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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность исследования. 

Полиглутаминовые спиноцеребеллярные атаксии образуют одну из наиболее 

часто встречающихся групп наследственных нейродегенеративных 

заболеваний мозжечка. Среди них, спиноцеребеллярная атаксия 1 типа 

(СЦА1) доминирует в славянской популяции (1; 2). Более того, в России 

регистрируется резкое увеличение заболеваемости СЦА1 у коренного 

населения Якутии. Это самый большой очаг заболеваемости СЦА1 в мире 

(3). На сегодняшний момент патогенетической терапии полиглутаминовых 

спиноцеребеллярных атаксий не разработано, заболевание неуклонно 

прогрессирует и заканчивается смертью от поражения зон ствола мозга, 

отвечающих за витальные функции. Отсутствие патогенетической терапии 

при полиглутаминовых спиноцеребеллярных атаксиях требует изучения 

данных состояний и делает эту проблему актуальной. 

Полиглутаминовые спиноцеребеллярные атаксии характеризуется 

чрезмерным удлинением CAG тринуклеотидных повторов соответствующих 

генов (4). Такая мутация приводит к появлению патологических белков с 

удлинённой полиглутаминовой цепочкой, их неправильной конформации, и 

приобретению ими токсических свойств, что вызывает гибель клеток мозга 

(5). Изначально считалось, что мутация в различных генах при разных 

полиглутаминовых спиноцеребеллярных атаксиях должна приводить к 

разным нарушениям функций мутантных белков и различным проявлениям 

заболевания. Однако клинически наблюдается большая схожесть проявлений 

при всех полиглутаминовых атаксиях, лишь с некоторыми индивидуальными 

особенностями (6), что может указывать на подобные процессы в патогенезе 

данных заболеваний, а значит и схожие подходы к их коррекции. Однако 

изменение молекулярных каскадов, приводящих к морфологическим и 

функциональным нарушениям структур мозжечка при полиглутаминовых 
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спиноцеребеллярных атаксиях, слабо изучены, общие принципы развития 

патологии не показаны.  

Поэтому в данной работе было уделено внимание общим патогенетическим 

аспектам, возникающим при развитии полиглутаминовых атаксий. Известно, 

что наиболее рано и выраженно вовлекается в патологический процесс 

клетки Пуркинье. Их гибель, тесным образом связана с негативными 

эффектами мутантных полиглутаминовых белков. Так, атаксин 1 образует с 

другими белками комплекс, взаимодействующий с ядерным рецептором 

регуляции транскрипции, RORα (7). Его мутантная форма с удлинённой 

полиглутаминовой цепочкой не имеет возможности образовывать комплексы 

с RORα, что приводит к деградации данного рецептора и нарушению 

транскрипции десятков различных генов, отвечающих за метаболизм, рост и 

развитие клеток, а также элиминацию синапсов (8). Вероятно этот механизм 

лежит в основе нарушения развития клеток Пуркинье и при других 

полиглутаминовых спиноцеребеллярных атаксиях, но такие исследования не 

проводились.  

Ранее было показано на нокаутных животных, что выше описанные 

витальные функции в клетках Пуркинье критически зависят от наличия и 

активации метаботропного глутаматного рецептора 1 типа, mGluR1 (9). 

Также данный рецептор был замечен в развитиии кратко- и долговременной 

синаптической пластичности в синапсах клеток Пуркинье с параллельными и 

лиановидными волокнами (9). Однако роль mGluR1 в патогенезе 

спиноцеребеллярных атаксий и, в частности СЦА1, ранее не была изучена. 

Поэтому выявление эффектов мутантных полиглутаминовых белков на 

функцию RORα и связанных с ним экспрессируемых белков, таких как 

mGluR1, представляет особый интерес. 

Поэтому наиболее перспективными подходами к коррекции mGluR1-

опосредованного пути передачи сигналов в клетках Пуркинье при 

полиглутаминовых спиноцеребеллярных атаксиях является усиление 
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выведения мутантных нерастворимых белков с помощью убиквитин-

протеасомной системы (10) и активация комплекс-образующих с mGluR1 

метаботропных рецепторов, таких как ГАМКв рецепторы. Данной задачи 

можно достичь при помощи таргетной доставки рекомбинантного гена, а 

также имеющихся на рынке фармакологических препаратов – активаторов 

ГАМКв рецептором, таких как баклофен. 

Высокий интерес представляет также трансплантация стволовых клеток в 

область нейродегенерации. Попадая в организм реципиента, стволовые 

клетки выделяют ряд биологически активных веществ таких, как факторы 

роста (BDNF, NT-3 or GDNF) и т.д. и могут способствовать поддержанию 

нормальной морфологии и функции нейронов (11). Из большого ряда 

стволовых клеток, мезенхимальные стволовые клетки (МСК) представляются 

наиболее перспективными, так как уже используются в экспериментах на 

моделях нейродегенерации в силу их высокой потенциальной пользы в 

лечении данных состояний, а также низкой опасности в отношении 

формирования новообразований (12). 

Ранее было показано, что нормальный атаксин 1 локализуется в ядре не 

только нейронов, но и других клеток мозжечка, в частности, астроцитов (13). 

Но вовлечение астроцитов в патогенез полиглутаминовых 

спиноцеребеллярных атаксий, а также молекулярная основа данного 

процесса, является наименее изученной темой. Изучение нейрон-

астроцитарных взаимодействий коры мозжечка поможет адаптировать опыт 

контроля эксайтотоксичности и активации нейропротекции в синапсах 

большого мозга с помощью уже известных фармакологических средств, 

таких как мемантин, к патологическим условиям при полиглутаминовых 

спиноцеребеллярных атаксиях. 
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Цель исследования 

Выявление новых клеточных и молекулярных механизмов развития 

полиглутаминовых атаксий с использованием общих полиглутаминовых и 

оптогенетических моделей, а также частных моделей спиноцеребеллярной 

атаксии 1 типа; разработка на их основе подходов к патогенетической 

коррекции данных состояний. 

Для достижения поставленной цели были сформулированы следующие 

задачи:  

1. Создать векторные модели, описывающие общие и частные звенья 

патогенеза полиглутаминовых атаксий: модель спиноцеребеллярной 

атаксии 1 типа с отсроченной экспрессией мутантного атаксина 1 в 

клетках Пуркинье, оптогенетическую модель астроглиоза мозжечка и 

модель с селективной экспрессией мутантного атаксина 1 в глии 

Бергмана. 

2. В модели спиноцеребеллярной атаксии 1 типа и полиглутаминовой 

модели показать молекулу-мишень для мутантных белков, влияющую 

на морфологию клеток Пуркинье и экспрессию на поверхности их 

дендритов mGluR1. Изучить процессы кратко- и долговременной 

синаптической пластичности в условиях недостаточности mGluR1 в 

данных моделях. 

3. На оптогенетической модели астроглиоза мозжечка и модели с 

селективной экспрессией мутантного атаксина 1 в глии Бергмана 

показать клеточные нарушения трёхкомпонентного синапса и 

установить вклад транспортёра глутамата ЕААТ1 в эксайтотоксичность 

в описанных моделях.  

4. На трансгенной полиглутаминовой модели оценить внутривенный путь 

векторной доставки аденовирусного рекомбинантного гена MSCV-

GFP-P2A-CRAG с последующим синтезом в клетках Пуркинье 

сигнальной ГТФазы CRAG, влияющей на клиренс мутантных 
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полиглутаминовых нерастворимых белков. Показать положительный 

эффект от введения на морфологию клеток Пуркинье в данной модели. 

Оценить восстановление синаптической пластичности на 

полиглутаминовой модели и модели с селективной экспрессией 

мутантного атаксина 1 в клетках Пуркинье при данном типе введения 

рекомбинантного гена. 

5. Оценить эффект от введения мезенхимальных стволовых клеток в 

подоболочечное пространство в области верхних двухолмий 

трансгенных модельных полиглутаминовых животных на морфологию 

клеток Пуркинье, и mGluR1-обусловленные процессы в них. Описать 

восстановление двигательных навыков у данных животных после 

введения мезенхимальных стволовых клеток. 

6. На трансгенной модели с селективной экспрессией мутантного 

атаксина 1 в клетках Пуркинье показать эффекты и длительность 

влияния низких доз баклофена, после его однократного введения в 

кору мозжечка, на mGluR1-опосредованный путь передачи сигналов. 

7. В оптогенетической модели астроглиоза мозжечка показать эффект от 

длительного приёма мемантина per os на ключевые звенья патогенеза в 

развитии эксайтотоксичности, оценить морфологию и функцию глии 

Бергмана и клеток Пуркинье, а также на восстановление двигательных 

функций у данных животных. Оценить возможные побочные эффекты 

при длительном приёме мемантина. 

 

Научная новизна 

Созданы модели спиноцеребеллярной атаксии 1 типа: с отсроченным 

началом заболевания, максимально приближенная по времени к 

естественному дебюту у больных и с селективной экспрессией атаксина 1 в 

астроцитах мозжечка. Создана оптогенетическая модель астроглиоза 
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мозжечка, описывающая астроцитарное звено патогенеза полиглутаминовых 

спиноцеребеллярных атаксий. 

Показан общий молекулярный механизм нарушения морфологии 

клеток Пуркинье при полиглутаминовых спиноцеребеллярных атаксиях в 

виде уменьшения экспресии RoRα. Был количественно оценён эффект от 

недостаточности mGluR1 в моделях спиноцеребеллярной атаксии 1 типа 

посредством регистрации и измерения характеристик mGluR1-

опосредованных медленных возбуждающих синаптических токов. Показана 

зависимость моторного обучения от mGluR1-опосредованной синаптической 

пластичности, так как у животных с нарушением долговременной депрессии 

и эндоканнабиноид-опосредованнго подавления синаптического 

возбуждения наблюдалось развитие атаксического фенотипа. 

Показана успешная внутривенная доставка рекомбинантного гена в 

клетки Пуркинье, экспрессирующего сигнальную ГТФазу CRAG. Доказано 

восстановление mGluR1-опосредованного пути передачи сигналов при 

экспрессии CRAG в двух моделях полиглутаминовых спиноцеребеллярных 

атаксий. 

Показана эффективная трансплантация мезенхимальных стволовых 

клеток при их инъекции в подоболочечное пространство в области верхних 

двухолмий трансгенным модельным полиглутаминовым животным. 

Установлено, что наличие мезенхимальных стволовых клеток в коре 

мозжечка восстанавливает морфологию клеток Пуркинье и mGluR1-

опосредованный путь передачи сигналов. 

Экспериментально доказано, что однократное введение низких доз 

баклофена в кору мозжечка трансгенных животных с селективной 

экспрессией мутантного атаксина 1 в клетках Пуркинье вызывает длительное 

восстановление mGluR1-опосредованного пути передачи сигналов 

посредством активации ГАМКв рецепторов и приводит к уменьшению 

атаксического фенотипа. 
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Установлено, что долговременный приём мемантина животными с 

оптогенетической моделью астроглиоза мозжечка оказывает выраженное 

влияние на трёхкомпонентный синапс в виде восстановления морфологии 

клеток Пуркинье и глии Бергмана. Уменьшение эксайтотоксичности в 

синапсах клеток Пуркинье во время применения мемантина происходит из-за 

восстановления экспрессии транспортёра возбуждающих аминокислот 

ЕААТ1 в глии Бергмана. 

 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Данное исследование имеет важное значение как для практической, так 

и для фундаментальной медицины. Выявлены молекулярные механизмы 

нарушения сигнализации в клетках Пуркинье при полиглутаминовых 

атаксиях на ранней и развёрнутой стадии заболевания. 

Полученные данные о молекулярно-клеточных механизмах позволяют 

разработать таргетное патогенетическое лечение полиглутаминовых 

сниноцеребеллярных атаксий, которое может быть направлено на коррекцию 

как астроцитарного, так и нейронного компонента синапса коры мозжечка. 

Открытые нами изменения на ранней стадии заболевания, такие как 

нарушение сигнализации mGluR1, могут быть частично скорректированы 

такими препаратами, как баклофен. Этот препарат уже используется в 

рутинной практике врача для лечения других заболеваний. Нарушения, 

имеющие место на поздней стадии, такие как эксайтотоксичность, могут быть 

успешно скорректированы мемантином, который способствует сохранению 

ЕААТ1 – молекул, участвующих в захвате возбуждающих аминокислот, в том 

числе, глутамата, из синаптической щели. Также положительные эффекты 

CRAG и стволовых клеток на мозжечок модельных животных помогут в 

дальнейшем более эффективно бороться с этими полиглутаминовыми 

заболеваниями на любой стадии.  
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Выявленные нами общие звенья патогенеза, позволяют вышеуказанные 

фармакологические средства использовать в клинических исследованиях для 

разгаботки терапии полиглутаминовых спиноцеребеллярных атаксий. 

 

Методология и методы исследования 

Работа проведена на срезах мозжечка мышей линий CD1 и C57BL/6. 

Использовались иммуногистохимическое, электрофизиологические методы, 

исследование поведения животных, оптогенетические методы, введение 

веществ в мозжечок с помощью стереотаксической установки, генетические 

методы исследования (ПЦР), Са
2+

 имиджинг. Достоверность полученных 

данных подтверждена методами математической статистики. 

 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Общими звеньями патогенеза полиглутаминовых спиноцеребеллярных 

атаксий являются нарушение mGluR1-опосредованного пути передачи 

сигналов и развитие эксайтотоксичности, что приводит к изменению 

морфологии клеток Пуркинье и глии Бергмана, а также нарушению 

синаптической пластичности нейронов коры мозжечка и появлению 

атаксического синдрома у модельных животных. 

2. Коррекция mGluR1-опосредованного пути передачи сигналов в клетках 

Пуркинье возможна двумя путями: 1- поддержание достаточного количества 

mGluR1 на шипиках дендритов при сохранной морфологии клеток Пуркинье 

посредством усиления клиренса мутантных белков и введения стволовых 

клеток в зону нейродегенерации; 2- перераспределение молекулярной 

сигнализации с помощью комплекс-образующих с mGluR1 метаботропных 

рецепторов, таких как ГАМКв. 

3. Уменьшение явлений эксайтотоксичности в синапсах клеток Пуркинье 

возможно при длительном введении мемантина животным с 

оптогенетической неспецифической моделью астроглиоза мозжечка, общей 
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для всех полиглутаминовых спиноцеребеллярных атаксий. Мемантин 

восстанавливает морфологию глии Бергмана и клеток Пуркинье, а также 

улучшает транссинаптическую передачу в синапсах коры мозжечка. 

Побочными эффектами, в виде появления тревожности при хроническом 

потреблении мемантина, можно пренебречь, в силу выраженного его 

положительного влияния на нейроны мозжечка при нейродегенеративном 

процессе. 

 

Степень достоверности 

Высокая степень достоверности полученных результатов подтверждается 

тем, что научные положения и выводы обоснованы и получены с 

использованием системного подхода к решению поставленных задач. В 

экспериментах использовалась достаточная выборка исследуемых животных 

в соответствии с основными регламентами работы с лабораторными живыми 

объектами. Эксперименты проводились на высокотехнологичном 

оборудовании с использованием современных методов исследований. 

Полученные результаты были подвергнуты адекватному статистическому 

анализу. 

 

Личный вклад соискателя 

Автором были определены цели и задачи, разработан дизайн исследования, 

отработаны протоколы экспериментальной части работы. Усреднённая 

полиглутаминовая модель, а также векторные модели СЦА1 были созданы 

при совместном участии учёных Университета Гунма (H. Hitai, K. Takayama, 

H. Hosoi, T. Torashima), а также Университета Бристоля (S. Kasparov). Также 

векторная модель селективной экспрессии мутантного атаксина 1 в 

астроцитах и S100β опосредованная модель астроглиоза были разработаны и 

изучались совместно с исследователем КрасГМУ Белозор О.С. Автором 

самостоятельно набран экспериментальный материал для исследований, 



15 

 

проведены поведенческие тесты на животных, иммуногистохимическая 

окраска препаратов и их микроскопия, созданы модели животных, проведено 

ПЦР исследование, электрофизиологические измерения и оптогенетическая 

стимуляция. Автором проведена статистическая обработка полученных 

данных, и интерпретация результатов; подготовка публикаций и оформление 

рукописи диссертации.  

 

Апробация работы 

Данные, полученные в работе, были представлены на международных 

конференциях как устные и стендовые докладовы: на 35-й ежегодной 

конференции японского общества Нейронаук, г. Ниагоя, 2012; 36-й 

ежегодной конференции японского общества Нейронаук «Neuroscience 

2013» , г. Киото;  5-й ежегодной конференции международного общества 

радиационной нейробиологии, г. Такасаки, 2013; «Russia-Japan medical 

symposium», г. Красноярск, 2018 г.; «II Всероссийской научной конференции 

с международным участием «ОПТОГЕНЕТИКА+ 2018», г. Санкт-Петербург, 

2020г; научной конференции с международным участием «Разработка 

лекарственных средств - традиции и перспективы», г. Томск 2021г; «IV 

Всероссийской научной конференции с международным участием 

«ОПТОГЕНЕТИКА+ 2023», г. Санкт-Петербург, 2023г. 

По результатам работы опубликовано 20 печатных работ в журналах, 

индексируемых аналитическими базами Scopus, Web of Science, RSCI, в том 

числе в журналах, рекомендованных ВАК для публикации материалов 

диссертаций на соискание ученой степени кандидата наук. 

Работа была выполнена при поддержке грантов: Грант Фонда 

содействия развитию малых форм предприятий в научно-технической сфере 

«УМНИК» 2017-2019 гг. (11950ГУ/2017); Гранты РФФИ КО_а 2017-2019 гг. 

(17-54-10005) и Аспиранты 2019-2022 гг. (19-315-90044), Грант 

Красноярского краевого фонда науки 2021-2022 гг. (№ 636). 
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Структура и объем диссертации 

Диссертация оформлена в соответствии с Национальным стандартом 

Российской Федерации ГОСТ Р7.0.11-2011. Материал диссертации изложен 

на 346 страницах машинописного текста, иллюстрирован 115 рисунками и 19 

таблицами. Работа состоит из введения, 4 глав (обзор литературы, материалы 

и методы, результаты, обсуждение результатов), заключения, выводов, 

списка литературы. Список литературы включает 527 источников, в том 

числе 15 отечественных и 512 зарубежных. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ О ПОЛИГЛУТАМИНОВЫХ СЦА – 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ, КЛАССИФИКАЦИЯ, КЛИНИКА, 

ЭПИДЕМИОЛОГИЯ, И ЛЕЧЕНИЕ 

 

1.1.1. Общие сведения о полиглутаминовых СЦА 

В 1991 году был открыт новый тип мутаций в геноме человека – так 

называемые, динамические мутации, вызванные увеличением числа копий 

(экспансией) простых повторяющихся последовательностей (14). Как было 

выявлено позже, сюда относится широкий спектр как наиболее простых 

(CAG, GCG, GCC, GАА, CTG) (15); (16); (17); (18); (19); (20); (21); (22); (23); 

(24); (25); (26); (27); (28), так и более сложных (CTGG, АТТCТ, 

CCCCGCCCCGCG) последовательностей (29); (30); (31). Наиболее обширной 

и гетерогенной группой являются заболевания с увеличением числа копий 

CAG последовательности. Так как CAG тринуклеотид кодирует 

аминокислоту глутамин, эти заболевания называются полиглутаминовыми 

(32).  

На сегодняшний день, существует, по крайней мере, девять таких 

заболеваний. Первым заболеванием, описанным в 1991г., связанным с 

увеличением CAG повторов и вызывающих прогрессирующую дегенерацию 

двигательных нейронов, явилась спинобульбарная мышечная атрофия 

(СБМА), или болезнь Кеннеди (33). Впоследствии также этот патологический 

механизм был обнаружен у восьми других заболеваний, включая болезнь 

Гентингтона (БГ), дентаторубропаллидолюисову атрофию (DRPLA или 

синдром Haw River), и шесть типов спиноцеребеллярных атаксий (СЦА1, 2, 

3, 6, 7, и 17) (34) (Таблица 1). 
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Заболевание Локус Белок Норма повторов Патология 

СБМА Xq11-q12 Андрогеновый 

рецептор 

6–36 38–62 

ДРПЛА 12p13 Атрофин 1 3–38 49–88 

БГ 4p16.3 Гентингтин 6–35 36–265 

СЦА1 6p23 Атаксин 1 6–39 41–83 

СЦА2 12q24 Атаксин 2 14–32 34–77 

СЦА3 14q24-

q31 

Атаксин 3 12–40 55–86 

СЦА6 19p13 P/Q Ca
2+

 каналы 4–18 21–33 

СЦА7 3p21–p12 Атаксин 7 7–18 37–306 

СЦА17 6q27 Белок, 

объединя- 

ющийся с TATA 

25–43 45–63 

 

Таблица 1. Белки, мутации которых приводит к появлению 

полиглутаминовых СЦА. В таблице представлены расположения мутаций 

генов, кодирующих белки, их название и длина полиглутаминовой цепочки в 

норме и патологии. 

   

Среди этих заболеваний выделяется группа, имеющая схожее течение, 

патофизиологию и проявления – это полиглутаминовые СЦА (см. таблицу 1). 

Их совокупная заболеваемость имеет большую вариабельность 1-9 на 

100,000 населения, и в более точных расчётах приближается к 4-5 больным 

на 100,000 населения.  

 

1.1.2. Заболеваемость полиглутаминовыми СЦА 

СЦА1 наблюдается приблизительно у 1-2 людей на 100 тыс. 

общемирового населения (35). СЦА2 была выявлена в 14% случаев из 

группы всех СЦА, что составляет приблизительно 0,6 на 100 тыс. населения 

(36); (37); (38). СЦА3 у некоторых народов – это наиболее часто встречаемая 

форма аутосомно-доминантных атаксий (39); (40). Принято полагать, что 

частота встречаемости СЦА3 составляет 1,5-2 человека на 100 тыс. населения 

(41). Распространение в Мире СЦА6 – менее 1 человека, и в более точных 
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расчётах приближается к 0.02-0.31 на 100 тыс. населения (42), (43), (44), (45), 

(37), (46), (47), (48), (49). Заболеваемость СЦА 7 в нескольких исследованиях 

составляла 2% от всех СЦА, или в более точных расчётах, 0.05-0.2 (среднее 

0,08) на 100 тыс. (50), (51). Менее 100 семей с СЦА17 было описано на 

сегодняшний день. Поэтому предварительный уровень заболеваемости 

можно вывести как 0,0015 на 100 тыс. населения (52), (53), (54) (см. рисунок 

1).  

Таким образом, на долю полиглутаминовых СЦА приходится до 60% 

от всех СЦА, тогда как остальные диагностируемые формы занимают не 

более 5%, а 35-40% – это СЦА с неизвестной мутацией, выявляемые лишь 

фенотипически (55). В то же время, среди полиглутаминовых СЦА 

доминируют СЦА1 и СЦА3, на которые приходится боле 2/3 от всех 

регистрируемых заболеваний (37% и 42% соответственно) (см. рисунок 1). 

Развитие такой дисциплины, как археогенетика, позволило ответить на 

вопрос, когда появились в человеческой популяции полиглутаминовые СЦА 

(то есть, возникли мутации в генах, ответственных за развитие данных 

заболеваний). Мутация гена – это довольно редкое явление, поэтому 

характерной особенностью полиглутаминовых заболеваний является наличие 

основателя – человека, у которого впервые возникла определённая мутация, 

и который несёт уникальную генетическую информацию, называемую 

гаплотипом. Как правило, у полиглутаминовых заболеваний прослеживается 

несколько гаплотипов основателей – от 2-3 до отдельных гаплотипов в 

каждой исследуемой популяции (56), (57). Чем выше скорость мутации и/или 

чем она «старше», тем в больших поколениях она встречается, тем шире 

ареал её распространения и тем выше частота заболеваемости (56), (58). 

Однако зачастую эти два фактора являются взаимоисключающими. Поэтому 

полиглутаминовые СЦА можно условно разделить на 2 группы, исходя из 

скорости мутации и давности её возникновения. В первую группу относятся 

заболевания, преимущественно, с ранним возникновением, но низкой 



20 

 

скоростью мутации (см. рисунок 1). Представителем этой группы является 

СЦА3. При исследовании СЦА3 было выделено 3 основных гаплотипа (59), 

(60). Самый старый из них имеет азиатское происхождение и возник в эпоху 

халколита, примерно 5,800 (5,774 ± 1,116) лет назад, а по другим данным, 

более 7000 лет назад. Его носители проживают сейчас на Тайване, в Индии, 

Японии и даже на крайнем северо-востоке Австралии (61). Второй гаплотип 

является гораздо поздней мутацией, возникшей в раннем средневековье, 

около 1,400 (1,416 ± 434) лет назад на территории современной Португалии. 

(56). Однако этот европейский гаплотип широко распространён по Земному 

шару. Носители его живут в северной Америке, Германии, Франции, 

Португалии, Бразилии и даже Индии, и Китае, что можно объяснить 

активной деятельностью португальцев в эпоху Великих географических 

открытий. Так же наличие португальского гаплотипа было найдено у 

аборигенов Австралии, проживающих на Грут-Айленд и Арнем-Ленд, что 

можно объяснить контактами их с Макасарцами – одним из народов 

Индонезии, находящихся под протекторатом Португалии в 16-17 столетиях 

(59). Эффект основателя также был найден у камбоджийских семей, что 

указывает на ещё более позднее его возникновение (55).  

При исследовании семей больных СЦА6, был выделен изначальный 

гаплотип, который присутствует у английских, японских, бразильских и 

финских семей больных СЦА6 (62), что указывает на давнее его 

происхождение, то есть на время до разделения человечества на расы. 

Однако было показано, что эффект основателя возможен в немецкой 

(северная Рейн-Вестфалия) (63) и японской (префектура Тоттори) (64) 

популяциях, что указывает на возникновение этих гаплотипов примерно 10-

20 поколений назад.  

СЦА1, СЦА2, СЦА7 и СЦА17, в отличие от СЦА3 и СЦА6 имеют 

высокую степень мутации. Мутации, обусловившие эти заболевания 

относительно молоды – в большинстве случаев, они присутствуют всего 
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лишь в 12-17 поколениях, однако распространены повсеместно в различных 

этнических группах. 

Определить количество гаплогрупп и возраст мутаций второй по 

распространённости СЦА, СЦА1 затруднительно, в связи с 

недостаточностью исследований в этой области. У японцев, мутация в гене 

СЦА1, возможно, возникла у одного индивида, который жил в префектуре 

Мияги или префектуре Ямагата. Это событие относительно близкого 

прошлого (около 17 поколений назад, или 1500-1550 г.н.э.) (65). Якутский 

гаплотип более древний. Установлено, что происхождение СЦА1 в якутской 

популяции связано с эффектом основателя, при этом, время распространения 

мутированного гена в Якутии оценивается исследователями, по одним 

оценкам, в 37 поколений, или 915-1110 лет назад (66), а по другим, 1500-1750 

лет назад (67), то есть, до миграции якутов из средней Лены в места 

нынешнего их проживания и формирования якутского этноса (68). Поэтому 

не удивительно, что якутский гаплотип был выявлен при исследовании 

китайской популяции. Якутский гаплотип был найден у китайцев наряду с 

собственно китайским и вышеописанным японским гаплотипами (69). В 

индийской популяции СЦА1 встречается редко (70), однако здесь были 

выделены сразу 2 гаплотипа, которые, с большой долей вероятности, имеют 

древнее происхождение (71). Первый из этих гаплотипов, как и гаплотип 

СЦА2 присутствует у хиндустанцев, поживающими в штате Бихар (72). 

Второй гаплотип сформировался отдельно от первого, так как встречается 

исключительно у тамильцев, проживающих в штате Тамилнад, в двух 

деревнях Раджапалаям и Коттамеду (73).  

Среди 26 семей с СЦА2 из Европы, Северной Африки и Карибских 

островов, описанных Didierjean et al (74), было найдено несколько мутаций 

основателей. Из них можно выделить относительно молодой 

западноевропейский гаплотип и более ранний общеевропейский, который 

присутствовал, как в двух французских, четырёх немецких, так и одной 



22 

 

сербской семье. Отдельно стоят североафриканский и карибский гаплотипы. 

Индийский гаплотип, пожалуй, не является общеиндоевропейским, так как 

было показано, что он происходит из индийского штата Бихар и встречается 

исключительно у хиндустанцев, проживающих в этой области, или выходцев 

из неё (75). 

СЦА7 диагностируется в семьях различных этнических групп, включая 

детей из Европы (Бельгии, Финляндии, Франции, Германии, Швеции и 

Великобритании), Ближнего Востока (Израиля), Африки (Алжира, Марокко, 

Ливии, Туниса и ЮАР), Северной Америки (американцы европеоидной и 

негроидной рас), Южной Америки (Бразилии), Вест-Индии (Ямайки) и Азии 

(Кореи и Филиппин) (76); (77); (78); (79); (80); (81); (82); (46). Предыдущие 

исследования, проведённые Stevanin с соавторами, выявили 4 гаплотипа у 41 

семей со СЦА7, проживающих в Азии, Северной Африке, Европе, Ближнем 

Востоке и Южной Америке, а также два гаплотипа в Германии и Италии (46). 

Позже было показано, что и скандинавские семьи, больные СЦА7, имеют в 

своей основе одну общую мутацию основателя (83).  

Как минимум три гаплотипа было выявлено при изучении больных 

СЦА17. Интересен тот факт, что японская девочка с СЦА17 из префектуры 

Ниигата имела de novo дупликацию в её отцовском аллеле (84). Поэтому её 

можно с полным правом считать «основателем» нового гаплотипа. В двух 

семьях с СЦА17, проживающих в северной Германии, также был выявлен 

один и тот же гаплотип. Его отличительной чертой является высокая степень 

нестабильности повторов CAG (85). Однако в остальных случаях удлинение 

повторов при СЦА17 имеет мейотическую стабильность при передаче 

генетического материала через поколения (86); (87). Распространение СЦА17 

может быть занижено, так как некоторые больные СЦА17 имеют фенотип, 

схожий с БГ. 

Исследование полиглутаминовых заболеваний в РФ насчитывает более 

20 лет. Заболеваемость полиглутаминовыми заболеваниями схожа с 
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таковыми в европейских популяциях, но есть и отличия. Из 375 российских 

семей (исключая якутскую популяцию), отягощённых различными формами 

полиглутаминовых заболеваний, СЦА1, 2, 3, 6 и 7 диагностирована в 76 

семьях. Заболеваемость СЦА распределяется так: СЦА1 – в 28 семьях 

(45,9%), СЦА2 – в 21 (34,4%), СЦА3– в 7 (11,5%), СЦА6 – в 1 семье (1,6%), 

СЦА7 – также в 1 семье (1,6%) и СЦА17 в 3 семьях (4,9%). Таким образом, 

характерной особенностью в российской популяции является низкая 

заболеваемость СЦА3, тогда как в популяциях США и Японии – это 

наиболее частая патология (88). 

Наряду со временем возникновения и скоростью накопления мутации 

фактором, способствующим росту полиглутаминовых заболеваний, является 

изоляция. Изоляция может проявляться не только в низкой миграции в 

другие регионы из-за удалённости места проживания или этнических 

особенностей, но также традицией близкородственных браков (89); (90). 

Самым ярким примером природной изоляции является популяция 

маленького острова Флориш группы Азорских островов, где наблюдается 

самая высокая заболеваемость СЦА3 в Мире. Она составляет 1 на 140 

человек (91). Менее выраженная природная изоляция также чётко 

прослеживается в более обширной якутской популяции, где заболеваемость 

СЦА1 составляет около 38 случаев на 100 тыс. населения (92). Однако 

высокая изолированность определённой группы людей может быть 

обусловлена не только географическими факторами. Культурная и 

этническая изоляция малых народностей Индии, подчинённых кастовой 

системе, также приводит к впечатляющим последствиям. Так, 

малохарактерная для Индии СЦА1, наблюдается у тамильских семей, 

проживающих исключительно в двух деревнях Раджапалаям и Коттамеду 

штата Тамилнад, с частотой 1 больной СЦА1 на 15 здоровых жителей (73). В 

общем, изоляция не оказывает глобального влияния на заболеваемость (64), 
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однако является решающим фактором для конкретной группы людей, 

длительно проживающих на одной территории. 

 

 

Рисунок 1. Распространение полиглутаминовых заболеваний. А. На 

диаграмме показано процентное соотношение полиглутаминовых СЦА 

относительно общей заболеваемости на 100000 населения (Так как СЦА17 

составляет всего лишь 0,037% от общего числа, на графике эта величина не 

обозначается). Б. На мировой карте показано точками соответствующего 

цвета место возникновения гаплотипа соответствующего заболевания (93). 

 

Таким образом, можно заключить, что полиглутаминовые СЦА 

возникли очень давно, распространены по всему земному шару. Крайне 

малый охват населения планеты в плане диагностики полиглутаминовых 

заболеваний, не позволяет с точностью определить заболеваемость и 

распространённость среди различных групп населения, так как наиболее 

обширные регионы, такие как Африка, Индия, Юго-Восточная Азия, 

остаются практически неисследованными в плане этих заболеваний. Однако 

анализируя данные исследований в области популяционной генетики, можно 

выявить ряд черт, характерных для полиглутаминовых СЦА. Это наличие 

основателя, зависимость распространённости от давности и частоты 

возникновения мутации, а также превалирование полиглутаминовых СЦА в 
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изолированных популяциях. Можно также предположить, что в 

долгосрочной перспективе (несколько тысяч лет) мы сталкиваемся с 

заболеваниями с низкой степенью мутации, так как высокая степень 

приводит к быстрому удлинению CAG повторов и проявлению заболевания в 

более молодом возрасте у последующих поколений, что неминуемо ведёт к 

исключению таких людей из процесса воспроизведения при проявлении 

симптомов до зрелого возраста. 

 

1.1.3. Клинические проявления полиглутаминовых СЦА  

Отличительной клинической особенностью полиглутаминовых СЦА 

является зависимость времени начала и выраженности симптомов от длинны 

CAG повторов гена, кодирующего мутантный белок (94); (95). Чем длиннее 

цепочка CAG повторов, тем раньше возникает и тяжелее протекает 

заболевание (14); (96); (97). Однако крайне длинные цепочки и 

промежуточное количество CAG повторов встречаются редко. Существуют 

единичные зафиксированные случаи, когда признаки заболевания уже были 

выражены при рождении или возникали в течение первых лет жизни (15), 

(98). Также редко фиксируются случаи возникновения симптомов в 

старческом возрасте (99). Чаще всего, эти заболевания начинаются в 

молодом зрелом возрасте (см. таблицу 2).  

 

Заболевание Крайнее Среднее Ссылка 

СЦА1 4-74 36 (100) 

СЦА2 1-65 32 (101) 

СЦА3 5-70 36 (102); (103) 

СЦА6 30-71 52 (44) 

СЦА7 0-70 35 (78) 

СЦА17 6-48 33 (105) 

 

Таблица 2. Крайнее и среднее количество глутаминовых остатков в 

полиглутаминовой цепочке белков, вызывающих СЦА. 
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Клиническая картина полиглутаминовых СЦА, в общем, однотипна, однако 

имеются и отличия. Однотипность заболевания обусловлена приобретением 

токсических функций при избирательной экспрессии мутантных белков в 

определённых структурах центральной нервной системы (см. ниже). В общем, 

мутантные полиглутаминовые белки экспрессируются в большом мозге, 

включая кору и подкорковые ганглии, мозжечке, продолговатом и спинном 

мозге. Поражение этих структур вызывает нарушение высших корковых 

функций, экстрапирамидные синдромы, атаксические явления, нарушение 

бульбарных функций и периферические парезы. Индивидуальные 

особенности конкретного полиглутаминового заболевания во многом зависят 

от степени экспрессии патологического белка в той или иной области 

(Таблица 3).  

