 
влияние целый ряд факторов, среди которых: размер лазерного пятна, длина волны, 
мощность лазерного источника, частота и продолжительность лазерного импульса, 
а также его интенсивность. Если говорить о создании 3-мерных матриц, помимо 
вышеописанных факторов на линейные размеры структур влияет скорость и пог-
решность перемещения образца.

Эффект многофотонного поглощения применяется в различных областях тех-
нологии, в том числе для создания 3-мерной оптической памяти, изомеризации 
фотохромных материалов, проведения кавитационных процессов, создания опти-
ческих волноводов (Str�c�ler, Webb, 1991, Tor���� et al., 1998, S�� et al., 2000) и т.д. 
Однако наибольшее распространение этот эффект получил в связи с разработкой 
метода 2-фотонной полимеризации (2ФП). Оказалось, что с использованием этого 
метода можно получать структуры с пространственным разрешением порядка 100 

.hv
n nPI PI R R M RM     
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нм (M��osh��a et al., 2001). При этом для создания таких структур могут приме-M��osh��a et al., 2001). При этом для создания таких структур могут приме- et al., 2001). При этом для создания таких структур могут приме-et al., 2001). При этом для создания таких структур могут приме- al., 2001). При этом для создания таких структур могут приме-al., 2001). При этом для создания таких структур могут приме-., 2001). При этом для создания таких структур могут приме-
няться композиции, которые подвергаются полимеризации при освещении обычным  
УФ-светом, хотя механизм возбуждения молекул в обычной полимеризации и 2ФП 
разный (Ovs�a���ov et al., 2007). Такой подход позволяет получать скаффолды, избе-Ovs�a���ov et al., 2007). Такой подход позволяет получать скаффолды, избе- et al., 2007). Такой подход позволяет получать скаффолды, избе-et al., 2007). Такой подход позволяет получать скаффолды, избе- al., 2007). Такой подход позволяет получать скаффолды, избе-al., 2007). Такой подход позволяет получать скаффолды, избе-., 2007). Такой подход позволяет получать скаффолды, избе-
гая термических воздействий на полимерный материал и без использования легко-
летучих органических растворителей (Sc�lly et al., 1997). Метод 2ФП дает возмож-Sc�lly et al., 1997). Метод 2ФП дает возмож- et al., 1997). Метод 2ФП дает возмож-et al., 1997). Метод 2ФП дает возмож- al., 1997). Метод 2ФП дает возмож-al., 1997). Метод 2ФП дает возмож-., 1997). Метод 2ФП дает возмож-
ность получать объекты с высоким пространственным разрешением, эффективно уп-
равлять пористостью получаемых структур, что делает этот метод одним из наиболее 
перспективных подходов к решению проблемы формирования полимерных матрик-
сов заданной формы для нужд регенеративной медицины (Koroleva et al., 2012b).

Возможности метода 2ФП особенно важны для обеспечения культивирования 
клеток и транспорта питательных веществ в создаваемых матриксах (Gel��s�y et 
al., 2008). Не менее важным аспектом формирования 3-мерных матриксов для ре-., 2008). Не менее важным аспектом формирования 3-мерных матриксов для ре-
генеративной медицины является регулирование отношения скоростей формирова-
ния живых тканей и скорости биорезорбции синтетических имплантатов (J�od�az�s 
et al., 2009). Если скорость роста тканей будет значительно превышать скорость 
биорезорбции имплантатов, то произойдет резкое замедление процесса регенера-
ции, поскольку новообразованной ткани будет просто некуда расти. В обратном 
случае произойдет потеря требуемой архитектоники объекта, что, в свою очередь, 
приведет к гибели тканеобразующих клеток и разрушению формирующегося меж-
клеточного матрикса. Регулирование скорости биодеградации 3-мерных структур 
обычно достигается использованием различных соотношений сополимеров, вхо-
дящих в их состав (M�ha��ad et al., 2009), или точным регулированием размеров 
стенок и пор. В то же время, на скорость формирования нативной ткани в орга-
низме влияет применение биологически активных соединений, например факторов 
роста (Hoc��� et al., 2011).

Наиболее перспективным метод 2ФП выглядит для создания 3-мерных скаф-
фолдов для задач регенерации нервной ткани. Помимо описанных выше общих 
недостатков методов создания 3-мерных структур (использование органических 
растворителей, высоких механических и термических нагрузок и т.д.) существу-
ют дополнительные требования, предъявляемы к скаффолдом для восстановления 
нервной ткани. Известно (Zhao et al., 2013), что размер пор для таких структур 
не должен быть слишком маленьким (менее 5 мкм), чтобы нервные клетки могли 
диффундировать внутрь скаффолда, и не должны быть слишком большими (более 
100 мкм), чтобы клетки имели возможность высеваться на поверхность структуры. 
Большинство традиционных методов формирования 3-мерных структур не позво-
ляют напрямую регулировать размеры пор и их распределение в скаффолде, на-
пример, при использовании метода электроспиннинга или метода сублимационной 
сушки (Bale�d� et al., 2011). Метод 2ФП позволяет варьировать заданную струк-Bale�d� et al., 2011). Метод 2ФП позволяет варьировать заданную струк- et al., 2011). Метод 2ФП позволяет варьировать заданную струк-et al., 2011). Метод 2ФП позволяет варьировать заданную струк- al., 2011). Метод 2ФП позволяет варьировать заданную струк-al., 2011). Метод 2ФП позволяет варьировать заданную струк-., 2011). Метод 2ФП позволяет варьировать заданную струк-
туру и создавать матрицы с шагом 500 нм. Помимо этого, учитывая возможности 
послойного создания структур, метод 2ФП позволяет менять внутреннею струк-
туру 3-мерных скаффолдов, что особенно важно при направленной регенерации 
нервной ткани. Помимо этого на настоящий момент существует еще целый ряд не-
достатков, не позволяющих использовать предлагаемые методы создания структур 
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в практической медицине (McAll�ster et al., 2008; B�rd�c� et al., 2013). Для создания 
таких структур обычно используются различные синтетические фотополимеризу-
ющиеся композиции на основе биосовместимых и биорезорбируюмых полимеров, 
таких как хитозан, фибрин, гилауроновая кислота и т.д. (Koroleva et al., 2012a,b; 
K��berly et al., 2001). Одной из наиболее распространенных основ для создания 
фоточуствительных композиций является полилактид. Основными его преимущес-
твами является средняя скорость биодеградации в ряду полигликолид-полилактид-
поликапролактон. В работе (Koroleva et al., 2013) было показано, что скорость 50% 
биодеградации микросфер полилактида, введенных в мышечную ткань лаборатор-
ных крыс, составляла 35 недель.