 

Заболевание Белок Область экспрессии Ссылка 

СЦА1 Атаксин 1 Мозжечок, ствол мозга (105) 

СЦА2 Атаксин 2 Мозжечок, ствол мозга (106) 

СЦА3 Атаксин 3 Мозжечок, ствол мозга, 

базальные ганглии 

(16) 

СЦА6 α1а субъединица 

VGCC 

Мозжечок (17) 

СЦА7 Атаксин 7 Сетчатка и мозжечок (18) 

СЦА17 Белок, объединя-

ющийся с ТАТА 

Стриатум и мозжечок (104) 

 

Таблица 3. В таблице представлены названия заболеваний, а также белков их 

вызывающих. Вынесены области наибольшей экспрессии полиглутаминовых 

белков, вызывающих СЦА с соответствующими ссылками. 

 

При спиноцеребеллярных атаксиях 1, 2, 3, 6, 7 и 17-го типов на первый план 

выступает атаксический мозжечковый синдром. Симптомы поражения 

мозжечка представлены в виде нарушения походки, неразборчивой речи, 

нарушения равновесия, проблемами со спуском по лестнице или при 

внезапных поворотах, оживлением глубоких сухожильных рефлексов, 
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гиперметрическими саккадами, нистагмом, дисметрией, дисдиадохокинезом, 

гипотонией, кинетическим или постуральным тремором и др. Однако также 

присутствуют, в той или иной степени, и другие вышеперечисленные 

синдромы. Так, бульбарный синдром представлен дизартрией, дисфагией, 

параличом взора вверх, и нарушением дыхания. Нарушения высшей нервной 

деятельности более мягкие, чем при таких полиглутаминовых заболеваниях, 

как ДРПЛА и БГ, и представляют собой лишь нарушение исполнительных 

функций, эмоций, не плавность речи, нарушение зрительной памяти. Однако 

при СЦА7 и СЦА 17 могут встречаться более выраженные расстройства, в 

виде деменции и психических нарушений. Намного реже наблюдается 

экстрапирамидный синдром в виде дистонии (блефароспазм, тортиколлис, 

писчий спазм, дистония ног), паркинсонизма, хореи. При СЦА17, так как 

вышеперечисленные экстрапирамидные расстройства более выражены, и 

имеет место тяжёлая деменция в финале заболевания, это делает её схожей с 

клиникой БГ. Отложения патологических белков при СЦА 1, 2, 3, 6, 7 и 17 

находят, преимущественно, в коре мозжечка, зубчатых ядрах и 

продолговатом мозге. 

Однако экспрессия полиглутаминовых белков, не ограничивается одной 

лишь ЦНС. Так при СЦА7 имеет место отложения агрегатов патологического 

белка в тонкой кишке, поджелудочной железе и сердечно-сосудистой 

системе, а также сетчатке глаза, что приводит к атрофии последней. Более 

того, при очень большом удлинении CAG повторов в соответствующих генах, 

имеют место задержка развития, нарушения сердечно-сосудистой системы и 

дегенерация сетчатки и при других видах СЦА (СЦА1, СЦА2) (107). 

 

При СЦА1, первые клинические проявления возникают обычно на третьем-

четвёртом десятилетии жизни, хотя ранние и поздние (между 4 и 74 годами 

жизни) случаи также были описаны (108), (109). Фенотип очень вариабелен и 

может быть определён, как панцеребеллярный синдром с атаксией ходьбы, 
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позы и конечностей, дизартрией и глазодвигательными нарушениями, 

такими как установочный нистагм, плавные саккадические движения глаз, 

нарушение зрительной супрессии вестибуло-окулярного рефлекса и 

уменьшение оптокинетического нистагма. Позже развиваются медленные 

саккадические движения и офтальмопарез при вовлечении структур моста. 

Пирамидные знаки (спастичность, гиперрефлексия и разгибательные 

подошвенные рефлексы) встречаются часто, но амиотрофия и потеря 

чувствительности также могут возникать. Дисфагия, хореиформная 

гиперкинезия, стридорозное (резкое свистящее) дыхание и паралич 

голосовых связок обычно имеют место на поздних стадиях заболевания (110). 

Нарушение критики к своему состоянию наблюдается часто, но редко 

прогрессирует до выраженной деменции (111). Клинические симптомы 

СЦА1 иногда помогают отличить её от других форм СЦА. Но нарушение 

вызванных двигательных потенциалов более специфично для СЦА1, и 

показывает изменение времени периферического или центрального 

проведения (112). 

 

Время начала СЦА3 очень вариабельно, но в основном – это второе-пятое 

десятилетие жизни (113). Фенотип – один из наиболее разнообразных среди 

СЦА. Типичные симптомы СЦА (см. СЦА1) обнаруживаются у большинства 

пациентов. Однако СЦА3 может протекать, как чистая «мозжечковая» 

атаксия или семейный паркинсонизм (114), как наследственная спастическая 

параплегия, наследственная нейропатия или синдром беспокойных ног (115). 

Нарушения сна часты при СЦА3 и, в большинстве случаев, являются 

следствием синдрома неспокойных ног и периодических движений ног во 

сне в ответ на (эндогенную) допаминергическую стимуляцию (115). Редко 

распознающийся, но частый и более специфический признак СЦА3 – это 

нарушение температурной чувствительности (102). Ложный экзофтальм, 

фациолингвальные псевдофасцикуляции и дистония считались характерными 
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симптомами болезни Мачадо-Джозефа (116). Однако они не специфичны для 

этого заболевания. 

 

Из-за поражения мозжечка больные полиглутаминовыми СЦА становятся 

обездвиженными через 5-20 лет после начала заболевания. Выраженная 

атаксия значительно влияет на активность таких больных. Часто у них 

наблюдается ожирение вследствие гиподинамии. Однако продолжительность 

жизни сокращается из-за вовлечения в патологический процесс ствола мозга, 

где находятся центры жизнеобеспечения (дыхательный, сердечный, 

глотательный и т.д.). В терапии больных СЦА3 и СЦА6 практикуется 

наложение гастростомы вследствие выраженного нарушения глотания (117). 

По этой причине, у этих больных происходит снижение массы тела. При 

СЦА1 и 3 аспирационная пневмония и апноэ являются непосредственной 

причиной смерти (118). 

 

1.1.4. Дифференциальный диагноз полиглутаминовых СЦА  

Полиглутаминовые СЦА необходимо отличать от множества других 

приобретённых и наследственных заболеваний. На первом этапе, они 

диагностируются на основании семейного анамнеза, общего исследования и 

средств нейровизуализации. 

Постановка диагноза требует следующих моментов: 

 Обнаружение при неврологическом осмотре типичных 

клинических симптомов и синдромов, включая нарушение 

координации походки и движений пальцев/рук, часто 

сочетающиеся с дизартрией и нистагмом. 

 Исключение негенетических причин заболевания (таких как 

алкоголизм, авитаминоз, рассеянный склероз, 

цереброваскулярные заболевания, первичные опухоли и их 
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метастазы, паранеопластические заболевания, связанные со 

скрытой карциномой яичников, молочных желёз или лёгких). 

Подтверждение наследственной природы заболевания производится 

посредством положительного семейного анамнеза, обнаружения 

генетической мутации, вызывающей заболевание, или обнаружения 

клинического фенотипа, характерного для того или иного 

полиглутаминового заболевания. Молекулярное генетическое исследование 

доступно в клинических лабораториях для диагностики всех известных на 

сегодняшний день полиглутаминовых СЦА. Подтверждение явных 

фенотипов проводится с помощью методов ПЦР. ПЦР методы определяют 

аллели с длинной до 115 CAG повторов (119), (120). 

У некоторых больных с отсутствием семейного анамнеза иногда 

невозможно поставить диагноз наследственной атаксии, когда все 

возможные генетические исследования не показывают отклонения от нормы. 

 

1.1.5. Симптоматическое лечение больных с полиглутаминовыми 

СЦА  

Лечение у таких пациентов остаётся симптоматическим, так как на 

сегодняшний день не выявлено причин купирующих или даже замедляющих 

прогрессирование существующих симптомов (121). Больные должны 

наблюдаться у невролога с частотой каждые три – шесть месяцев, с 

периодическими консультациями психиатра и терапевта (122), (123). 

Симптоматическое лечение доступно для широкого спектра проявлений, 

даже для очень редких и плохо изученных. Здесь можно выделить два 

подхода к коррекции патологических проявлений – медикаментозная и 

немедикаментозная терапия. Симптоматическое немедикаментозное лечение 

включает в себя применение вспомогательных предметов таких, как трости и 

ходунки, предотвращающие падение; переустройство квартиры с установкой 

поручней, подъёмных туалетных сидений и скатов для инвалидных колясок, 
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приобретение лёгких столовых приборов и специальных вешалок для 

одежды помогает вести наиболее независимую жизнь от окружающих. 

Широко применяется терапия речевых расстройств и дизартрии. При 

выраженной дизартрии используются планшеты для письма и электронные 

устройства с целью коммуникации с окружающими. Когда дисфагия 

становится выраженной, эзофагоскопия может помочь установить 

конкретное место задержки пищи. Немаловажную роль в сохранении 

максимально возможного объёма движений играет контроль веса, так как 

ожирение значительно ограничивает передвижение и самообслуживание 

таких больных. Хотя не было выявлено влияния на прогрессирование 

нарушения движений и мышечной слабости ЛФК и физиотерапии, больные 

должны быть, по возможности, активны. При утомляемости 

немедикаментозное лечение включает в себя обучение больных и сиделок, 

коррекция поведения, физическая активность (124). Важным моментом 

является уход за больным, диета, специальные приспособления и социальная 

адаптация в обществе и семье больных полиглутаминовыми заболеваниями 

(125). 

Симптоматическая медикаментозная терапия включает в себя 

общеукрепляющие средства, витамины, ноотропы и церебропротекторы. В 

последние время стали внедряться такие препараты, как литий (126), (127) и 

инсулиноподобный фактор роста 1 (128), которые улучшают 

неврологические функции модельных мышей и пациентов со СЦА1. Широко 

также применяется симптоматическое лечение различных проявлений СЦА. 

Ряд научных статей описывает лечение экстрапирамидных, психических 

болевых симптомов, которое, в основном, проводится по широко 

распространённым, общепринятым схемам. Так, положительное влияние на 

хореиформные движения оказывают нейролептики, такие как галоперидол и 

оланзапин. Гипокинезия лечится антипаркинсоническими препаратами, 

которые, однако, могут увеличить хорею. (129), (130), (131). Психотропные 
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средства хорошо купируют такие расстройства, как депрессия и 

психотические симптомы. Лечение депрессии и эпилептических приступов 

осуществляются по стандартным схемам у таких больных (132), (133). При 

диссомнии и синдроме неспокойных ног лечение проводится агонистами 

допамина и левадопой (134). Боль обычно возникает из-за различных причин. 

Это может быть костно-мышечная, нейропатическая, вторичная, вызванная 

дистонией, или смешанная боль. Судороги мышц могут быть сняты 

мексилетином или карбамазепином (135); (136). В лечении мозжечкового 

синдрома нет достаточно убедительных положительных результатов. Имеют 

место лишь отдельные случаи клинических исследований в области 

коррекции мозжечкового синдрома доступными фармакологическими 

средствами. Большинство сообщений об успешных клинических 

исследованиях относится к СЦА 3. Так, было показано, что 

сульфаметоксазол и триметоприм улучшают походку и координацию 

движений (137); тетрагидробиоптерин – временные тесты (138); талтирелин 

гидрат – мозжечковую дизартрию (139); тандоспирон – показатели шкалы 

атаксии (140); ламотриждин – походку (141). Также имеется одно сообщение 

о положительном влиянии ацетазоламида на показатели атаксической шкалы 

(142) при СЦА6. Тем не менее ни один из известных методов лечения нельзя 

назвать эффективным, и проблема разработки методов патогенетической 

терапии стоит чрезвычайно остро для всех СЦА. 

Предотвращение вторичных осложнений у пациентов с 

полиглутаминовыми СЦА заключается в контроле респираторных 

нарушений таких, как пневмонии. Наиболее тяжёлые осложнения связаны с 

бульбарным парезом, такие осложнения (асфиксия и аспирационная 

пневмония) могут быть опасны для жизни больного. Такие больные должны 

принимать пищу тщательно измельчённой и избегать веществ, трудно 

поддающихся жеванию и глотанию (143). 



33 

 

Веществами противопоказанными к применению являются алкоголь и 

препараты, вызывающие доказанное поражение нервных клеток (такие, как 

изониазид и др.). L-допа-содержащие препараты могут увеличить хорею. 

Также негативное влияние оказывают алкоголь и курение. Больные склонные 

к падениям должны избегать скользких и неровных поверхностей. 

Заключение. Полиглутаминовые заболевания самые 

распространённые формы наследственных атаксий, имеют в своей основе 

схожие патогенетические механизмы и проявления. Заболеваемость в РФ 

имеет некоторые отличия от общемировых показателей. Даже без учёта 

якутской популяции, заболеваемость СЦА1 выходит на первое место в нашей 

стране. Подходы к симптоматической терапии однотипны для всех 

полиглутаминовых заболеваний, в том числе к СЦА1 и не обеспечивают 

увеличения продолжительности и значимого повышения качества жизни. В 

связи с этим, необходима разработка патогенетического лечения, 

основанного на знаниях о поражении молекул-мишеней и путей передачи 

сигналов клеток коры мозжечка и структур продолговатого мозга, 

отвечающих за жизненно важные функции. 

  

1.2. Патогенез развития СЦА 1 

 

1.2.1. Динамические мутации. Механизм тринуклеотидного удлинения 

Полиглутаминовые СЦА относятся к обширной группе динамических 

мутаций, отличительной чертой которых является изменение длинны 

тринуклеотидных повторов на определённом участке ДНК при делении 

соматических или зародышевых клеток. Увеличение цепочки CAG повторов 

в человеческой ДНК играет ключевую роль в патогенезе полиглутаминовых 

заболеваний. Изначально увеличение CAG повторов было обнаружено, как 

событие, связывающее два поколения, возникающее во время репликации 

ДНК. Однако более поздние исследования с использованием модельных 

систем бактерий, дрожжей и мышей показали, что такое увеличение 
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возможно и в соматических клетках во время репликации (144), репарации 

ДНК (145), транскрипции (146) и рекомбинации (147). Однако основными 

механизмами удлинения тринуклеотидных повторов являются два: 

зависимый от репликации, и зависимый от репарации (148); (149). 

С нарастанием длины многих тринуклеотидных повторов, возрастает 

опасность нарушения нормальной структуры цепочки ДНК. В основе данной 

патологии лежит феномен самоорганизации нуклеотидных молекул. Так, 

различные длинные области с повторами, в том числе и CAG цепочка, сами 

по себе способны образовывать стабильные вторичные структуры. СхG 

повторы (где х – это A, T или G), то есть, CAG, CTG (147) и CGG (150) могут 

образовывать связи между двумя соседними парами CG с появлением 

внеспиральных структур ДНК. Это такие структуры, как шпильки, i-мотивы 

(151), e-мотивы и квадруплексная ДНК (152). Так как нуклеотиды АТ 

связаны двумя, а GC — тремя водородными связями, на разрыв GC требуется 

больше энергии. Процент GC-пар и длина молекулы ДНК определяют 

количество энергии, необходимой для диссоциации цепей: длинные 

молекулы ДНК с большим содержанием GC более тугоплавки (153). Это 

явление лежит в основе нарушения репликации и репарации при 

полиглутаминовых заболеваниях. Ферменты, участвующие в данных 

процессах сверхэнергозависимы. Энергия нужна не только для 

распознавания повреждений, но и разрыва водородных связей между 

комплементарными основаниями. Поэтому значительное увеличение 

количества «тугоплавких» связей C-G значительно замедляет и даже 

останавливает продвижение таких ключевых ферментов, как MSH2/MH6 при 

репарации и FEN-1 при репликации (154).  

Удлинение, по определению, происходит из захвата петлеобразной 

промежуточной структуры ДНК в геномную ДНК. Во время репарации 

MSH2/MH6 комплекс объединяется с единичным ошибочно спаренным 

основанием, что приводит к повороту ДНК на 60° на участке неправильного 
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спаривания. Этот изгиб является важным этапом в распознавании, и переход 

от изогнутой к нормальной структуре распознаётся MSH2/MSH6, как 

нарушенный участок ДНК (155). Однако объединение MSH2/MSH3 со 

шпилькой CAG приводит к подавлению АТФазной активности этого 

белкового комплекса, что ведёт к нарушению его объединения с ДНК и 

изменению его сродства к нуклеотидам. Сама форма шпильки предотвращает 

соскальзывание комплекса с участка повреждения. В итоге комплекс 

MSH2/MSH3, не просто объединяется, а «припаивается» к шпильке, поэтому 

он распознаёт неправильно спаренные основания, но, объединившись, не 

может исправить нарушения (156). Система репарации неправильно 

спаренных оснований будет работать нормально на большинстве участков 

генома, но не на участке CAG шпильки. При вышеописанных нарушениях 

происходит “захват” промежуточной структуры, вызывая удлинение на 

участке CAG шпильки. Удлинение у животных может возникать и в составе 

системы репарации разрыва одноцепочечной ДНК, как следствие репарации 

путём выщепления оснований [BER], и возможно, в составе системы 

вырезания нуклеотидов [NER], по крайней мере, в соматических клетках 

(157). 

В половых клетках репарация также играет важное значение. 

Нарушение репарации при образовании вторичных внеспиральных структур 

приводит к стабильному переносу петель ДНК без их вырезания при первом 

митотическом делении, где они могут выступать в качестве матрицы для 

нового синтеза. Кроме того, подготовка к делению клетки включает в себя 

такой важный процесс, как репликация ДНК. Было также показано, что 

удлинённая CAG цепочка нарушает работу этого процесса. Увеличение CAG 

повторов происходит при удалении РНК-затравок и соединении фрагментов 

Окадзаки. Исследования на дрожжах показали, что вторичные структуры 

более часто образуются на отстающей нити ДНК, и эти структуры более 

подвержены мутации (158). При застройке брешей по отстающей цепи, 
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содержащей повторы, образуются флэп-структуры, которые в норме 

расщепляются FEN1. Фермент FEN-1 существует в виде кольца, которое 

скользит вдоль нити ДНК до его объединения с флэп-структурой. Это 

объединение приводит к отсоединению флэп-структуры (159). Если в 

пределах флэп-структуры находятся повторы, то возможно формирование 

вторичных неспиральных свисающих участков, что препятствует 

отщеплению вытесняемой цепи флэп-эндонуклеазой. Если флэп-структура не 

удалена, (лигирование) сшивание перемещённой нити происходит с нитью 

дополнительной ДНК. Таким образом, задержка в расщеплении 

образующейся в результате ресинтеза свисающей цепи ДНК приводит к 

увеличению числа повторов (160). 

Внеспиральные структуры ДНК присутствуют в нестабильных, более 

сложных мини сателлитах таких, как теломеры. Эти множественные 

структуры, играют роль в геномной и хромосомной нестабильности. Также 

было показано, что CAG/СTG и CGG/CCG цепочки могут содержать ломкие 

участки (161); (162), и что они более склонные к порыву и повреждению 

ДНК, чем нормальные участки (163). Ломкие участки были описаны в 

дрожжах (164); (165); (166); (167) и клетках млекопитающих (168). Обычный 

ломкий участок в геноме млекопитающих определяется как локус, который 

имеет промежутки и разрывы в состоянии репликационного стресса (163); 

(168); (169). В данном состоянии, система контрольных точек может 

остановить клеточный цикл и активировать соответствующий клеточный 

ответ (167), (170); (171). В соответствии с этим, повреждение системы 

контрольных точек или белков прогрессии клеточного цикла увеличивает 

нестабильность хромосом и их перестройку (167); (172); (173). На модели 

дрожжей было показано, что удаление Mec1 (гомолог человеческого ATR) и 

Rad53 (гомолог человеческого Chk2) приводит к увеличению ломкости 

удлинённых CAG повторов (174). Новые данные о вовлечении механизма 

репарации ДНК при удлинении свидетельствуют о том, что среда, 
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окружающая хроматин, может определять восприимчивость особого 

повторяющегося локуса к повреждению ДНК и нестабильности, следующей 

за репарацией (175); (176); (177); (178); (179). 

Вышеописанные генетические механизмы лежат в основе феномена 

антиципации. Она наблюдается при доминантных заболеваниях, когда 

происходит более раннее начало заболевания и усиление симптомов в 

последующих поколениях. Вариации в возрасте начала заболевания, 

особенно уменьшение возраста, начала заболевания в последующих 

поколениях, является отличительной чертой полиглутаминовых заболеваний. 

Оно связано с тем, что длина CAG повторов меняется во время передачи — 

то есть, зародышевый мозаицизм—молекулярное объяснение этого феномена. 

Тогда как нормальные аллели передаются без изменений, чистые 

удлинённые аллели нестабильны число CAG повторов имеет тенденцию к 

увеличению во время передачи (от +0,5 CAG повторов для СЦА3 до +12 

CAG повторов для СЦА7) (180). Отцовское увеличение аллеля более 

нестабильно. Отцовская нестабильность аллелей часто связана с большим 

количеством митотических делений при созревании сперматозоидов во время 

гаметогенеза, но также может быть связано с повреждением активности и 

снижением концентрации белков, восстанавливающих ДНК (181). Частота 

таких увеличений указывает на степень нестабильности в поколениях и, 

стало быть, на антиципацию. У СЦА1 она составляет 15% (182), у СЦА3 8% 

(183), а также у других полиглутаминовых СЦА, за исключением СЦА6. 

 

1.2.2. Гены, ответственные за развитие полиглутаминовых СЦА  

При каждой полиглутаминовой СЦА определён единственный ген, 

ответственный за это заболевание. Так, ATXN1 единственный известный ген, 

ассоциированный с СЦА1. Он расположен на коротком плече 6-й хромосомы 

в позиции 23, а точнее, между парами оснований 16,299,342 и 16,761,720 

(14); (105). А ATXN3 (известный ранее, как MJD1) единственный известный 
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ген, вызывающий СЦА3. Он располагается на 14 хромосоме, в позиции 21, а 

конкретно между парами оснований 92,524,895 и 92,572,964 (184). 

Увеличение CAG повторов в вышеуказанных генах является мутационным 

механизмом во всех семьях, больных СЦА1 и СЦА3, исследованных на 

сегодняшний день (14), (96), (97), (185). CAG повторы очень полиморфны в 

нормальной популяции и их число варьирует от 4 до 39 (14). При СЦА1, 

CAG повторы нестабильны и их количество составляет от 40 до 91. Чем 

длиннее цепочка этих повторов, тем раньше начинается заболевание и тем 

тяжелее его клинические проявления (14); (96); (97). Нормальный аллель гена 

ATXN3 состоит из менее, чем 44 CAG повторов (186). В общем, 93.5% 

нормальных аллелей имеют менее 31 CAG повторов. Но эта прямая 

зависимость тяжести заболевания от длины цепочки повторов в гене не 

всегда однозначна. Так, аллели гена ATXN1 с 39-44 CAG повторами могут не 

вызывать атаксии (187), (188), (189), при условии, что в этих аллелях (как 

правило, начиная с 21 CAG и более повторов) прерывается 1-3 CAT 

тринуклеотидами, тогда как аллели, вызывающие заболевания, имеют 

беспрерывные CAG повторы (190); (191). В гене ATXN3 цепочку CAG 

прерывают 3, 4 и 6-й позициях не CAT, а CAA и AAG тринуклеотиды, 

соответственно (192), (193). Отличие непатогенных прерывистых аллелей от 

патогенных не прерывистых аллелей в 39-44 повторов требуют 

дополнительных исследований (190). 

Мутантные нормальные (промежуточные) аллели – это аллели с 36-38 CAG 

повторами, но без вставок CAT. Мутантные нормальные аллели не 

ассоциированы с симптомами заболевания, но могут увеличиваться при 

передаче в последующих поколениях. Удивительно то, что большинство 

отцовских трансмиссий мутантного СЦА1 аллеля очень нестабильны, 

медленны и увеличивают число повторов. Нестабильность CAG повторов, 

передающаяся преимущественно по отцовской линии, является 

молекулярной основой феномена антиципации при СЦА1 (194). 
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Также выделяют аллели со сниженной пенетрантностью. В качестве примера, 

женщина с 44 CAG повторами, с CAT включениями имела отца с 

проявлениями СЦА1, но у самой никаких проявлений не было в свои 66 лет 

(187); поэтому, можно считать, что она имела сниженную пенетрантность. 

Аллели гена ATXN3 со сниженной пенетрантностью состоят из 45 - 51 CAG 

повтора (195), (186), и носители их могут иметь и не иметь клинические 

проявления в течение их жизни. 

Полной пенетрантностью аллелей гена ATXN1 считаются аллели с 39-91 

CAG повторами, без прерывания CAT (191), (187), (188), (189). Аллель с 39 

CAG повторами, без CAT включений считается пороговой, при которой 

появляются симптомы заболевания (196). Для гена ATXN3 этот показатель 

несколько ниже 52 - 86 CAG повторов без прерывания. Был описан случай 

начала заболевания СЦА1 в подростковом возрасте, где имело место 

увеличение до 91 CAG повтора (191).  

 

1.2.3. Строение и функция нормальных полиглутаминовых белков 

на примере атаксина 1 и атаксина 3. 

Продуктом экспрессии генов, ответственных за развитие 

вышеперечисленных полиглутаминовых заболеваний, являются белки. Это 

различные по своему строению и размеру образования, однако имеющие 

схожие функции. Общей функцией этих белков является их влияние на 

процесс переноса и преобразования генетической информации клетки от 

ДНК к РНК (Таблица 4). Это могут быть непосредственно факторы 

транскрипции, как α1АСТ и ТВР, объединяющиеся с последовательностью 

ДНК, так и влияющие на этот процесс опосредованно, то есть, являющиеся 

коактиваторами или корепрессорами в составе транскрипционных белковых 

комплексов, такие как атрофин 1, атаксины 1, 3 и 7. Атаксин 2 же оказывает 

влияние, но на следующую ступень передачи генетической информации – на 

процессинг РНК. Помимо влияния на транскрипцию, данные белки могут 
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обладать и другими немаловажными функциями – регулировать функцию 

цитоскелета, как атаксин 3, или участвовать в деградации субстратов 

неправильно упакованных белков, как атаксин 1 и атаксин 3. Отличительной 

особенностью гена CACNA1A является то, что он кодирует белок, 

выполняющий 2 различные функции – он является, выше упомянутым, 

фактором транскрипции, и, в то же время, образует пору потенциал 

зависимого Са
2+ 

канала (197). 

 

Заболевание Белок Функция Источник 

СЦА1 Атаксин 1 Регулятор транскрипции (198);  (199) 

СЦА2 Атаксин 2 Регулятор процессинга РНК (200) 

СЦА3 Атаксин 3 Регулятор транскрипции и 

белкового гомеостаза 

(201) 

СЦА6 α1АСТ Фактор транскрипции (197) 

α1а субъединица 

VGCC 
Са

2+
 канал – гомеостаз кальция 

СЦА 7 Атаксин 7 Коактиватор транскрипции (202) 

СЦА17 Белок, объединя-

ющийся с ТАТА 
Фактор транскрипции (203); 

(204) 

 

Таблица 4. Название и функции полиглутаминовых белков в норме. 

 

Вышеуказанные функции данных белков тесно связаны с их строением 

(Рисунок 2). Транскрипция ДНК, происходит в ядре клетки, поэтому все 

вышеперечисленные белки имеют в своём составе последовательности, под 

названием, сигналы ядерной локализации (NLS). Подавляющее большинство 

ядерных белков импортируется в ядро по стандартному NLS-зависимому 

механизму. Необходимость пребывания полиглутаминовых белков, в 

частности, атаксина 1 внутри ядра для развития функций, в том числе 
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токсических эффектов, подтверждена генетическими исследованиями. 

Атаксин 1 содержит последовательность NLS на его С конце (205). Атаксин-

7 имеет не 1, а сразу 3 NLS последовательности. Инактивирование NLS, как 

это видно на примере атаксина 1, при помощи замещения одной 

аминокислоты, Лиз в положении 776 на Тре, нарушает процесс перемещения 

его в ядро клетки, что приводит к отсутствию патогенетических явлений, 

несмотря на сохраняющуюся увеличенную полиглутаминовую цепочку. Эти 

результаты показывают, что свойство мутантного атаксина 1 вызывать 

заболевание связано с пребыванием его в ядре клетки (205).  

Внутриядерные взаимодействия полиглутаминовых белков с белками 

комплексов-модуляторов транскрипции протекают не по всей их длине, а в 

определённых участках. Так, атаксин 1 имеет обширный участок, 

включающий АХН домен, объединяющийся с РНК. АХН домен схож по 

строению с определённым участком фактора транскрипции HBP1 (белок 1, 

объединяющийся с высокоподвижной группой бокса фактора транскрипции) 

(206). Однако AXH домены HBP1 и атаксина 1 приобретают различную 

конформацию, что приводит к значительным их отличиям (207). Было 

высказано предположение, что AXH домен атаксина 1 объединяется с 

регуляторной РНК и что по аналогии с HBP1, он также участвует в 

регуляции транскрипции (208). Кроме его роли в транскрипции, свойство 

объединяться с РНК (аминокислоты 541-767) указывает на возможную роль 

атаксина 1 в процессинге РНК включая регуляцию сплайсинга РНК, 

стабилизацию мРНК, транспорт мРНК и ядерный экспорт мРНК (209). Более 

доказано свойство АХН домена атаксина 1 в объединении с белками 

комплекса-модулятора транскрипции (210). Так, несколько регуляторов 

транскрипции взаимодействуют с атаксином 1 через АХН домен. Такие 

регуляторы транскрипции включают в себя корепрессор SMRT (silencing 

mediator of retinoid and thyroid hormone receptors – медиатор сайленсинга 

ретиноидных рецепторов и рецепторов гормонов щитовидной железы) (211), 
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SENS дрозофилы (Senseless - Нечувствительность) и его гомолог у 

млекопитающих Gfi1 (growth factor-independent 1 – независимый от фактора 

роста (белок) 1) (212), человеческий гомолог репрессора дрозофиллы СIC 

(Capicua) (213) и комплекс RORα-Tip60 (9).  

Атаксин 3 содержит несколько консервированных последовательностей, 

схожих с NR- и CoRNR-боксами L-x-x-L-L/[IL]-x-x-[IV]-I коактиваторов и 

корепрессоров транскрипции, соответственно (214). С помощью этих 

участков атаксин 3 взаимодействует с гистонами и гистонацилтнасферазами 

CBP, p300, и PCAF, которые работают, как коактиваторы транскрипции. 

Также регуляция транскрипции происходит с помощью двух UIM 

последовательностей атаксина 3 через (де-) убиквитинирование гистонов 

(215). Также было показано, что атаксин 3 взаимодействует с убиквитин-

подобным (UBL) доменом гомологичных факторов, объединяющихся с 

убиквитином и протеасомами таких, как hHR23A и hHR23B (216); (217); 

(218). Эти факторы также вовлечены в путь эксцизионной репарации 

нуклеотидов посредством нацеливания убиквитинированного фактора 

эксцизионной репарации XPC/Rad4 на протеасомы (219). 

Однако было показано, что в цитоплазме полиглутаминовые белки также 

выполняют важные функции. Поэтому они должны экспортироваться из ядра 

в цитозоль клетки. У атаксина 3, 7 и атрофина 1 была определена 

специфическая последовательность - NES (nuclear export signal) (наличие 

NES последовательности у атаксина 1 не доказано), с помощью которой 

происходит распознавание белков, нуждающихся в экспорте из ядра клетки 

(220); (221). Данная последовательность также, как и NLS, может 

располагаться, как на С, так и на N концах и даже посредине белковой 

цепочки (Рисунок 2). 

Главная цитозольная функция атаксина 3 заключается в контроле качества 

клеточных белков (222). В частности, вышеупомянутая функция UIM 

последовательностей не столь однозначна (223). Убиквитинирование 
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выполняет множество клеточных функций и в цитоплазме, такие как 

цитоплазматический транспорт, сопровождение специфических белков через 

внутриклеточные пути, и направление белков к протеасомам. Кроме того, 

убиквитин-протеасомный путь вовлечён в процессинг мутантных и 

повреждённых белков, которые вызывают нейродегенеративные заболевания. 

(224); (225). Функциональные исследования показывают, что атаксин 3 – это 

убиквитин протеаза (226); (227), а Джозефиновый домен выступает в роли 

каталитического домена этой протеазы (228). Также Джозефиновый домен 

(226) функционально относится и вовлечён в механизм образования 

цитоскелета, транспорт везикул и клатрин-зависмый эндо- и экзоцитоз (229). 

У атаксина 1 АXH домен, также играет важную роль в непатогенных 

функциях в цитозоле клетки, что доказано в отношении димеризации белка 

полной длинны, его агрегации, а также во взаимодействии атаксина 1 с 

другими белками цитозоля клетки (Таблица 5) (230).  

 

Биологическая 

значимость 

Белок Область 

взаимодей-

ствия с 

атаксином 1 

Модуляция c 

помощью 

ПолиQ 

Источник 

Регуляция 

транскрипции 

ВОАТ SAR Нет (231) 

ССNK Нет данных Неизвестно (232) 

CIC AXН Неизвестно (233) 

DAZAP2 Нет данных Неизвестно (232) 

DERP6 Нет данных Неизвестно (232) 

PQBP1 Нет данных Да (232) 

NCOR2/SM

RT 

C-конец (более 

вероятно, AXН) 

Нет (233) 

HIVEP1 Нет данных Неизвестно (232) 

HDAC3 Нет данных Да (234) 

SIX5 Нет данных Неизвестно (232) 

SPEN Нет данных Неизвестно (232) 

SP1 AXН Да (232) 

YY1AP1 Нет данных Неизвестно (232) 

ZXH1 Нет данных Неизвестно (232) 

GFI-1/ 

SENSELES

S 

AXН Нет (212) 

SMART Нет данных Нет (235) 
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RoR Нет данных Нет (9) 

Модуляция 

апоптоза, 

регуляция 

транскрипции 

DNAJA3 Нет данных Неизвестно (232) 

Объединение РНК, 

регуляция 

трансляции 

PUM1 Нет данных Неизвестно (232) 

RBM9 Нет данных Неизвестно (232) 

RBPMS N-конец Неизвестно (232) 

A2BP1 Нет данных Неизвестно (232) 

Процессинг пре-

мРНК 3' 

FLJ12529 Нет данных Неизвестно (232) 

NUDT21 Нет данных Неизвестно (232) 

U2AF2 Нет данных Неизвестно (232) 

p80 коилин С-конец Нет (236) 

TAP/NXF1 Нет данных Неизвестно (209) 

Сплайсинг пре-

мРНК 

ВАТ2 Нет данных Неизвестно (232) 

Созревание малых 

ядерных 

нуклеопротеидов, 

сплайсинг РНК 

COIL/ P80 С-конец Нет (232); (236) 

Сумоилирование Sumo-1 Множ. домены Да (237) 

Убиквитинировани

е белков 

Убиквитин Нет данных Да (238) 

TRIM32 Нет данных Неизвестно (232) 

CHIP Нет данных Нет (239) 

UbcH6 С-конец Нет (240) 

Убиквитинирование, 

модуляция 

активности 

шаперонов 

STUB1/CH

IP 

Нет данных Нет (241) 

Деградация с 

помощью УПС, 

белок-мишень для 

ER 

A1UP/ 

UBQLN4 

SAR Нет (242), (232) 

Деубиквитинирова

ние 

USP54 Нет данных Неизвестно (232) 

UPS7 C-конец Да (243) 

Фосфорилирование Фосфат C-конец Да (244) 

 
Akt 

(Протеин 

киназа В) 

Нет данных Неизвестно 

Передача сигналов CRK Нет данных Неизвестно (232) 

TBC1D5 Нет данных Неизвестно (232) 

TRAF2 Нет данных Неизвестно (232) 
Глутаматная 

передача 

– – (245) 

Drd2-

передача 

– – (246) 
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Wnt-

передача 

– – 

ИФ – – 

YWHAE/Y

WHAZ 

C-конец Да (245) 

Стабилизация USP7 С-конец Да (243) 

14-3-3 С-конец Да (243) 

CFL1 Нет данных Неизвестно (232) 

Цитоскелет ITSELF SAR Нет (232) 

Неизвестно ATXN2 Нет данных Неизвестно (247) 

C1oRF94 Нет данных Неизвестно (232) 

GAPDH N-конец Нет (232) 

KIAA0174 Нет данных Неизвестно (232) 

KLHL12 Нет данных Неизвестно (232) 

PLEKHA5 Нет данных Неизвестно (232) 

   (232) 

 

Таблица 5. Белки, взаимодействующие с атаксином 1. Приведены их 

названия, место взаимодействия с атаксином 1 и влияние на них удлинённой 

полиглутаминовой цепочки. SAR – самоорганизующаяся область 

 

Таким образом, можно заключить, что наиболее важные функциональные 

зоны полиглутаминовых белков не только были выделены в отдельные 

домены, но даже названы в честь своих белков или вызываемых их 

заболеваний, как АХН (Атаксин 1/HBP1) домен и Джозефиновый домен 

(208). Однако функции их различны. Среди известных белков, 

объединяющихся с Аtxn1, более 16 вовлечены в регуляцию транскрипции и 

более 9 в процесс объединения РНК и его метаболизм. Особое значение 

также необходимо уделить свойству атаксина 1 объединяться с белками, 

участвующими в деградации белков и фосфорилировании. 

 

1.2.4. Строение и функция полиглутаминовой цепочки 

У других последовательностей полиглутаминовых белков не было выявлено 

ярко выраженной функции, за исключением полиглутаминовой цепочки, 

которая присутствует во всех этих белках. Функция полиглутаминовой 
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цепочки изучена достаточно подробно в отношении чрезмерного её 

удлинения, тогда как физиологическая функция этой цепочки нормальной 

длинны изучена слабо. Как и другие низко дифференцированные участки 

белков, полиглутаминовая цепочка образует гибкую прокладку между 

белковыми доменами, что помогает последним взаимодействовать с другими 

молекулами и выполнять их функции (248); (249); (250). С этим феноменом 

связана ещё одна нормальная функция полиглутаминовой цепочки в белках – 

это стабилизация белок-белкового взаимодействия (251). Из специфических 

функций, в частности у атаксинов 1 и 3 дикого типа, можно отметить, что 

нормальная патологически не удлинённая полиглутаминовая цепочка играет 

важную роль в нормальной конформации этих белков и нормальном их 

взаимодействии с другими белками клетки, а также нормальном клиренсе с 

помощью убиквитин-протеасомной системы. 

 

 

 

Рисунок 2. Двумерное строение полиглутаминовых белков, вызывающих 

СЦА. Вверху показана мерная шкала, обозначающая количество 

аминокислот. 

 

1.2.5. Посттрансляционные изменения удлинённых полиглутаминовых 

белков: влияние на нейротоксичность 
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На завершающем этапе биосинтеза полиглутаминовые белки, как и 

большинство белков клетки, подвергаются посттрансляционным 

изменениям. Основными изменениями для рассматриваемых белков 

являются фосфорилирование, ацетилирование, убиквитирование, 

сумоилирование, трансглутаминирование и протеолитическое расщепление. 

Фосфорилирование – это посттранскрипционное изменение, которое, 

регулирует расположение, изменение конформационной структуры и 

функцию белков. Данное посттрансляционное изменение достигается с 

помощью киназ, а полиглутаминовые белки – это известные их субстраты. 

Так, полиглутаминовый атаксин 3 – это субстрат казеин киназы 2 (252) и 

гликоген синтетаз киназы 3b (253). Полиглутаминовый атаксин 3 

фосфорилируется с помощью гликогенсинтетаз киназы 3b на серине 256. 

Замена этого серина на аланин увеличивает полимеризацию атаксина 3, что 

наводит на мысль о роли фосфорилирования в образовании агрегатов 

атаксина 3. На моделях дрозофил со СЦА 1 было показано, что 

активирование фосфатидил-инозитол 3-киназного/Akt пути может усугубить 

дегенерацию структур глаза, связанную с экспрессией мутантного атаксина    

1. Для атаксина 1 фосфорилирование серина 776 играет наиважнейшую роль 

в объединении с белками-модуляторами транскрипции, такими как CIC (254) 

RBM17 (RNA-binding motif protein 17 – белок 17, объединяющийся с РНК-

связывающим мотивом) и 13-3-3 (190). Однако были показаны и негативные 

эффекты при фосфорилировании атаксина 1 на серине 776. Так, замена 

серина 776 на аланин на нефосфорилируемую аминокислоту уменьшает 

накопление белка во внутриклеточных включениях и уменьшает токсические 

свойства удлинённого полиглутаминового белка (255). Таким образом, 

фосфорилирование усиливает токсические эффекты атаксина 1 с 

расширенной полиглутаминовой цепочкой (255). 
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1.2.6. Теория потери функции при экспрессии мутантных 

полиглутаминовых белков 

Идея того, что мутантные полиглутаминовые белки имеют частичную 

потерю функций, достаточно молода. На данный момент подавляющее 

большинство исследований направлены на выявление и изучение 

приобретённых токсических функций этих белков. Однако в отношении 

СЦА1 был сделан прорыв в понимании роли частичной потери функций 

атаксина 1 в патогенезе этого заболевания. Было показано, что удаление 

копии Atxn1 дикого типа в модели нокинных СЦА1 мышей (Atxn1
154Q/-

) ведёт 

к усилению фенотипов СЦА1 (252). Более того, фенотипы и нейропатология 

у Atxn1
154Q/+

 мышей частично подавлены посредством умеренной 

сверхэкспрессии его укороченного паралога, Atxn1-L (209). Атаксин 1-L 

имеет большое сходство с атаксином 1, он взаимодействует со всеми 

тестированными белками, объединяющимися с атаксином 1, однако у него 

отсутствует полиглутаминовый тракт (209), (254). Все вместе эти данные 

указывают на частичное замещение функций атаксина 1 атаксином1-L и на 

частичное смягчение фенотипов СЦА1. 

Патологические механизмы при выпадении функции мутировавшего 

полиглутаминового белка довольно простые. Отсутствие белка в корректной 

конформации в случае полиглутаминовых белков-модуляторов транскрипции, 

в первую очередь, выражается в дисрегуляции экспрессии определённых 

генов (Рисунок 3). Эти важные данные были получены из экспериментов на 

нокаутных животных. Однако степень выраженности симптомов заболевания 

зависит от выключения экспрессии конкретного полиглутаминового белка. 

Так, в отсутствии атаксина 3 у нокаутных мышей, не происходило 

подавление работы транскрипционного фактора DAF-16, что проявлялось, 

как сверхэкспрессия некоторых генов, кодирующих белки теплового шока 

(255). До 12 недель у таких животных наблюдалось незначительное 

снижение веса, но не было выявлено атрофии структур ЦНС и атаксии. Было 
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замечено лишь беспокойство животных при исследовательском поведении и 

во время теста «открытое поле» (258). Также о незначительных последствиях 

при потере функции атрофина 1 говорят эксперименты на мышах c 

мутантным атрофином 1 с отрезанным С-концом (259). 

Более пристальное внимание стоит уделить потери функции мутантного 

атаксина 1. При сравнении атаксин 1 нокаутных и трансгенных СЦА1 мышей, 

было показано, что дисрегуляция 28% от всех исследованных генов при 

СЦА1 вызвано потерей функций атаксина 1, а остальная, часть, была связана 

с приобретением его токсических функций (256). Среди почти двухсот этих 

генов есть очень важные, участвующие в функции разных отделов ЦНС, 

регуляции поведения животных, их двигательной активности, развитии 

нервных клеток и синаптической пластичности (260). У атаксин 1 нокаутных 

мышей имеет место нарушение функции гиппокампа (отклонения 

исследовательского поведения в новой обстановке, запоминания 

пространства), кратковременной синаптической пластичности, двигательной 

активности и некоторых нейроповеденческих отклонений при отсутствии 

видимых нейроанатомических нарушений (260). 

Предыдущие исследования показали, что атаксин 1 взаимодействует и 

функционально синергичен с цинк-пальцевым транскрипционным фактором 

Sp1, который участвует в регуляции экспрессии допаминового рецептора D2 

(Drd2) (246). Так, уровень экспрессии допаминового рецептора D2 (Drd2) 

значительно снижен в мозжечке нокаутных мышей с недостаточностью 

атаксина 1, и у молодых пятинедельных СЦА1 трансгенных мышей, 

экспрессирующих человеческий атаксин 1 с удлинённой полиглутаминовой 

цепочкой в КП мозжечка (246). Рецепторы Drd2 влияют на работу ионных 

каналов, фосфолипаз, тирозин киназных рецепторов, глутаматэргическую и 

ГАМК-эргическую нейропередачу и стимулируют МАР киназные пути 

передачи сигналов (261). Примечательно то, что подавление функции Drd2 у 

мышей ведёт к уменьшению двигательной активности и связанному с этим 
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неврологическому дефициту, нарушению ответу на некоторые вводимые 

препараты и изменение электрофизиологических характеристик от Drd2-

экспрессирующих нейронов (246). Эти наблюдения проливают свет на роль 

Drd2-зависимый допаминергический путь передачи сигналов в регуляции 

двигательного поведения и некоторых форм запоминания и памяти и 

указывают на возможные нарушения Drd2-зависимых функций, лежащих в 

основе развития нейроповеденческого дефицита у атаксин 1-нокаутных 

мышей и раннего двигательного дефицита при СЦА1.  

Микроматричный анализ показал, что потеря функции атаксина 1, 

приводит к нарушению регуляции экспрессии генов, связанных с 

инициацией трансляции, путями передачи сигналов от Wnt-рецепторов, и 

гормонов щитовидной железы, объединением нуклеиновых кислот и 

каскадами внутриклеточных сигналов (262). Wnt путь передачи сигналов 

пересекается с RA путём при регуляции нейрогенеза, дифференцировки и 

специализации нейронов (263). Повреждение Wnt-рецепторного и RA путей 

у атаксин 1-нокаутных мышей указывает на то, что Аtxn1 может 

регулировать генетические программы, требующиеся для правильной 

нейронной специализации во время развития мозжечка. Однако данные 

предположения входят в противоречие с вышеописанными результатами, что 

у атаксин 1 нокаутных мышей отсутствуют видимые нейроанатомичские 

нарушения (260). Ответ на данный вопрос может содержаться в том, что в 

патологии СЦА1 не встречается полное выключение функции атаксина 1, 

такое, как это показывают модельные нокаутные СЦА1 организмы, поэтому 

эти данные имеют важность лишь в сочетании с данными, полученными на 

мышах, экспрессирующих мутантные полиглутаминовые белки. 

 

1.2.7. Теория приобретения токсических функций при экспрессии 

мутантных белков 
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Генетические исследования на мышах и дрозофилах свидетельствуют о 

механизме приобретения токсических функций, так как мыши с 

недостаточностью атаксина 1 и атаксина 3 не имеют атаксии и патологии КП 

мозжечка (260); (264), как было указано выше, эти данные идут вразрез с 

теорией о потери функций или гаплонедостаточности атаксина 1 и атаксина 

3, являющиеся одним из патогенетических механизмов при СЦА1 и СЦА3. 

Эксперименты на линиях трансгенных мышей, экспрессирующих мутантный 

человеческий СЦА1 аллель, показали, что появляющаяся при этом атаксия, в 

чистом виде, не зависит от гибели клеток, но зависит от дисфункции 

нейронов и морфологических повреждений, которые возникают задолго до 

явлений апоптоза (265), (266). В основе этой клеточной дисфункции лежит 

появление и накопление токсических мутантных полиглутаминовых белков. 

Мутантные, неправильно упакованные белки, способные к образованию 

агрегатов, наблюдаются при различных нейродегенеративных заболеваниях 

таких, как болезнь Паркинсона, болезнь Альцгеймера, боковой 

амиотнофический склероз и полиглутаминовые заболевания (267); (268). 

Однако механизм появления агрегатов при полиглутаминовых заболеваниях 

имеет свои особенности. Удлинение полиглутаминовой цепочки приводит к 

изменению пространственной структуры белка и неправильной его 

конформации. При неправильной же конформации, как было показано на 

примете атаксина 1, происходит выпячивание гидрофобных остатков, что 

уменьшает растворимость таких белков (260). Также, согласно модели 

«полярных застёжек» («молний»), полиглутаминовые цепочки образуют 

удлинённые противоположные по направлению бета-цепи, удерживающиеся 

вместе благодаря водородным связям между основной и побочной цепями 

амидов, что способствует слипанию таких мутантных белков и ещё 

большему образованию агрегатов. Эти механизмы хорошо изучены in vitro, 

что позволило описать кинетику агрегации (269); (270). Так были выделены 

скрытый, растянутый во времени, период формирования агрегатов и быстрый 
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период присоединения мономеров полиглутамина к растущим аггрегатам 

(271); (272). 

Длительное время ведутся дискуссии, какая фракция мутантного белка более 

токсична, растворимая или нерастворимая. Изначально неправильно 

упакованные мутантные белки слипаются между собой, образуя ди- и 

олигомеры, которые обладают токсическими свойствами. И их токсичность, 

вероятнее всего, более выражена, чем видимых агрегатов, так как они 

способны передвигаться в цитоплазме и ядре клетки и взаимодействовать с 

другими белками, такими как близко родственные белки и белки-мишени в 

каскаде передачи сигналов (273). Было, в частности, доказано, что 

внутриядерное перемещение атаксина 1 более критично для клеточной 

гибели, чем образование агрегатов (205), (274); (275). Феномен 

взаимодействия с белками-мишенями лежит в основе патологического 

изменения экспрессии генов при полиглутаминовых СЦА (см. ниже).
 

 Усиление взаимодействия полиглутаминовых белков с белками-мишенями 

наблюдается и при других СЦА. Так, свойство растворимой фракции 

мутантного атаксина 3 взаимодействовать с Е3 убиквитин-лигазой «паркин», 

играющей роль в патогенезе Паркинсонизма, намного сильнее, чем у 

атаксина 3 дикого типа (276). Однако в большинстве случаев, объединяясь с 

белками-мишенями, олигомеры существенно увеличивают массу этого 

комплекса, по сравнению с нормальным белком, что ведёт к значительному 

замедлению таких биологических процессов, как транслокация, активация 

субстратов и т.п. (277). 

При дальнейшей адгезии олигомерных мутантных белков образуется 

полимерная структура, которая неспособна к перемещению в цитоплазме и 

нерастворима. Однако было показано, что агрегаты иммуноположительны и 

к вышеупомянутым близко родственным белкам, и к белкам-мишеням, а 

также, к молекулам фибрина, компонентам убиквитин-протеасомной 

системы, состоящие из субъединиц убиквитина и протеасом т.д. (278); (275). 
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Совокупность этих нерастворимых структур, образует агрегаты. Образование 

агрегатов представляется, как логическое завершение неправильной 

конформации мутантных белков. На моделях клеток и животных было 

показано, что агрегаты способны образовываться при всех 

полиглутаминовых заболеваниях. 

 

1.2.8. Нарушение генетических механизмов при приобретении 

мутантными полиглутаминовыми белками токсических функций. 

Неправильно конформированный мутантный полиглутаминовый белок, как 

это было показано на атаксине 1, в силу своих токсических свойств, также 

может вызывать изменение экспрессии генов, однако механизм более 

сложен, чем при простой недостаточности его в организме (256) (Рисунок 3). 

Так как нормальные полиглутаминовые белки являются коактиваторами 

одних генов и корепрессорами других, то нарушение транскрипции при СЦА 

с динамическими мутациями может протекать в направлении подавления или 

активации, в зависимости от точки приложения конкретного мутантного 

белка. Наибольшее влияние на нарушение экспрессии оказывают агрегаты 

через объединение последних с белками–мишенями. Белками-мишенями, в 

данном случае, являются либо сами транскрипционные факторы, либо белки 

транскрипционного комплекса. Наиболее часто патологические процессы 

при полиглутаминовых СЦА протекают в направлении подавления 

экспрессии генов. Три механизма торможения транскрипции были показаны 

для полиглутаминовых белков, включая секвестрацию активаторов/ 

коактиваторов транскрипции посредством включений полиглутамин-

содержащих белков (279); (280); (281); (282); (283), ингибирование гистонов 

ацетил трансферазной активности коактиваторов таких, как CBP/p300 (284), 

и прямую корепрессорную активность (285); (286).  

В мозжечке наиболее часто наблюдается патологическое взаимодействие 

мутантных полиглутаминовых белков с другими белками, содержащими 
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короткие полиглутаминовые цепочки, такие как белок, объединяющийся с 

транскрипционным активатором CREB, или CBP, как это было показано на 

моделях животных с БГ и ДРПЛА (282). Также было показано токсическое 

изменение самого транскрипционного коактиватора CREB мутантными 

полиглутаминовыми белками в моделях СБМА и СЦА3 (281). При СЦА7, в 

сетчатке глаза атаксин 7 активно подавляет другой фактор транскрипции – 

CRX, что вызывает подавление множества фоторецептор-специфических 

генов (280). 

Супрессорные свойства мутантного атаксина 1 также ярко выражены, однако 

механизм взаимодействия его с транскрипционным комплексом более 

сложен. Это не только приобретение новых супрессорных свойств, но и 

усиление или ослабление физиологической супрессии. Так, растворимая 

фракция удлинённого атаксина 1 способна объединяться с такими факторами 

транскрипции, как PQBP-1 и Brn-2 (287) и, усиливая свою супрессорную 

функцию, чрезмерно подавлять экспрессию одних генов и способствовать 

прогрессии СЦА1. С другой стороны, повышенное сродство мутантного 

атаксина 1 к некоторым белкам транскрипционного комплекса, таким как 

Rbm17, лежит в основе недостаточной супрессии транскрипции других генов 

(Рисунок 3) (256). 
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Рисунок 3. Типы транскрипционных нарушений при СЦА1. Объединение 

промотора гена-мишени с комплексом атаксин 1-фактор транскрипции, в 

норме, приводит к запуску транскрипции гена-мишени. У СЦА1 больных и 

модельных организмов мутантный атаксин 1 приобретает неправильную 

конформацию и не может объединиться с фактором транскрипции Sp1, что 

ведёт к торможению экспрессии гена-мишени (246). Приобретение 

токсических функций атаксина 1 может вызывать неправильную 

конформацию не только этого белка, но и его субстратов таких, как Tip60. 

Неправильная конформация последнего препятствует его объединению с 

фактором транскрипции Rorα и последующей активации транскрипции гена-

мишени (288); (289). В некоторых случаях, мутантный атаксин 1 

потенциально способен взаимодействовать с факторами транскрипции, 
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такими как Cic, но он ассоциирован, преимущественно, с другими белковыми 

комплексами, такими как Rbm17, тогда как уменьшение атаксин 1-Cic 

комплексов дестабилизирует Cic и уменьшает уровень последнего на 

промоторах, что приводит к уменьшению репрессии генов-мишеней 

(Переработано от (256)). 

 

Однако имеет место и подавление активации генов по тем же механизмам, 

что и при СЦА3, СЦА7, БГ и СБМА (см. выше). К примеру, токсическое 

влияние мутантного атаксина 1 на белок транскрипционного комплекса 

Tip60, приводит к изменению конформации последнего и отсутствию 

взаимодействия с фактором транскрипции RORα и подавлению экспрессии 

генов. Так, было выявлено, в общей сложности, около трёхсот генов с 

нарушенной экспрессией у СЦА1 модельных мышей. Из них следует 

отметить наиболее важные гены, кодирующие mGluR1, кальбиндин, и другие, 

экспрессирующиеся при активации фактора транскипции RORα. Успешное 

объединение нормального атаксина 1 с такими транскрипционными 

факторами, как RoR, Tip60 и YAP, отвечает за правильное развитие 

мозжечка и, в частности, КП (9); (290). Транскрипционный фактор RoR – 

чрезвычайно важный и поэтому, наиболее изученный транскрипционный 

фактор на данный момент (9); (256). Анализ показал, что КП животных с 

отсутствием экспрессии RoR, у так называемой staggerer линии мышей, 

запаздывают в развитии и сохраняют недоразвитые свойства в течение всей 

жизни. Морфологически, это выражается в уменьшении дендритов КП с 

уменьшением шипиков, исчезновением синапсов КП с параллельными 

волокнами и сохранением временных лазающих волокон (291); (292). 

Электрофизиологические эксперименты показали, что КП с отсутствием 

RoR, имеют множественную иннервацию лазающими волокнами 

типичными для эмбриональной стадии и происходящими от нижних олив, во 

взрослом состоянии (293). Это доказывает, что активность параллельных 
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волокон важна для нормального развития и последующего уменьшения 

лазающих волокон. Кроме того, нарушение работы RoR ведёт к 

селективной деградации нейронов мозжечка. К 12 месяцам жизни, в 

мозжечке staggerer гетерозиготных мышей находится на 35% меньше КП, на 

35% меньше гранулярных клеток, и на 40% меньше клеток нижних олив. 

(294). Однако при СЦА1 имеет место не полное выключение функций 

ядерного рецептора RoR, а лишь его нарушение из-за неправильного 

взаимодействия последнего с мутантным атаксином 1. Поэтому деградация 

нейронов КП и их атрофия имеет менее выраженный характер, чем у мышей 

линии staggerer (295). 

 

1.3. Клеточные нарушения 

Учитывая всё выше сказанное, можно заключить, что полиглутаминовые 

СЦА – это чрезвычайно сложные заболевания. С одной стороны, 

единственный мутантный ген при каждом рассмотренном заболевании, 

кодирует единственный мутантный белок. Однако данный белок вступает во 

взаимодействие с десятками белков-коактиваторов транскрипции, которые в 

свою очередь, управляют работой десятков факторов транскрипции (Таблица 

№5) и, тем самым, осуществляют контроль над сотнями генов-мишеней (256). 

Таким образом, имеет место нарушение работы сотен генов, функция 

которых, зачастую, является невыясненной. Однако постепенно 

прослеживаются некоторые пути передачи сигналов, потенциально, 

оказывающие важное влияние на жизнедеятельность КП, их пластичность и 

развитие атаксии. Это, без сомнения, гены, отвечающие за экспрессию таких 

белков КП, как кальбиндин; белков изменяющих метаболизм клеток через 

каскады сигналов: mGluR1, IP3 (296); белков, взаимодействующих с 

факторами роста: IGFBP, TGFB (297); белков RAS (298), белков клеточного 

цикла и дифференцировки генетического материала: CREB (299), Cyclin D1; 

белков, отвечающих за миграцию клеток при эмбриогенезе: Tiam2 и др. (256).  
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1.3.1. mGluR1 путь передачи сигналов и его нарушение 

Особый интерес для понимания молекулярного патогенеза мозжечкового 

атаксического синдрома вызывает mGluR1. На сколько важна нормальная 

работа mGluR1, было показано в работах с использованием мышей с 

отсутствием mGluR1 (300), так как эти мыши имели выраженную атаксию, 

нарушение образования синапсов между КП и ЛВ и отсутствие LTD (301); 

(302); (303). Экспрессия mGluR1 в мозжечке таких мышей восстанавливает 

нормальное образование синапсов между КП и ЛВ, синаптическую 

пластичность и двигательный контроль мозжечка (300).  

Эти рецепторы широко экспрессируются на постсинаптической мембране КП. 

Сама КП возбуждается при высвобождении глутамата из пресинаптических 

окончаний ПВ и ЛВ через активацию, в основном, постсинаптических 

глутаматных рецепторов AMPA-типа. Однако механизм активации mGluR1 

более сложен. При более сильном раздражении, таком как, высоко частотное 

раздражение ПВ происходит вытекание глутамата из синаптической щели, и 

ведёт к активации парасинаптически расположенных mGluR1. Предыдущие 

исследования показали, что mGluR1 вовлечены в образование медленных 

ВПСТ, эндоканнабиноид-опосредованного ретроградного торможения ПВ 

ВПСТ, которое известно, как синаптически вызванное торможение 

возбуждения, и запуск долговременной депрессии в ПВ-КП синапсах 

(Рисунок 4). Эти рецепторы, также, играют важную роль в других важных 

внутриклеточных процессах таких, как рост клеток, их дифференцировка и 

выживание. В частности, коактивация mGluR1 и ГАМКв рецепторов 

увеличивают нейрогенез у взрослых посредством активации стволовых 

клеток, находящихся в нейрогенных нишах мозга. Также они влияют на 

синаптические и внесинаптические процессы (304), (305). 
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Рисунок 4. mGluR1 опосредованный путь передачи сигналов и участие 

mGluR1 в процессах кратковременной и долговременной памяти КП. 

Импульс, приходящий в пресинаптическое окончание, провоцирует 

выделение нейромедиатора глутамата в синаптическую щель. Так как 

mGluR1 расположены на периферии постсинаптической мембраны 

(парасинаптическое расположение), требуется усиленное или высоко 

частотное раздражение пресинаптических терминалий для образования 

излишек и вытекания глутамата за пределы синаптической щели в места 

расположения mGluR1. При активации mGluR1 происходит изменение 

метаболизма клетки посредством активации каскада сигналов, что можно 

регистрировать электрофизиологически, как 1. Увеличение медленных 

TRPC3 ВПСТ; 2. Появление кратковременного торможения 

глутаматергической активности пресинаптических терминалий 

(эндоканнабиноид опосредованная пластичность) и 3. Долговременная 

пластичность, имеющая в основе LTD с интернализацией АМРА рецепторов. 

 

Несмотря на большие достижения нормальной молекулярной физиологии в 

этой области, патология mGluR1 при полиглутаминовых СЦА исследована 

слабо. Имеются отдельные данные о том, что на ранней стадии СЦА1, в силу 
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вышеописанных генетических нарушений, происходит количественное 

уменьшение экспрессии IP3 и mGluR1, (256). У выше упомянутой staggerer 

линии мышей наблюдается нарушение каскада передачи сигналов белков, 

которые экспрессируются с помощью RoR, в том числе и mGluR1 

опосредованный путь с нарушением медленных ВПСТ и синаптической 

пластичности (306), что косвенно может свидетельствовать о подобной 

патологии у СЦА1 модельных мышей и больных СЦА1, так как у них так же 

имеет место деградация RoR. Более детальные исследования в этом 

направлении были проведены совсем недавно. Было показано, что агонисты 

mGluR1 усиливают фосфорилирование (косвенный признак интернализации) 

АМРА рецепторов и уменьшают атаксический синдром у СЦА1 модельных 

мышей (307). Однако выраженной корреляции функции mGluR1 с 

мозжечковой атаксией показано не было. Нарушение mGluR1 

опосредованного пути передачи сигналов выявлено и в моделях мышей с БГ 

(308), что может говорить о неспецифическом негативном воздействии 

полиглутаминовых белков на работу mGluR1. Однако нарушение функции 

этих важных рецепторов на моделях других полиглутаминовых атаксий 

таких, как СЦА3, показано не было. 

 

1.3.2. Нарушение морфологии КП при полиглутаминовых СЦА  

Нарушение размера и формы КП начинается с ранней стадии 

полиглутаминовых СЦА. Самые первые эксперименты на КП мозжечка 

СЦА1 мышей показали различие в морфологии при сравнении их с 

контрольными животными уже в возрасте Р25 (266). В это время, тела КП 

содержат цитоплазматические вакуоли, которые, возможно, образуются из 

инвагинаций внешней мембраны клетки, так как они содержат белки из 

плазматической мембраны клетки, включая mGluR1, GluR1/2, CluRР2/3 и 

РКС (307). В возрасте 4 недель, единичные внутриклеточные агрегаты, 

содержащие мутантный атаксин 1, обнаруживаются во многих КП. С 5 
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недель жизни, наблюдается уменьшение проксимальных ветвей дендритов, 

уменьшение их ветвления и уменьшение тел нейронов, в сравнении с 

контрольной группой (309). Однако основные электрофизиологические 

свойства КП у полиглутаминовых СЦА в этом возрасте, и, в частности, 

СЦА1 трансгенных мышей схожи с нейронами дикого типа (310), несмотря 

на их морфологические и молекулярные различия (210). 

Электрофизиологические исследования, проведённые на нокинных 

Sca1
2Q/154Q

 мышах, выявили возраст-зависимое расстройство синаптической 

пластичности гиппокампа в сочетании с когнитивными расстройствами, 

такими как нарушение обучения и памяти (311). Удивительно то, что не было 

выявлено никаких синаптических нарушений (в возрасте 5 недель) 

возбуждающих постсинаптических токов (ВПСТ) мозжечка, вызываемых 

раздражением лазающих (ЛВ) и параллельных волокон (ПВ). 

В возрасте 8 недель, наблюдается умеренный глиоз в молекулярном слое 

мозжечка. Умеренная потеря нейронов впервые наблюдается в возрасте 12 

недель. Почти сразу после этого, в возрасте 15 недель, имеет место 

истончение молекулярного слоя мозжечка в сочетании с появлением 

разноразмерных КП. Хотя первые лёгкие двигательные нарушения 

наблюдаются у мышей в 5-недельном возрасте в отсутствии нарушении 

равновесия и двигательной координации, атаксия выявляется лишь на 12 

неделе после рождения. Поэтому, выраженная нейропатология развивается в 

КП у СЦА1 трансгенных мышей до начала атаксических явлений. В общем, 

эти данные схожи с таковыми, полученными от нокинных мышей с 

искусственным удлинением 154 CAG повторов в мышином Sca1 гене 

(Sca1
2Q/154Q

) (311). 

У некоторых модельных мышей с СЦА3 выраженное уменьшение размеров 

КП, атрофия их дендритов и апоптоз были выявлены уже с 3-й недели жизни 

(312). 
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1.3.3. Вклад астроглии в патогенез полиглутаминовых СЦА 

В исследованиях последних десяти лет было показано, что активное участие 

в развитии нейродегенеративных заболеваний принимает участие клетки 

глии. Они могут оказывать непосредственное негативное воздействие на 

нейроны (313), (314). Микроглия и астроциты реагируют на повреждение 

мозга, действуя разнонаправленно. С одной стороны, они защищают 

нейроны от негативного воздействия, с другой стороны являются активными 

участниками нейровоспалительных структурных и функциональных 

изменений (315), (316). Развитие астроглиоза сопровождает практически все 

известные патологии мозга. Астроглиоз является патологическим процессом, 

заключающимся в аномальном увеличении размеров и числа астроцитов за 

счет их активации и повреждения, связанных с ними, нейронов при 

инфекции, ишемии мозга, травме ЦНС, аутоиммунных и 

нейродегенеративных заболеваниях (313). 

Вклад астроцитов в развитие СЦА1 был показан в нескольких работах. Так, 

Cvetanovich с соавторами показала, что астроциты становятся реактивными 

уже на ранней стадии заболевания, когда мутантный атаксин 1 

обнаруживается только в КП и задолго до развития выраженных 

атаксических расстройств (317). 

Однако активация глии не всегда происходит в ответ на повреждение 

нейронов. Это могут быть патологические процессы в самой глии, которые 

запускают дегенерацию КП как это показано на модели СЦА7 (318); (319), 

(320). 

ГБ – это специализированные астроциты с отростками радиальной 

направленности в коре мозжечка. В ГБ с явлениями астроглиоза уменьшается 

экспрессия EAAT, которые удаляют глутамат из синаптической щели. Это 

вызывает эксайтотоксичность с последующими морфологическими и 

функциональными изменениями КП (321). 
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В основе эксайтотоксичности лежит избыточная активация 

постсинаптических NMDA-рецепторов (322). Активация NMDA рецепторов 

сопровождается избыточным поступлением ионов Са2+ внутрь нейронов и 

последующим каскадом патологических биохимических реакций, которые в 

итоге запускают апоптоз нейронов и их фагоцитоз макрофагами (323); (324); 

(325). Необходимо упомянуть, что на процесс нейродегенерации влияют и 

другие факторы: окислительный стресс, митохондриальная дисфункция, 

дефицит нейротрофических факторов и воспалительные процессы (326), 

(327). 

 

1.3.4. Надмолекулярные патологические механизмы. 

Надмолекулярные ансамбли. 

На поздней стадии заболевания вышеперечисленные патофизиологические 

механизмы приводят к общим глобальным клеточным нарушениям, таким 

как эксайтотоксичность, ЭПР стресс, срыв УПС и апоптоз.  

Агрегаты. Появление новых связей и отсутствие старых при мутационной 

замене аминокислот в составе белков приводит к изменению 

пространственной структуры белка, неправильной конформации и 

образованию нерастворимых фракций (агрегатов). Мутантные, неправильно 

упакованные белки, образующие агрегаты, наблюдаются и при различных 

нейродегенеративных заболеваниях таких, как болезнь Паркинсона, болезнь 

Альцгеймера, боковой амиотрофический склероз и полиглутаминовые 

заболевания (268); (328); (329). Изначально неправильно упакованные 

мутантные белки слипаются между собой, образуя ди- и олигомеры, которые 

обладают токсическими свойствами. И их токсичность более выражена, чем 

видимые агрегаты, так как они способны передвигаться в цитоплазме клетки 

и взаимодействовать с другими белками, такими как близко родственные 

белки и белки-мишени в каскаде передачи сигналов (330). Именно этим 

можно объяснить приобретение токсических свойств полиглутаминовых 
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белков и развитие вышеописанных негативных эффектов на транскрипцию. 

Объединяясь с белками-мишенями, олигомеры существенно увеличивают 

массу этого комплекса, по сравнению с нормальным мономером дикого типа, 

что ведёт к значительному замедлению таких биологических процессов, как 

транслокация, активация субстратов и т.п. (331). 

При дальнейшей адгезии олигомерных мутантных белков образуется 

полимерная структура, которая неспособна к перемещению в цитоплазме и 

нерастворима. Однако было показано, что агрегаты иммуноположительны и 

к вышеупомянутым близко родственным белкам, и к белкам-мишеням, а 

также, к молекулам фибрина, компонентам убиквитина и т.д. Совокупность 

этих нерастворимых структур, образует агрегаты. Образование агрегатов 

представляется, как логическое завершение неправильной конформации 

мутантных белков. Появление неподвижных агрегатов, по всей видимости, 

вносит значительный вклад в механизм потери функций полиглутаминовых 

белков. На моделях клеток и животных было показано, что агрегаты 

способны образовываться при всех полиглутаминовых СЦА (332). При СЦА6 

они имеют только цитоплазматическое расположение (333), тогда как при 

остальных, рассматриваемых нами заболеваниях, в том числе, и 

внутриядерное (334). 

Поражение органелл. Органеллы клетки испытывают всю совокупность 

патологических процессов, протекающих на молекулярном уровне. 

Протеасомы. Убиквитин-протеасомная система – одна из основных 

протеолитических систем в клетках млекопитающих. Эта система вовлечена 

в деградацию 80—90% всех коротко живущих белков цитозоля, включая 

неправильно упакованные белки (335), (336). Деградация белков с помощью 

данной системы протекает в два шага: (1) убиквитинирование, т.е., 

связывание убиквитина с белком-мишенью через последовательные действия 

ферментов активирующих убиквитин (E1), связывающих убиквитин (E2) и 

лигирование убиквитина (E3); и (2) дегенерацию, т.е., распознавание Lys48 
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полиубиквитиновой цепочки с помощью 26S протеасомы и деградации 

белка-мишени с образованием свободного убиквитина при помощи 

убиквитин-возобновляемого фермента. Сам атаксин 3 является 

деубиквитинирующим ферментом, тесно связанным с работой УПС. Однако 

существует и неспецифический механизм, присущий всем 

полиглутаминовым заболеваниям. Неправильно упакованные белки требуют 

усиленной работы убиквитин-протеасомной системы по их расщеплению и 

выведению, что, в итоге приводит к перенапряжению и срыву механизмов 

данной системы. Недостаточность убиквитин-протеасомной системы ведёт к 

накоплению склонных к агрегации белков, которые, вовлечены в развитие 

полиглутаминовых заболеваний (241). С помощью методов 

иммуногистохимии было выявлено совместное расположение агрегатов 

полиглутаминовых белков с протеасомами, что наводит на мысль о тесной их 

связи с убиквитин-протеасомной системой (337). В различных исследованиях 

было показано, что агрегация белков препятствует нормальной работе 

убиквитин-протеасомной системы. Здесь действует принцип положительной 

обратной связи – белковая агрегация усиливает дисфункцию УПС через 

секвестрацию 26S протеасомного комплекса, что ещё больше усиливает 

процесс агрегации (335). 