Другими материалами для создания 3-мерных скаффолдов являются компози-
ции, содержащие как фрагменты органических веществ (в большинстве случаев 
содержащие реакционноспособные двойные связи), так и неорганические молеку-
лы. Такие композиции (гибридные системы) предоставляют возможность исполь-
зования большого круга фотоинициаторов (большинство из которых растворимы в 
органических растворителях) для проведения процесса 2ФП. Помимо этого у ряда 
гибридных структур практически не изменяются заданные линейные размеры пос-
ле проведения процесса 2ФП, в отличие от композиций описанных ранее. Гибрид-
ные материалы обладают целым рядом дополнительных преимуществ, прежде все-
го удобным синтезом, не требующим специальной подготовки, высоким оптичес-
ким качеством исходной системы, химической и электрохимической инертностью, 
хорошей стабильностью во времени. Так, в работе (Bh��a� et al., 2006) была прове-
дена сополимеризация алкоксидов кремния и циркония. Полученный материал об-
ладал повышенной механической прочностью. Другим преимуществом гибридных 
материалов является возможность включения разнообразных функциональных 
групп с использованием схем синтеза гость–хозяин или боковая цепь – основная 
цепь. Например, присоединение хромофора, обладающего нелинейно-оптически-
ми свойствами для создания электрооптической системы золь–гель. Например, в 
работе (Ovs�a���ov et al., 2008) был осуществлен синтез гибридной системы с помо-et al., 2008) был осуществлен синтез гибридной системы с помо- al., 2008) был осуществлен синтез гибридной системы с помо-al., 2008) был осуществлен синтез гибридной системы с помо-., 2008) был осуществлен синтез гибридной системы с помо-
щью процесса золь–гель, содержащей Zr с использованием нижеследующих мате-Zr с использованием нижеследующих мате- с использованием нижеследующих мате-
риалов и этапов синтеза. Метакрилоксипропил триметоксисилан (МОПТМС, 99%, 
Polysc�e�ce��c.) и метакриловая кислота (МК, 98%, S�g�a-Aldr�ch) были использо-.) и метакриловая кислота (МК, 98%, S�g�a-Aldr�ch) были использо-S�g�a-Aldr�ch) были использо--Aldr�ch) были использо-Aldr�ch) были использо-) были использо-
ваны в качестве фотополимеризуемых мономеров. N-пропоксид Zr (ЦПО, 70% в 
пропаноле, S�g�a-Aldr�ch) и алкоксисилановые группы МОПТМС использовались 
как части для формирования неогранической матрицы. Различия в реакционной 
способности алкоксисилановых групп и соли циркония (Zr) предполагают трехста-Zr) предполагают трехста- предполагают трехста-
дийный процесс для формирования комбинированных неорганических структур. 
На первом этапе МОПТМС и ЦПО раздельно гидролизуются и стабилизируются 
МК. Далее гидролизованный МОПТМС медленно добавляли к комплексу Zr. Гид-Zr. Гид-. Гид-
ролиз МОПТМС проводили с использованием 0,01-молярной соляной кислоты в 
соотношении 1:0,75. Поскольку МОПТМС не смешивается с водой, гидролиз идет 
в гетерогенной фазе. После 20-минутного перемешивания раствора и добавления 
метанола гидролиз алкоксисилановых групп был проведен в достаточной мере для 
перемешивания всех компонентов раствора. Лиганды, обладающие высокой конс-
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тантой комплексообразования, иногда используются для контролирования проте-
кания процесса гидролиза и последующей конденсации для прекурсоров металлов 
(в основном алкоксидов). В нашем случае в качестве лиганда использовалась МК, 
которая ковалентно связывалась с комплексом Zr через карбоксил. Для выбранной 
системы использовалось соотношение 1:1, причем добавление МК осуществля-
лось постепенно, капельным методом. Реакция проходит с образованием комплекса 
Zr(OC3H7)4-x(МК), поскольку используются эквомолярные количества исходных 
веществ. По прошествии 45 минут частично гидролизованный МОПТМС добавля-
ли к Zr-комплексу. После перемешивания в течении 45 минут к полученной смеси 
прибавляли воду в соотношении 2,5:5 эквимолярно. На последнем этапе к смеси 
прибавляли фотоинициатор 4,4’-бис(диэтиламино)бензофенон в расчете 1% масс. 
по отношению к массе полученного раствора. После перемешивания в течение 24 
часов полученный раствор пропускали через мембрану с диаметром пор 22 мкм. 
Образцы пленок были приготовлены с помощью спин-коутера на стеклянных под-
ложках. После распределения смеси по подложке в течение 12 часов проводился 
процесс отжига на плитке при температуре 40°С. При нагреве происходит процесс 
формирования неорганической матрицы.

Структуры были получены на установке 2-фотонной полимеризации с по-
мощью метода прямого лазерного рисования. В работе использовался T�-сапфи- 
ровый лазер (Cha�eleo�, Cohere�t), позволяющий работать в импульсной системе 
с продолжительностью импульса 140 фс с частотой 80 МГц и пиком излучения на  
780 нм. На установке использовался 100-кратный объектив фирмы Karl Ze�ss 
(Na=1,4). После формирования матрикса внутри гибридной системы проводился 
процесс вымывания непрореагировавшего материала. Для этого использовался 
изопропиловый спирт. Процесс проводился в течении 12 часов, после чего образцы 
помещались в этиловый спирт и хранились в нем. Перед высадкой культур клеток 
на матриксы их выдерживали 48 часов в стерильном натрий-фосфатном буфере.

Трехмерная модель, выбранная для изготовления скаффолдов, представляла 
собой квадрат со сторонами 2 мм, состоящий из цилиндров со следующими ха-
рактеристиками: высота 110 мкм, внутренний диаметр 100 мкм, внешний диаметр 
160 мкм (рис. 7). Было создано 3 ряда цилиндров, причем средний ряд цилиндров 
имел смещение относительно нижнего ряда на 80 мкм. Это было сделано для того, 
чтобы при заселении матриксов клетками, создать внутреннюю опору для допол-
нительного закрепления клеточного материала. Размеры матрикса были выбраны 
специально для проведения экспериментов по высаживанию и росту клеток не-
рвной системы.

Помимо создания биосовместимых структур возможности гибридной золь-
гель-технологии позволяют создавать 3-мерные структуры, обладающие проводи-
мостью. Известно (V�vo et al., 2008; So�g et al., 2009), что c течением времени в 
процессе срастания обрубков нервов аксоны при удалении от ближайшего обрубка 
и органы-мишени, или мышцы, значительно теряют свою способность к регенера-
ции. Поэтому подходы к повышению регенеративной способности нервов являются 
необходимым условием для полноценного заживления после потери сегмента не-
рвной ткани. Электрическая стимуляция в терапевтических целях на сегодняшний 
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день является наиболее эффективным стимулятором регенеративных способностей, 
особенно при восстановлении нервной ткани. Существует большое количество ра-
бот, описывающих удлинение нейритов и аксонов in vitro и регенерацию нервной 
ткани in vivo. Так, в ряде работ было показано, что электрическая стимуляция при 
приложении электрического заряда (постоянного или переменного тока) или при 
создании электрического поля повышает дифференцировку стволовых клеток, уско-
ряет рост нервной ткани и непосредственно влияет на рост аксонов (L� et al., 2008; 
Yao et al., 2008). Существует ряд технологий создания токопроводящих биосовмес-
тимых материалов, например электрическая стимуляция через электроды обоих 
концов обрыва нерва, покрытие золотыми наночастицами 3-мерного скаффолда, 
использование токопроводящих полимеров, таких как полипирол или полианилин 
(Gere��a et al., 2007; Par� et al., 2009; Mao et al., 2008; H�a�g et al., 2008).

В работе (K�rsel�s et al., 2014) методом 2-фотонной полимеризации были изго-
товлены матриксы на основе токопроводящих гибридных золь-гель-систем. В ка-
честве исходного соединения для создания таких систем был использован 3,4-эти-
лендиокситиофен (ЭДТ). Основным преимуществом его использования является 
его биологическая совместимость, оптическая прозрачность, в отличие от других 
прекурсоров, носителей заряда, которые имеют поглощение в видимой и ближней 
ИК-области спектра (Bale�d� et al., 2011). После проведения окислительной поли-
меризации ЭДТ был получен проводящий, биостабильный и биосовместимый по-
лимер поли(3,4-этилендиокситиофен) (ПЭДТ). В качестве матрицы для 2-фотонной 
полимеризации был выбран полиэтиленгликоль-диакрилат (ПЕГ-ДА). Этот мате-
риал является биосовместимым и может быть использован совместно с фотоини-
циатором для создания 3-мерных структур. При этом механические свойства фото-
полимеризованного материала ПЕГ-ДА могут быть изменены при выборе различ-
ных олигомеров с разными молекулярными массами. В качестве фотоинициатора 
был выбран водорастворимый Irgac�re 2959 (C�ba). В ходе работ были получены 

Рис. 7. Изображение типичных скаффолдов полученных методом двуфотонной полимеризации
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биологически совместимые 3-мерные скаффолды с разными процентными соот-
ношениями ПЭГ-ДА и ЭДТ. При повышении концентрации ЭДТ для проведения 
полимеризации требовалось повышение мощности лазера и времени экспозиции 
образца. Для проведения процесса 2-фотонной полимеризации использовалась 
вторая гармоника (520 нм) фемтосекундного иттербиевого лазера �e�toTRAIN 
(H�gh Q Laser Prod�ct�o� G�b H, A�str�a) с частотой 20 МГц и продолжительностью 
импульса 250 фс. Для получения достаточной доли полимеризованого компонента 
мощность лазера варьировалась от 6,5 до 20,5 мВ.

Для характеристики электрических свойств полученных микроструктур мето-
дом 2ФП были получены 3-мерные стержнеподобные тестовые структуры с двумя 
большими областями контактов и сегмента с размерами 450×50×50 мкм соответс-
твенно. Стоит отметить, что изготовление структур на основе систем, содержащих 
ПЭДТ в количестве более 17%, было невозможно из-за появления видимых дефор-
маций и недостаточной адгезии структур к подложке. На кривой изменения прово-
димости видно, что с ростом концентрации ЭДТ значительно возрастает проводи-
мость формированной гибридной системы.

Такой рост проводимости объяснялся авторами с помощью теории перколяции, 
которая связывает повышение проводимости материала с образованием токопро-
водящих путей. Концентрацию токопроводящего материала, соответствующую 
порогу перколяции, обычно называют критическим содержанием проводящего ма-
териала. Зависимость проводимости этих двухкомпонентных систем хорошо ап-
проксимируется функцией подгонки Белехрадека:

                       (1)

где σ – электропроводность, р – содержание проводящего наполнителя, рc – кри-
тическое содержание проводящего материала, t – топологический параметр. То-
пологический параметр характеризует размерность проводящих путей. Исходя из 
аппроксимации данных на рис. 10 топологический параметр и порог перколяции 
составили, соответственно, t=1,1 и 5% ПЭДТ. Максимальная проводимость 0,04 
См/см достигается при максимальной концентрации ПЭДТ 17% по объему. Та-
ким образом, в работе была показана возможность формирования биостабильных 
матриксов на основе токопроводящих гибридных систем ПЭГ-ДА/ПЭДТ методом 
2ФП. Проводимость такого материала достигала 0,04 См/см при максимальной 
концентрации ЭДТ 17% об., что дает возможность использовать изготовленные 
структуры для регенерации нервных тканей.

Таким образом, основным преимуществом метода 2ФП является возможность 
получения пространственных структур с высоким пространственным разрешени-
ем и заданной архитектоникой. Полимеры, которые используются для создания 
матриксов, могут обладать разными свойствами, в том числе быть проводящими, 
биодеградируемыми и др. За счет изменения архитектоники метод 2ФП позволяет 
получать скаффолды, обладающие различными механическим свойствами, изме-
няемыми в широком диапазоне.

 t
cp p   ,
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5. Исследование токсичности и биосовместимости полимерных 
пористых матриксов при культивировании шванновских клеток

Биологическая совместимость матриц оценивалась с использованием культу-
ры клеток Шванна, полученных из седалищного нерва самцов крыс линии Вистар. 
Использована фотополимеризующаяся композиция на основе модифицированного 
полилактида, полученного в результате поэтапного синтеза. На первом этапе была 
получена разветвленная структура, содержащая предельно замещенный атом уг-
лерода с четырьмя молекулами лактида. Далее было проведено метакрилирование 
полученной структуры при проведении реакции с ангидридом метакриловой кис-
лоты. Для создания фоточувствительной композиции на последней стадии предва-
рительного синтеза к системе добавляли инициатор Irgac�re 359 (C�ba) в количес-
тве 2% масс. Для создания 3-мерных структур использовался T�:сапфировый лазер 
– 120 фс, 80 МГц и длина волны 780 нм. Выделениие шванновских клеток проводят 
из срезов седалищного нерва. Срезы нерва инкубировали в растворе коллагеназы 
(S�g�a, UK) 60 минут при 37°С. Полученная суспензия клеток фильртруется через 
фильтр с диаметром пор 40 мкм (Becto� D�c���so�, USA) и центрифугируется 5 
минут при 400 g. Полученную клеточную массу промывают средой ДМЕМ, содер-
жащая 10% эмбриональной телячьей сыворотки. Полной ростовой средой является 
среда ДМЕМ (D-валин) (PAA, UK), содержащая 2 �M глутамина, 10% эмбриональ-
ной телячьей сыворотки, добавку N2 (G�bco BRL, UK), 20 мг/мл экстракта бычьего 
гипофиза, 5 μM форсколина (S�g�a-Aldr�ch, UK), 100 мкг/мл пенициллина (или 100 
мкг/мл стрептомицина) и 0,25кг/мл амфотерицина B. Суспензию клеток высева-
ли в чашке Петри 35 мм, предварительно покрывали 0,01-процентным раствором 
поли-L-лизина (S�g�a-Aldr�ch, UK). Через 7 дней культивирования проводилось 
иммуноцитохимическое окрашивание маркера глиальных клеток S-100β и DAPI. 
Биологическая совместимость оценивалась по трем основным параметрам: проли-
ферация шванновских клеток (в 1-е, 3-и и 7-е сутки культивирования), жизнеспо-
собность клеток (МТТ-редуктазный тест), морфология клеток (с использованием 
электронной и конфокальной микроскопии). Для изучения морфологии клеток и 
наличия функциональных связей проводили иммуноцитохимическое окрашивание 
актинового цитоскелета с помощью фаллоидина и винкулина (для детекции кле-
точных контактов).