ЭПР участвует в производстве и созревании белков. Нарушения процессов 

конформационного созревания белков в ЭПР называют ЭПР стрессом. 

Мутантные полиглутаминовые белки при срыве УПС могут напрямую 

вызывать ЭПР стресс, так как в последнем происходит массовое их 

накопление (338). Множество работ показали, что агрегация мутантных 

белков провоцирует ЭПР стресс в моделях клеток животных различных 

нейродегенеративных заболеваний (339). При появлении патологически 

упакованных белков в ЭПР, включаются компенсаторные механизмы, 

увеличивающие экспрессию ферментов таких, как оксидредуктазы, 

участвующие в образовании дисульфидных связей в белках. Продуктом 
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окисления сульфгидрильных групп белков являются активные формы 

кислорода, принимающие непосредственное участие в развитии 

окислительного стресса (340). При полиглутаминовых заболеваниях таких, 

как СЦА 2 и СЦА3, накопление мутантных белков приводит к 

значительному повреждению ЭПР (341); (264).  

Митохондрии. Структурно-функциональные нарушения митохондрий, 

наряду с ЭПР стрессом и срывом УПС, являются одним из основных звеньев 

в патогенезе дегенеративных заболеваний нервной системы (342). 

Мутантные полиглутаминовые белки, в частности атаксин 3 и атаксин 7, и их 

агрегаты, вследствие своей токсичности, способны напрямую влиять на 

функции митохондрий (343); (344). Также было установлено, что при 

нейродегенеративных процессах в клетке, различные органеллы оказывают 

негативное влияние друг на друга, образуя, в своём роде, «порочный круг». В 

частности, ЭПР, находящийся в состоянии стресса, способствует развитию 

дегенеративных изменений в митохондриях (345). Вся совокупность 

специфических и неспецифических воздействий при полиглутаминовых СЦА 

на митохондрии приводит к развитию митохондриальной дисфункции, 

которая включает в себя такие проявления, как снижение синтеза АТФ, 

продукцию активных форм кислорода и активизацию механизмов 

запрограммированной гибели клетки (346). 

Апоптоз. Финальной стадией нейродегенеративных заболеваний, в том числе 

и полиглутаминовых СЦА, является запрограммированная клеточная гибель, 

или апоптоз. Са
2+

 зависимый путь апоптоза играет наиважнейшую роль в 

патогенезе данных заболеваний. 

 Однако неспецифические патогенные факторы также оказывают 

значительное влияние на апоптоз. В частности, апоптоз наблюдался в КП, 

имеющих агрегаты мутантных полиглутаминовых белков, но не в КП без 

агрегатов (347). Данный феномен был описан в патогенезе различных 

нейродегенеративных заболеваний (348). Выраженное влияние на апоптоз 
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при полиглутаминовых СЦА оказывает каспаза-зависимый путь передачи 

сигналов. Каспаза 1 – это ключевой триггер апоптотического пути при СЦА3 

и БГ (349). Её активация затрагивает такие финальные каспазы апоптоза, как 

каспаза 3. Активация финального каскада каспаз через каспазу 3 также имеет 

место при экспрессии мутантного атаксина 2, содержащего ALS область 

(350). Данный путь апоптоза может быть активирован и другими 

компонентами, тесно связанными с патофизиологией нейродегенеративных 

заболеваний. Так, на поздних стадиях, при повреждении ЭПР и митохондрий, 

происходит массивный выброс Са
2+

 из эндогенного депо (351). В результате 

разрушения мембран органелл высвобождается каспаза-12, которая 

активируется Са
2+

. Каспаза 12, в свою очередь, активирует каспазу 9, а 

каспаза 9 – финальные каспазы апоптоза такие, как каспазы 3, 6 и 7. При 

разрушении митохондрий высвобождается цитохром с, который включается 

в состав апоптосомы, также активирующей каспаза-12 опосредованный путь 

апоптоза (352).  

При полиглутаминовых СЦА апоптозу подвергаются не только структуры 

мозжечка, но и другие отделы ЦНС, в особенности продолговатый мозг. 

Апоптоз структур мозжечка и ствола мозга выражается, морфологически, в 

уменьшении их объёма, а функционально в выпадении функций и 

формировании различных неврологических синдромов (см. раздел выше). 
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Рисунок 5. Основные звенья патогенеза полиглутаминовых СЦА на примере 

СЦА1. Мутация в гене ATXN1 приводит к появлению белка с увеличенной 

полиглутаминовой цепочкой, что приводит к неправильной её конформации. 

Растворимые формы этого белка не могут взаимодействовать с белковым 

комплексом, участвующим в активации транскрипции важных для 

жизнедеятельности клетки генов. Снижение экспрессии этих генов приводит 

к подавлению синтеза таких белков, как mGluR1, кальбиндин, IP3-R и др. Это 

сказывается отрицательно на морфологии клеток. Деградация КП вызывает 

активацию глии коры мозжечка, в частности, ГБ. Это приводит к гибели 

нервных клеток. Другой путь нарушений связан с появлением 

нерастворимых форм мутантного атаксина 1 в виде агрегатов, которые 

обладают цитотоксическим эффектом. Нерастворимые агрегаты не могут 

быть переработаны УПС и вызывают митохондриальный и ЭПР стресс, 

высвобождению свободных радикалов и эксайтотоксичности. Это запускает 
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каскад апоптоза клеток коры мозжечка. Совокупность всех перечисленных 

патологических механизмов приводит к нарушению функции мозжечка в 

виде атаксии. 

 

1.3.5. Формирование атаксического синдрома 

 

Патофизиология атаксии. Разрыв нейронных связей в следствие 

дисфункции синапсов и снижения возбудимости на ранних стадиях и 

апоптоза клеток мозжечка на поздних при полиглутаминовых СЦА имеет 

доминирующее значение при расстройстве совершения движений и 

удержания позы у таких больных, что проявляется как атаксия. 

Мозжечок самым тесным образом связан с регуляцией движений и позы. 

Сложное движение требует создания нейронами программы, которая бы 

чётко и аккуратно координировала множество его составляющих (353); (354). 

Считается, что основа программы таких сложных движений, как ходьба, 

хранится в коре больших полушарий (355), однако анализ движения 

(скорость, сила, дистанция и т.д.) совершается в коре мозжечка при 

сопоставлении информации от уже произведённого и желаемого движений 

(356). Такие эфферентные (желаемые) импульсы сравниваются с 

афферентной (действительной информацией) в мозжечке, что позволяет 

осуществлять тонкую настройку движений. Афферентная информация от 

вестибулярной системы, спинного мозга и коры больших полушарий 

поступает в нижние оливы, а оттуда по лазающим волокнам подходит к 

клеткам Пуркинье коры мозжечка. Другая часть афферентации поступает 

через моховидные волокна, которые идут от ядер моста, спинного мозга, 

вестибулярных ядер и опосредованно через клетки-зёрна оказывают на 

клетки Пуркинье возбуждающее действие (357). 

Кора же мозжечка в функциональном плане устроена неоднородно. Её 

разделяют на зоны, которые, в свою очередь, подразделяются на микрозоны. 
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Микрозоны – это отграниченных друг от друга компартменты в виде тонких 

параллельно идущих цепей клеток Пуркинье (358) (Рисунок 6). КП в каждой 

микрозоне посылают импульсы к малым группам субкортикальных ядерных 

нейронов, которые, в свою очередь, соединяются с соответствующими 

двигательными нейронами. У нормальных взрослых животных, КП в каждой 

микрозоне получают обычные возбуждающие сигналы от ЛВ из чётко 

определённой подгруппы нейронов оливы в продолговатом мозге при 

синхронизации последних и генерации суммарного импульса (см. рисунок) 

(359), (360); (361); (362).  

 

 

Рисунок 6. Строение коры мозжечка. Слева показаны афферентные и 

эфферентные пути, связывающие кору и спинной мозг. Эти пути дают 

«ответвления» в мозжечок, который проверяет информацию и выдаёт сигнал 
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ошибки, тонко регулирую движения. Такая регуляция достигается сложной 

организацией коры мозжечка, которая разделена на микрозоны. В микрозоне 

содержится несколько КП, к которым подходят ПВ от ГК и ЛВ от ЯНО. 

После обработки информации КП посылает эфферентный сигнал в ГЯМ. 

 

Поэтому в конце ХХ века и в начале 2000-х годов широкое распространение 

получила теория развития атаксии при нарушении элиминации добавочных 

ЛВ, иннервирующих клетки Пуркинье. Согласно этой идее, роль ЛВ 

заключается в передаче сигналов этой координирующей программы КП, а от 

КП в другие структуры нервной системы. У взрослых мышей дикого типа с 

моноиннервированными КП, каждая КП предположительно следует 

указаниям одной подгруппы синхронно работающих нейронов в 

определённый момент времени. У взрослых мышей дикого типа, коррекция 

ошибки может быть проведена с большой точностью при помощи отдельных 

функциональных единиц мозжечка, которые контролируют определённые 

составляющие конкретного движения. Поэтому моноиннервация, согласно 

этой теории, наиважнейшее звено механизма коррекции ошибки. Но у 

взрослых мутантных РКСγ, mGluR1 и GluRδ2 мышей или мышей дикого 

типа не старше 3 недель, КП с множественной иннервацией ЛВ получают 

импульсы от двух и более различных подгрупп нейронов олив. Это 

затрудняет для таких КП генерацию синхронного ответа на импульсы одной 

подгруппы нейронов олив. Поэтому, страдает согласованная передача 

активности от одного нейрона к другому в каждой функциональной единице 

мозжечка, и нарушается координация движений. КП микрозоны получают не 

только действительные сигналы об ошибке, но также другие сигналы через 

излишние синапсы ЛВ. Это значит, что сила синапсов между ПВ и КП в 

конкретных микрозонах будут неправильно изменяться при восприятии ими 

множества различных сигналов. Как следствие, мозжечок не может должным 

образом контролировать сложные движения. Такое стройное и обоснованное 
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объяснение структурных изменений при атаксии мозжечка долгое время 

считалось единственно верным. Однако в последнее время появляются 

работы, указывающие, что у мышей, имеющих множество синапсов ЛВ с 

одной КП вовсе отсутствует нарушение координации движений (363). Более 

того, давно уже было замечено, но стало актуальным после выхода выше 

указанной работы Kano, что частота возбуждений КП, порождаемых 

лазающими волокнами, очень мала, чтобы нести в себе информацию о 

специфических параметрах движений. Также, период элиминации ЛВ у 

грызунов завершается к 3 неделям жизни (363), что соответствует, примерно 

окончанию периода раннего детства человека (3 года) (364), Однако и в 1,5-2 

года малыши активны и при сохраняющейся множественной иннервации 

мозжечка, не только не имеют атаксии, но и любят кружиться, нагружая, тем 

самым центры, ответственные за контроль движений. Не стоит также 

отрицать, что ЛВ могут играть важную роль для двигательного запоминания, 

выступая как обучающие (365) и ошибочные (366) сигналы, которые 

корректируют ответы КП на импульсы ПВ через LTD (367); (368). Поэтому 

данный вопрос требует дальнейшего изучения. 

Теория нарушения процессов синаптической пластичности, неоднократно 

упоминались множеством авторов. Суть этой теории заключается в 

изменении ответа нервной клетки на изменяющиеся условия окружающей её 

среды. Считается, что в процессе усовершенствования движений, такая 

основа программы должна быть изменена или улучшена, если животное 

учится производить движение плавно или технически отточено (369); (354). 

Поэтому животные с поражениями мозжечка могут, в общем, совершать 

сложные движения, но только неточно и неуверенно (370). Данная теория 

получила широкое распространение, когда учёные показали отсутствие или 

существенное нарушение синаптической пластичности у модельных мышей с 

различными моделями наследственных заболеваний мозжечка. При СЦА20 

мутирует ген, ответственный за экспрессию фермента, вовлечённого в 
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биосинтез эндоканнабиноидов, играющих важную роль в развитии 

кратковременной СВ1 зависимой депрессии (371). Данное нарушение также 

зарегистрировано и при полиглутаминовых СЦА – в мозжечке у staggerer 

мышей, имитирующих во многом, модель СЦА1 (305) и в сетчатке глаза у 

модельных СЦА 7 мышей, где было найдено нарушение посттетанической 

потенциации, относящейся также к кратковременной синаптической 

пластичности (372). При некоторых других же СЦА таких, как СЦА14 было 

выявлено нарушение долговременной пластичности, где выпадение функции 

близко родственных РКС ведёт к нарушению LTD (373). Также, на 

основании положительных данных от экспериментального лечения 

тетрагидробиоптерином, было высказано предположение о нарушении LTD у 

СЦА3 больных (374). 

Однако теория нарушения синаптической пластичности также ставится под 

сомнение, так как в ряде экспериментов было показано, что потеря LTD, сама 

по себе, не ведёт к нарушению двигательного обучения (375). В 

действительности было показано, что LTD является лишь частью сложного 

механизма памяти, и потеря LTD может переключить этот механизм на 

другие его компоненты. В последнее время был опубликован ряд работ, 

отмечающий, что наличие или отсутствие дополнительных синапсов с КП 

является лишь частным случаем в процессе синаптогенеза, который тесным 

образом связан с процессами запоминания и функционирования клетки в 

организме, приспосабливающимся к новым требованиям окружающей среды. 

Так, само по себе обучение вызывает изменение не только концентрации 

постсинаптических рецепторов (LTD), но и концентрации синапсов уже на 

второй день обучающего эксперимента (376). Такое сложное многоуровневое 

изменение структур мозжечка в ответ на получение новой информации, 

объединяет обе вышеуказанные теории, однако не объясняет все аспекты 

процесса запоминания. 
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Суммируя всё выше сказанное, можно заключить, что устройство нейронной 

сети мозжечка показывает на чрезвычайную важность КП, на которых 

сходятся входящие сигналы и в которых происходит сравнение и обработка 

полученной информации, и передача её далее в моторные зоны. Это имеет 

решающее значение в патологии полиглутаминовых СЦА, так как КП здесь 

является классической мишенью. Как следствие, структуры, лежащие выше 

мозжечка, не получают скорректированную восходящую сенсорную 

информацию от нижележащих структур и не могут должным образом 

посылать нисходящие импульсы для контроля сложных движений и тонуса 

мышц для сохранения позы и контроля равновесия. 

 

1.4. Перспективы патогенетического лечения полиглутаминовых 

СЦА. Экспериментальная терапия 

Патогенетическое лечение полиглутаминовых СЦА ещё не существует, 

но в настоящее время проводится его разработка с учётом всех выше 

указанных патологических механизмов. Вкратце, методы лечения можно 

разделить на несколько групп: предотвращение экспрессии мутантного гена, 

повышение клиренса мутантных белков, снижение токсичности этих белков, 

влияние на нисходящие пути передачи сигналов, ингибирование 

трансглутаминаз, дисрегуляция транскрипции, влияние на функцию 

митохондрий, активация каспаз и влияние на клеточную гибель, влияние на 

окислительное повреждение и трансплантация. 

Однако все эти методы находятся в стадии разработки и апробированы 

лишь на культурах клеток и моделях животных. 

 

1.4.1. Предотвращение экспрессии мутантного гена 

Самые ранние исследования в этой области показали, что подавление 

транскрипции гена мутантного аллеля через интерференцию РНК является 

эффективным методом для предотвращения экспрессии исследуемого гена in 
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vitro (культура клеток) и in vivo (мозг) при полиглутаминовых СЦА, в 

частности, СЦА1 (377). Cайленсинг мутантных аллелей с помощью РНК 

интерференции является стратегией, которая доказала, в последующем, свою 

эффективность в предотвращении инициации каскада нейротоксических 

событий, снижении образования внутриклеточных агрегатов и улучшении 

поведенческого фенотипа у СЦА1, СЦА3 и СЦА7 мышей (378), (379), (380). 

Проявление рекомбинантного аденовирус-ассоциированного вектора, 

экспрессирующего короткие петли РНК, направленных против мутантного 

гена человеческого атаксина 1, значительно улучшает СЦА1 поведенческий 

фенотип в моделях мышей (377); (378). Однако применение данной терапии у 

больных с полиглутаминовыми СЦА, проблематично, поскольку не 

существует векторов, которые могли бы эффективно доставлять гены в 

большие участки мозга человека, в особенности у взрослых людей. Кроме 

того, такие ингибиторные РНК не могут различать мутантный, так и 

здоровый аллели, и подавляют оба. С другой стороны, атаксин 1 нокаутные 

мыши не имеют фенотипа СЦА1, что может рассматриваться как аргумент в 

пользу их использования (381). 

 

1.4.2. Снижение токсичности мутантных белков 

Воздействие на белки во время их созревания, главным образом, на процессы 

ацетилирования и фосфорилирования, позволяет уменьшить их токсичность. 

Нацеливание регуляции транскрипции с помощью модуляции 

ацетилирования/деацетилирования гистонов, рассматривается как возможная 

терапевтическая стратегия (382). К сожалению, неудачные результаты 

нескольких исследований поставили под вопрос пользу модуляторов 

ацетилирования гистонов в лечении нейродегенерации, показав, что такое 

лечение мало специфично относительно вышеупомянутых целей, а также 

малоэффективно. Более важным феноменом в регуляции функции белков 

является фосфорилирование. Как было указано выше, фосфорилирование 
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полиглутаминовых белков оказывает огромное влияние на их внутриядерное 

расположение и агрегацию (253), (383). Делая мутантный полиглутаминовый 

белок менее токсичным с помощью изменения сайта фосфорилирования, 

можно предотвратить развитие атаксии и нейродегенерации (255), (383). 

Также есть сообщение о повышении экспрессии искусственных белков, в 

частности аналога атаксина 1, не несущего патологической цепочки. Данная 

сверхэкспрессия вытесняет мутантный атаксин 1 из процессов 

взаимодействия, что приводит к уменьшению симптомов болезни у 

модельных СЦА1 мышей (378). 

 

1.4.3. Усиление клиренса мутантных белков  

Ранее различные терапевтические подходы в лечении полиглутаминовых 

СЦА изучались на моделях животных и молекулах шаперонов. Увеличенные 

уровни определённых молекул шаперонов таких, как белок теплового шока 

70 (HSP70) и HSP40, подавляют как агрегацию, так и токсичность 

мутантного атаксина 1 в системе культур клеток (278) и в моделях болезни 

Гентингтона и СЦА1 в дрозофилах и мышах (384), (384), (385). Атаксин 3 

сам способен регулировать уровень HSP70, что при мутации первого также 

вызывает усугубление клиренса мутантных белков (386). Уменьшение 

токсичности и агрегации на модели дрозофил с СЦА3 было замечено на фоне 

экспрессии другого белка теплового шока, HSP104 (387). 

Кроме молекул шаперонов, другие полиглутамин-опосредованные агенты, 

подавляющие агрегацию такие, как химические шапероны (389), 

синтетические и рекомбинантные пептиды (390), (391), внутриклеточные 

антитела и различные другие вещества (392), (393) также уменьшают 

полиглутаминовую токсичность. Параллельно этому, ингибитор деацетилазы 

гистонов (HDACi) подавляет полиглутаминовую токсичность в культурах 

клеток и на модели дрозофил с полиглутаминовыми СЦА (394), (395).  
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Среди всех специфических молекул, потенциально способных 

воздействовать на токсичность полиглутаминовых белков, особый интерес 

вызывает молекула CRAG. Молекула CRAG – это нейронная ГТФаза, 

присутствующая в норме в нейронах, названная по первым буквам CRMP5 

(semaphorin response mediator proteins)-ассоциированная ГТФаза (396). 

Экспрессия CRAG очень высока в развивающемся мозге и снижается с 

возрастом. Однако было показано, что функция CRAG в наследственных 

полиглутаминовых заболеваниях возрастает при накоплении увеличенного 

полиглутаминового белка (397). Эта экспрессия CRAG, регулируемая при 

развитии, может быть тесным образом связана с началом полиглутаминового 

заболевания. Было показано, что, лентивирус-вызванная экспрессия CRAG в 

клетках Пуркинье мозжечка мышей значительно уменьшает количество 

полиглутаминовых агрегатов и активирует подавленную дифференцировку 

дендритического дерева, что приводит к уменьшению проявлений атаксии 

(311). При более пристальном изучении было показано, что CRAG 

взаимодействует с полиглутаминовой частью белка и усиливает деградацию 

последнего через ядерный убиквитин-протеасомный путь (394) и, частично, 

через c-Fos-зависимый путь, тем самым, уменьшая цитотоксичность в 

культурах клеток (398). Поэтому всё вышесказанное свидетельствует о том, 

что нацеленная экспрессия CRAG является потенциальным методом 

генетической терапии полиглутаминовых заболеваний. 

 

1.4.4. Воздействие на пути передачи сигналов  

Пути передачи сигналов такие как гетиноид/тириоид- Wnt- и Drd2-

допаминергические пути, участвующие в изменении двигательных функций, 

имеют наибольшее вовлечение в патологический процесс при СЦА1 (245); 

(246). Также были показаны неплохие результаты при воздействии на 

mGluR1 каскад сигналов КП. В частности, было показано уменьшение 

атаксического синдрома у модельных СЦА1 мышей (306). Управляя этими 
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каскадами сигналов, можно выработать рациональную стратегию 

терапевтического воздействия на патогенез СЦА1 и других 

нейродегенеративных заболеваний. Однако воздействие на данные пути 

передачи сигналов, зачастую, зависит от применения очень специфических 

веществ таких, как селективные агонисты или антагонисты, что значительно 

затрудняет исследования в этой области (306). Нужно признать, что открытие 

новых путей передачи сигналов, регулируемых белками, является крайне 

важной задачей, так как ведёт к пониманию молекулярных механизмов, 

запускающих нейродегенеративный процесс, и даёт возможность 

обнаружить потенциальные терапевтические цели, которые могут 

предотвратить нейронную дисфункцию и двигательный дефицит на ранних 

досимптомных стадиях заболевания у больных СЦА1. 

 

1.4.5. Трансплантация стволовых клеток  

Данный метод лечения привлекает своим потенциальным эффектом даже на 

поздних стадиях развития полиглутаминовых СЦА, так как 

дифференцировка стволовых клеток может заместить клетки умершие. 

Исследования показали, что не только нервные, но и эмбриональные и 

мезенхимальные стволовые клетки, могут исправлять неврологические 

нарушения (399). Лечение стволовыми клетками больных 

нейродегенеративными заболеваниями, такими как болезнь Паркинсона, 

болезнь Гентингтона, а также с повреждением спинного мозга, обретает всё 

больший интерес в свете его потенциального влияния на патологические 

симптомы при помощи возмещения умерших клеток. Уже появились первые 

сообщения о положительном эффекте от лечения мезенхимальными 

стволовыми клетками, выделенными из пупочной вены, больных СЦА1, 

СЦА2 и СЦА3 (400). Однако механизмы влияния стволовых клеток на 

патологический процесс при нейродегенеративных заболеваниях, в том числе 

и полиглутаминовых СЦА, мало изучены. Предполагается, что этот эффект 
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трёхсторонний. Попадая в организм реципиента, стволовые клетки выделяют 

ряд биологически активных веществ таких, как факторы роста (BDNF, NT-3 

or GDNF) и т.д. вещества, что может само по себе, оказывать положительное 

влияние на окружающие клетки (10), (393). Также, стволовые клетки 

способны к дифференцировке и образовании различных типов клеток, в том 

числе, и нейронов. Исследования показали, что направленная активация 

клеток-предшественников нейронов, в том числе нейронов мозжечка таких, 

как клетки Пуркинье и гранулярные клетки из стволовых клеток эмбриона 

(СКЭ) возможна при помощи эффективного метода дифференцировки 

сигнальными молекулами BMP4 и FGF8 (401); (402). Интересен тот факт, что 

исследователям удалось вырастить 1-3% Пуркинье-подобных нейронов из 

общего числа постмитотических клеток, производных СКЭ. Наиболее 

интересным направление исследований сейчас является исследование 

функция таких выделенных из СКЭ Пуркинье-подобных клеток в моделях 

животных с СЦА1. К тому же, получение Пуркинье-подобных клеток из СКЭ 

должно быть полезно для исследований in vitro для выяснения патогенеза и 

разработки лекарств для лечения СЦА1 и других заболеваний. Однако 

дифференцировка, выживание и созревание стволовых клеток в мозге 

реципиента зависят от многих факторов, которые должны быть тщательно 

проанализированы и поняты для применения этого метода лечения в 

будущем. Это самый спорный аспект в лечении стволовыми клетками, так 

как в действительности дифференцировка стволовых клеток в мозге 

происходит крайне редко (403); (393). Кроме того, имеются риски их 

трансформации в опухоли. Поэтому данный метод лечения в клинике на 

данный момент практически не применяется. 

 

В настоящее время патогенетическое лечение полиглутаминовых СЦА не 

разработано, однако ведутся интенсивные доклинические исследования на 

основе уже открытых патологических механизмов. Идеальным лечением 
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полиглутаминовых заболеваний может быть сочетание вышеприведённых и 

симптоматических терапевтических средств. Вещества, которые тормозят PI-

3K/Akt путь передачи сигнала или малые пептиды, препятствующие 

взаимодействию 14-3-3 с атаксином 1 могут играть роль только в лечении 

СЦА1, так как являются специфичными молекулами, другие же, как 

вещества, влияющие на белковый клиренс или стволовые клетки, могут 

использоваться для лечения различных полиглутаминовых СЦА, и могут 

сочетаться между собой. 

 

Таким образом, анализируя данные литературы, можно прийти к 

выводу, что полиглутаминовые СЦА имеют большое сходство между собой, 

как в клинике заболевания, так и в строении патологических белков, и в 

механизмах развития патологического процесса. Полиглутаминовые СЦА 

характеризуются, мозжечковым и стволовым синдромами, медленно 

прогрессирующими атаксией и бульбарными расстройствами. В структуре 

всех СЦА это наиболее частые типы, которые распространены повсеместно 

по Земному шару. Изначально мутация различных генов при 

полиглутаминовых СЦА, приводит к образованию патологических 

полиглутаминовых белков с удлинёнными полиглутаминовыми цепочками, 

которые, в свою очередь, приводят к специфическим и неспецифическим 

проявлениям. Большой спектр специфических нарушений, в основном, 

обусловлен модуляцией транскрипции более сотни различных генов. Часть 

из которых, подвергаются модуляции как при СЦА1, так и при СЦА3 и 

других заболеваниях рассматриваемой группы. Нарушение транскрипции 

таких генов, как RoR и др., приводит к изменению морфологии клеток с 

преобладающим уменьшением площади дендритического дерева. При СЦА1 

также имеет место селективная деградация mGluR1 рецепторов, что 

приводит к широкому спектру патофизиологических эффектов (нарушение 

регуляции ТRРС3 каналов, гомеостаза Са
2+

, отсутствие LTD и т.д.). 
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Неспецифические механизмы, развивающиеся на более поздних стадиях, 

связаны, в основном, с образованием токсичных олигомеров мутантных 

полиглутаминовых белков, его агрегацией, напряжением и срывом 

убиквитин-протеасомных механизмов, развитием ЭПР стресса, Са
2+

 

цитотоксичностью и апоптозом КП. Эти поздние патологические процессы 

схожи у большинства нейродегенеративных заболеваний и не являются 

особенностью полиглутаминовых СЦА. Несмотря на подробное изучение 

патогенетического процесса при этих СЦА, на сегодняшний день не найдено 

адекватного патогенетического лечения. Поэтому дальнейшие исследования 

в области как отдельных взаимодействий мутантных белков с другими 

белками, так и наблюдение за функцией целой КП, весьма актуальны и 

помогут в дальнейшем разработать методы лечения. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

2.1. Общая характеристика исследуемого материала 

Эксперименты выполнены на мышах линий Bl6 и CD1 и модельных 

трансгенных мышах СЦА1 (B05 и СЦА1 KI) и СЦА3. В общей сложности, 

было использовано 9 моделей животных, охватывающих все наиболее 

важные звенья патогенеза полиглутаминовых атаксий (Рисунок 7). Животные 

находились в комнате с 12-ч световым/темновым режимом со свободным 

доступом к воде и пище. Все манипуляции с животными проводились в 

соответствии с Японским Актом по Благосостоянию и Манипуляциям с 

Животными, и Инструкциям по Правильному Проведению Экспериментов с 

Животными, опубликованных Научным Советом Японии, и 

экспериментальные протоколы были утверждены на ВнутриВузовской 

Комиссии Университета Гунма (07-015 и 04-44). Все эксперименты 

проводились с учётом уменьшения страдания животных и уменьшения их 

количества. 

 

2.1.1. Экспериментальные модели: 

1. Отсроченная лентивирусная модель СЦА1 избирательной экспрессии 

мутантного атаксина 1 в КП мозжечка животных Bl6 (введение LVV MSCV-

ATXN1[Q76]-GFP в кору мозжечка) была создана при совместном участии 

учёных Университета Гунма H. Hirai и Н. Hosoi (404). 

2. Классическая модель СЦА1 с использованием трансгенных мышей линии 

В05, селективно экспрессирующих мутантный атаксин 1 в КП мозжечка 

(265). 

3. Максимально приближенная к реальному течению заболевания, СЦА1 

модель с использованием СЦА1-KI мышей, с неспецифической экспрессией 

атаксина 1 (310). 
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4. Модель «усреднённого» полиглутаминового заболевания с 

использованием мышей линии Bl6, экспрессирующих удлинённую 

полиглутаминовую цепочку без других функциональных сайтов белка 

(сделана на основе трансгена ATXN-3, не содержащего Джозефинового 

домена - 286 аминокислот на N-конце) была создана при совместном участии 

учёных Университета Гунма H. Hirai и T. Torashima (405).  

5. Второй вариант модели с той же патологической последовательностью 

сделан на основе LVV MSCV-polyQ/GFP для исследования токсических 

эффектов LVV была создана при совместном участии учёных Университета 

Гунма H. Hirai и K. Takayama (406). 

6. Модель нейродегенерации «staggerer», вызванная делецией 122-bp гена 

rora, кодирующего фактор транскрипции «RORα» (407).  

7. Лентивирусная модель СЦА1 избирательной экспрессии мутантного 

атксина 1 в астроцитах (введение LVV GFAP-Атаксин 1[Q85]-Flag в кору 

мозжечка) была создана при участии профессора Университета Бристоль S. 

Kasparov (408). 

8. Оптогенетическая аденовирусная модель «усреднённого» 

«неспецифической» нейродегенерации мозжечка (введение AVV GFAP-

ChR2-mKate) была создана при участии профессора Университета Бристоль S. 

Kasparov (408). 

9. Модель нейродегенерации, вызванная астроцитозом мозжечка (введение 

белка S100β в кору мозжечка) (409).   
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Рисунок 7. Модели животных, использованные в данной работе для изучения 

звеньев патогенеза полиглутаминовых СЦА. Каждой модели соответствует 

отдельное звено патогенеза (объяснение в тексте). 

 

2.1.2. Подходы к патогенетическому лечению СЦА1 модельных 

животных:  

1. Достака рекомбинантного гена: Заместительная терапия плохо 

синтезируемых белков: MSCV-GFP-P2A-mGluR1-WPRE; L7-4mCMV-

GFP-P2A-mtTA+TRE-HA-mGluR1. Клиренс агрегированных белков 

посредством активации белков убиквитин-протеасомной системы: 

MSCV-GFP-P2A-CRAG.  

2. Введение стволовыми клетками: Мезенхимальные стволовые клетки из 

костного мозга мыши, линия KUM10 (МСК). 
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3. Фармакотерапия: воздействие на пути передачи сигналов: баклофен. 

Воздействие на эксайтотоксичность: мемантин. 

 
Рисунок 8. Точки приложения терапии в патогенезе полиглутаминовых СЦА. 

Подходы выделены в три группы: введение рекомбинантного гена, введение 

стволовых клеток и фармакотерапия. 

 

 

2.2 Методы исследования 

В данной работе были использованы генетические, иммунологические, 

гистохимические, электрофизиологические и визуализационные методы 

исследования. 

 

2.2.1. Создание вирусных векторов 

 

Создание лентивирусных векторов (LVV).  

Белок вируса типа G Везикулярного стоматита (VSV-G) псевдотипов 

векторов ВИЧ были использованы в исследованиях. Основа плазмид-

хелперов была выделена из pCAGGS (410). Вирусные векторы были 

сконструированы для экспрессии GFP или GFP и укороченной формы 
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атаксина 3 с 69 глутаминовыми повторами (удлинённая полиглутаминовая 

цепочка; polyQ) (405) под контролем мышиного промотора вируса стволовых 

клеток (MSCV) (411) или укороченного L7 промотора (tr-L7), включающего в 

себя, 1 kb оригинального специфического L7 промотора клеток Пуркинье 

(412). Детальное производство векторов было описано в наших работах (413), 

(414). Коротко, вирусные вектора производились при трансфекции клеток 

эндонефроса человека (HEK) 293T в смеси с четырьмя плазмидами с 

использованием метода кальций фосфатной преципитации. Клетки 

культивировались в Dulbecco’s модифицированной Eagle’s среде (DMEM) с 

добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки, 50 Ед/мл пенициллина G и 

50μг/мл стрептомицина (pH 7.35) при 37°C в 5% CO2 окружении. Клетки 

были посеяны в один слой за 24 ч до трансфекции. Смесь из четырёх 

плазмид, содержащих pCAGkGP1R, pCAG4RTR2, pCAG-VSV-G и pCL20c- 

основных лентивирусных плазмид. 16 часов после трансфекции, клетки были 

промыты солевым фосфатным буфером, не содержащим Ca
2+

 и Mg
2+

 (PBS(−)) 

дважды. Среда, содержащая частицы векторов, были собраны 40 ч после 

трансфекции. Среда с образцами, содержащая вирусных частиц были 

профильтрованы через 0.22-μм мембрану и отцентрифугированы при 25,000 

об/мин в течение 90 мин. Супернатант удаляли. По окончании 

центрифугирования вирусы были суспензированы в 90μл PBS(−) (pH 7.4). 

Вирусные титры были в пределах 5x10
9
–5x10

10
 трансдукций ЕД/мл. 

Вирусные вектора содержались при 4°C и использовались для инъекции в 

течение 1 недели. 

Создание аденоассоциированных вирусных векторов (AAV). 

N-концевой укороченный атаксин 3 с чрезмерно увеличенной 

полиглутаминовой цепочкой был избирательно экспрессирован в КП с 

помощью КП специфического L7 промотора (405). Для экспрессии 

терапевтического гена в КП с помощью аденоассоциированного вирусного 

вектора серотипа-9 (AAV9), мы использовали мышиного промотора вируса 
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стволовых клеток (MSCV), который имеет сильную транскрипционную 

активность в КП (415). Экспрессия плазмид pAAV/MSCV-GFP-P2A-CRAG 

была получена через ферментативные реакции с использованием pNAV (416) 

и pCL20c/MSCV-GFP-P2A-CRAG (417). Рекомбинантные одноцепочечные 

AAV9 вектора были созданы при помощи котрансфекции HEK293 клеток с 

тремя плазмидами, pAAV/MSCV-GFP-P2A-CRAG, pHelper (Stratagene, La 

Jolla, CA, USA), и pAAV2/9 (предоставлены Dr. J. Wilson). Вирусные частицы 

были очищены с помощью преципитации аммонием сульфатом и йодиксанол 

непрерывное центрифугирование с постоянным повышением скорости, как 

было описано ранее (418). Геномный титр очищенных AAV9 векторов, 

определяемых с помощью real-time ПЦР были 9.9×10
14

 векторных 

геномов/мл. 