Изучена скорость роста шванновских клеток на полимерных пленках и 3-мер-
ных структурах, полученных методом 2-фотонной фотополимеризации. Скорость 
роста клеток на полимерных пленках и 3-мерных структурах не отличима от ско-
рости роста контрольных культур на всех (1-е, 3- и 7-е сутки) сроках развития куль-
тур. Исследование жизнеспособности клеток с помощью МТТ-редуктазного теста 
также не показало значимых различий между группами. Морфологию клеточных 
культур на поверхности полимерного матрикса оценивали с помощью сканиру-
ющей электронной и конфокальной микроскопии. На рис. 8 представлены элек-
тронные микрофотографии клеток Шванна на скаффолде, созданном на основе 
полилактида (на рис. 9 и 10 аналогичные микрофотографии сделаны с помощью 
кофокального микроскопа). На рис. 8 видно, что морфология шванновских клеток 
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Рис. 8. Микрофотографии, полученные в санирующем электронном микроскопе, роста клеток 
Шванна на пленках фотополимеризующийся композиции на основе полилактида, полученные с раз-
ным разрешением: (a) 100× (шкала 1 мм) с вставкой (a’) 4000× (шкала 30 мкм), (б) 445× (шкала 300 
мкм), (в) 2011× (шкала 50 мкм) и (г) 588× (шкала 200 мкм)

Рис. 9. Конфокальные микрофотографии клеток Шванна на поверхности фотополимеризованно-
го полилактида: окрашенные TRITC-фаллоидином (красный цвет, филаменты актина) и DAPI (синие, 
ядра) (а-г); окрашенные TRITC-фаллоидином (для маркировки актиновых филаментов, зеленый), 
DAPI (синие, ядра), винкулином (для оценки образования фокального контакта, красный) (д, е)

а б

в г
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Рис. 10. Иммуномечение клеток Шванна на стекле (а), пластике, покрытом поли-л-лизином (б), 
и полилактиде (в)

Рис. 11. Микрофотографии СЭМ роста клеток Шванна на 3-мерных матрицах: (a) увеличение 
1750×, шкала 50 мкм и (б) увеличение 1250×, шкала 100 мкм. На изображениях видно наличие плос-
ких и веретенообразных клеток

на поверхности пористых биополимеров неоднородна, наряду с распластанными 
трехполюсными клетками с большой поверхностью в культуре наблюдается боль-
шое количество веретеновидных клеток. Распластанная морфология является неха-
рактерной для шванновских клеток, однако исследование цитоскелета показало 
наличие в подобных клетках хорошо организованного цитоскелкта и межклеточ-
ных контактов. Также было показано, что шванновские клетки способны расти на 
3-мерных полимерных конструкциях (рис. 11), создавая специфические морфоло-
гические комплексы внутри полимерных структур. Нами использовались матрицы 
с диаметром пор от 80 до 200 мкм. Клетки способны расти на боковых поверхнос-
тях микротрубочек скаффелда, либо, не прикрепляясь, падать на дно полимерной 
конструкции. Полученные результаты свидетельствуют об успешном росте гли-
альных клеток на всех типах исследованных структур. Особенности морфологии 
шванновских клеток на поверхности полимера говорят о высокой адгезивности и 
биосовместимости материала.

         а     б    в
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6. Исследование in vitro биосовместимости матриксов 
на основе гибридной золь-гель-полимерной системы, 
содержащей Zr, полученных методом двухфотонной 
фотополимеризации

Для исследования биосовместимости матриксов были выбраны материалы, по-
лученные методом двухфотонной фотополимеризации на основе гибридной золь-
гель-полимерной системы, содержащей цирконий. Скаффолд представлял собой 
квадрат со сторонами 2 мм, состоящий из цилиндров со следующими характерис-
тиками: высота 110 мкм, внутренний диаметр 100 мкм, внешний диаметр 160 мкм. 
Клеточным материалом являлись первичные культуры клеток гиппокампа, полу-
ченные от 18 дневных эмбрионов мышей линии C57BL/6.

Диссоциирование нервных клеток достигалось путем обработки ткани гиппо-
кампа 0,25-процентным трипсином. Клетки ресуспендировали в нейробазальной 
среде Ne�robasalTM (I�v�troge�) в комплексе с биоактивной добавкой В27 (I�v�tro-
ge�), глутамином (I�v�troge�), эмбриональной телячьей сывороткой (ПанЭко). Дис-
социированные клетки гиппокампа культивировали на матриксе, согласно разрабо-
танному протоколу (Мухина и др., 2009, Ved��ova et al., 2013), в течение 14 дней 
in vitro (DIV). Контролем служили диссоцированные клетки гиппокампа, культиви-
руемые на стеклах в тех же условиях. Жизнеспособность культур поддерживалась 
в СО2-инкубаторе при температуре 35,5°С, в газовой смеси, содержащей 5% СО2. 
Структуру и динамику развития культур оценивали с помощью инвертированного 
микроскопа DM1000 (Le�ca, Германия).

Оценка биосовместимости осуществлялась по динамике роста диссоциирован-
ной культуры клеток гиппокампа в течение 14 дней развития in vitro и по парамет-
рам морфо-функционального состояния сформировавшихся на матриксах нейрон-
глиальных сетей, которые регистрировали с помощью метода функционального 
мультиклеточного нейроимиджинга с применением кальций-специфичного флуо-
ресцентного маркера Orego� Gree� 488 BAPTA-1 АМ (OGB1). Известно, что крат-
ковременное увеличение концентрации Са2+ в цитоплазме клетки является сигналь-
ным процессом, запускающим различные каскады биохимических реакций. Са2+-
активность нервных клеток – это способность нейронов и глии быстро изменять 
содержание цитоплазматического Са2+ в виде осцилляций. Спонтанная Са2+-актив-
ность в клетках формируется при активации ионотропных и метаботропных рецеп-
торов, ионных каналов и регулируется работой белков — транспортеров (S�p�la et 
al., 2006). Таким образом, оценка изменения внутриклеточной концентрации ионов 
кальция выполняет роль надежного показателя функциональной активности ней-
ронных сетей и свидетельствует о биосовместимости молекул полимерного мат-
рикса и клеток нервной ткани. В работе был использован лазерный сканирующий 
конфокальный микроскоп LSM 510 (Carl Ze�ss, Германия). Анализ Са2+-осцилля-
ций, полученных при помощи флуоресцентной конфокальной микроскопии, про-
водили с помощью оригинального программного пакета «Astrosca��er». Анализи-
ровались записи функции F(t) зависимости средней интенсивности флуоресценции 
OGB1 выделенной области поля (совпадающей с телом клетки) от времени. Для 
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определения времени начала и конца осцилляции был взят порог отклонения от 
среднего значения в размере стандартной квадратичной ошибки F(t). Полученные 
данные отражали количество Са2+-осцилляций в минуту и их длительность (Заха-
ров и др., 2012).

В ходе анализа динамики роста диссоциированной культуры клеток гиппокам-
па в течение 14 дней развития in vitro с помощью инвертированного микроскопа 
DM1000 (L�eca, Германия) были выявлены основные закономерности развития, ха-
рактерные для нормального формирования нейронных сетей первичных диссоции-
рованных культур. В конце первых суток культивирования жизнеспособные клетки 
прикреплялись в большом количестве на матриксы. Начиная со второго дня куль-
тивирования наблюдалось образование на поверхности субстрата сложных сплете-
ний растущих отростков нервных и глиальных клеток, интенсивные процессы рос-
та нейронов и глии, соединение клеток между собой многочисленными отростками 
(рис. 12), подобно клеткам, которые культивировались на стеклах (Гладков и др., 
2011) . Образованные нейронные сети культуры сохраняли жизнеспособность в те-
чение месяца, что говорит об отсутствии токсического действия данного полимера 
на клетки мозга. На рис. 13 представлен кальциевый флуоресцентный имиджинг 
диссоциированной культуры гиппокампа эмбрионов мышей (Е18) на гибридных 
полимерных матриксах на 14-й день развития in vitro.

Проведенные исследования функциональной активности нейронов показали 
появление спонтанных кальциевых осцилляций в диссоциированных культурах 
гиппокампа, выращенных на матриксах-носителях, на 14-й день культивирования 
in vitro, что свидетельствовало о формировании полноценной функциональной ак-
тивности нейронной сети культивируемых клеток на гибридных полимерных мат-
риксах (рис. 14).

Длительность осцилляций составила от 5 до 12 с, частота – 0,9–2,0 (рис. 15) 
осцилляций в минуту. Наличие в диссоцированных культурах клеток гиппокампа 
спонтанных изменений содержания внутриклеточного кальция свидетельствовало 

Рис. 12. Диссоциированная культура гиппокампа эмбрионов мышей (Е18) на (А) гибридном по-
лимерном матриксе и (Б) стекле на 14 день развития in vitro. Масштаб 50 мкм



832

о нормальном развитии культуры in vitro, соответствующем типичному для данно-
го срока функционального онтогенеза (10–14 DIV) (Митрошина и др., 2011; Широ-
кова и др., 2013).

С использованием лазерной флуоресцентной конфокальной микроскопии были 
построены 3D-изображения нейрон-глиальной сети, сформировавшейся на гиб-
ридных полимерных матриксах (рис. 16). Было доказано, что матриксы обладают 

Рис. 13. Кальциевый флуоресцентный имиджинг диссоциированной культуры гиппокампа эмб-
рионов мышей (Е18) на гибридных полимерных матриксах на 14-й день развития in vitro. А – флуо-
ресцентный канал, Б – канал проходящего света, В – совмещенный имиджинг. Масштаб 50 мкм

Рис. 14. Характерный профиль кальциевой активности клеток 2-х первичных культур гиппокам-
па на 14-й день развития in vitro на гибридных полимерных матриксах. По оси абсцисс – время, с, по 
оси ординат – интенсивность флуоресценции, усл. ед
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хорошей адгезивной способностью, сохраняют прикрепившиеся при посадке не-
рвные клетки, стимулируют рост их отростков.

7. Заключение

В заключение отметим, что задача создания биосовместимых и биодегради-
руемых скаффолдов для нейротрансплантации является значимым направлением 
современной регенеративной медицины. Решению этой проблемы посвящен целый 
ряд статей и монографий, опубликованных с начала XXI века в ведущих мировых 
журналах. Представленные здесь методы позволяют варьировать химический со-
став, архитектонику и ряд других физико-химических свойств матриксов, которые 
могут влиять на способность клеток нервной системы адгезироваться и создавать 
функциональные конгломераты на поверхности. Проведенные исследования in vitro

Рис. 15. Длительность и частота Са2+-осцилляций нейронов на 14-й день развития in vitro. Конт-Конт-
роль – культивирование диссоциированных клеток гиппокампа на стеклах, покрытых полиэтилени-
мином; скаффолд – культивирование диссоциированных клеток гиппокампа на гибридных полимер-
ных матриксах

Рис. 16. Трехмерная реконструкция флуоресцентного имиджинга диссоциированной культуры 
гиппокампа эмбрионов мышей (Е18) на гибридных полимерных матриксах на 14-й день развития  
in vitro
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показали, что пористые гибридные полимерные матриксы, полученные с использо-
ванием метода двухфотонной фотополимеризации, не токсичны для клеток нервной 
системы, имеют высокую адгезивность к дифференцированным клеткам нервной 
системы и могут быть использованы для создания сложных многокомпонентных 
нейротрансплантатов. Полученные результаты открывают новые возможности в 
создании новых инновационных биодеградируемых тканеинженерных конструк-
ций для различных задач нейротрансплантации. Разнообразие полученных конс-
трукций дает возможность создания как пористых многокомпонентных структур 
для заместительной терапии головного мозга, так и твердых каркасов для коррек-
ции нарушений с необходимостью механической поддержки.
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Перспективы применения лентивирусной 
трансдукции клеток мозга для доставки генов 
нейротрофинов в область «полутени» ишемического
очага

Г.Р. Тухбатова, М.В. Гуляев, М.М. Свинов, 
П.М. Балабан, С.В. Саложин

В Российской Федерации ежегодно регистрируется более 450 000 случаев ост-
рого нарушения мозгового кровообращения (ОМНК). По распространенности дан-
ная патология находится на втором месте после сердечно-сосудистой патологии. 
Ранняя 30-дневная летальность после ОМНК составляет 34,6%, а в течение года 
умирают около половины больных. Инсульт является лидирующей причиной ин-
валидизации населения. Лишь около 20% выживших больных могут вернуться к 
прежней работе. Причинами острого нарушения кровообращения могут быть за-
купорка мозговых кровеносных сосудов (ишемический инсульт), разрыв мозговых 
кровеносных сосудов (геморрагический инсульт) (Mos�ow�tz, 2010).

Ишемический инсульт наиболее распространен, на его долю выпадает 70–85% 
всех случаев острого нарушения мозгового кровообращения. При падении скоро-
сти кровотока в месте закупорки сосуда до 10–20% от нормы в течение нескольких 
минут происходят необратимые изменения в нейронах и формируется центральная 
зона инфаркта («ядро ишемии», англ. core), до 20–40% – формируется «ишемичес-
кая полутень», или «пенумбра» (англ. penumbra), в этой области нейроны морфо-
логически не изменяются, но с течением времени они погибают, увеличивая тем 
самым область ишемии (L�pto�, 1999).