Создание аденовирусных векторов (AVV) 

Для достижения высокого уровня экспрессии ChR2 в ГБ, мы 

использовали AVV с увеличенным GFAP промотором (419). Векторная 

конструкция GFAP-ChR2-mKate использовалась ранее (420), (421). Этот 

вектор с красным флуоресцирующим белком, mKate, использовался, как 

маркер трансдуцированных клеток. Пролиферация AVV происходила в 

клетках HEK 293 до полного цитопатического эффекта, после чего, вирусные 

частицы высвобождались посредством сонификации. Мёртвые остатки НЕК 

клеток удалялись центрифугированием (3000× g 10 мин). AVV очищались 

при ультрацентрифугировании (Optima X, Beckmann Coulter, Brea, CA, USA) 

в градиенте CsCl, аликвотировались и хранились при −80 °C. 

 

2.2.2. Введение векторных конструкций 

Вирусные векторы, были введены двум группам мышей: незрелым 

мышам на 6-7 день после рождения (Р6-Р7) и трёхнедельным мышам (Р21-

Р25), в период, когда завершается формирование нейронных путей. Незрелые 

и трёхнедельные мыши анестезировались при помощи 2% изофлурана 
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(скорость подачи: 1 л/мин). Трёхнедельным мышам внутрибрюшинно 

вводился хлорал гидрат (350 мг/кг веса животного), соответственно для 

создания глубокой анестезии. Вирусные векторы вводились в кору мозжечка, 

согласно протоколам, разработанным нами (413); (414). Каждая мышь (Р21-

25) фиксировалась в стереотаксическом аппарате, место последующего 

введения выбривали. Делался срединный сагиттальный разрез кожи 

мозгового черепа, и оголялись кости черепа в области расположения 

мозжечка. Просверливалось трепанационное отверстие 5–6 мм каудальнее 

брегмы. Поршень шприца типа Hamilton присоединялся к микрокомпрессору 

(UltramicroPump II; World Precision Instruments (WPI), Sarasota, FL, USA), а 

кончик его шприца помещался в область молекулярного слоя коры червя 

мозжечка (6-я доля), затем 10 μл раствора вируса вводилось со скоростью 

200 нл/мин с помощью микропроцессорного контроллера (Micro4; WPI). 

Использовались данные объём и скорость, так как при быстром введении 

тканей в области инъекции подвергаются набуханию, при медленном 

введении раствор вируса может распространяться на соседние доли мозжечка 

через межклеточные пространства, что приводит к инфицированию больших 

областей. После окончания введения вируса, шприц удалялся, кожа черепа 

ушивалась, животному присваивался порядковый номер. Для создания 

оптогенетической модели нейродегенерации, после завершения введения 

векторной конструкции, отверстие введения на черепе расширялось, к нему 

подводился светодиод, который надёжно фиксировался к костям черепа с 

помощью цемента. После всех описанных процедур животное помещалось на 

обогревающую подушку до выхода его из наркоза. После выхода животного 

из наркоза, его помещали в обычную клетку к другим животным. 

Введение AAV в ярёмную вену животным и их ПЦР тестирование 

Мышата в возрасте Р1 и Р2 получали инъекцию очищенного раствора 

AAV9 через внешнюю ярёмную вену с помощью 0.1-mл шпица Гамильтон 

(Hamilton Company, Reno, NV, USA) тонкой иглой диаметром 0,32мм (Becton 
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Dickinson & Co, Franklin Lakes, NJ, USA). Животные без введения AAV 

использовались как контроль. 

 

2.2.3. Культивирование и ведение МСК  

Культивирование МСК 

KUM10, линия мезенхимальных стволовых клеток (МСК), выделялась из 

костного мозга мышей линии C57/B6. Клетки культивировались в среде 

M061101, содержащей 10 % фетальной бычьей сыворотки и антибиотиков 

(GP BioSciences, Yokohama, Japan) в присутствии 5 % CO2 при 37 °C. 

Введение в оболочки, покрывающие мозжечок 

Мышей анестезировали кетамином (100 мг/кг) и ксилазином (20 мг/мг) и 

помещали на стереотаксическое устройство. Кожа рассекалась сагиттально 

для обнажения черепа. Просверливалось небольшое отверстие 0 мм 

латеральнее и 5 мм каудальнее брегмы. Кончик иглы шприца (Hamilton, Reno, 

NV, USA) вводился через твёрдую мозговую оболочку в мягкие мозговые 

оболочки над верхним двухолмием. Шприц был соединён с 

микроинжектором (UltramicroPump II; World Precision Instruments (WPI), 

Sarasota, FL, USA), который управлялся контроллером (Micro4; WPI). GFP-

меченные МСК (6×10
5
 клеток) с помощью LVV MSCV-GFP, 

суспензированные в 10 μл культуральной среде, вводились со скоростью 300 

нл/мин. 

Интратекальное введение МСК 

Глубоко анестезированные мыши помещались на стереотаксический аппарат. 

Введение производилось в области между затылочной костью и 1-м шейным 

позвонком, где оболочки покрывают продолговатый мозг. Таким образом, 

игла шприца (BD, Franklin Lakes, NJ, USA) вводилась в субарахноидальное 

пространство. После удаления, приблизительно 15 μл СМЖ, 3×10
3
 МСКs 

суспензированных в 10 μл культуральной среды, вводились в течение 1 мин. 
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2.2.4. Генетические методы 

Генотипирование с помощью рутинного ПЦР исследования 

Три недели после введения AAV в вену, производилось 

генотипирование мышей (гетерозиготные модельные мыши или мыши 

дикого типа) с помощью стандартного метода ПЦР при использовании 

специфических праймеров 5′-ATGTACCCATACGATGTTCC-3′ (прямой) и 5′-

CTAGCGAGGGAATGAAGAAT-3′ (обратный).  

Количественная RT-ПЦР 

РНК выделялось из полушарий мозжечка животных в возрасте Р45 или 

Р46 с помощью набора RNeasy (Qiagen, Hilden, Germany), и подвергалось 

обратной транскрипции с помощью набора ReverTra AceR qPCR RT Kit 

(TOYOBO, Osaka, Japan). Измерения производились с помощью набора 

THUNDERBIRD qPCR Mix (TOYOBO) на амплификаторе Dice TP800 

(Takara-Bio, Shiga, Japan) с циклами 95 °C в течение 5 сек и 60 °C в течение 

30 сек. Уровень VEGF mРНК нормировался к уровню GAPDH. Изменения 

экспрессии VEGF были представлены относительно уровня показателей 

животного дикого типа. Использованы следующие пары праймеров: GAPDH, 

5’-ACAACTTTGGCATTGTGGAA-3’, 5’-GATGCAGGGATGATGTTCTG-3’; 

VEGF, 5’-CTGTGCAGGCTGCTGTAACG-3’, 5’-

GTTCCCGAAACCCTGAGGAG-3’. 

 

2.2.5. Исследование поведения животных  

Тест «Rotarod» 

Координацию исследовали с помощью метода вращающейся дорожки 

«Rotarod» (Rota-Rod Treadmill MK-610; Muromachi Kikai). Применялся 

протокол с постепенным нарастанием скорости вращения «accelerating 

protocol» (с 0 до 40 об/мин в течение 3 минут). В течение последующих 2 

минут дорожка вращалась с одинаковой скоростью 30 об/мин. Каждому 

животному давалось 4 попытки. Интервал между попытками составлял 30 
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минут. Мы записывали время нахождения животного на вращающейся 

дорожке и брали среднее значение. 

 

Исследование движений задних конечностей 

Протокол исследования был разработан Endo et al., 2009 (422). Животных 

анестезировали 2% изофлураном, после чего им приклеивали круглые 

отражательные элементы (2 мм в диаметре) на выбритые участки кожи левой 

конечности: гребень подвздошной кости, большой вертел, коленное 

сочленение, латеральную лодыжку, пятый плюснефаланговый сустав, и 

палец на ступне. Движения конечности записывались с частотой 200 

кадров/сек с помощью высокоскоростной камеры (HAS-220, DITECT, Inc.). 

Анализ движений производился в сагиттальной плоскости, параллельно 

направлению движения мыши. Программа анализа изображений «DIPP-

Motion Pro 2D» (DITECT, Inc.) использовалась для обработки движений в 

двух измерениях точек на суставах и для реконструирования диаграммы 

движения конечности. 

 

Выработка условного рефлекса на отрицательное подкрепление (Fear 

conditioning) 

Протокол проводился три дня подряд в соответствии со стандартным 

подходом (423). Тестовое устройство представляло собой акриловую 

квадратную камеру (размер 33 х 25 х 28 см), которая была помещена внутрь 

звуконепроницаемой камеры (размер 170 х 210 х 200 см) для минимизации 

внешнего шума во время испытаний. Над тестовой камерой устанавливали 

подсветку (светодиоды 100 люкс) и динамик для подачи условного 

раздражителя. Сетчатый пол был подключен к генератору (Ugo Basile, 

Gemonio, Италия) для подачи электрического сигнала в качестве 

безусловного стимула. В 1-й день создавали условия для замирания (тест на 

кондиционирование). Мышей помещали в камеру и позволяли свободно 
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исследовать в течение 120 с. После этого предъявляли слуховой стимул 

(белый шум, 55 дБ) в течение 30 с, а в течение последних 2 с белого шума 

подавали электрический разряд 0,3 мА. Чтобы установить связь условного и 

безусловного рефлексов повторяли раздражение три раза за сеанс через 120, 

240 и 360 с после начала испытания. Процесс тестирования фиксировали с 

помощью системы видеоанализа животных ANY MAZE (Behavior Tracking 

Software, Stoelting, Чикаго, Иллинойс, США). Мы измеряли эпизоды 

замирания и время замирания (в секундах) во время теста. Спустя 24 часа 

проводили контекстный тест, при котором мышей помещали в ту же камеру 

на 300 с при отсутствии каких-либо раздражителей. Сигнальный тест был 

проведен на 3-й день в новой среде. Эта тестовая камера отличалась цветом 

стен, структурой пола (без решетки) и освещенностью 30 люкс, что 

обеспечивало новый контекст по сравнению с камерой, связанной с 

условиями первого дня. Тест состоял из 180-секундного периода 

исследования новой среды мышами с последующей подачей белого шума в 

течение 180-секунд, но без электростимула. 

 

Приподнятый крестообразный лабиринт 

Приподнятый крестообразный лабиринт использовали для исследования 

тревожноподобного поведения (424). Лабиринт состоял из двух открытых 

рукавов (6 см × 32 см) и двух закрытых рукавов (6 см × 32 см с 

непрозрачными стенками высотой 19 см) с центральной площадкой 6 см × 6 

см и был поднят на 54 см над полом. В окружающей комнате было темно, а 

лабиринт освещался верхним светом. Мышь помещали в центр лабиринта 

лицом к открытому рукаву и позволяли исследовать его в течение 5 минут. В 

течение этого времени движение определялось автоматически с помощью 

системы видеоанализа животных ANY MAZE. Регистрировалось время 

нахождения в закрытых рукавах. Перед каждым испытанием лабиринт 

очищали 70%-ным этанолом (425). 
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Тест подвешивания мыши за хвост 

Тест подвешивания за хвост (TST) используется для выявления 

поведенческого отчаяния и для оценки эффектов антидепрессантов у мышей 

(426), (427). Мышь подвешивали за хвост на высоте более 10 см от пола на 6 

мин. Периоды и время полной неподвижности определяли с помощью 

системы видеоанализа ANY MAZE. Мыши, которые взбирались по 

собственному хвосту или падали вниз, были исключены из анализа. 

 

2.2.6. Вестерн-блоттинг 

Кора мозжечка, трансгенных животных и экспрессирующих вирусные 

генетические конструкции, была исследована с помощью вестерн-блоттинга, 

согласно установленным протоколам (417). Исследуемый материал был 

растворён в лизирующем буфере, содержащем 50 мл PBS и 5 мл EDTA, 0.4% 

раствор Triton X-100 был также добавлен вместе с коктейлем ингибиторов 

протеаз (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan). После обработки ультразвуком, 

концентрированные белки в образцах определялись с помощью прибора 

NIPA (non-interfering protein assay; Calbiochem, Darmstadt, Germany). Затем, 

образцы подвергались электрофорезу в 10% SDS полиакриламидном геле и 

переносились на PVDF мембраны (Immobilon; Millipore, Temecula, CA, USA), 

с последующим блокированием 4% раствором обезжиренного сухого молока 

в Tris-буферизованном солевом растворе, содержащем 0.2% Tween-20. Блоты 

инкубировались вместе с поликлональными антителами кролика или мыши к 

исследуемым белкам. Вторичные антитела были HRP-конъюгированы с 

антикроличьими или антимышиными IgG (Bio-Rad, Tokyo, Japan), 

соответственно, в разведении 1:4000. Иммунореактивные банды 

визуализировались с помощью усиленного хемилюминесцентного реагента 

(ECL plus; GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA). 

 



94 

 

2.2.7. Изготовление срезов живых тканей 

Мыши (P26-P35 и P36-45) были декапетированы, вскрыта черепная 

коробка и забран головной мозг. Головной мозг целиком был охлаждён в 

ледяном растворе Рингера ((в мM): 234 сахарозы, 2.5 KC1, 1.25 NaH2PO4, 

10 MgSO4, 0.5 CaCl2, 26 NaHCO3, 11 D-глюкозы), в течение 1 мин, который 

аэрировался смесью газов 95% O2 и 5% CO2. Затем был выделен червь 

мозжечка и использовался для приготовления парасагиттальных срезов. 

Для записи полевых потенциалов производилась фронтальная нарезка 

полушарий большого мозга. Срезы (толщиной 250-μм) были нарезаны с 

помощью вибротома (D.S.K. Super microlsicer Zero 1, Japan) и 

инкубировались до момента их использования в эксперименте, но не менее  

1 часа при комнатной температуре во внеклеточном растворе, имеющим 

следующий состав (в мM): 125 NaCl, 2.5 KC1, 1.25 NaH2PO4, 1 MgCl2, 2 

CaCl2, 26 NaHCO3, 10 D-глюкозы и 0.1 пикротоксина, который 

аэрировался смесью газов 95% O2 и 5% CO2. 

 

2.2.8. Электрофизиологические методы исследования 

Метод локальной фиксации потенциала (Patch clamp) 

Записи в режиме «целая клетка» проводились, согласно принципам, 

описанным ранее (413); (417), (428). Потенциал КП был фиксирован на 

уровне -70 мВ для записи ПВ-возбуждающих постсинаптических токов 

(ВПСТ) и на уровне -10 мВ для записи ЛВ-ВПСТ. Селективная стимуляция 

ЛВ и ПВ была подтверждена при помощи подавляющих парных импульсов 

(PPD) и усиливающих парных импульсов (PPF) амплитуд ВПСП в 

межстимуляционном интервале в 50 мсек, соответственно. Записи в режиме 

«целая клетка» производились с визуально различимых КП с использованием 

40х водно-иммерсионного объектива, прикреплённого к прямому 

микроскопу (Axioskop; Zeiss, Oberkochen, Germany), при комнатной 

температуре (26 °C). Сопротивление фиксирующих пипеток составляло 3–
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4 MΩ. Эти пипетки заполнялись внутриклеточным раствором, содержащим 

(в мM) 65 K-глюконата, 65 Cs-метансульфоната, 10 KCl, 1 MgCl2, 4 Na2ATФ, 

1 NaГTФ, 20 HEPES, 0.4 EGTA и 5 сахарозы (pH 7.3, выверенная с помощью 

CsOH). Срезы продолжительно инкубировались во внеклеточном растворе, 

содержащем (в мM): 125 NaCl, 2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 1 MgCl2, 2 CaCl2, 26 

NaHCO3, 10 d-глюкозы и 0.1 пикротоксина. Данный раствор постоянно 

аэрировался смесью газов, содержащим 95% O2 и 5% CO2. Пипетки для 

стимуляции (диаметр кончика 5–10-μм) заполнялись простым внеклеточным 

раствором и использовались для наложения прямоугольного импульса при 

очаговой стимуляции (продолжительность, 100 μсек; амплитуда, 5–500 μA). 

КП были фиксированы при − 70 мВ для записи ПВ-ВПСТ и при − 10 мВ для 

записи ЛВ-ВПСТ. Селективная стимуляция ЛВ и ПВ была подтверждена пи 

помощи ППИ и УПИ амплитуд ВПСТ в межстимуляционном интервале 

50 мсек, соответственно. Усилитель EPC-8 (HEKA Instruments, Lambrecht, 

Germany) и программное обеспечение pCLAMP9 (Molecular Devices, 

Sunnyvale, CA) использовались для записи и анализа данных. Производилась 

фильтрация сигналов с частой 3 кГц и оцифровка с частотой 10 кГц (Digidata 

1320A; Molecular Devices). Чтобы найти множественную иннервацию ЛВ КП, 

стимуляционный электрод систематически перемещался вдоль гранулярного 

слоя, также увеличивалась сила раздражения в каждой точке 

соприкосновения электрода с гранулярным слоем. LTD была исследована, 

как это описано ранее (427); (416). После получения стабильных ПВ-ВПСТ, 

регистрируемых в течение 10 мин, LTD вызывалась при помощи совместной 

стимуляции, состоящей из 30 единичных ПВ стимулов вместе с 

деполяризационным импульсом смещения изначального потенциала с -70 мВ 

до +20 мВ, длящимся 200 мсек. Гиперполяризационный импульс (-10 мВ, 50 

мсек) был применён за 420 мсек до каждого ПВ стимула для наблюдения за 

сопротивлением доступа. Если сопротивление изменялось более чем на 20%, 

такие записи не включались в результаты исследований. ПВ-ВПСТ 
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регистрировались каждые 10 сек при помощи стеклянного электрода, 

расположенного в молекулярном слое (продолжительность импульса, 10 

сек; сила, 20–100 A) приблизительно в удалении на 100 м от мягкой 

мозговой оболочки. Амплитуды ПВ-ВПСТ усреднённые за 1 мин были 

выбраны как среднее значение (6 импульсов за 1 минуту). Усреднённые 

амплитуды ПВ-ВПСТ после стимуляции анализировались и выражались в 

процентном соотношении к усреднённым амплитудам до применения 

стимуляции. Для записи медленных ВПСТ, сила электрического раздражения 

была отрегулирована относительно АМРА вызванных быстрых ВПСТ 

амплитудой 500 рА. Для выделения медленных ВПСТ срезы омывались 6-

циано-2,3-дигидрокси-7-нитро-квиноксилатом (CNQX), антагонистом 

глутаматных АМРА рецепторов. Затем, медленные ВПСТ вызывались 

наложением электрического стимула на ПВ в 200 Гц. 

 

Запись полевых потенциалов 

Срезы мозга перфузировали насыщенным кислородом (95% O2 + 5% 

CO2) внеклеточным раствором, содержащим (в мМ) 125 NaCl, 2,5 KCl, 2 

CaCl2, 1 MgCl2, 1,25 NaH2PO4, 26 NaHCO3 и 10 глюкоза при рН 7.2 со 

скоростью ~2 мл/мин. Для оценки суммарной синаптической активности 

нейронов пВПСП регистрировали из зон СА1 и СА3 вентрального 

гиппокампа с помощью электродов из боросиликатного стекла с 

сопротивлением 5–10 МОм, заполненных внеклеточным раствором. 

Активность нейронов вызывали электрической стимуляцией (длительность 

0,1 мс, 0,33 Гц) с использованием платиноиридиевого электрода 5 МОм, 

помещенного на коллатераль Шаффера. Регистрация данных (фильтр 3 кГц) 

и преобразование в цифровой формат осуществлялись с помощью усилителя 

HEKA EPC10. Были измерены амплитуда пВПСП, время нарастания, τ и 

коэффициент усиления парных импульсов (PPF). PPF регистрировали с 
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интервалом 50 мс между первым и вторым пВПСП и измеряли как 

отношение второго пВПСП к первому пВПСП. 

 

2.2.9. Ca
2+

 имиджинг 

ПВ стимулировали импульсами тока (60 μсек, 5-100 μA) через 

стеклянную пипетку, заполненную внеклеточным раствором. Для улучшения 

визуализации стимулируемой зоны дендритов в КП на конфокальном 

изображении, кончик стимуляционной пипетки погружался в раствор 

раствором PBS, содержащий 0.1-0.2% Alexa Fluor 488-конъюгированным 

козы к IgG кролика (Life Technologies) в течение 3-10 сек до использования 

(429). Сигнал от подсвеченного кончика пипетки на поверхности 

молекулярного слоя никогда не забивал Ca
2+

 сигналы дендритов КП, так как 

её фокус всегда был выше. Для записи Ca
2+

 сигналов, делались 

конфокальные флуоресцентные изображения с частотой ~30 кадров/сек (33 

мсек экспозиция, 512 × 512 пикселей, без фильтра) с помощью 40× водно 

иммерсионного объектива (LUMPLFLN 40XW, Olympus, Tokyo, Japan), CCD 

камеры (iXon3 DU-897E-CS0-#BV-500, Andor, Belfast, Northern Ireland) и 

высоко скоростной заглушки (CSU-X1, Yokogawa Electric, Tokyo, Japan), 

прикреплённой к микроскопу (BX51WI, Olympus, Tokyo, Japan). Исследуемая 

область дендритов КП была выбрана так, чтобы ветвление дендритов лежало 

максимально в одной плоскости, чтобы избежать перекрытия с сигналами 

вне фокуса. Более 5 исследуемых областей (ROI) одного и того же размера 

(обычно десятки ROI) исследовались для описания процесса в дендритах, и 

каждая ROI сравнивалось с нефлуорисцирующим внеклеточным 

пространством, чтобы избежать возможной неправильной оценки 

флуоресценции из-за заднего фона. Правильность положения ROI также 

подтверждалась на усреднённых снимках или изображениях с максимальной 

проецированной интенсивностью, полученных от более 300 снимков. Размер 

ROI был намного меньше, чем внутренний размер Ca
2+

 сигнала дендритов, 
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распространяющегося радиально от точки стимуляции. Таким образом мы 

смогли минимизировать появление ложных Ca
2+

 сигналов. Средняя 

флуоресценция во время t (Ft) в каждой ROI измерялась относительно 

свечения заднего фоне, и Ca
2+

-зависимое увеличение флуоресценции 

измерялось при подсчёте ΔF/Fбазового, где Fбазовое – это средняя интенсивность 

свечения до стимуляции ПВ и ΔF = Ft - Fбазовое. Свечение заднего фона было 

получено из области, не содержащей элементы записи на том же снимке. Ca
2+

 

трейсы (ΔF/Fбазовый) от каждой ROI было показано одинаково, с некоторыми 

вариациями. Для оценки Ca
2+

 сигналов, пиковых значений, интегралов и 

времени полуспада измерялись значения из всех Ca
2+

 трейсов, и их 

максимальные значения были взяты для репрезентативных данных 

конкретной клетки. Для достижения mGluRs-опосредованных процессов в 

ПВ-КП синапсах, была применена короткая высокочастотная тетанус-

стимуляция. Сила импульса была подобрана так, что амплитуда первой ПВ 

ВПСТ была примерно 100 pA и без признаков активации ЛВ. После 

обнаружения Ca
2+

 сигналов, вызванных раздражением ПВ, NBQX (10-20 μM) 

и D-AP5 (50-100 μM) применялись внеклеточно для изоляции mGluR-

опосредованных медленных Ca
2+

 сигналов в дендритах. 

 

2.2.10. Введение биоцитина и морфологический анализ КП 

Для последующей визуализации морфологии КП, 0.5% биоцитин 

(Sigma-Aldrich, CO., St. Louis, USA), разведённый во внутриклеточном 

растворе, вводился посредством пассивной диффузии через фиксирующую 

пипетку в КП в режиме «целая клетка». Срезы мозжечка затем 

фиксировались в 4% растворе параформальдегида. После фиксации в течение 

одной ночи при 4°С, срезы были промыты в фосфатно-солевом буфере (3 

раза по 5 мин) и обработаны 0.1 М в фосфатно-солевом буфере (рН 7.4), 

содержащим конъюгированный стрептавидин-Алекса 594. После 2 ч 

инкубации в этом растворе при комнатной температуре, в темноте, срезы 
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были нанесены на предметные стёкла и покрыты покровным стеклом с 

добавлением монтирующей жидкости. Срезы анализировались с помощью 

конфокального лазер-сканирующего микроскопа (LSM 5 PASCAL; Carl Zeiss, 

Вена, Австрия). При конфокальной микроскопии срезы мозжечка 

сканировались с интервалом глубины в 1м в режиме Z-stack. Для 

визуализации дендритов, флуоресценция, исходящая от Алекса-546 

(возбуждаемая Гелиевым/Неоновым лазером) и GFP (возбуждаемая 

аргоновым лазером) собиралось в два канала с фильтрами на 560 нм и 480-

520 нм, соответственно. Подсчёт площади дендритов КП, меченых 

биоцитином, производился с помощью анализирующей программы IP Lab. 

 

2.2.11. Статистический анализ результатов 

При оценке полученных фактических данных были использованы 

методы статистического описания, а также методы проверки статистических 

гипотез. Полученные значения выражались, как среднее ± стандартная 

ошибка среднего, с приведением количества исследованных КП или 

животных, либо в виде Mе (Q1; Q3) где Ме – медиана, Q1 и Q3 – нижний и 

верхний квартили. В экспериментах использовалось не менее 3 животных в 

каждой группе, до 15 независимых измерений на группу. 

При нормальном распределении выборки (оценка по критерию Колмогорова-

Смирнова) статистический анализ различий между группами проводили с 

помощью непарного/парного t-теста Стьюдента. При распределении 

отличном от нормального использовали U-критерий Манна-Уитни. При 

сравнении нескольких групп использовали дисперсионный анализ через 

апостериорный критерий Тьюки. В анализе таблиц сопряжённости для 

выборок маленьких размеров использовался точный тест Фишера после 

множественной парной коррекции Холмса. Во всех случаях различия 

принимали значимыми при p ≤ 0,05.  



100 

 

Мы оценивали дендритную и соматическую ёмкости путем оптимизации 

двухчленного экспоненциального ряда кривой зависимости тока от скачка 

напряжения, чтобы найти постоянные времени τi. Здесь Rss = 4 МΩ – входное 

сопротивление, Ai – свободные параметры. Индексы d и s обозначают 

дендритный и соматический компоненты соответственно. Результирующая 

емкость затем рассчитывалась как Ci = τi/ Rm {i = d, s}. Rm– сопротивление 

мембраны. Оптимизация проводилась в программе ClampFit 10.7 software. 

Vшаг = 10 мВ (430): 

 

DSE анализировали с использованием уравнения двойной экспоненциальной 

формы сигнала  

                                      

Эта кривая удобна для предсказания изменений проводимости в 

синапсах (431). Эта модель была подогнана к экспериментальным данным 

путем минимизации суммы квадратов остатков по Нелдеру-Миду, чтобы 

найти «A» – максимальное снижение ВПСТ в процентах от начального 

уровня, и «τ1» и «τ2» –периоды полураспада для ВПСТ, чтобы достичь 

минимума и восстановиться до начальных 100%, соответственно. Для 

получения 95% доверительных интервалов для параметров A, τ1 и τ2 

использовался метод параметрической начальной загрузки. Этот анализ был 

выполнен с использованием пакета Python 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



101 

 

ГЛАВА 3.  РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

 

 

3.1. Спектр патогенетических изменений при полиглутаминовых СЦА 

Сложные разнонаправленные патологические механизмы при СЦА1 

обуславливают широкий спектр нарушений, как в КП, так и в других клетках 

коры мозжечка. Для наглядной демонстрации общности этих процессов мы 

сравнили СЦА1 модели с другими моделями нейродегенерации мозжечка. Во 

всех этих моделях мы нашли нарушение морфологии КП, 

транссинаптической передачи и синаптической пластичности, связанной с 

mGluR1 передачей сигналов.  

3.1.1. Нейрон-обусловленные нарушения в универсальной 

полиглутаминовой модели 

Первая модель – это трансгенная универсальная полиглутаминовая модель 

(PolyQ). Мы создали модельных мышей, которые экспрессируют 

укороченный с N-конца атаксин 3 с аномально расширенным поли-Q-

участком, селективно в КП. Так как специфический Джозефиновый домен 

был удалён, то эта модель может считаться универсальной 

полиглутаминовой моделью спиноцеребеллярных атаксий. В этой модели мы 

наблюдали нарушение морфологии КП и синаптической передачи.  

 

3.1.1.1. Нарушение морфологии КП в полиглутаминовой модели СЦА 

Ёмкость мембраны КП у данных гетерозиготных полиглутаминовых 

животных (174.2±12.6 pF, n=27) была значительно меньше таковой в 

сравнении с животными дикого типа (808.8±20.1 pF, n=24) (Рисунок 9А), что 

показывает, в первую очередь, на значительное уменьшение площади 

дендритов. Другие пассивные свойства мембраны тела КП, как 

сопротивление доступа и сопротивление мембраны не отличались в этих 

исследуемых группах. Внутриклеточное окрашивание и иммуноокраска КП с 
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помощью биоцитина подтвердила значительное нарушение строения и 

ветвления дендритов в данных клетках у гетерозиготных полиглутаминовых 

животных в сравнении с животными дикого типа (Рисунок 9Б). Анализ 

кинетики ПВ ВПСТ показал значительное ускорение времени подъёма и 

коэффициента спада (τ) у гетерозиготных полиглутаминовых животных в 

сравнении с животными дикого типа (Рисунок 9В и Таблица 6), что можно 

объяснить падением ёмкости дендритов за счёт их укорочения и большей 

компактности. Не было найдено значимых отличий в кинетике ЛВ ВПСТ, а 

также PPF и PPD в данных исследуемых группах (Рисунок 9В, Г и Таблица 6) 

(432). 
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Рисунок 9 Нарушение ветвления дендритов КП у гетерозиготных 

полиглутаминовых мышей в возрасте 12-16 недель. А Ёмкость мембраны КП 

у животных дикого типа и гетерозиготных полиглутаминовых мышей. 

Каждая точка на графике показывает ёмкость отдельной КП в pF. Коробки и 

усы показывают стандартную ошибку среднего и среднеквадратичное 

отклонение, соответственно. Срединных линии в коробках показывают 

средние значения в каждой группе. Звёздочки показывают статистически 

значимые отличия в сравнении с соответствующей контрольной группой, 

полученные с помощью непарного критерия Стьюдента, ***p <0.001. Б 

Репрезентативные изображения биоцитин-меченых КП. Мерная шкала, 50 

μм. В, Г Репрезентативные кривые ПВ ВПСТ (В) и ЛВ ВПСТ (Г) (432). 

 

 Cm 

(pF) 

Ra 

(MΩ) 

Rm 

(MΩ) 

ПВ ВПСТ ЛВ ВПСТ 

Подъём Спад PPF Макс Подъём Спад PPD 

ДТ без 

введения 

(n=24/4) 

808.8 ± 

20.1 

10.0 ± 

0.3 

249.9 ± 

22.1 

2.9 ± 0.2 9.6 ± 

0.6 

1.6 ± 

0.1 

724.5 

± 51.9 

0.7 ± 0.0 5.8 ± 0.5 0.7 ± 

0.2 

PolyQ без 

введения 

(n=27/4) 

174.2 ± 

12.6 

13.4 ± 

0.7 

300.6 ± 

33.9 

1.6 ± 0.1 4.1 ± 

0.3 

1.5 ± 

0.1 

721.3 

± 87.9 

0.8 ± 0.1 5.9 ± 0.4 0.7 ± 

0.0 

Таблица 6. Электрофизиологические свойства нативных КП дикого типа и 

КП от PolyQ трансгенных животных. Исследованы животные в возрасте 13-

16 недель. Ra, сопротивление доступа; подъём, время подъёма; спад, 

константа время спада; PPF, коэффициент усиления парных импульсов; PPD, 

коэффициент угнетения парных импульсов. Показатели PPF и PPD были 

получены при наложении двух импульсов с разницей во времени в 50 мс. 

Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего (SEM) 

(432). 
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3.1.1.2. Нарушение синаптической пластичности КП в 

полиглутаминовой модели СЦА 

Мы исследовали SSE для проверки mGluR1 сигнального пути в КП PolyQ 

трансгенных животных. В ответ на тетанус стимуляцию, амплитуда ПВ 

ВПСТ в контрольной группе КП от животных дикого типа (ДТ) уменьшалась 

до 17,6±2,3% от уровня до стимуляции. Возвращение амплитуды до 

исходных значений занимало более 60 с. В противовес этому, амплитуда ПВ 

ВПСТ в КП от PolyQ трансгенных животных повышалась до 107,5±12,4% 

непосредственно после стимуляции и в максимуме достигала 140 % от 

уровня контрольных значений (p<0,01) (Рисунок 10А). Это доказывает, что у 

PolyQ трансгенных животных имеет место нарушение mGluR1 сигнального 

пути. Однако здесь нельзя исключить нарушение выделения 

эндоканнабиноидов. Для проверки этой гипотезы мы исследовали mGluR 

независимую эндоканнабиноид-опосредованную синаптическую 

пластичность (DSE). Однако DSE в КП от PolyQ трансгенных животных не 

была нарушена и статистически значимо не отличалась от DSE в КП от 

животных ДТ (Рисунок 10Б) (432). 

 

Рисунок 10 Нарушение синаптически вызванного подавления возбуждения 

(SSE), но не подавления возбуждения посредством деполяризации (DSE) в 

ПВ ВПСТ у PolyQ трансгенных животных. Амплитуда ПВ ВПСТ была 

фиксирована на уровне приблизительно 400 pА до стимуляции SSE или DSE. 

А Динамика изменения амплитуд ПВ ВПСТ до и после тетанус-стимуляции 

показывает абсолютное отсутствие SSE в КП PolyQ трансгенных животных. 

Справа показан график усреднённых амплитуд ПВ ВПСТ сразу после 

тетанус-стимуляции (временная точка 2) нормированных к уровню до 

стимуляции (временная точка 1). Б Динамика изменения амплитуд ПВ ВПСТ 

до и после 5 секундной деполяризации показывает сохранение DSE в КП 
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PolyQ трансгенных животных. Справа показан график усреднённых 

амплитуд ПВ ВПСТ сразу после деполяризации (временная точка 2) 

нормированных к уровню до стимуляции (временная точка 1). Во вкладках 

над графиками А и Б показаны последние ПВ ВПСТ до стимуляции (1) и 

первая ПВ ВПСТ после стимуляции (2). Количество (n) исследованных КП и 

животных (КП/животные) указано на графиках в скобках. Звёздочки 

показывают статистически значимые отличия в сравнении с 

соответствующей контрольной группой, полученные с помощью непарного 

критерия Стьюдента, **p <0.01 (432). 
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Для исключения патологического механизма депрессии амплитуды ПВ 

ВПСТ при DSE у PolyQ трансгенных животных не связанного с выделением 

эндоканнабиноидов, мы провели такой же эксперимент в присутствии 

AM251, антагониста пресинаптических эндоканнабиноидных рецепторов 

CB1. В присутствии АМ251 DSE полностью блокировалась (Рисунок 11). В 

совокупности эти данные показывают, что эндоканнабиноид-опосредованная 

кратковременная пластичность нарушается у PolyQ трансгенных животных в 

следствие уменьшения сигнализации по mGluR сигнальному пути (432). 

 

Рисунок 11. подавления возбуждения посредством деполяризации (DSE) в 

ПВ ВПСТ у PolyQ трансгенных животных и её подавление в присутствии 

AM251. А Репрезентативные кривые ПВ ВПСТ до (1) и сразу после (2) 

деполяризации, полученные в отсутствии (контроль) и в присутствии 

антагониста СВ1 рецепторов (+AM 251 (5 μM)). Основное изображение: 

Динамика изменения амплитуд ПВ ВПСТ до и после 5 секундной 

деполяризации в отсутствии (слева) и в присутствии (справа) of AM 251 (5 

μM). Амплитуды ПВ ВПСТ были нормированы к уровню до деполяризации. 

Количество (n) исследованных КП и животных (КП/животные) указано на 

графиках в скобках. Б График усреднённых амплитуд ПВ ВПСТ сразу после 

деполяризации (временная точка 2) нормированных к уровню до стимуляции 
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(временная точка 1) в отсутствии (контроль) и присутствии антагониста ВС1 

рецепторов (+AM 251 (5 μM)). Звёздочки показывают статистически 

значимые отличия в сравнении с соответствующей контрольной группой, 

полученные с помощью непарного критерия Стьюдента, ***p<0.001 (432). 