Важной стратегией развития регенеративной постинсультной терапии является 
разработка и внедрение препаратов, направленных на стимуляцию нейротрофи-
ческой поддержки клеток в поврежденных областях мозга. Нейротрофины (�e�ro-�e�ro-
troph��, греч. �e�ro� – нерв, trophe – питание) – семейство секретируемых белков, 
отвечающих за рост отростков нервных клеток, дифференцировку, выживаемость 
и выполняющих свои функции путем связывания с Tr�-рецептором (tropomyosinre-
ceptorkinase), трансмембранным рецептором тирозинкиназы.

Семейство нейротрофинов включает в себя фактор роста нервов (NGF, �erve 
growth �actor), мозговой нейротрофический фактор (BDNF, bra��-der�ved �e�ro-), мозговой нейротрофический фактор (BDNF, bra��-der�ved �e�ro-BDNF, bra��-der�ved �e�ro-, bra��-der�ved �e�ro-bra��-der�ved �e�ro--der�ved �e�ro-der�ved �e�ro-
troph�c �actor), нейротрофин-3 и другие. Благодаря способности увеличивать вы-), нейротрофин-3 и другие. Благодаря способности увеличивать вы-
живаемость нейронов, нейротрофины рассматриваются как перспективные анти-
нейродегенеративные средства (Alle� et al., 2013). BDNF особенно привлекателен 
в этом отношении, так как он улучшает выживание и предупреждает дегенерацию 
популяций нейронов, вовлеченных в такие заболевания, как амиотрофический ла-

Сокращения: ГЭБ – гематоэнцефалический барьер; ДСГ – дорсальный спинной ганглий; 
ОМНК – острое нарушение мозгового кровообращения; BDNF – мозговой нейротрофический фак-BDNF – мозговой нейротрофический фак- – мозговой нейротрофический фак-
тор; NGF – фактор роста нервов.
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теральный склероз (мотонейроны), сенсорные нейропатии (сенсорные нейроны), 
болезнь Альцгеймера (базальные холинергические нейроны переднего мозга), бо-
лезнь Паркинсона (дофаминергические нейроны черной субстанции). Кроме того, 
показано, что BDNF играет важную роль в этиологии болезни Хантингтона и де-
прессии.

Фактор роста нервов (�erve growth �actor, NGF) выделяется клетками перифери-
ческой и центральной нервной системы. Основными мишенями для NGF являются 
холинергические нейроны переднего мозга, играющие значительную роль в таких 
функциях ЦНС, как внимание, обучение, память, и большинство нейронов сим-
патической нервной системы (G�ah� et al, 1983; Barde, 1989; Alderso� et al., 1990; 
Lew��, Barde, 1996). Мозговой нейротрофический фактор (Bra��-der�ved �e�rotroph-
�c �actor, BDNF) способствует выживаемости нейронов дорсального спинного ган-
глия (ДСГ) в культуре и препятствует их гибели, если вводится in vivo эмбрионам 
во время периода естественной гибели нейронов. Популяциями клеток, чувстви-
тельными к BDNF, являются дофаминергические нейроны черной субстанции, мо-
тонейроны, нейроны реснитчатого ганглия, ГАМК-ергические нейроны переднего, 
промежуточного мозга и стриатума, нейроны гиппокампа, некоторые сенсорные 
нейроны периферической нервной системы, холинергические нейроны переднего 
мозга. Рецепторы факторов роста являются гликопротеинами, встроенными в плаз-
матическую мембрану. Нейротрофины взаимодействуют с двумя типами рецепто-
ров на поверхности нейронов-мишеней: тирозинкиназным и p75-рецепторами.

Существует большой объем данных по нейропротекторным эффектам ней-
ротрофинов в животных моделях нейродегенеративных заболеваний. Есть сведе-
ния, что NGF и BDNF вовлечены в патогенез таких заболеваний, как болезни Альц-
геймера и Паркинсона. BDNF продемонстрировал значительные эффекты в ряде 
животных моделей бокового амиотрофического склероза и ишемии. Кроме того, 
BDNF оказал довольно сильный положительный эффект в моделях инсульта, что 
является сейчас крайне важным его свойством, остро востребованным в сегодняш-
ней фармакологической практике (Ap�el et al., 1994; Zha�g, Partr�dge, 2001). Также 
есть данные, что NGF влияет не только на нейроны, но и на эндотелиальные клет-
ки мозговых капилляров (вместе они образуют нейроваскулярную единицу) и спо-
собствует их более быстрому восстановлению после ишемического повреждения 
(Lecht et al., 2010). BDNF защищает от дефицита пространственной памяти, воз-
никающей после гипоксии–ишемии у новорожденных (Al�l� et al., 2000). Недавно 
стало очевидно, что BDNF играет важную роль в долгосрочном потенциировании 
синаптической пластичности. Предполагается, что он также может играть опреде-
ленную роль в образовании памяти и извлечении, проявляет антидепрессивную ак-
тивность (M���ch�ello, 2009; Spedd��g, Gresse�s, 2008). Есть данные о том, что при 
выполнении физических упражнений после перенесенного инсульта происходит 
увеличение количества BDNF и его высокоаффинного рецептора Tr�B в контрала-
теральном полушарии, тем самым доказывая участие BDNF в пластичности (K�� 
et al., 2005).

Таким образом, при всем широком спектре действия нейротрофинов одним из 
самых важных является нейропротекторное действие, способствующее восстанов-
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лению нейронов после повреждения. Эта их особенность способствует развитию и 
совершенствованию терапевтических подходов в лечении таких заболеваний, как 
инсульт мозга, болезни Альцгеймера, Паркинсона, Хантингтона, боковой амиотро-
фический склероз и ряд других.

Отдельной задачей является доставка нейротрофинов к поврежденным клет-
кам. Дело в том, что их размер не позволяет проникать через гематоэнцефаличес-
кий барьер (ГЭБ). Существуют технологии доставки белка к клеткам: к белкам 
присоединяют агент, способствующий проникновению через ГЭБ (Partr�dge et al., 
1994; Zha�g, Partr�dge, 2001). Есть работа, в которой делали инъекции нейротро-Zha�g, Partr�dge, 2001). Есть работа, в которой делали инъекции нейротро-Partr�dge, 2001). Есть работа, в которой делали инъекции нейротро-
фина (NGF) напрямую в мозг (в мозговые желудочки) для осуществления ней-NGF) напрямую в мозг (в мозговые желудочки) для осуществления ней-) напрямую в мозг (в мозговые желудочки) для осуществления ней-
ропротекции в модели фокальной ишемии мозга, осуществляемой пережатием 
средней мозговой артерии, но действие нейротрофина в таком случае оказалось 
неэффективным (Ke�t et al., 1999). Существуют и технологии доставки гена ней-Ke�t et al., 1999). Существуют и технологии доставки гена ней-, 1999). Существуют и технологии доставки гена ней-
ротрофина в клетку, с которого осуществляется экспрессия белка самой клеткой. 
Доставка гена осуществляется кодирующей плазмидой, проникновение которой в 
клетку можно осуществить in vivo электропорацией (Wa�g et al., 2013; DeVry et al., 
2010) с использованием наносистем (O’Maho�y et al., 2013), генной пушки (Sato et 
al., 2000). Одним из удачных решений этой задачи является лентивирусная in vivo 
трансдукция клеток мозга, обеспечивающая долгосрочную экспрессию белка за 
счет встраивания гена нейротрофина в геном клетки мозга, тем самым обеспечивая 
ощутимый нейропротекторный эффект.

В частности, есть данные о том, что BDNF, доставленный лентивирусными час-
тицами в латеральные желудочки мозга новорожденных мышей, имеет нейропро-
тективное действие в модели эксайтотоксичности, вызванной NMDA (Be�el�a�s 
et al., 2006). Доставка нейротрофинов NGF и BDNF с помощью адено-ассоцииро-
ванных вирусных частиц в стриатум приводит к мягким функциональным улуч-
шениям моторных нарушений, проявляющимся через 3–5 недель после инсульта, 
которые сочетаются с небольшим, но важным увеличением выживаемости дорсо-
латеральных нейронов стриатума (A�dsberg et al., 2002). BDNF, доставленный аде-
но-ассоциированными вирусными частицами за 2 недели в латеральные желудочки 
мозга крыс, уменьшал объем повреждения в модели инсульта, вызванного пережа-
тием средней мозговой артерии в течение 30 минут, а также при его добавлении к 
нейронам за 2 дня увеличивал количество выживших гиппокампальных нейронов 
в культуре после удаления сыворотки (Zha�g et al, 2011). NGF, BDNF, GDNF, до
ставляемые вирусом сендай в латеральные желудочки мозга песчанок, предотвра-
щают отсроченную гибель пирамидных нейронов в поле СА1 гиппокампа после 
кратковременного обширного инсульта. Причем нейропротективное действие всех 
трех факторов NGF, BDNF, GDNF обнаруживается при введении после 30 минут, 
отсчитанных от начала реперфузии, и только NGF и GDNF имеют нейропротектив-
ное действие при введении после 4 и 6 часов (Sh�ra��ra et al., 2004).

В данной работе мы сфокусировали внимание на нейропротекции нейронов 
в области «полутени» ишемического очага, возникающего при ишемическом ин-
сульте в коре больших полушарий мозга лабораторных животных, осуществляемой 
нейротрофинами, доставленными лентивирусными частицами. В частности, мы 
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подобрали оптимальные параметры для осуществления тромбоза мозговых крове-
носных сосудов с целью получения 50-процентной глубины повреждения от всей 
глубины коры, осуществили лентивирусную трансдукцию клеток коры больших 
полушарий мозга крыс, подобрав предварительно оптимальные условия (Тухбато-
ва и др., 2011), оценили объем инъекции, определили тип клеток, подвергшихся 
трансдукции.

В качестве модели ишемии был выбран фотохимический тромбоз кровеносных 
сосудов мозга, вызванный коагуляцией красителя «Бенгаловый розовый» под дейс-
твием лазера. При подборе условий было использовано от 15 до 50% мощности 
лазера. Оценку объема повреждения проводили на 2-й, 4-й, 9-й, 15-й дни методом 
магнитно-резонансной томографии (томограф Br��er B�ospec 70/30, с индуктив-
ностью магнитного поля 7 Тл).

В результате были подобраны условия экспериментальной ишемии, при кото-
рых происходит повреждение 50% (по глубине) коры больших полушарий (рис. 1).

По данным МРТ, с течением времени область «ядра» и «полутени» прогрессив-
но уменьшаются. Область полутени после 5 суток выражена очень слабо (рис. 2).

При большом увеличении можно увидеть, что в области «полутени» на 2-й день 
после тромбоза мозговых сосудов появляются темные, пикнотические, набухшие 
нейроны. Также происходит отек–набухание нейропиля (рис. 3, 4). 

Таким образом, согласно данным МРТ и гистологического окрашивания, с те-
чением времени область «ядра» и «полутени» прогрессивно уменьшается. Область 
полутени через 5 суток уменьшается в 2 раза, а после 5 суток выражена очень сла-
бо. Можем сделать вывод, что самый оптимальный срок для оценки действия ней-
ротрофических факторов на данной модели ишемии – 1–5 суток.

Суспензию лентивирусных частиц делали по отработанному протоколу (Тух-
батова, 2011). Инъекции лентивирусной суспензии осуществляли крысам-самцам 
линии Вистар. Животных оперировали в стереотаксическом приборе (Kop�, США). 
Делали саггитальный разрез на коже головы длиной 2–3 см. Верхнюю поверхность 

Рис. 1. Повреждение коры (светлая полукруглая область от верхнего края до середины рисунка) 
больших полушарий на 2-й день после фотохимического тромбирования

Окраска по Нисслю. Масштаб 50 мкм
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Рис. 2. Оценка объема повреждения с помощью магнитно-резонансной томографии на 2-й, 4-й, 
9-й день после экспериментальной ишемии

Рис. 3. Интактная область коры больших полушарий. Окраска по Нисслю. Масштаб 50 мкм 
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очищали от надкостницы. Трепанировали кость ручным трепаном (диаметр 3,1 мм) 
в области сенсомоторной коры, кость во внутреннем диаметре истончали бором 
до тех пор, пока не просматривались кровеносные сосуды. Выбирался участок, 
свободный от сосудов, делалось отверстие миллиметровым в диаметре сверлом. 
Суспензии лентивирусов (V=2 мкл) вводили с помощью наноинжектора (скорость 
подачи 0,5 мкл/мин) в кору больших полушарий, глубина 0,7 мм от поверхности 
мозга.

Для иммуногистохимического окрашивания готовили срезы мозга эксперимен-
тальных животных. Через 2 недели после осуществления инъекции лентивирусны-
ми частицами крыс анестезировали, мозг фиксировали методом транскардиальной 
перфузии 4-процентным параформальдегидом в 0,1 М фосфатно-солевом буфере. 
Затем мозг извлекали и оставляли для дофиксации в 4-процентном растворе пара-
формальдегида в течение 24 часов. Срезы мозга толщиной 50 мкм делали на виб-
ратоме Le�caVT 1200S.