 

Другой функцией mGluR1 является IP3-опосредованная Ca2+ мобилизации с 

последующей активацией различных типов протеин киназ C (PKC) (433). У 

мутантных мышей с отсутствием mGluR1 или молекул его каскада (Gαq, 

фосфолипаза Cβ4, DAG или PKCγ), множественная иннервация ЛВ КП 

присутствует и у взрослых животных, так как нарушается элиминация ЛВ на 

3 неделе постнатального развития (434).  

Отсутствие или нарушение функции mGluR1 вызывает последующие 

изменения в работе и структуре РКСγ. На моделях, содержащих мутантную 

РКСγ с нарушенным C1 доменом было показано её цитоплазматическое 

накопление при отсутствии связывания с DAG (435). Более того, даже PKCγ 

дикого типа, при таких повторных неблагоприятных стимулах может 

дестабилизироваться и объединяться посредством межмолекулярных 

взаимодействий с последующей агрегацией и потерей функции (Рис 12) 

(436). 

 

Рисунок 12. ДТ PKCγ формирует амилоид-подобные фибрилы in vitro. (A) 

Представлена окраска «Coomassie Brilliant Blue» очищенной рекомбинантной 
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PKCγ ДТ. Стрелки показывают рекомбинантный протеин. (Б) Очищенная 

рекомбинантная PKCγ ДТ инкубировалась при 37°C в течение определённого 

времени и перенесена в SDS–PAGE с мечением анти-PKCγ. Данные 

представлены в экспериментах от трёх мышей с одинаковыми результатами 

(436). 

 

Потеря функции данного фермента у РКСγ нокаутных животных вызывала 

увеличение количества синапсов КП с ЛВ в более половине случаев 

регистрации ЛВ ВПСТ у молодых (А) и взрослых (В) животных. Введение 

же изоформ РКСγ снижало количество синапсов ЛВ и КП (Рис 13) (437). 

 

Рисунок 13. Восстановление элиминации синапсов с ЛВ от векторной 

экспрессии РКC изоформ в КП PKCγ-КО животных. (А и В) 

Репрезентативные кривые ЛВ ВПСТ в КП от PKCγ КO животных без (слева) 

или с введением в мозжечок лентивирусных конструкций, экспрессирующих 

рекомбинантную PKCγ (в середине) или рекомбинантную PKCα (справа) на 

P6–P7 (А) или P21–P25 (С). Электрофизиологический анализ проводился 

через 2–3 недели после векторной инъекции. (Б и Г) Частотная гистограмма 

КП, отражающая количество синапсов с ЛВ. Данные получены от PKCγ KO 
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КП без (белые колонки) и с введением в мозжечок векторов, 

экспрессирующих PKCγ (чёрная колонка) или PKCα (серая колонка) на P6–

P7 (Б) или P21–P25 (Г). По горизонтали показано количество кривых ЛВ 

ВПСТ, соответсвующих количеству синапсов. Количество использованных 

КП и животных показано на каждом графике. **p = 0.0021 и *p = 0.0233, тест 

Крускалла-Волиса (437). 

 

Подобные патологические изменения наблюдались нами в модели 

полиглутаминовых мышей, у которых более половины всех КП содержали 

множественные синапсы с ЛВ (Рис 14). 

 

Рисунок 14. Нарушение элиминации синапсов с ЛВ у животных с 

полиглутаминовой моделью нейродегенерации мозжечка. А 

Репрезентативные кривые ЛВ ВПСТ в КП от ДТ и PolyQ животных. Б 

Частотная гистограмма КП, отражающая количество синапсов с ЛВ. Данные 

получены от КП ДТ (чёрная колонка) и PolyQ (белая колонка). По 

горизонтали показано количество кривых ЛВ ВПСТ, соответсвующих 

количеству синапсов. Количество использованных КП и животных показано 

на каждом графике. 
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3.1.1.3. Нарушение экспрессии RoRα в полиглутаминовой модели СЦА 

Мы считаем, что вышеописанные нарушения морфологии КП и mGluR 

сигнализации у PolyQ модельных животных имеют общий источник 

нарушения в виде дефицита белка RORα. Данные нарушения в общей 

полиглутаминовой модели мы показали впервые. Для этого мы использовали 

гомозиготных мышей staggerer, у которых наблюдается значительная 

недостаточность экспрессии белка RORα, который важен для развития 

дендритов КП, миграции и организации КП в один слой, и функционального 

нарушения mGluR сигнализации (303). Этот фенотип имел схожие черты с 

фенотипом PolyQ трансгенных мышей, но был менее выраженным (Рисунок 

15) (432). 

 

 

Рисунок 15. Схожесть фенотипов КП PolyQ трансгенных мышей и 

гомозиготных мышей «staggerer». Микрофотографии срезов мозжечка PolyQ 

трансгенных мышей (A) и мышей staggerer (Б) в возрасте 13 недель 

иммуномеченные mGluR1 (зелёная метка), RORa (пурпурная метка) и 

кальбиндин (голубая метка). Тела КП отмечены стрелками. В обеих линиях 

мышей наблюдалось нарушение организации тел КП, бедное ветвление 

дендритов и гранулярная агрегация mGluR1 (в сравнении с хорошим 
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распространением mGluR1 в КП дикого типа на Рисунок 3). Примечательно 

то, что RORa отсутствует в коре мозжечка гомозиготных мышей staggerer и 

значительно уменьшено в КП PolyQ трансгенных мышей. Мерная шкала: 20 

μм (432). 

 

RORα хорошо экспрессируется в КП животных дикого типа и является 

транскрипционным фактором, который инициирует экспрессию различных 

молекул, вовлечённых в развитие дендритов глутаматные пути передачи 

сигналов (9). Мыши staggerer имеют делецию 122 пар оснований в гене rora 

(406), и имеют нарушение RORα-опосредованной транскрипции генов. Для 

понимания патологической общности PolyQ трансгенных мышей и мышей 

staggerer, экспрессия RORα и mGluR1 белков была исследована с помощью 

ИГХ. Большое количество RORα экспрессировалось в ядрах КП и, в меньшей 

степени, в ядрах корзинчатых и веретенообразных клеток у животных дикого 

типа (Рисунок 16А). В противовес этому, в ядрах КП PolyQ трансгенных 

животных наблюдалось значительное уменьшение экспрессии RORα, а в 

интернейронах было сохранено или даже усилено (Рисунок 16Б). Более того, 

белок mGluR, который располагается на терминалях ПВ, давал равномерную 

окраску МС в срезах животных дикого типа (Рисунок 16А). В случае же 

PolyQ трансгенных животных и мышей staggerer, он формировал агрегаты 

(Рисунок 15 и Рисунок 16Б). Эти результаты показывают, что уменьшение 

количества RORα в ядрах КП и последующие дефекты RORα-

опосредованной транскрипции у PolyQ трансгенных животных могут лежать 

в основе патологического фенотипа, схожего с фенотипом RORα-

дефицитных гомозиготных мышей staggerer (432). 
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Рисунок 16. Нарушение экспрессии RORα в ядрах КП PolyQ трансгенных 

животных. Микрофотографии срезов мозжечка иммуномеченные mGluR1 

(зелёная метка), RORa (пурпурная метка) и кальбиндин (голубая метка). А У 

мышей дикого типа, белок RORα присутствовал в ядрах КП (стрелки слева) и 

интернейронах, тогда как mGluR1 локализовался в шипиках дендритов 

(изображения справа). Б В мозжечке PolyQ трансгенных животных, ядра 

интернейронов были чётко иммуноокрашены анти-RORα, тогда как тела КП 

(стрелки справа) имели слабое иммуноокрашивание к RORα или не имели 

его вовсе. Белок mGluR1 экспрессировался в дендритах КП PolyQ 

трансгенных животных, но образовывал большие кластеры в сравнении с 

животными дикого типа. Мерная шкала, 20 μм (432). 

 

3.1.2. Нейрон-опосредованные нарушения у СЦА1 модельных мышей 

Подобные данные мы получили от трансгенных СЦА1 мышей. Проблемой 

использования трансгенных животных для изучения заболевания, 

проявляющегося в зрелом возрасте, может быть появление ранних 

патологических проявлений. Для этого мы исследовали синаптическую 

передачу и пластичность у СЦА1 B05 трансгенных животных в 3, 5 и 12 

недель после рождения. 

 



113 

 

3.1.2.1. Нарушение синаптической передачи у В05 СЦА1 модельных 

мышей 

Мы описали базовые синаптические ответы в ПВ-КП синапсах у данных 

животных при записи ВПСТ в ответ на различные по силе раздражения ПВ. 

Во всех трёх возрастных категориях (3, 5 и 12 недель), не было выявлено 

значительных различий (Рисунок 17, р = 0.48; 0.50 и 0.36, соответственно). 

Однако ПВ ВПСТ были более быстрыми у 5 и 12 недельных СЦА1 В05 

трансгенных животных по сравнению с животными дикого типа (Таблица 7; 

время подъёма у 12 недельных животных, р< 0.05; константа времени спада у 

5 недельных животных, р < 0.05  и у 12 недельных животных, < 0.01) (404). 

 

 

Рисунок 17. Отсутствие нарушений базовых быстрых синаптических ответов 

в ПВ-КП синапсах у СЦА1 В05 трансгенных животных A–В, усреднённое 

соотношение между силой стимула ПВ и амплитуды ВПСТ 3 недельных (A), 

5 недельных (B) и 12 недельных (C) животных ДТ (белые круги) и СЦА1 В05 

трансгенных животных (закрашенные круги). Сверху показаны 

репрезентативные кривые ПВ ВПСТ. Количество исследованных КП 

показаны в скобках от, по крайней мере, трёх животных в каждой группе. Не 
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было выявлено различий с помощью однофакторного дисперсионного 

анализа (404). 

 ПВ ВПСТ ЛВ ВПСТ 

время 

подъёма 

(мс) 

τ (мс
-1

) PPF Амплитуда 

(pA) 

время 

подъёма 

(мс) 

τ (мс
-1

) PPD 

Мыши 

3 нед 

ДТ 

2.9 ± 0.4 

(13)  

9.4 ± 0.9 

(13)  

1.7 ± 

0.1 (7)  

814.6 ± 80.3 

(10)  

1.3 ± 0.2 

(9)  

7.9 ± 0.4 

(10)  

0.74 ± 0.02 

(10) 

3 нед 

СЦА1 

В05  

2.5 ± 0.2 

(15)  

7.9 ± 0.8 

(15)  

1.8 ± 

0.1 (8)  

801.9 ± 81.3 

(10)  

1.2 ± 0.1 

(10)  

8.0 ± 0.8 

(10)  

0.74 ± 0.01 

(10) 

5 нед 

ДТ  

3.0 ± 0.2 

(14)  

10.9 ± 0.8 

(14)  

1.7 ± 

0.1 

(14)  

840.7 ± 

101.4 (10)  

1.3 ± 0.07 

(10)  

8.1 ± 0.8 

(10)  

0.65 ± 0.04 

(10) 

5 нед 

СЦА1 

В05 

2.6 ± 0.4 

(11)  

∗7.4 ± 0.8 

(11)  

1.7 ± 

0.1 

(11)  

783.1 ± 59.7 

(10)  

1.3 ± 0.1 

(10)  

8.3 ± 0.7 

(10)  

0.70 ± 0.07 

(10) 

12 нед 

ДТ  

2.8 ± 0.3 

(9)  

10.0 ± 1.0 

(9) 

 1.6 ± 

0.2 (9)  

797.3 ± 66.8 

(10)  

1.4 ± 0.1 

(10)  

8.1 ± 0.8 

(10)  

0.71 ± 0.04 

(10) 

12 нед 

СЦА1 

В05 

∗1.7 ± 0.2 

(16)  

∗∗5.2 ± 0.7 

(19)  

1.6 ± 

0.1 

(19)  

883.2±108.3 

(10)  

∗1.1 ± 0.1 

(10)  

7.8 ± 0.5 

(10)  

0.76 ± 0.03 

(10) 

Таблица 7. Базовые АМРА рецептор-опосредованные быстрые ВПСТ в КП 

животных ДТ и СЦА1 В05 трансгенных животных. В ПВ ВПСТ и ЛВ ВПСТ 

была исследована их кинетика (10–90% время подъёма и константа времени 

спада) и амплитуды. Коэффициенты PPF и PPD анализировались после 

наложения двойных стимулов с интервалом в 50 мс. Двухфакторный 

дисперсионный анализ по генотипу и возрасту показали значительные 

эффекты генотипа только относительно времени подъёма и константы 

времени спада ПВ ВПСТ без влияния на возраст (время подъёма; генотип, 
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F1,72 = 7.46, P < 0.01; возраст, F2,72 = 1.98, P = 0.16; взаимодействие, F2,72 = 

0.80, P = 0.45: константа времени спада; генотип, F1,75 = 20.42, P < 0.0001; 

возраст, F2,75 = 1.41, P = 0.25; взаимодействие, F2,75 = 1.84, P = 0.17). 

Апостериорный тест между животными ДТ и СЦА1 В05 (генотип) показал 

значительное различие в возрасте 5 недель в константе времени спада и в 

возрасте 12 недель во времени подъёма и константы времени спада ПВ 

ВПСТ. Тест множественного сравнения показывает значительное различие 

времени подъёма ЛВ ВПСТ в возрасте 12 недель между животными ДТ и 

СЦА1 В05 трансгенными животными. ∗P < 0.05, ∗∗P < 0.001. Количество 

исследованных КП показаны в скобках (404). 

 

3.1.2.2. Нарушение синаптической пластичности у В05 СЦА1 модельных 

мышей 

Для описания возрастной зависимости функциональны нарушений mGluR 

сигнализации в синапсах ПВ-КП СЦА1 модельных В05 мышей, мы 

исследовали mGluR-опосредованные медленные ВПСТ в выше указанных 

трёх временных точках. В присутствии NBQX (10–20 μM), блокирующего 

AMPA рецепторы, тетанус-стимуляция ПВ (10 и 25 импульсов с частотой 200 

Гц) эффективно вызывала медленные ВПСТ у мышей ДТ во всех 

исследуемых группах (Рисунок 18A, верхняя часть). В противовес этому, 

mGluR-обусловленные медленные ВПСТ были значительно уменьшены в КП 

СЦА1 модельных В05 мышей в возрасте 5 недель (10 импульсов, 0.16 ± 0.03, 

нормированные к амплитуде 3 недельных животных дикого типа р<0.005; 25 

импульсов, 0.15±0.03, р<0.001; n=11 КП от 4 животных) и старше (10 

импульсов, 0.15 ± 0.03, нормализированные к тем же показателям, р < 0.05; 

20 импульсов, 0.13 ± 0.03, р < 0.05; n = 11 КП от 4 животных). У молодых 

СЦА1 модельных В05 животных в возрасте 3 недель амплитуды медленных 

ВПСТ не отличались от таковых, полученных от животных дикого типа 
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(Рисунок 18A). Эти находки подтверждают тот факт, что экспрессия TRPC3 

подавляется у СЦА1 В05 трансгенных животных с возраста 4 недель (208), 

так как открытие TRPC3 каналов вызывает появление медленных ВПСТ 

опосредованно через активацию mGluR (438). Далее мы исследовали 

синаптически вызванное подавление возбуждения (SSE) у СЦА1 В05 

трансгенных животных. У животных дикого типа в возрасте 3, 5 и 12 недель 

SSE не отличалось. Такие же показатели были достигнуты при исследовании 

СЦА1 В05 трансгенных животных в возрасте 3 недель (Рисунок 18Б, чёрные 

и голубые линии, n = 10). В более зрелом возрасте (5 и 12 недель) СЦА1 В05 

трансгенные мыши показали прогрессирующее нарушение SSE 

(нормированные амплитуды первых ВПСТ после ПВ стимуляции: в возрасте 

5 недель, 47.2±12.6%, n=10; 12 недель, 83.2±11.1%, n = 10; р < 0.001; 

возрастной эффект, р < 0.05; взаимодействие, р < 0.005) со значительным 

сокращением продолжительности депрессии ВПСТ (Рисунок 18Б). Кроме 

SSE, другая форма синаптической пластичности, LTD, также требует 

активации mGluR1 рецепторов в КП (439), (440). Поэтому мы исследовали 

LTD у СЦА1 В05 трансгенных мышей. LTD было вызвано в ПВ-КП синапсах 

у данных животных в возрасте 3 недель (нормированные амплитуды ПВ 

ВПСТ после 30 мин после индукции: 71.1±7.5%, n = 5 КП от 5 мышей). 

Данный уровень LTD был замечен у мышей дикого типа (в возрасте 3 недель, 

67.7±3.6%, n = 5 КП от 5 мышей; 5 недель, 65.9±2.8%, n = 5 КП от 5 мышей; 

12 недель, 69.4±6.8%, n = 5 КП от 5 мышей) (Рисунок 18В). В противовес 

этому, в возрасте 5- и 12-недель СЦА1 В05 трансгенные мыши показывали 

нарушение LTD (Рисунок 18В; нормированные амплитуды ПВ ВПСТ после 

30 мин после индукции: в возрасте 5 недель, 96.7±3.0%, n = 5 КП от 5 

мышей; 12 недель, 97.7±4.0%, n = 8 КП от 7 мышей; эффект генотипа, р < 

0.0001; возрастной эффект, р < 0.05; взаимодействие, р < 0.05). Вместе эти 

результаты (Рисунок 18A–В) показывают, что СЦА1 В05 трансгенные мыши 

в возрасте 5 недель (ранняя стадия заболевания) и старше имеют нарушение 
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mGluR путь передачи сигналов, что вызывают уменьшение амплитуд 

медленных ВПСТ и подавление SSE и LTD в ПВ-КП синапсах (404). 
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Рисунок 18. Прогрессирующее mGluR1-опосредованное нарушение 

медленных ВПСТ и синаптической пластичности в ПВ-ВПСТ синапсах у 

СЦА1 В05 трансгенных мышей. A, кривые mGluR1-опосредованных 

медленных ВПСТ, записанные с КП дикого типа (верхняя часть) и СЦА1 В05 

трансгенных мышей (средняя часть) после добавления блокатора AMPA 

рецепторов NBQX (20 μM). Стимуляционные артефакты частично удалены. 

Внизу представлены усреднённые данные амплитуд медленных ВПСТ, 

нормированных к показателям мышей дикого типа в возрасте 3 недель после 

наложения 10 или 25 импульсов с частотой 200 Гц. Двухфакторный 

дисперсионный анализ для сравнения генотипов (ДТ и СЦА1 В05) в возрасте 

(3, 5 и 12 недель) выявил значительное влияние, но без взаимодействия 

(генотип × возраст) в обеих стимуляционных режимах (200 Гц 10 стим.; 

генотип F1,64 = 17.16, р = 0.0001; возраст F2,64 = 2.21, р = 0.12; 

взаимодействие F2,64 = 1.68, р = 0.20; при сравнении мышей ДТ и СЦА1 

В05, в возрасте 3 недель р = 0.28, 5 недель ∗∗р < 0.005, 12 недель ∗р < 0.05: 

200 Гц 25 стим.; генотип F1,64 = 22.53, р < 0.0001; возраст F2,64 = 4.14, р = 

0.02; взаимодействие F2,64 = 1.59, р = 0.21; при сравнении мышей ДТ и 

СЦА1 В05, в возрасте 3 недель р = 0.11, 5 недель †††р < 0.001, в возрасте 12 

недель †р < 0.05). Б и В, верхняя и средняя часть, кривые быстрых ПВ ВПСТ 

до (пунктирные линии) и после (непрерывные линии) индукции mGluR1-

опосредованной кратковременной (B, SSE; 1я ВПСТ после стимула) и 

долговременной (В, LTD; ВПСТ 30 мин после стимуляции) синаптической 

пластичности. Нижние графики показывают изменение нормированных к 

контролю амплитуд ПВ ВПСТ во времени после индукции (показано 

стрелкой) синаптической пластичности: SSE (Б) и LTD (В) (404). 

 

Морфология КП и локализация mGluR1 в КП, выявленные с помощью 

иммуногистохимии были нормальными в возрасте 5 недель у СЦА1 В05 

трансгенных мышей на ранней стадии заболевания (Рисунок 19). Это может 
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говорить о том, что функциональное нарушение mGluR может начинаться в 

возрасте 5 недель у СЦА1 В05 трансгенных мышей до морфологических 

изменений (404). 

 

Рисунок 19. Конфокальные изображения срезов мозжечка после двойной 

окраски на анти-mGluR1 (фиолетовый цвет) и анти-Кальбиндин (зелёный 

цвет; маркёр КП). Мерная шкала = 20 μм (404). 

 

mGluR передача сигналов также вызывает локальные транзиторные Ca
2+

 токи 

в синапсах ПВ-КП (439), (440), (441), (442). После активации mGluRs, 

высвобождается вторичный посредник IP3 через Gαq/11 и фосфолипаза Cβ 

путь передачи сигналов. В свою очередь, IP3 вызывает высвобождение Ca
2+

 

эндоплазматического ретикулума (ЭПР). Это IP3-опосредованное 

высвобождение Ca
2+

 играет важнейшую роль в инициации LTD в ПВ-КП 

синапсах (439). Для понимания процессов, приводящих к нарушению LTD у 

СЦА1 В05 трансгенных мышей, мы исследовали mGluR- и IP3-



120 

 

опосредованное локальное высвобождение Ca
2+

 в дендритах КП при помощи 

анализе конфокальных изображений (443), (444). У трёхнедельных мышей не 

было выявлено значительной разницы между животными ДТ и СЦА1 В05 

трансгенными животными при регистрации mGluR-опосредованных 

дендритических Ca
2+

 токов при стимуляции ПВ [Рисунок 20A и Б; ΔF/Fбазового 

пика; ДТ, 1.00 ± 0.14, n = 17 КП от 7 мышей; СЦА1 В05 животные, 1.27 ± 0.14, 

n = 16 КП от 6 мышей; P = 0.25: Ca
2+

 интеграл (ΔF/Fбазовый
.
мс); ДТ, 1524 ± 

283; СЦА1 В05, 1617 ± 310; р = 0.83: Ca
2+

 время спада (мс); ДТ, 1084.0 ± 

169.6; СЦА1 В05, 909.2 ± 150.5; р = 0.40]. У мышей более старшего возраста, 

Однако было выявлено уменьшение пиков дендритических Ca
2+

 токов в КП 

СЦА1 В05 трансгенных мышей в сравнении с животными ДТ в возрасте 12 

недель (F/Fбазовый пик; ДТ, 1.79 ± 0.21, n = 11 КП от 7 мышей; СЦА1 В05, 

0.78 ± 0.31, n = 9 КП от 3 мышей, р < 0.005) (Рисунок 20A и Б). Более того, 

интегралы и время спада Ca
2+

 ответов были изменены на более ранних 

сроках (Рисунок 17Б; Ca
2+

 интегралы; в возрасте 5 недель животные ДТ, 2749 

± 365, n = 10 КП от 4 мышей; СЦА1 В05, 1250 ± 244, n = 11 КП от 5 мышей: р 

< 0.05; В возрасте 12 недель животные ДТ, 2675 ± 532, n = 11 КП от 7 мышей; 

СЦА1 В05, 829 ± 322, n = 9 КП от 3 мышей: р<0.005. Время спада Ca
2+

 токов 

в возрасте 5 недель животные ДТ, 1302.2±124.0 мс; СЦА1 В05, 603.7 ± 133.1 

мс: р < 0.05; В возрасте 12 недель животные ДТ, 1409.3 ± 221.3 мс; СЦА1 

В05, 526.1 ± 158.6 мс: р < 0.005). Нарушение LTD у СЦА1 В05 трансгенных 

животных в возрасте 5 недель (Рисунок 20В) может быть объяснено 

уменьшением интегралов дендритических Ca
2+

 сигналов (Рисунок 20Б), так 

как индукция LTD критически зависит от общего количества 

цитоплазматического Ca
2+

 в КП (436). Более того, мы обнаружили, что 

прогрессирующее уменьшение mGluR-опосредованных Ca
2+

 сигналов у 

СЦА1 В05 трансгенных мышей линейно коррелирует с прогрессирующим 

уменьшением ёмкости мембраны КП (Рисунок 20В и Г; в возрасте 3 недель 

ДТ, 472.6 ± 31.5 pF, n = 20 КП от 8 мышей, СЦА1 В05, 431.7 ± 25.9 pF, n = 16 



121 

 

КП от 7 мышей; р = 0.25: в возрасте 5 недель ДТ, 510.9 ± 23.3 pF, n = 10 КП 

от 4 мышей, СЦА1 В05, 404.5 ± 19.7 pF, n = 12 КП от 5 мышей; р < 0.05: в 

возрасте 12 недель ДТ, 536.8 ± 24.0 pF, n = 15 КП от 7 мышей, СЦА1 В05, 

290.0 ± 28.7 pF, n = 14 КП от 4 мышей; р < 0.0001), что соотносится с 

уменьшением площади мембраны КП при их атрофии у СЦА1 В05 

трансгенных мышей (266). Это показывает, что атрофия КП сопровождается 

функциональными нарушениями mGluR пути передачи сигналов при 

прогрессировании СЦА1, хотя сложность строения дендритов КП ещё 

сохранена в возрасте 5 недель, на раннем этапе заболевания (445) (Рисунок 

20Г) (404). 
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Рисунок 20. Прогрессирующее нарушение локальных дендритических Ca
2+

 

токов в ПВ-КП синапсах СЦА1 В05 трансгенных мышей A, кривые mGluR 

опосредованных ответов КП на короткую тетанус стимуляцию ПВ (10 

импульсов с частотой 200 Гц) в присутствии NBQX (10–20 μM) и D-AP5 (50–

100 μM). Чёрные и цветные кривые показывают электрические ответы (т.e. 

медленные ВПСТ) и локальные дендритические токи Ca
2+

 в ответ на 

стимуляцию, соответственно, в каждом разделе. Изображения во вкладках 

показывают области (ROIs) дендритов разных цветов в записываемых КП. С 

соответствующих областей и индивидуальные Ca
2+

 кривые представленные 

на графике соответствующим цветом. Б и В, усреднённые графики Ca
2+

 токов 

(Б) и ёмкости мембраны (Cm) (В) КП животных в возрасте 3-, 5- и 12-недель. 

Кружки и столбики показывают индивидуальные данные и усреднённые 

значения, соответственно. Множественные сравнения между ДТ и СЦА1 В05 

животными соответствующего возраста после двухфакторного 

дисперсионного анализа показали значительное различие (∗р <0.05, ∗∗р 

<0.005, ∗∗∗∗р <0.0001). Было найдено различие в эффектах от генотипа при 

анализе пиков Ca
2+

 токов (F1,68 = 6.58, р <0.05), Ca
2+

 интеграл (F1,68 = 13.72, 

р <0.0005), Ca
2+

 время спада (F1,68 = 17.15, р <0.0001) и Cm КП (F1,81 = 

31.87, р <0.0001). Г, линейная корреляция между средними значениями Cm и 

средними интегралами Ca
2+

 (слева, коэффициент корреляции Персона, r = 

0.90) или Ca
2+

 времени спада (справа, r = 0.94) (404). 

 

Таким образом, нами оценён эффект от недостаточности mGluR1 при СЦА1 

посредством регистрации и измерения характеристик медленных mGluR1 

опосредованных ВПСТ. Этот эффект связан с негативным воздействием 

мутантного атаксина 1 на развитие СВ1 опосредованной кратковременной и 

долговременной депрессии в синапсах между параллельными волокнами и 

клетками Пуркинье. 
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В трансгенных моделях СЦА1 таких, как В05, экспрессия патологического 

гена начинается в пренатальном периоде, тогда как для создания модели 

приближенной к естественному течению полиглутаминовых заболеваний 

необходимо иметь стабильную экспрессию мутантного атаксина 1 на более 

поздних сроках. Мы создали такую отсроченную СЦА1 мышиную модель 

посредством введения в кору мозжечка LVV, кодирующую удлинённую 

полиглутаминовую последовательность. Так после введения LVV MSCV-

ATXN1[Q30]-GFP и LVV MSCV-ATXN1[Q76]-GFP в кору мозжечка не 

наблюдалось каких-либо различий в морфологии и функции КП с 

неинъецированными контрольными животными и животными 

экспрессирующими LVV MSCV-GFP (Рисунки 21-23) (404). 

 

 

Рисунок 21 Формирование внутриядерных агрегатов в КП, экспрессирующих 

трансгенный мутантный атаксин 1. A–В, срезы мозжечка от мышей 

иммуноокрашенные через 8 недель после инфицирования. Верхние и нижние 

изображения показывают GFP флуоресценцию, наложенную на 
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иммунофлуоресценцию Кальбиндина, соответственно. Вкладки показывают 

увеличенные тела КП с полей, ограниченных белыми рамками. Мерная 

шкала = 50 μм. КП, экспрессирующие трансгенную GFP (A), непатогенный 

LVV MSCV-GFP‐ATXN1[Q30] (Б) и мутантный патогенный LVV MSCV-

GFP‐ATXN1[Q76] (В). Г, график усреднённых значений показывает процент 

агрегат-положительных КП. Было исследовано более 400 КП от трёх мышей 

в каждой группе. *** P <0.0001; Точный тест хи-квадрата после 

множественной попарной коррекции Холмса (404). 

 

 

Рисунок 22 Морфология КП, экспрессирующих трансгенный мутантный 

атаксин 1. А, репрезентативные биоцитин-меченные изображения КП через 8 

недель после введения LVV. Мерная шкала = 50 μм. Б, анализ Шоля 
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показывает сложность морфологии КП. Слева – репрезентативное 

изображение с концентрическими кругами с шагом в 20 μм. Сома КП (серый 

цвет) была исключена из анализа. Мерная шкала = 20 μм. Справа – среднее 

количество ветвлений дендритов на разном расстоянии от тела клетки. 

Двухфакторный дисперсионный анализ не показал различия в морфологии 

дендритов (F справа, влияние генотипа, F 1,38 = 0.08, P = 0.77; 

взаимодействие, F 52,1976 = 0.31, P> 0.99) (404). 

 

 

Рисунок 23 Основные свойства ПВ-ВПСТ в КП, экспрессирующих 

трансгенный мутантный атаксин 1. А репрезентативные кривые ПВ ВПСТ с 

постепенным возрастание силы раздражения пресинапса. Б, График 

зависимости усреднённых амплитуд ВПСТ от силы стимуляции ПВ 
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контрольных животных и экспрессирущих GFP‐ATXN1[Q30] или GFP‐

ATXN1[Q76]. Количество исследованных КП показано в скобках. 

Двухфакторный дисперсионный анализ не показал различия ВП ВПСТ 

амплитуд (влияние генотипа, F 2,37 = 0.02, P = 0.98; взаимодействие, F 22,407 

= 0.16, P> 0.99) (404). 

 

Мутантный атаксин 1, экспрессирующийся в КП, также оказывал негативное 

влияние, как и в универсальной полиглутаминовой модели с удлинённой 

полиглутаминовой цепочкой, но иного рода. Так, в КП экспрессирующих 

LVV MSCV-ATXN1[Q76]-GFP наблюдались агрегаты мутантного белка, 

преимущественно в ядре клетки (Рисунок 21 В, Г), так как это белок является 

внутриядерным (445). Базовые электрофизиологические свойства КП, 

экспрессирующих LVV MSCV-ATXN1[Q76]-GFP, такие, как амплитуда, не 

отличались от таковых в контрольных группах животных (Рисунок 23). 

Однако нарушалась синаптическая пластичность, вызванная уменьшением 

сигнализации по mGluR1 зависимому пути. У данных животных медленные 

mGluR1 зависимые ВПСТ были значительно уменьшены с 8 недели после 

введения генетической конструкции по сравнению с контрольной группой 

животных. Так амплитуда составила 148,4±12,5рА и 387,2±70,8рА, 

соответственно (р <0.01) (Рисунок 24). SSE и LTD также были нарушены у 

данных животных по сравнению с контрольной группой (р<0.005 и р<0.005, 

соответственно) (Рисунки 25 и 26) (404). 
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Рисунок 24. Нарушение mGluR-опосредованных процессов – медленных 

ВПСТ в ВП-КП синапсах мышей экспрессирующих трансгенный 

патологический атаксин 1. Верхняя часть показывает репрезентативные 

кривые mGluR-опосредованных медленных ВПСТ, записанных с КП 

контрольных животных и через 4 недели (А) и 8 недель (Б) после введения 

LVV MSCV-ATXN1[Q30]-GFP или LVV MSCV-ATXN1[Q76]-GFP. 

Стимуляционные артефакты частично удалены. Нижняя часть показывает 

усреднённые данные амплитуд медленных ВПСТ. ∗P <0.01, †P <0.01; 

критерий множественного сравнения после однофакторного дисперсионного 

анализа (404). 
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Рисунок 25. Нарушение mGluR-опосредованных процессов – в ВП-КП 

синапсах мышей экспрессирующих трансгенный патологический атаксин 1. 

Верхняя часть показывает репрезентативные кривые АМРА опосредованных 

быстрых ПВ ВПСТ до и после mGluR-опосредованной индукции SSE у 

животных через 4 недели (А) и 8 недель (Б), после введения LVV MSCV-

ATXN1[Q30]-GFP или LVV MSCV-ATXN1[Q76]-GFP. Нижняя часть 

показывает усреднённые данные быстрых амплитуд ПВ ВПСТ, 

нормированных к показателям до инициации SSE во время 0 (показано 

стрелками) (404). 
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Рисунок 26. Нарушение mGluR-опосредованных процессов – LTD в ВП-КП 

синапсах мышей экспрессирующих трансгенный патологический атаксин 1. 

Верхняя часть показывает репрезентативные кривые АМРА опосредованных 

быстрых ПВ ВПСТ до и после mGluR-опосредованной индукции LTD (ВПСТ 

спустя 30 минут после инициации) у животных через 4 недели (А) и 8 недель 

(Б), после введения LVV MSCV-ATXN1[Q30]-GFP или LVV MSCV-

ATXN1[Q76]-GFP. Нижняя часть показывает усреднённые данные быстрых 

амплитуд ПВ ВПСТ, нормированных к изолинии до и после инициации LTD 

во время 0 (показано стрелками) (404). 

 

Данные функциональные изменения приводят к нарушению координации и 

моторики СЦА1 модельных животных. Спустя 8 недель после инъекции LVV 

MSCV-ATXN1[Q76]-GFP в кору мозжечка, животные показывали 

уменьшение времени нахождения на вращающейся дорожке, по сравнению с 

контрольной группой (Рисунок 24A, чёрные круги). Интересен тот факт, что 

экспрессия LVV MSCV-ATXN1[Q30]-GFP также вызывала нарушение 

координации, но в меньшей степени по сравнению с контрольными 
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животными (Рисунок 27A, белые круги). Этот факт не был связан с 

изменением веса животных. Вес был одинаковым во всех исследуемых 

группах (Рисунок 27Б; р = 0.74). Анализ движений задних конечностей 

выявил изменение траектории пальцев стопы животных экспрессирующих 

LVV MSCV-ATXN1[Q76]-GFP на 8 неделе после введения конструкции, по 

сравнению с животными экспрессирующими LVV MSCV-ATXN1[Q30]-GFP. 

(Рисунок 27В и Г, р <0.001) (404). 

 

 

Рисунок 27. Прогрессирующие двигательные нарушения у мышей 

экспрессирующих атаксин 1. A, усреднённые данные исследования на рота 

роде контрольных мышей (серые треугольники) мышей экспрессирующих 

LVV MSCV-ATXN1[Q30]-GFP (белые круги) и LVV MSCV-ATXN1[Q76]-

GFP (чёрные круги). Количество мышей, протестированных в каждой группе, 
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показано в скобках. Двухфакторный дисперсионный анализ с повторениями 

выявил значительные различия между генотипами (F2,24 = 21.5, P <0.0001), и 

во времени экспрессии LVV (F2,48 = 78.0, P <0.0001) и взаимодействии 

(F2,24 = 21.5, P <0.0001). Тест множественных сравнений показал значимые 

различия в генотипах на 8 неделе после введения LVV (∗P <0.05, ∗∗∗P 

<0.0001 в сравнении с контрольной группой; †P <0.05 в сравнении с мышами 

экспрессирующими LVV MSCV-ATXN1[Q30]-GFP). Б, Вес животных на 8 

неделе после введения LVV значительно не отличался среди исследуемых 

групп животных. В, анализ движения задних конечностей мышей 

экспрессирующих LVV MSCV-ATXN1[Q30]-GFP (верхняя часть) и LVV 

MSCV-ATXN1[Q76]-GFP (нижняя часть). Палочковые диаграммы 

показывают движения левой задней конечности у мышей на 1 и 8 неделях 

после инъекции LVV. Стрелки показывают направление движения 

конечности. Г, гистограмма показывает усреднённую максимальную высоту 

подъёма левой задней конечности во время движения. ∗∗∗P <0.0001 (404). 

 

Таким образом, мы создали модель СЦА1 с отсроченным началом 

заболевания, максимально приближенную по времени к естественному 

дебюту у больных СЦА1 и характерными патогенетическими нарушениями в 

виде изменения поведения и кратко- и долговременной синаптической 

пластичности в синапсах между параллельными волокнами и клетками 

Пуркинье. 

 

3.1.3. Влияние ГБ на патогенез СЦА1 

3.1.3.1. Хроническая активация ГБ приводит к изменению её 

морфологии. 

Изучение патологических изменений в нейронах позволяет предсказать 

изменения, протекающих у СЦА1 больных. Однако мутантный атаксин 1 у 
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них экспрессируется, как в нейронах, так и в глии. В свою очередь, было 

показано, что астроциты также вовлечены в патогенез СЦА1 (13). Мы 

сравнили две модели неспецифического астроглиоза – оптогенетической и 

S100β гиперактивации ГБ с двумя моделями заболеваний СЦА1, векторной 

направленной экспрессией мутантного атаксина 1 [Q85], селективно в ГБ и 

СЦА1 нокинных (KI) мышей, которая экспрессирует мутантный атаксин 1 

неселективным образом. Это позволило нам найти четкие параллели между 

всеми четырьмя моделями в виде нарушения морфологии клеток коры 

мозжечка, нарушения mGluR сигнализации и снижения функции EAAT1. Это 

позволило не только максимально адекватно описать патогенез заболевания, 

протекающий у СЦА1 больных, но и выявить общие молекулы мишени, к 

которым потенциально можно применить уже имеющуюся терапию 

нейродегенеративных заболеваний.  

Чтобы исследовать роль ГБ в патологии мозжечка, мы разработали модель 

астроглиоза и атрофии мозжечка мыши с использованием хронической 

оптогенетической активации ГБ с помощью светочувствительного 

катионного канала родопсина-2 (ChR2); (420), (421). При световой 

стимуляции этого канала запускается приток Na
+
 внутрь клетки, а астроциты, 

экспрессирующие ChR2, реагируют повышением внутриклеточного Ca2+ и 

высвобождением глиотрансмиттеров (420), (421), (446), (447). Мы пришли к 

выводу, что хроническая оптогенетическая активация приводит к перегрузке 

астроцитов Na
+
 и уменьшению направленного внутрь градиента Na

+
 в ГБ. 

Поскольку этот градиент имеет решающее значение для работы Na+-

зависимых транспортёров глутамата, экспрессируемых этими клетками, мы 

предположили снижение их эффективности, что при хронических состояниях 

должно ограничивать поглощение глутамата и приводить к 

эксайтотоксичности за счет гиперактивации глутаматных рецепторов, Ca
2+

 

перегрузки и активации путей апоптоза (448). 
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Через 4 дня после введения AVV-GFAP-mKate-ChR2 флуоресценция mKate 

была выражена в мозжечковых дольках V-VII. В коре мозжечка были 

обнаружены mKate-положительные тела ГБ (белые стрелки) вдоль слоя КП 

(Рисунок 28А). mKate-положительная радиальные линии (отростки ГБ) были 

локализованы вместе с сигналами положительными к GFAP в молекулярном 

слое (Рисунок 28Б). 4-х дневная стимуляция синим светом (свет +); нижние 

изображения, Рисунок 28Б) использовалась для специфической активации 

ГБ, экспрессирующей ChR2. В качестве контроля служили мыши, которым 

инъецировали AVV-GFAP-mKate-ChR2, но не подвергали фотоактивации 

(свет-) (Рисунок 28А и Б), или инъецировали PBS с (свет+) и без (свет-) 

фотостимуляцией (данные не показаны) (408). 

 

 

Рисунок 28. Хроническая фотостимуляция ГБ
Сh2

 в течение 4 дней приводит к 

астроглиозу. A. Репрезентативное фазово-контрастное (слева) и 

флуоресцентное изображение mKate (справа) срезов мозжечка мышей через 4 

дня после инъекции GFAP-ChR2-mKate. Мерная шкала 100 µм. Нижние 

изображения – большее увеличение того же изображения. Стрелки 

показывают тела клеток ГБ. Мерная шкала 25 µм. МС – молекулярный слой, 

СКП – слой клеток Пуркинье, ГС – гранулярный слой. Б. Конфокальные 

изображения отростков ГБ
ChR2

, меченых mKate (красный) и анти-GFAP 
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(синий). Хроническая фотостимуляция в течение 4 сут. приводила к 

утолщению и закручиванию отростков ГБ
ChR2

. Мерная шкала 100 μм (408). 

 

Введение 2,5 μл 50 μМ S100β в кору мозжечка также вызывало астроглиоз. 

Двадцать четыре часа спустя широкое распространение S100β и повышенная 

экспрессия GFAP в коре мозжечка были выявлены в IV-VII долях мозжечка 

(Рисунок 29В, Г по сравнению с А и Б; примечательно то, что в мозжечке 

после инъекции PBS иммунофлуоресценция GFAP была плохо видна) (409). 
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Рисунок 29. S100β в мозжечке мыши. (A) Конфокальное изображение среза 

мозжечка, которому вводили PBS. Слева: окраска анти-S100β. Справа: анти-

GFAP. Мерная шкала 1 мм. (Б) Увеличенное конфокальное изображение 

зоны, указанной на (A). Мерная шкала 100 μм. (В) и (Г) то же, что и выше, но 

от мышей, предварительно инъецированных S100β. Мерная шкала в (В) 

составляет 1 мм, а в (Г) — 100 μм (409). 

 

У животных, которым вводили PBS, количество, толщина и длина отростков 

ГБ не различались независимо от того, использовалась световая стимуляция 

или нет (Рисунок 30А, Б, В и Таблица 8). Экспрессия ChR2 без световой 

стимуляции также не влияла на морфологию ГБ. Напротив, хроническая 

фотостимуляция у мышей, экспрессирующих ChR2-mKate, значительно 

увеличивала видимое количество иммунопозитивных отростков ГБ (Рисунок 

30А) и их толщину (Рисунок 30Б и Таблица 8), что сопровождалось гораздо 

более сильным окрашиванием/экспрессией GFAP. При этом длина отростков 

сокращалась (Рисунок 30В), что соответствовало изменениям морфологии 

ПК (ниже). Эти данные свидетельствуют о том, что хроническая 

специфическая оптогенетическая стимуляция ГБ приводит к характерным 

для астроглиоза изменениям (408). 
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Рисунок 30. Хроническая фотостимуляция ГБ
Сh2

 в течение 4 дней приводит к 

нарушению её морфологии. A. Количество и Б. толщина отростков ГБ были 

увеличены при 4-х дневной хронической фотостимуляции, тогда как их 

длина, наоборот, была уменьшена. Измерения проводились на 100 µм 

продольной длины отростков в МС * p <0,05*** p <0,001 (408). 

 

 

Таблица 8. Морфология ГБ. Среднее число отростков ГБ, меченых анти-

GFAP; длина и толщина представлены в таблице. Количество отростков БГ 

подсчитывали в МС на 100 µм продольной линии на расстоянии 100-150 мкм 

от СКП. ***р <0,001; ††р <0,01; ҂҂ р <0,01 (408). 

 

В модели астроглиоза, вызываемого инъекцией S100β, толщина отростков ГБ 

увеличилось (Рисунок 31 А и Б) с 2,8 ± 0,1 μм до 3,6 ± 0,1 μм, p = 1,25 × 10
–13

, 

непарный t-критерий (Рисунок 31В). Количество отростков на 100 μм 

продольной длины молекулярного слоя у животных, которым вводили S100β, 

было значительно снижено по сравнению с животными, которым вводили 

PBS с 32,6 ± 3,3 до 21,4 ± 2,0, p = 0,013, t-критерий (Рисунок 31Г). Плотность 

отростков ГБ также была снижена в местах инъекции S100β. Мы также 

измерили долю «GFAP-негативного» пространства в центральной части 

молекулярного слоя на 100 μм. В областях, инъецированных S100β оно 

увеличилось с 8,1% ± 1,6% до 24,0% ± 4,5%, p = 0,015; непарный t-критерий; 

(Рисунок 31Д). Низкая плотность отростков ГБ в основном является 

результатом их потери. Это вытекает из того факта, что количество анти-

S100β-меченых клеточных тел на 100 μм продольной длины СКП у 
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животных, которым вводили S100β, было значительно снижено по 

сравнению с животными, которым вводили PBS, с 10,9 ± 0,5 до 9,1 ± 0,4, p = 

0,007, непарный t-тест (рисунок 31Е) (409). 

 

 

Рисунок 31. S100β изменяет морфологию ГБ. На микрофотографиях показана 

иммунореактивный сигнал к S100β и к GFAP в областях инъекций у мышей, 

получавших PBS (A) и S100β (Б). Мерная шкала 50 μм. (В) Сводный график, 

показывающий толщину отростков ГБ в μм; *** р <0,001. (Г) По сравнению с 

областями, инъецированными PBS, было значительно меньше отростков ГБ 

на 100 μм в областях, инъецированных S100β; * р < 0,05. (Д) отростки ГБ 

были более редкими в областях введения S100β; * р < 0,05. (Е) Происходило 

снижение количества тел клеток ГБ, после инъекции S100β; ** р < 0,01 (409). 
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Морфологию отдельных астроцитов в этой модели была изучена с помощью 

анализа Шолля (449). На изображениях отростков ГБ, прорисованных с 

помощью компьютерной программы ImageJ (Рисунок 32А), было 

проанализировано максимальное количество этих отростков на клетку. Это 

число не изменилось в областях введения S100β и составило 4,8 ± 1,7 и 4,9 ± 

1,2, соответственно, p = 0,648; U-критерий Манна-Уитни (Рисунок 32Б). 

Анализ по Шоллю выявил увеличение плотности проксимальных отростков в 

ГБ после введения S100β. В пределах 10 μм от сомы этот показатель 

увеличился с 1,8 ± 0,2 до 3,3 ± 0,3, p = 0,0002, метод Манна–Уитни U тест 

(Рисунок 32В) (409). 
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Рисунок 32. Анализ морфологии отростков глии Бергмана у мышей, которым 

вводили PBS и S100β. (A) Чёрно-белые микрофотографии областей коры 

мозжечка, меченых анти-GFAP, которым вводили PBS (изображения слева) и 

S100β (изображения справа). Светлые изображения содержат обработанные с 

помощью программного обеспечения ImageJ, отростки. Стрелками показаны 

проксимальные отростки, которые чаще встречались в местах инъекций 

S100β. Мерная шкала 50 μм. (B) Максимальное количество отростков на 

клетку ГБ не отличалось в областях, инъецированных PBS и S100β. (В) 

Анализ Шолля клеток ГБ, инъецированных PBS (белые кружки) и S100β 

(чёрные кружки) (количество пересечений на 10 μм длины отростков). ** р 

<0,01, *** р <0,001 (409). 

 

Мы выборочно экспрессировали мутантный ATXN1 [Q85] в ГБ, чтобы 

проверить, можем ли вызвать события, напоминающие патологию СЦА1. 

ATXN1[Q85] также содержал последовательность Flag, и через 9 недель 

после инъекции 3 μл LVV в коре мозжечка был обнаружен выраженный 

анти-Flag сигнал. Окрашивание было локализовано с GFAP в ГБ и в 

основном было сосредоточено во внутренней части МС (Рисунок 33).  
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Рисунок 33. Конфокальное изображение ГБ после инъекции в мозжечок PBS 

(А), а также LVV, несущей ATXN1[Q2] (Б) и ATXN1[Q85] (В). Отростки 

глии помечены анти-GFAP (голубой) и анти-Flag (зелёный). Мерная шкала 

100 μм.  

 

Количество и длина восходящих отростков ГБ у животных, 

трансдуцированных ATXN1[Q85], не уменьшались (Рисунок 34А, Б и 

Таблица 9). При этом толщина отростков была увеличена (Рисунок 34В и 

Таблица 9). 

 

 

Рисунок 34. Экспрессия мутантного атаксина 1 в ГБ в течение 9 недель 

приводит к нарушению её морфологии. (A) Количество и (Б) длина отростков 

ГБ остались неизменными, тогда как наблюдалось их утолщение (В). 
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Измерения проводились на 100 µм продольной длины отростков в МС *** p 

<0,001; ††† р <0,001 (408). 

 

 

Таблица 9. Среднее количество, длина и толщина анти-GFAP меченых 

отростков ГБ. Количество отростков ГБ было подсчитано в МС на 100 μм и 

на расстоянии 100-150 μм от СКП. ***р <0.001; ƗƗƗ p < 0.001 (408). 

 

3.1.3.2. Патологическая активация ГБ влияет на морфологию КП 

Мы исследовали морфологию КП с помощью ИГХ и их 

электрофизиологические свойства с помощью пэтч-клэмпа. Чтобы оценить 

длину апикальных дендритов КП, их визуализировали с помощью 

окрашивания анти-кальбиндином (Рисунок 35A-Г). Толщину молекулярного 

слоя (МС) измеряли, как описано ранее (409). 

МС был значительно тоньше у животных после 4 суточной фотостимуляции 

ГБ по сравнению с нестимулированной группой р = 0,005 (Рисунок 35Д, 

Таблица 10). Количество КП также было снижено, р = 0,007 (Рисунок 35Е, 

Таблица 10). Никаких различий не было обнаружено в морфологии КП у 

мышей, получавших PBS со световой стимуляцией или без нее (Рисунок 35Д, 

Рисунок 35Е, Таблица 10). 
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Рисунок 35. Хроническая фотостимуляция ГБ
Сh2

 приводит к нарушению 

морфологии КП. Конфокальные изображения коры мозжечка, окрашенные 

антителами к кальбиндину (маркер КП), в областях, инъецированных PBS (A, 

Б) и mKate, в областях, инъецированных GFAP-ChR2-mKate (В, Г) со 

стимуляцией светом и без нее. Д и Е – графики усреднённых значений 

толщины МС (Д) и количества КП на 200µм (Е) ** р <0,01 (408). 



143 

 

 

 

Таблица 10. Морфология КП. Среднее число КП, меченых кальбиндином, и 

длина их дендритов (толщина МС) представлены в таблице. Количество КП 

подсчитывали на 100 µм продольной линии в СКП. ***р <0,001; ††р <0,01; 

†††p <0,001; ҂҂ р <0,01; ҂҂҂ р <0,001 (408). 

 

Емкость клетки является косвенным показателем площади поверхности 

клеточной мембраны. Как и ожидалось, после хронической фотоактивации 

емкость КП снизилась с 728,8±27,6 рF (n = 24/9) до 526,2±27,8 рF (n = 15/7), р 

= 0,00002. (Таблица 11). 

 

Группы Ёмкость (pF) Ra 
(МΩ) 

Rm 
(МΩ) 

+PBS (свет-) (n=14/5) 766,2±49,1 13,7±1,1 193,0±30,8 

+GFAP-ChR2-mKate 
(свет-) (n=24/9) 

728,8±27,6
*** 13,8±0,9 241,8±58,4 

+GFAP-ChR2-mKate 
(свет+) (n=15/7) 

526,2±27,8††† 13,8±0,7 260,5±36,1 

Таблица 11. Основные пассивные электрофизиологические и быстрые ПВ 

ВПСТ в КП у мышей, которым вводили PBS и AVV GFAP-ChR2-mKate с 

хронической фотостимуляцией или без нее. ПВ ВПСТ анализировали в 

отношении их кинетики (время нарастания 10%-90% и постоянная времени 
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спада) и амплитуд. Парное импульсное усиление (PPF) анализировали по 

ответам, вызываемым двумя стимулами с межстимульным интервалом 50 мс. 

Соотношения PPF измеряли как вторую амплитуду ВПСТ, нормализованную 

к первой. Двухфакторный дисперсионный анализ указывает на достоверное 

влияние фотостимуляции только на ёмкость. n – число клеток/количество 

животных, ***р <0,001; †††р <0,001 (408). 

 

Мы также исследовали влияние S100β на морфологию КП с помощью ИГХ и 

их физиологическое состояние с помощью пэтч-клэмпа. Чтобы оценить 

приблизительно длину дендритов КП, клетки визуализировали с помощью 

окрашивания к кальбиндину (Рисунок 36А) и измеряли толщину 

молекулярного слоя. Инъекция S100β уменьшали этот показатель с 150,7 ± 

6,3 μм до 120,0 ± 5,8 μм, p = 0,002, t-критерий (Рисунок 36Б). Ёмкость 

дендритов и сомы КП мы оценивали раздельно после вычитания медленной 

составляющей ёмкости из общей. Медленный компонент преимущественно 

отражает размер дендритов нейронов, тогда как быстрый – размер тела 

клетки. Мы обнаружили значительную разницу между двумя исследуемыми 

группами. Ёмкость дендритов КП у мышей, которым вводили S100β 

снижалась с 513,5 ± 27,1 pF до 359,4 ± 37,5 pF, p = 0,002, t-критерий. Емкость 

сомы ПК у мышей, которым вводили S100β также была снижена с 61,7 ± 5,6 

pF до 34,6 ± 4,4 pF, p = 0,0003, t-критерий (Рисунок 36В) (409). 
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Рисунок 36. Нарушение морфологии КП в мозжечке мыши с моделью S100β 

индуцированного астроглиоза. (A) Сравнение иммунореактивности к анти-

кальбиндину (маркер КП) и анти-GFAP в областях, где инъецировали PBS 

(верхняя часть) и S100β (нижняя часть). Молекулярный слой выделен 

белыми пунктирными линиями. Мерная шкала 50 μм. (Б) По сравнению с 

областями, инъецированными PBS, молекулярный слой был значительно 

тоньше (79,6%) в областях, инъецированных S100β. (И) По сравнению с 

областями, инъецированными PBS, емкость дендритов и сомы КП, была 
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значительно меньше в областях, инъецированных S100β. ** р < 0,01, ** р < 

0,01, *** р < 0,001 (409). 

 

Для понимания схожих патоморфологических изменений в КП мы провели 

окрашивание кальбиндином срезов мозжечка двух моделей животных – 

векторной с селективной экспрессией мутантного атаксина 1 в ГБ и СЦА1 KI 

модели (Рисунок 37А и Б). Опосредованная LVV экспрессия атаксин 1[Q85] 

избирательно в ГБ уменьшала толщину молекулярного слоя (MС) с 178,4±3,2 

мкм (n = 23 от 4 животных) до 161,7±2,2 мкм (n = 23 от 4 животных, p = 

0,0001; Рисунок 37В) за счет коллапса дендритов КП. 

У мышей СЦА1 KI толщина МС уменьшилась со 174,8±4,5 мкм (n=11 от 3 

животных) до 144,0±2,2 мкм (n=14 от 3 животных) соответственно, p=2,1×10-

5 (Рисунок 37Д). 

Эти морфологические изменения соответствовали падению емкости 

мембраны, выявленному при измерении емкости мембраны КП (Cm) в срезах 

мозжечка с помощью пэтч-клэмпа, которая была значительно снижена как у 

мышей LVV, так и у мышей СЦА1 KI (p = 0,002 и p = 0,0012, соответственно, 

Рисунок 37Г и Е, Таблица 12) (450). 
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Рисунок 37. Мутантный атаксин 1 вызывает изменения в морфологии КП у 

модельных СЦА1 мышей. (A-Б) Конфокальные изображения коры мозжечка, 

меченные анти-Кальбиндином (анти-Calb) (маркер КП), показывают коллапс 

молекулярного слоя (MС) у мышей, которые избирательно экспрессируют 

атаксин 1 [Q85] в ГБ (A) и СЦА1 KI (Б). Мерная шкала 50 µм. Средняя (В) 

длина MС и (Г) емкость КП снижены у мышей, которые избирательно 

экспрессируют атаксин 1 [Q85] в ГБ и у СЦА1 KI мышей (Д и Е). В скобках 

указано количество (n) исследованных срезов или КП и животных 

(срезы/животные) или (КП/животные). Звездочки указывают на 

статистически значимое различие по сравнению с соответствующими 

контролями (критерий Стьюдента; ** p <0,01; *** p <0,001). 

 

Другие пассивные свойства мембраны, такие как сопротивление доступа и 

сопротивление мембраны, существенно не отличались между генотипами 

(таблица 12). 

 

Генотип Cm (pF) Ra (mΩ) Rm (mΩ) 
ДТ (n = 20/8) 670.4±26.7 11.6±0.6 239.4±25.0 

СЦА1 KI (n = 22/8) 

+LVV-GFAP-Атаксин 1-Flag[Q2] (n = 

12/3) 

+LVV-GFAPАтаксин 1[Q85]-Flag (n = 

13/3) 

534.1±27.6
**

 

748.4±22.6 

508.6±57.5
†††

 

10.7±0.8 

11.1±0.5 

11.4±0.8 

253.0±30.7 

236.6±13.2 

259.7±18.0 

Таблица 12. Пассивные электрофизиологические свойства КП модельных 

СЦА1 животных. Сm – ёмкость клетки, Ra – сопротивление доступа, Rm – 

сопротивление мембраны (450). 

 

Эти данные показывают, что хроническая стимуляция ГБ приводит к 

коллапсу дендритного дерева ПК и резкому уменьшению площади их 

мембраны. 
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3.1.3.3. Хроническая активация ГБ изменяет синаптическую передачу в 

синапсах ПВ КП. 

В гранулярных клетках мозжечка формируются синапсы ПВ-КП, а нейроны 

из нижних олив формируют синапсы ЛВ-КП с КП. В этих синапсах 

высвобождается глутамат, который активирует АМРА-рецепторы на КП, что 

приводит к возникновению быстрых ВПСТ (451). Мы обнаружили, что 

амплитуды и кинетика ВПСТ в СЦА1 моделях, затрагивающих ГБ, не были 

затронуты (Таблица 13) (450). 

 

Genotype 
ПВ ВПСТ 

(pA) 

Время 
подъёма 

(мс) 

τ ВПСТ 
(мс-1) 

ЛВ ВПСТ 
(pA) 

Время 
подъёма 

(мс) 

τ ВПСТ 
(мс-1) 

WT (n = 13/3) 844.8±95.5 2.7±0.2 10.3±0.9 855.0±67.7 1.3±0.1 8.2±0.5 

SCA1 KI (n = 15/3) 743.2±99.3 2.5±0.4 12.2±1.3 877.7±110.1 1.2±0.1 8.6±0.3 

+LVV-GFAP-Атаксин 
1[Q2]-Flag (n = 9/3) 

714.6±84.1 2.4±0.2 10.7±2.0 767.9±112.1 1.3±0.3 11.4±1.1 

+LVV-GFAPАтаксин 
1[Q85]-Flag (n = 8/3) 

801.9±94.8 2.3±0.2 13.6±1.2 676.0±86.5 1.4±0.2 10.1±1.0 

Таблица 13. Быстрые ВПСТ в КП у 12-недельных СЦА1 модельных мышей. 

Показана кинетика ПВ и ЛВ ВПСТ (время нарастания 10–90% и постоянная 

времени спада) и их амплитуды. t-тест не показал существенной разницы. n 

— количество клеток/количество животных, p> 0,05 (450). 

 

Однако была найдена тенденция к увеличению τ ВПСТ у СЦА1 KI 

животных. Поэтому мы детально изучили факторы, которые влияют на этот 

показатель в оптогенетической модели нейродегенерации и СЦА1 KI 

животных. По сравнению с мышами, которым вводили PBS, амплитуда ПВ 

ВПСТ и основные электрофизиологические свойства существенно не 

изменились у животных, которым вводили AAV-GFAP-ChR2-mKate, 

независимо от фотостимуляции (Таблица 14). 
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На константу времени спада ВПСТ, влияют два процесса: один из них — 

скорость удаления глутамата из синаптической щели, а другой — пассивные 

свойства мембраны КП, которая действует как конденсатор. Первоначально 

мы были удивлены, увидев, что, несмотря на тенденцию, константа времени 

спада ПВ ВПСТ (τ ВПСТ) статистически значимо не изменилась (p> 0,05) 

при хронической оптогенетической стимуляции ГБ (Таблица 14) (408). 

 

Группы Амплитуда 
ПВ ВПСТ 

(рА) 

Плотность 
ПВ ВПСТ 
(pA/pF) 

PPF Время 
подъёма 

(мс) 

Время 
спада 

(τ) 

+PBS (свет-) (n=14/5) 279,2±39,1 0,4±0,1 1,5±0,1 2,5±0,3 17,0±2,2 

+GFAP-ChR2-mKate 
(свет-) (n=24/9) 

359,3±48,8 0,5±0,1 1,5±0,1 2,1±0,2 17,0±1,0 

+GFAP-ChR2-mKate 
(свет+) (n=15/7) 

258,3±29,0 0,5±0,1 1,6±0,1 2,6±0,2 19,3±1,3 

 

Таблица 14. Быстрые ПВ ВПСТ в КП у мышей, которым вводили PBS и AVV 

GFAP-ChR2-mKate с хронической фотостимуляцией или без нее. ПВ ВПСТ 

анализировали в отношении их кинетики (время нарастания 10%-90% и 

постоянная времени спада) и амплитуд. Парное импульсное усиление (PPF) 

анализировали по ответам, вызываемым двумя стимулами с межстимульным 

интервалом 50 мс. Соотношения PPF измеряли как вторую амплитуду ВПСТ, 

нормализованную к первой. Двухфакторный дисперсионный анализ 

указывает на достоверное влияние генотипа только на ёмкость. n – число 

клеток/количество животных, ***р <0,001; †††р <0,001 (408). 

 

 

Однако константа времени пассивного спада, измеренная путём инъекции 

тока (τ пассивный), которая отражает размер клеток КП, была значительно 
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уменьшена в КП после стимуляции ГБ (Рисунок 38А), что согласуется с 

морфометрическими данными, подробно описанными выше. По этой 

причине, мы выбрали из обеих массивов данных клетки, для которых 

пассивный τ находился в диапазоне от 10 до 20 мс (Рисунок 38Б). Мы 

обнаружили, что при сравнении ВПСТ между клетками сопоставимой 

емкости τ ВПСТ значительно увеличилась с 15,5±0,9 мс (n = 16/9) до 19,3±1,3 

мс (n = 12/7), р = 0,03 (Рисунок 38Б) после хронической стимуляции ГБ (408).  

 

Рисунок 38. Хроническая фотостимуляция ГБ
ChR2

 влияет на синаптическую 

передачу ПВ-КП. τ используется как параметр, четко отражающий размер 

мембраны ПК. A. Репрезентативные кривые пассивных токов КП без 
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(черный) и после 4-дневной световой стимуляции (красный). Б. τ пассивное 

КП у животных без фотостимуляции была достоверно больше, чем у 

животных после фотостимуляции. *р <0,05. В. Репрезентативные кривые ПВ 

ВПСТ без (черный) и после 4-дневной световой стимуляции (красный). Г. 

Распределение клеток от стимулированных и нестимулированных животных. 

Чтобы избежать ошибки, вызванной изменениями размера клеток и, 

следовательно, емкости, мы сравнили клетки, у которых τ пассивное 

составляло между 10 и 20 мс (синяя область). Д. Удлинение τ ВПСТ в КП 

происходило у животных, у которых хроническая световая стимуляция 

вызывала реактивную трансформацию ГБ * p <0,05 (408). 

 

Та же картина была очевидна в объединенных данных по клеткам с 

сопоставимой плотностью ПВ ВПСТ (pA/pF) (Рисунок 39). Удлинение τ 

ВПСТ предполагает более длительное присутствие глутамата на 

постсинаптических рецепторах (408). 

 

Рисунок 39. Хроническая фотостимуляция БГ
ChR2

 влияет на синаптическую 

передачу ПВ-КП в объединенных данных клеток с сопоставимой плотностью 
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ПВ ВПСТ (pA/pF). Репрезентативные кривые КП показаны на Рисунок 35. А. 

Распределение клеток от стимулированных и нестимулированных животных. 

Чтобы избежать систематической ошибки, вызванной изменениями размера 

клеток и, следовательно, емкости, мы сравнили клетки, которые имели 

синаптическую плотность ПВ ВПСТ (pA/pF) от 0,05 до 0,6 мс (синяя 

область). Б. Удлинение τ ВПСТ в КП наблюдалось у животных, у которых 

хроническая световая стимуляция вызывала реактивную трансформацию ГБ 

* p <0,05 (408). 

 

Мы не выявили влияние внеклеточного S100β на синаптическую передачу в 

синапсах ПВ-КП. S100β не изменял амплитуду ПВ-ВПСТ (Рисунок 40).  

 

Рисунок 40. На сводном графике показаны средние амплитуды ПВ ВПСТ в 

КП из областей, куда вводили PBS и S100β. Существенных различий между 

двумя группами не было. Количество (n) тестируемых ПК и животных 

(ПК/животные) указано на графике (409). 

 

Мы подозревали, что S100β будет влиять на процессы, сильно зависящие от 

высвобождения Ca
2+

, такие, как высвобождение глутамата 
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пресинаптическими окончаниями. Однако мы не увидели существенных 

различий между коэффициентом парного импульсного облегчения (PPF) в 

синапсах ПВ-КП мышей S100β и мышей, которым вводили PBS. 

Соотношение PPF у мышей, которым инъецировали S100β, составляло 1,8 ± 

0,4, n = 35 клеток от 8 мышей по сравнению с 1,9 ± 0,1, n = 39 клеток от 9 

мышей у мышей, которым инъецировали PBS (p = 0,722, t-критерий; Рисунок 

41A). Однако S100β резко изменял кинетику ПВ ВПСТ. Хотя не было 

статистически значимой разницы в амплитуде ПВ ВПСТ у мышей, которым 

вводили S100β и PBS (Рисунок 40), время нарастания ПВ ВПСТ у мышей, 

которым вводили S100β, было увеличено до 2,7 ± 0,1 мс (n = 35 клеток от 8 

мышей) по сравнению с 2,3 ± 0,1 мс (n = 36 клеток от 9 мышей) у мышей, 

которым вводили PBS (p = 0,028, t-критерий; рисунок 41Б). Кроме того, 

время спада ПВ ВПСТ у мышей, которым вводили S100β, уменьшилось до 

17,1 ± 1,5 мс (n = 30 клеток от 8 мышей) по сравнению с контрольным 

значением 21,6 ± 1,5 мс (n = 37 клеток от 9 мышей, p = 0,04, t-критерий; 

рисунок 41В) (409). 

 

Рисунок 41. Изменения электрофизиологических свойства КП в модели 

астроглиоза, вызванного введением S100β. (A) Сводный график показывает 
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среднее отношение PPF (вторая амплитуда / первая амплитуда ВПСТ) в КП 

из областей, где вводили PBS и S100β, существенных различий не 

обнаружено. Над графиком представлены репрезентативные кривые ПВ 

ВПСТ. (Б) На сводном графике показано среднее время нарастания ПВ ВПСТ 

в КП из областей, где вводили PBS и S100β. По сравнению с областями, 

инъецированными PBS, время нарастания было значительно больше в 

областях, инъецированных S100β. Репрезентативные кривые ПВ ВПСТ 

показаны выше. (В) По сравнению с областями, инъецированными PBS, 

время спада было значительно больше в областях, инъецированных S100β. 

Репрезентативные кривые ПВ ВПСТ показаны выше. * р <0,05 (409). 

 

Чтобы контролировать потенциальный эффект операции как таковой, мы 

проанализировали τ ПВ ВПСТ на срезах интактных мышей. Не было 

обнаружено различий между группой интактных мышей без операции и 

группой, которой вводили PBS (Рисунок 42). 

 

Рисунок 42. Введение PBS в кору мозжечка мыши не изменяет времени спада 

ПВ-ВПСТ. 
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3.1.3.4. Экспрессия мутантного атаксина 1 в ГБ мозжечка приводит к 

увеличению τ ПВ ВПСТ 

Амплитуда и время нарастания ПВ ВПСТ не различались у мышей, которым 

вводили ATXN1 [Q2] и ATXN1 [Q85]. Однако КП были меньше, о чем 

свидетельствует уменьшение их емкости, оцененной по пассивной τ. Этот 

показатель уменьшился с 12,1±0,8 до 14,2±1,0 мс
-1

 (p = 0,024; Рисунок 43А и 

Б). Чтобы учесть это, мы отсортировали клетки по их пассивной τ аналогично 

анализу данных при хронической фотостимуляции (см. выше). Сравнение 

пулов КП с пассивным τ в диапазоне от 10 до 20 мс
-1

 (Рисунок 43В и Г) 

показало, что τ ВПСТ увеличилось у мышей, трансдуцированных 

ATXN[Q85], до 23,3±2,7 мс (n = 21/9) по сравнению с 16,7±1,0 мс (n = 13/8) у 

мышей, трансдуцированных ATXN[Q2], р = 0,04 (Рисунок 43Д) (408). 
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Рисунок 43. Избирательная экспрессия ATNX1[Q85] в ГБ влияет на 

синаптическую передачу ПВ-КП. A. Репрезентативные кривые пассивных 

токов КП у животных, экспрессирующих ATXN[Q2] (черный) и ATXN[Q85] 

(красный). Б. Пассивные τ КП у животных, экспрессирующих ATXN1[Q85] в 

ГБ, были значительно длиннее, чем у животных, экспрессирующих 

ATXN1[Q2]. * р <0,05. В. Репрезентативные кривые ПВ ВПСТ у животных, 

экспрессирующих ATXN[Q2] (черный) и ATXN[Q85] (красный). Г. 

Распределение клеток животных, трансдуцированных ATXN1[Q2] и 

ATXN1[Q85]. Чтобы избежать систематической ошибки, вызванной 

изменениями размера клетки и, следовательно, емкости, мы сравнили клетки, 

у которых τ пассивное было между 10 и 20 мс (синяя область). Удлинение τ 

ВПСТ в КП наблюдалось у животных, у которых ATXN[Q85] вызывал 

реактивную трансформацию ГБ * p <0,05 (408). 

 

Сходный паттерн наблюдается у мышей СЦА1 KI, которые экспрессируют 

мутантный атаксин 1 [Q154] во всех клетках (308). КП были меньше, о чём 

свидетельствует снижение их емкости, оцененной по пассивной τ. Этот 

показатель снизился с 12,1±0,6 до 10,4±0,5 мс
-1

, р = 0,043 (Рисунок 44A и Б). 

При сравнении клеток сопоставимого размера (τ пассивное) от 10 до 15 мс
-1

 

(Рисунок 44Г) также была выявлена значительная разница в τ ВПСТ. Данный 

показатель увеличился с 14,7±1,0 до 19,3±1,5 мс
-1

, p = 0,018 (Рисунок 44 В и 

Д) (408). 
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Рисунок 44. Мутантный атаксин 1 в клетках мозжечка мышей СЦА1 KI 

влияет на синаптическую передачу ПВ-КП. A. Репрезентативные кривые 

пассивных токов КП у животных ДТ (черный) и СЦА1 KI (красный). Б. 

Пассивные τ КП у животных СЦА1 KI были значительно длиннее, чем у 

животных дикого типа. * р <0,05. В. Репрезентативные кривые ПВ ВПСТ у 

животных ДТ (черный) и СЦА1 KI (красный). Г. Распределение клеток от 

животных СЦА1 KI и ДТ. Чтобы избежать искажения, вызванного 

изменениями размера клетки и, следовательно, емкости, мы сравнили клетки, 

у которых τ пассивное было между 10 и 15 мс
-1

 (синяя область). Удлинение τ 

ВПСТ в КП наблюдалось у животных, у которых ATXN[Q85] вызывал 

реактивную трансформацию ГБ * p <0,05 (408). 
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Полученные результаты демонстрируют, что экспрессия мутантного 

атаксина    1 в мозжечке приводит к удлинению τ EPSC, и что это может быть 

вызвано его влиянием только на ГБ. 