Срезы отмывали в 300 мкл раствора PBS+0,05% Twee� три раза по 10 минут. 
Отбирали и добавляли 500 мкл смеси PBS+0,05% Twee�+5% сыворотка (�or�al 
goat ser��, NGS, MPB�o�ed�cals), инкубировали 1 час для блокировки неспеци-, NGS, MPB�o�ed�cals), инкубировали 1 час для блокировки неспеци-NGS, MPB�o�ed�cals), инкубировали 1 час для блокировки неспеци-, MPB�o�ed�cals), инкубировали 1 час для блокировки неспеци-MPB�o�ed�cals), инкубировали 1 час для блокировки неспеци-), инкубировали 1 час для блокировки неспеци-
фического связывания антител в дальнейшем. Отбирали и добавляли первичные 
антитела кролика на зеленый флуоресцентный белок в растворе PBS+1% сыворот-PBS+1% сыворот-+1% сыворот-
ка (rabb�ta�t�-GFP, L��e Tech�olog�es, USA), инкубировали ночь при +4�С. После ин-rabb�ta�t�-GFP, L��e Tech�olog�es, USA), инкубировали ночь при +4�С. После ин--GFP, L��e Tech�olog�es, USA), инкубировали ночь при +4�С. После ин-GFP, L��e Tech�olog�es, USA), инкубировали ночь при +4�С. После ин-, L��e Tech�olog�es, USA), инкубировали ночь при +4�С. После ин-L��e Tech�olog�es, USA), инкубировали ночь при +4�С. После ин-, USA), инкубировали ночь при +4�С. После ин-USA), инкубировали ночь при +4�С. После ин-), инкубировали ночь при +4�С. После ин-
кубации с первичными антителами делали 3 раза отмывку срезов по 10 минут на 

Рис. 4. Область «полутени», отек тел нейронов и нейропиля. 
Окраска по Нисслю. Масштаб 50 мкм
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качалке в 1 мл смеси PBS и 0,05% Twee�. Добавляли вторичные антитела козы на 
антитела кролика (goata�t�-rabb�t, L��e Tech�olog�es, USA), образцы заворачивали в 
фольгу и инкубировали 3 часа на качалке. Отбирали антитела и делали 3 раза от-
мывку срезов по 10 минут в 1 мл смеси PBS и 0,05% Twee� на качалке. Образцы по-PBS и 0,05% Twee� на качалке. Образцы по- и 0,05% Twee� на качалке. Образцы по-Twee� на качалке. Образцы по- на качалке. Образцы по-
мещали в среду, предотвращающую выцветание (Slow Fade Gold, I�v�troge�). Пре-Slow Fade Gold, I�v�troge�). Пре-, I�v�troge�). Пре-I�v�troge�). Пре-). Пре-
параты анализировали с помощью флуоресцентного микроскопа Le�caDM6000B, 
фотографии получили с помощью камеры Le�caDFC310FX.

Для определения количества белка нейротрофинов (в частности фактора роста 
нервов, ФРН) через две недели после инъекции лентивирусных частиц в гиппо-
камп крыс использовали иммуноферментный анализ (ELISA). Образцы гомоге-ELISA). Образцы гомоге-). Образцы гомоге-
низировали в ледяном буфере для гомогенизации, супернатант был перенесен в 
лунки 96-луночного планшета с преконъюгированными антителами к ФРН. После 
инкубации при +4�С супернатант был удален и лунки промыты 5 раз буфером для 
отмывок. Первичные антитела мыши против ФРН были разведены 1:1000 непос-
редственно перед использованием и 100 мкл антител было помещено в каждую 
лунку. После инкубации (37�С, 3 часа на шейкере) лунки планшета промывали 5 
раз буфером для отмывок. Вторичные антитела осла против антител мыши были 
разведены 1:1000 непосредственно перед использованием. Инкубацию и отмывки 
проводили аналогично тому, что делали с первичными антителами. Затем 100 мкл 
TBM/E раствора (M�ll�pore) помещали в каждую лунку. После инкубации 10 минут 
в лунки добавляли раствор для остановки реакции. Окрашивание оценивали с по-
мощью Wallac V�ctor планшетного спектрофотометра.

В результате проведенных исследований было продемонстрировано, что инъ-
екция суспензии лентивирусных частиц, несущих генетическую информацию для 
синтеза фактора роста нервов, увеличивает концентрацию ФРН в гиппокампе в 2 
раза.

Таким образом, было получено подтверждение того, что полученную суспен-
зию можно использовать в дальнейших экспериментах при моделировании нейро-
патологии.

В результате экспериментов по введению суспензии вирусных частиц, несущих 
генетический материал для экспрессии фактора роста нервов, нами продемонстри-
ровано, что распространение лентивирусных частиц в коре больших полушарий по 
объему составляет в среднем 800 (ростро-каудальное направление), 1500 (дорсо-вен-
тральное), 700 (медиа-латеральное) мкм (рис. 5). После двойного окрашивания срезов 
(на GFP и маркеры нейрональных/глиальных клеток) нами было установлено, что при 
этом происходит преимущественная трансдукция глиальных клеток (рис. 6, 7).

Таким образом, мы показали, что довольно большой объем коры трансдуциру-
ется лентивирусными частицами, преимущественно трансдуцируются глиальные 
клетки. Этот факт позволяет предположить, что глиальные клетки, находящиеся в 
поврежденном участке и продуцирующие нейротрофины, доставленные лентиви-
русными частицами, смогут внести вклад в восстановление поврежденных нейро-
нов, а сами нейроны не будут нести дополнительной нагрузки по осуществлению 
синтеза нейротрофинов. Следующим этапом исследования будет сравнительный 
анализ нейропротекторной активности нейротрофинов NGF, BDNF, GDNF.
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Рис. 5. Окраска антителами на зеленый флуоресцентный белок (GFP) в месте инъекции 
лентивирусных частиц в коре больших полушарий мозга крыс. 

Масштаб 50 мкм (место инъекции окрашено белым)

Рис. 6. Окраска антителами на зеленый флуоресцентный белок (GFP) (слева), окраска антитела-GFP) (слева), окраска антитела-) (слева), окраска антитела-
ми на ядерный белок нейронов (Ne�N) (справа). 

Стрелкой показана клетка, окрашенная на GFP и не окрашенная на Ne�N. Масштаб 50 мкм

Рис. 7. Окраска антителами на зеленый флуоресцентный белок (GFP) (слева), окраска антитела-GFP) (слева), окраска антитела-) (слева), окраска антитела-
ми на глиальный фибриллярный кислый белок (GFАP) (справа). 

Стрелкой показана клетка, окрашенная на GFP и GFАP. Масштаб 50 мкм
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До настоящего момента не осуществлялось попыток доставить нейротрофины 
непосредственно в область «полутени» ишемического очага к нейронам, в кото-
рых, как считается, запускается механизм апоптоза и на которые, как мы предпо-
лагаем, могут повлиять нейротрофины с целью увеличения их выживаемости. Это 
комплексная задача, решение которой состоит из множества этапов. В нашей рабо-
те мы осуществили первые этапы: создали воспроизводимую модель ишемии, со-
здали лентивирусные частицы, локально увеличивающие уровень нейротрофинов. 
Следующий непростой этап – это осуществить доставку нейротрофинов именно в 
зону «полутени» и оценить уровень нейропротекции, осуществляемую нейротро-
финами.
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