Чтобы продемонстрировать, что на τ EPSC влияет активность ГБ-

опосредованного удаления глутамата, мы использовали TBOA (500 нМ) и 

уабаин (100 нМ). TBOA, который является неселективным ингибитором 

обратного захвата глутамата, в том числе, в самой КП. Использование 100 

нМ уабаина было мотивировано данными, указывающими на то, что в этой 

низкой концентрации он оказывает преимущественное влияние на 

субъединицу α2 Na
+
/K

+
-АТФазы, которая поддерживает градиент Na

+
/K

+
 и 

стимулирует поглощение глутамата. Эта субъединица преимущественно 

экспрессируется в астроцитах (452). Следовательно, можно ожидать, что 

уабаин преимущественно влияет на глиальное Na
+
-зависимое поглощение 

глутамата. Низкие концентрации уабаина не влияли на скорость возбуждения 

КП, зарегистрированных в режиме «current clamp» (Таблица 15), что 

позволяет предположить, что нейроны не реагировали на добавление уабаина 

(408).  

 

Группы Среднее количество 

спайков 

Максимальное 

количество спайков 

Контроль (n=9/4) 9,9±6,5 19,2±10,8 

+Уабаин (n = 9/4) 9,2±6,4 18,1±10,6 

Таблица 15. Влияние низкой дозы (10 nM) Уабаина на возбудимость КП. 

Среднее и максимальное количество спайков КП, записанных в режиме 

current clamp, показано в таблице, р> 0.05 (408). 
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Эти два блокатора, TBOA и уабаин, значительно увеличивали τ EPSC с 

17,9±1,9 до 21,4±2,9 мс
-1

 и 10,7±1,3 до 12,4±1,3 мс
-1

 в синапсах ПВ-КП, р = 

0,02 в обеих группах (Рисунок 45A и Б) (408). 

 

 

Рисунок 45. τ EPSC чувствителен к блокаторам обратного захвата глутамата. 

TBOA является селективным блокатором ЕААТ, в то время как блокатор 

Na
+
/K

+
-АТФазы Уабаин в дозе 100 нМ преимущественно влияет на ГБ. (A) τ 

ПВ ВПСТ до и после добавления 500 нМ TBOA. * р <0,05. Репрезентативные 

кривые соответствующих цветов до и после применения TBOA показаны 

слева. (B) τ ПВ ВПСТ до и после применения 100 нМ уабаина. * р <0,05. 

Репрезентативные кривые соответствующих цветов до и после применения 

уабаина показаны справа (408). 

 

3.1.3.5. Активация ГБ вызывает нарушение кратковременной 

пластичности в ПВ-КП синапсах 
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Высвобождение глутамата запускается входом Ca
2+

 через 

потенциалзависимые Ca
2+

-каналы (VGCC) на пресинаптических окончаниях. 

Парная активация вызывает накопление свободного Ca
2+

 в пресинаптических 

окончаниях гранулярных клеток, таким образом, высвобождается больше 

нейромедиатора, что приводит к усилению второго ПВ ВПСТ (453). Это 

известно, как усиление парных импульсов (PPF) и, как полагают, 

избирательно включает процессы внутри пресинаптических элементов 

аксонов гранулярных клеток (454).  

Для исследования влияния ГБ на PPF мы использовали оптогенетическую 

модель с хронической активацией ГБ (см. выше). 

Исследование электрофизиологических свойств КП при раздражении ПВ 

выявило значительное увеличение коэффициента PPF в группе животных с 

хронической 4-х дневной фотостимуляцией по сравнению с контролем 

(1,57±0,01 и 1,53±0,02, соответственно), р = 0,004; Рисунок 46А.  

Мы применили острое одноминутное раздражение светом переживающих 

срезов во время записи PPF для оценки динамики этого показателя при 

активированной ГБ, экспрессирующей ChR2. Сам свет не оказывал 

значимого эффекта после его 1-минутного применения во время записи PPF у 

PBS инъецированных животных. К 5-й (точка 2) минуте после активации не 

было замечено значимых отклонений и PPF составлял 100,6±1,3% к 

контрольному значению (точка 1), р = 0,66. Эти данные сопоставимы с 

таковыми без применения света (99,3±1,2%), р = 0,49; Рисунок 46Б. В группе 

животных, экспрессирующих ChR2, без хронической фотостимуляции, к 5-й 

минуте PPF значительно увеличивался и составлял 104,0±1,1%, р = 0,002; 

Рисунок 1В, левый график. У животных после хронической фотостимуляции 

острая активация ГБ вызывала противоположный эффект – значительную 

депрессию PPF к 4-й минуте (97,5±1,1%), р = 0,04. К 5-й минуте данный 
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показатель значительно отличался от такового у животных, не подвергшихся 

хронической фотостимуляции, р = 0,0013; Рисунок 46В, правая часть (455). 

 

 

Рисунок 46. Хроническое раздражение ChR2 ГБ вызывает нарушение PPF. А. 

График усреднённых значений PPF. Репрезентативные кривые ВПСТ 

показаны справа до (чёрные) и после (красные) острой фотостимуляции. Б. 

Графики флуктуации PPF у животных, инъецированных PBS в ответ на 

острую фотостимуляцию (справа) и без фотостимуляции (слева). 

Усреднённый график нормированных PPF в точке 2 представлен справа. В. 

Графики флуктуации PPF у животных, инъецированных ChR2 в ответ на 

острую фотостимуляцию без (слева) и после (справа) хронической 

фотостимуляции. Усреднённый график нормированных амплитуд в точке 2 

представлен справа (455). 
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Выявленные изменения PPF в оптогенетической модели астроглиоза могут 

быть связаны, в первую очередь, с нарушением обратного захвата глутамата 

в синапсе между ПВ и КП. Для моделирования данного состояния мы 

исследовали динамику PPF у животных, экспрессирующих ChR2, в 

присутствии 500nM ТВОА (блокатора транспортёра возбуждающих 

аминокислот). В присутствии ТВОА коэффициент PPF был значительно 

увеличен по сравнению с контролем (1,85±0,02 и 1,53±0,02, соответственно), 

р = 4,1х10
-7

; Рисунок 47А. Одноминутная фотостимуляция приводила к 

постепенному снижению PPF, наиболее выраженному к 5-й минуте 

(96,8±0,88%), р = 0,047. В этой временной точке нормированные показатели 

PPF с добавлением и без добавления ТВОА значительно отличались, р = 

4,1х10
-6

; Рисунок 47Б (455). 

 

Рисунок 47. Уменьшение обратного захвата глутамата ГБ в присутствии 

500nM ТВОА, приводит к нарушению PPF. А. График усреднённых значений 

PPF до и после добавления ТВОА. Репрезентативные кривые ВПСТ показаны 
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справа до (чёрные кривые) и после (красные кривые) острой 

фотостимуляции. В. График флуктуации PPF у животных, инъецированных 

ChR2 в ответ на острую фотостимуляцию в присутствии 500nM ТВОА. 

Усреднённый график нормированных амплитуд в точке 2 представлен справа 

(455). 

 

В модели селективного астроглиоза, вызванного экспрессией мутантного 

атаксина    1 в ГБ мы обнаружили схожие патогенетические процессы. Для 

исследования электрофизиологических свойств КП и активации ГБ 

производилась котрансфекция LVV GFAP-Атаксин 1[Q2]-Flag или LVV 

GFAP-Атаксин 1[Q85]-Flag совместно с AVV GFAP-ChR2-mKate. 

Исследование электрофизиологических свойств КП при раздражении ПВ 

выявило значительное увеличение коэффициента PPF в группе животных, 

экспрессирующих мутантный Атаксин 1 по сравнению с контролем 

(1,68±0,02 и 1,59±0,02, соответственно), р = 0,00013; Рисунок 48А. Острое 

одноминутное раздражение светом переживающих срезов, экспрессирующих 

ATXN1[Q2]/ChR2, вызывало увеличение PPF относительно 

престимуляционного уровня с максимальным эффектом на 2-й минуте 

(104,7±1,4%), р = 0,006; Рисунок 48Б, левый график. Острая фотостимуляция 

срезов, экспрессирующих ATXN1[Q85]/ChR2, приводила к уменьшению PPF 

с минимальным эффектом на 3-й минуте (95,3±2,0), р = 0,029. На второй 

минуте после острой фотоактивации нормированные коэффициенты 

статистически различались у данных двух групп, р = 0,0007; Рисунок 48Б, 

(правая часть) (455). 
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Рисунок 48. Экспрессия мутантного атаксина 1 в ГБ вызывает нарушение 

PPF. А. График усреднённых значений PPF животных экспрессирующих в ГБ 

ATXN1/ChR2. Репрезентативные кривые ВПСТ показаны справа до (чёрные 

кривые) и после (красные кривые) острой фотостимуляции. Б. Графики 

флуктуации PPF у данных животных в ответ на острую фотостимуляцию. 

Усреднённый график нормированных амплитуд в точке 2 представлен справа 

(455). 

 

У животных, у которых мы селективно экспрессировали атаксин 1[Q85] в ГБ 

с помощью LVV, соотношение PPF в синапсах ПВ-КП не отличалось от 

контрольной группы, p = 0,78 (Рисунок 49А). Однако у мышей СЦА1 KI 

мутантный атаксин 1 также экспрессируется в гранулярных клетках, и это 

влияет на функцию их аксонов. Отношение PPF у этих животных 

уменьшилось с 1,6±0,1 (n = 11 от 3 животных) до 1,3 ± 0,1 (n = 11 от 3 

животных, p = 0,027, Рисунок 49Б) (450). 
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Рисунок 49. Нарушение усиления парных импульсов (PPF) в синапсах ПВ-

КП в моделях СЦА1. (A) Усредненная диаграмма коэффициентов PPF не 

изменяется у мышей, которые избирательно экспрессируют атаксин 1[Q85] в 

ГБ. (Б) PPF снижается в синапсах ПВ-КП мышей СЦА1 KI. В скобках 

указано количество (n) исследованных ПК и животных (ПК/животные). 

Звездочки указывают на статистически значимое различие по сравнению с 

соответствующими контролями (критерий Стьюдента; *р <0,05) (450). 

 

С другой стороны, синапсы ЛВ, образованные аксонами нейронов ядер 

нижних олив с КП, обычно демонстрируют уменьшение второго ответа, 

известного как парное подавления импульса (PPD). Механизм PPD связан с 

истощением пресинаптического пула везикул с глутаматом, которое длится 

десятки миллисекунд (456). У животных, у которых мы селективно 

экспрессировали атаксин 1[Q85] в ГБ с помощью LVV, соотношение PPD в 

синапсах ЛВ-КП не отличалось от контрольной группы, p = 0,46 (Рисунок 

50А). Однако у мышей СЦА1 KI, у которых мутантный атаксин 1 

экспрессируется в нейронах, в том числе в нижней оливе, PPD была 

повышена, отношение изменялось от 0,64±0,02 (n = 11 из 3 животных) в 
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контроле до 0,56±0,03 (n = 10 от 3 животных, p = 0,043) у животных СЦА1 KI 

(Рисунок 50Б) (450). 

 

 

Рисунок 50. Нарушение подавления парных импульсов (PPD) в синапсах ЛВ-

КП в моделях СЦА1. (A) Усредненная диаграмма коэффициентов PPD не 

изменяется у мышей, которые избирательно экспрессируют атаксин 1[Q85] в 

ГБ. (Б) PPD снижается в синапсах ЛВ-КП мышей СЦА1 KI. В скобках 

указано количество (n) исследованных ПК и животных (ПК/животные). 

Звездочки указывают на статистически значимое различие по сравнению с 

соответствующими контролями (критерий Стьюдента; *р <0,05) (450). 

 

Одной из форм ранее пластичности является DSE, которая вызывается 

деполяризацией мембраны. Деполяризация приводит к открытию 

потенциалзависимых кальциевых каналов (VGCC) и увеличению 

внутриклеточного Ca
2+

. Ca
2+

 вызывает высвобождение эндоканнабиноидов из 

постсинаптических клеток с последовательной активацией рецепторов CB1 

на пресинаптических окончаниях, что приводит к снижению высвобождения 

глутамата. Мы исследовали динамику амплитуды ПВ-ВПСТ после 5 с 
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деполяризации от -70 до 0 мВ. Интенсивность стимула регулировали для 

достижения амплитуды ВПСТ примерно 150 рА до инициации DSE.  

Астроциты участвуют в передаче сигналов эндоканнабиноидов (457). В 

частности, астроциты экспрессируют рецепторы CB1, которые при 

активации эндоканнабиноидами вызывают повышение внутриклеточного 

уровня Ca
2+

 и высвобождение глиотрансмиттеров, включая глутамат и, 

возможно, D-серин и другие глиотрансмиттеры, которые способствуют 

эффектам, наблюдаемым на постсинаптическом уровне (458), (459). Поэтому 

мы предположили, что можем увидеть изменения DSE в данных моделях по 

сравнению с ранее изученной B05 моделью, где мутантный белок селективно 

экспрессируется в КП. 

Изначально считалось, что развитие DSE всецело зависит от активации 

VGCC и протекает по mGluR независимому каскаду сигналов (460). Мы 

определили, что данный метаботропный рецептор также вносит свой 

существенный вклад в DSE. Мы записывали последовательно SSE и DSE 

после добавления блокатора mGluR1, CPCCOEt. После добавления данного 

блокатора первая нормированная амплитуда ПВ ВПСТ при индукции SSE 

увеличилась с 21,4±4,1 % до 54,9±9,8% (n = 6 от 3 животных), р = 0,008 

спаренный t-тест (Рисунок 51А и Б). Дальнейшая индукция DSE не вызывала 

значительного снижения нормированной амплитуды ПВ ВПСТ и составляла 

88,7±5,4%. Отмывание среза от CPCCOEt значительно уменьшило амплитуду 

ПВ ВПСТ до 65,1±8,1% (то же количество клеток), р = 0,006, спаренный t-

тест (Рисунок 51В и Г). 
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Рисунок 51. Участие mGluR каскада сигналов в эндоканнабиноид-

опосредованной кратковременной синаптической пластичности. (А) 

Усреднённые амплитуды ПВ ВПСТ до (А) и после индукции SSE (Б), а также 

до (В) и после индукции DSE (Г). Амплитуды ПВ-ВПСТ нормировали к 

значениям до применения стимула. Данные от КП без влияния CPCCOEt 

(контроль), представлены синими кружками, а под воздействием CPCCOEt - 

красными. На графике указано количество (n) исследованных КП и 

животных (ПК/животные). Репрезентативные кривые ПВ-ВПСТ показаны 

над диаграммой. Временные точки: 1 – до, 2 – сразу после деполяризации. На 

вставках показаны средние нормированные амплитуды в момент времени 2. 

Звездочки указывают на статистически значимое различие по сравнению с 

контролем (парный t-тест; ** p <0,01). 

 

Сначала мы оценили реактивный фенотип ГБ с использованием окрашивания 

анти-S100β и обнаружили, что экспрессия S100β в обеих наших моделях 

СЦА1 была увеличена (Рисунок 52А и Б). С нашим протоколом DSE после 

деполяризации ПВ ВПСТ снизился до уровня 47,5% и 43,3% у контрольных 

мышей в обеих моделях (Рисунок 52В и Г). Опосредованная LVV экспрессия 

атаксин 1[Q85] избирательно в ГБ не приводила к значительному снижению 

пиковых значений DSE (Рис 52В). Однако выход из депрессии происходил 
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намного быстрее, когда на ГБ воздействовали мутантным атаксин 1, где ПВ 

ВПСТ возвращался к достимуляционным значениям через 15 секунд, в 

отличие от контроля, где он длился до 65 секунд (p = 0,28 и p = 0,12 

соответственно, однофакторный дисперсионный анализ). Напротив, у мышей 

СЦА KI DSE была заметно снижена, а амплитуда ПВ ВПСТ упала всего до 

84,6 ± 4,2% (n = 10 от 3 мышей в контроле) по сравнению с их 

однопомётными животными дикого типа (снижение до 42,3 ± 5,9%; n = 10 от 

4 мышей). Через 15 секунд ПВ ВПСТ уже статистически не отличалась от 

уровня до стимуляции (p = 0,11, однофакторный дисперсионный анализ) 

(Рисунок 52Г) (450). 

 

Рисунок 52. Реактивная глия у модельных СЦА1 мышей изменяет 

морфологию мозжечка и DSE. (A-Б) Конфокальные изображения коры 

мозжечка показывают повышенную экспрессию S100β у мышей, которые 

избирательно экспрессируют атаксин 1 [Q85] в ГБ (A) и у СЦА1 KI мышей 
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(Б). Мерная шкала 50 μм. (В) Усреднённые амплитуды ПВ ВПСТ до и после 

деполяризации. Амплитуды ПВ-ВПСТ нормировали к значениям до 

деполяризации. Данные от мышей, селективно экспрессирующих атаксин 

1[Q2] в ГБ (контроль), представлены синими кружками, а для мышей, 

селективно экспрессирующих атаксин 1[Q85] в ГБ, серыми кружками. (Г) 

Аналогичные данные для мышей СЦА1 KI и их контрольных однопомётных 

животных ДТ. Данные от мышей ДТ (контроль) представлены чёрными 

кружками, от мышей СЦА1 KI — белыми кружками. На графике указано 

количество (n) исследованных КП и животных (ПК/животные). 

Репрезентативные кривые ПВ-ВПСТ показаны над диаграммой. Временные 

точки: 1 – до, 2 – сразу после деполяризации. На вставках показаны средние 

нормированные амплитуды в момент времени 2. Звездочки указывают на 

статистически значимое различие по сравнению с контролем 

(однофакторный дисперсионный анализ с последующим апостериорным 

тестом Тьюки; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001) (450). 

 

Поскольку мы отметили значительное падение пиковой амплитуды ПВ 

ВПСТ при развитии DSE в модели СЦА1 KI (Рисунок 52В и Г), которое было 

больше, чем в случае селективной экспрессии мутантного атаксина 1 в ГБ, 

мы хотели дополнительно исследовать механизм этого эффекта. Одна из 

причин заключается в том, что в модели СЦА1 КI, где мутантный атаксин 1 

экспрессируется в КП и ГБ, деполяризация в ответ на введение тока слабее, а 

высвобождение эндоканнабиноидов критически зависит от притока Ca
2+

 в 

нейроны через VGCC (461). 

У КП мышей линии СЦА1 KI частота потенциалов действия в ответ на 

различные количества тока была стабильно ниже по сравнению с КП 

животных дикого типа. Для оценки возбудимости ПК с учетом различий в 

емкости мембран, вызванных коллапсом дендритного дерева, мы 
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нормализовали вводимые токи к ёмкости мембраны (рА/рF) и строили 

график зависимости частоты возбуждения от этого параметра. При меньших 

токах ниже 0,2 рА/рF ПК от мышей СЦА1 KI не генерировали никаких 

потенциалов действия (Рисунок 53А). Входное сопротивление в этих двух 

группах не различалось (данные не представлены), но мембранный 

потенциал покоя ПК у мышей СЦА1 KI был на ~ 1,5 мВ ниже; р = 0,018 

(Рисунок 53Б) (450). 

 

 

Рисунок 53. КП от мышей СЦА1 KI менее возбудимы и слегка 

гиперполяризованы. (A) Частоты спайков (в Гц) нанесены в зависимости от 

введенных токов с поправкой на ёмкость мембраны (рА/рF). 

Репрезентативные кривые после подачи того же тока показаны над графиком. 

(Б) График усреднённых показателей потенциала покоя мембраны КП. В 

скобках указано количество (n) исследованных КП и животных 

(КП/животные). Звездочки указывают на статистически значимое различие 

по сравнению с контрольными мышами дикого типа (t-критерий; *p <0,05) 

(450). 
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Данные результаты указывают на более низкую возбудимость СЦА1 KI КП, 

что, вероятно, влияет на открытие VGCC и может способствовать более 

слабому пиковому DSE. С другой стороны, поддержание DSE явно зависит 

от работоспособности ГБ. 

 

Для более детального исследования влияния ГБ на DSE мы исследовали 

данную пластичность у животных после введения в кору мозжечка S100β. 

У контрольных мышей протокол DSE снижал ВПСТ на 67,3% ± 3,5% (n = 11 

клеток от 4 мышей), что было аналогично таковому у мышей, которым 

предварительно вводили S100β (69,7% ± 4,7%, n = 12 клеток от 4 мышей) , p 

= 0,975, непарный t-критерий, Рисунок 54A). Однако восстановление 

амплитуды КП происходило значительно быстрее у мышей, которым 

вводили S100β. Через пятьдесят секунд после деполяризации амплитуда 

вернулась к 93,6% ± 2,8% от контроля по сравнению с 83,9% ± 2,7% у 

мышей, которым вводили PBS (p = 0,03, непарный t-критерий; рисунок 54A и 

Б). Модели подгонки двойной волны (1) подтвердила замедление кинетики 

восстановления после инъекции S100β. Снижение амплитуды в протоколе 

DSE существенно не отличалось у мышей, которым вводили S100β, по 

сравнению с группой PBS: 45,5% (30,6%, 63,6%) против 38,1% (31,8%, 

44,6%) соответственно. Используя протокол подбора, мы подсчитали, что 

период полувосстановления параметра (τ2) значительно меньше у мышей, 

которым вводили S100β: 29,7 с (21,0 с, 47,2 с) по сравнению с 64,5 с (52,0 с, 

85,1 с) в группе PBS p <0,05. Эти результаты демонстрируют, что избыток 

внеклеточного белка S100β негативно влияет на DSE (409). 
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Рисунок 54. Введение S100β в кору мозжечка мыши вызывает нарушение 

DSE в синапсах ПВ-КП. (A) Средняя временная диаграмма амплитуд ПВ 

ВПСТ до и после деполяризации. Амплитуды ПВ-ВПСТ нормировали к 

значениям до деполяризации. Количество (n) тестируемых КП и животных 

(ПК/животные) указано на графике. Пунктирные и черные линии указывают 

на модель двойной волны, подходящую для групп, которым вводили PBS и 

S100β, соответственно. Репрезентативные кривые ПВ ВПСТ от КП мышей, 

которым вводили PBS и S100β, показаны над диаграммой. Временные точки: 

до (1) и через 50 с после (2) деполяризации. (Б) Амплитуды ПВ ВПСТ через 

50 с после деполяризации. По сравнению с областями, инъецированными 

PBS, амплитуда ПВ ВПСТ была значительно выше в областях, 

инъецированных S100β. * р <0,05 (409). 

 

 

Флуороцитрат ингибирует астроцитарный метаболизм и лишает эти клетки 

энергии, что в конечном итоге угнетает функции этих клеток (462). 
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Применение нами флуороцитрата привело к сильному угнетению 

возбуждающей передачи ПВ-КП, независимо от того, подвергалась ли ткань 

воздействию S100β или нет (Рисунок 55A, Б). После 10-минутного 

применения флуороцитрата амплитуда ПВ ВПСТ у мышей, которым 

инъецировали S100β, снизилась до 57,7% ± 9,0% от контроля (n = 7 клеток от 

4 мышей, p = 0,006, парный t-критерий). У мышей, которым инъецировали 

PBS, до 64,4% ± 9,9% от контроля (n = 7 клеток от 4 мышей, p = 0,014, 

парный t-критерий) (Рисунок 55A, Б). Через десять минут после применения 

флуороцитрата усредненные значения ПВ ВПСТ в группах, которым вводили 

S100β и PBS, не различались (непарный t-критерий, p = 0,65). Время 

нарастания ПВ ВПСТ у мышей, которым вводили PBS и S100β, 

увеличивалось после лечения флуороцитратом. В группе PBS оно 

увеличилось с 2,3 ± 0,2 мс до 2,7 ± 0,2 мс (n = 12 клеток от 4 мышей, p = 

0,003, парный t-критерий; Рисунок 55В), а в группе S100β оно увеличилось с 

2,4 ± от 0,3 мс до 3,5 ± 0,6 мс (n = 10 клеток от 3 мышей, p = 0,003, парный t-

критерий; Рисунок 55В). Ранее было показано, что астроциты также 

содержат CB1-рецепторы и могут модулировать синаптическую 

пластичность (462). Рецепторы CB1 в астроцитах сопряжены с Gq/11-белками 

и запускают активацию ФЛC (463) и высвобождают такие глиотрансмиттеры, 

как глутамат, АТФ или d-серин (464). Это явление зависит от белков SNARE 

и очень чувствительно к концентрации АТФ, которую можно снизить с 

помощью флуороцитрата (465), (466). Однако флуороцитрат не влиял на 

экспрессию DSE. После применения флуороцитрата у мышей, которым 

вводили PBS, протокол DSE снижал амплитуду ПВ ВПСТ на 56,8% ± 8,7% (n 

= 9 клеток от 4 мышей), что статистически не отличалось от 

зарегистрированной амплитуды без флуороцитрата у мышей, которым 

вводили S100β (Рисунок 55Г, Д) (p = 0,317, непарный t-критерий). Тем не 

менее это сравнение осложнено прямым воздействием флуороцитрата на ПВ 

ВПСТ, и его следует интерпретировать с осторожностью. Модель двойной 
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волны соответствует изменениям амплитуд ПВ ВПСТ после импульса 

деполяризации и инициации DSE. Максимальное снижение амплитуды 

составило 51,92% (41,67%, 81,41%) и 46,23% (33,28%, 75,49%) для PBS и 

S100β соответственно. Однако восстановление амплитуды ПВ ВПСТ было 

значительно медленнее в КП, обработанных флуороцитратом, в срезах 

мышей, получавших PBS (Рисунок 55Е). Через пятьдесят секунд после 

деполяризации амплитуда ПВ ВПСТ вернулась к 67,5% ± 5,4% от контроля 

по сравнению с необработанными срезами, где она восстановилась только до 

83,9% ± 2,7%, p = 0,025, непарный t-критерий (Рисунок 55Г-Е). Тем не менее 

флуороцитрат практически не влиял на протокол DSE у мышей, которым 

вводили S100β, где восстановление амплитуды ПВ ВПСТ составляло 81,4% ± 

7,6% от амплитуды через 50 с после введения флуороцитрата по сравнению с 

93,6% ± 2,8% у животных без флуороцитрата; р = 0,181, непарный t-критерий 

(Рисунок 55Г-Е). Подгонка модели двойной волны также не выявила 

существенных изменений после обработки срезов флуороцитратом (409). 
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Рисунок 55. Снижение астроцитарной функции флуороцитратом влияет на 

амплитуду и кинетику ПВ ВПСТ в синапсах ПВ-КП. (A) Динамика амплитуд 

ПВ ВПСТ до и после применения 50 μМ флуороцитрата. (Б) Усредненные 

амплитуды ПВ ВПСТ через 10 минут после применения флуороцитрата. 

Эффект флуороцитрата был примерно одинаковым в срезах, 

инъецированных S100β и PBS. (В) Флуороцитрат значительно изменил время 

подъема ПВ ВПСТ у животных, которым вводили PBS, и немного увеличил 

его после введения S100β. ** р < 0,01, † р < 0,05. (Г) Репрезентативные 

кривые ПВ ВПСТ, полученные в КП от мышей, которым вводили PBS и 

S100β. Временные точки: до (1) и через 50 с после (2) деполяризации. (Д) 

Амплитуды ПВ ВПСТ через 50 с после деполяризации. По сравнению с 

областями, инъецированными PBS, амплитуда ПВ ВПСТ была значительно 

выше в областях, инъецированных S100β. * p <0,05. Подавление функции ГБ 

с помощью флуороцитрата приводит к значительному увеличению DSE в 

КП, после инъекции PBS. † <0,05. (Е) Среднее время ПВ ВПСТ до и после 

деполяризации в срезах, обработанных 50 μМ флуороцитратом. Пунктирные 

и черные линии показывают модель двойной волны, для групп, которым 

вводили PBS и S100β, соответственно (409). 

 

Схожие процессы, угнетающие работу астроцитов, мы обнаружили при 

математическом моделировании Ca
2+

 ответов, иммитирующих излишнее 

накоплание нейромедиатора в синаптической щели. Влияние глутамата 

вызывает дополнительные колебания цитозольного Ca
2+

 с большей частотой, 

чем спонтанные. Это влияние приводит к прерыванию изначальных 

спонтанных колебани (Рис. 56) (467). 
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Рисунок 56. Спонтанные колебания в модели (RyR > 0, IP 3R > 0). При 

большом оттоке Са
2+

, спонтанные колебания исчезают. Четыре глутаматных 

импульса порождают поток через каналы IP3R, что приводит к прерыванию 

спонтанных колебаний. Длительность стимулов 100 секунд (467). 

 

Девяносто процентов глутамата в синапсах ПВ-КП поглощается 

транспортёрами возбуждающих аминокислот EAAT1 и EAAT2, 

расположенных на мембранах астроцитов (468). Мы подозревали, что 

сокращение времени спада ПВ ВПСТ после инъекции S100β было 

следствием усиления обратного захвата глутамата через EAAT. Мы 

обнаружили, что 500 μМ DL-трео-β-бензилоксиаспарагиновой кислоты 

(TBOA) значительно увеличивает время спада ПВ ВПСТ у мышей, которым 

вводили PBS и S100β. У мышей, которым вводили PBS, константа времени 

спада (τ) ПВ ВПСТ изменилась с 30,0 ± 4,4 до 39,2 ± 6,3 мс
-1

 (n = 16 клеток от 

4 мышей, p = 0,039, парный t-критерий, рисунок 57A). Интересно, что до 

применения TBOA τ ПВ ВПСТ различались между группами, которым 

вводили S100β- и PBS (p = 0,044, однофакторный дисперсионный анализ), 

тогда как после TBOA они достигли примерно одинаковых значений (p = 

0,64, однофакторный дисперсионный анализ, Рисунок 57А). У мышей, 
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которым вводили S100β, увеличение было еще более значительным, с 19,2 ± 

2,7 мс до 34,6 ± 7,1 мс
-1

 (n = 10 клеток от 3 мышей, p = 0,031 парный t-

критерий). Применение неселективного блокатора EAAT DL-TBOA 500 μМ 

существенно не изменило амплитуды ПВ ВПСТ и время нарастания в КП 

мозжечка мышей, которым вводили PBS и S100β (данные не показаны). 

TBOA не влиял на PPF у мышей, которым вводили PBS (1,86 ± 0,1 против 

1,84 ± 0,1; n = 16 клеток от 4 мышей, p = 0,673 парный t-критерий), в то время 

как у мышей, которым вводили S100β, это привело к небольшому, но 

значительному снижению PPF с 1,9 ± 0,2 до 1,76 ± 0,1 (n = 10 клеток от 3 

мышей, p = 0,049, парный t-критерий, Рисунок 57Б). Мы исследовали DSE в 

синапсах ПВ-КП после обработки срезов мозжечка 500 μМ TBOA. У мышей, 

которым вводили PBS, TBOA не влиял на DSE. ПВ ВПСТ уменьшилась на 

59,2% ± 5,4%; (n = 15 клеток от 4 мышей), что статистически не отличалось 

от такового до применения этого блокатора (56,8% ± 5,7%, p = 0,524, парный 

t-критерий). Кроме того, TBOA не влияла на восстановление амплитуды ПВ 

ВПСТ (Рисунок 57В, Г), и DSE у мышей, которым вводили S100β, снижение 

TBOA на 74,8% ± 9,6%, (n = 11 клеток из 4 мышей) против 73,6% ± 8,8% без 

TBOA, p = 0,789 (парный t-критерий). Кроме того, TBOA не влияла на 

восстановление амплитуды ПВ ВПСТ. Модель двойной волны показала 

снижение амплитуд ПВ ВПСТ во время прохождения DSE на 45,71% 

(37,39%, 56,75%) и 32,11% (14,73%, 75,00%) для клеток PBS и S100β 

соответственно. Период полувосстановления τ2 составил 69,28 с (53,08 с, 

92,12 с) для клеток PBS и 46,72 с (18,68 с, 113,44 с) для клеток S100β. Эти 

результаты подтверждают, что TBOA не повлияла на DSE (Рисунок 57В, Г) 

(409). 
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Рисунок 57. Ингибирование поглощения глутамата TBOA изменяет кинетику 

ПВ ВПСТ, но не влияет на DSE. (A, Б) TBOA увеличивает ПВ ВПСТ в коре 

мозжечка, инъецированных PBS и S100β (҂ p <0,05). Обратите внимание, что 

исходный уровень τ был снижен после применения S100β, но эффект TBOA 

был сравним с контролем. TBOA оказывал минимальное влияние на PPF 

только в срезах животных, которым вводили S100β. * р <0,05. (В) Сводный 

график амплитуд ПВ ВПСТ до и через 30 с после деполяризации. 

Применение TBOA отмечено красной линией. Амплитуды ПВ-ВПСТ 

нормировали к значениям до деполяризации. * р <0,05. (Г) Репрезентативные 

кривые ПВ ВПСТ, полученные в КП от мышей, которым вводили PBS и 

S100β, показаны над диаграммой. Временные точки: до (1) и через 30 с после 
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(2) деполяризации. Среднее время ПВ ВПСТ до и после деполяризации в 

срезах, обработанных TBOA. Пунктирные и черные линии указывают на 

модель двойной волны, для групп, которым вводили PBS и S100β, 

соответственно (409). 

 

3.1.3.6. Экспрессия мутантного ATXN1 влияет на долговременную 

синаптическую пластичность в синапсах ПВ-КП 

Долговременная депрессия (LTD) в синапсах ПВ-КП является одной из форм 

синаптической пластичности мозжечка. Как было описано ранее, этот тип 

LTD требует постсинаптической передачи сигналов mGluR1 в КП. Мы 

рассмотрели его на двух наших моделях. После 30 мин индукции LTD 

нормализованные амплитуды ПВ ВПСТ снижались в КП животных, 

трансдуцированных LVV GFAP-ATXN1[Q85]-Flag, с 56,2±5,4% (n = 5 из 3 

животных) до 80,1±4,8% (n = 5 от 3 животных, р = 0,026, Рисунок 58А). У 

мышей СЦА1 KI нормализованные амплитуды ПВ ВПСТ через 30 мин после 

индукции LTD также снижались с 67,3 ± 4,2% (n = 7 от 3 мышей) до 88,9 ± 

6,2% (n = 6 от 3 мышей, p = 0,013; Рисунок 58Б). Таким образом, LTD в ПВ-

КП нарушается в обеих моделях в одинаковой степени. 
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Рисунок 58. Нарушение LTD в синапсах ПВ-КП в моделях СЦА1. (A-Б) 

Средняя временная диаграмма амплитуд ПВ ВПСТ до и после индукции LTD 

у мышей, которые избирательно экспрессируют атаксин 1 [Q85] в ГБ (A) и у 

мышей СЦА1 KI (Б). Амплитуды ПВ-ВПСТ нормировали к значениям до 

индукции LTD. Количество (n) исследованных КП и животных 

(КП/животные) указано на графике. Репрезентативные кривые ПВ ВПСТ 

показаны над диаграммой. Временные точки: до (1) и через 30 мин после (2) 

индукции LTD. Усреднённые амплитуды ПВ ВПСТ через 30 мин после 

индукции LTD показаны на вставках. В обеих моделях LTD был уменьшен. 

Звездочка указывает на статистически значимое различие по сравнению с 

соответствующими контролями (t-критерий Стьюдента; * p <0,05). 

 

3.1.3.7. Патологическая активация ГБ снижает экспрессию EAAT1 в 

коре мозжечка 

Нейродегенеративные заболевания, такие как спиноцеребеллярные атаксии, 

вызывают патологическую трансформацию ГБ, проявляющуюся нарушением 

поглощения глутамата из синапсов между параллельными волокнами (PF) и 

клетками Пуркинье (PC), что приводит к перераздражению NMDA 

рецепторов, избыточному входу Ca
2+

 и запускает апоптоз и гибель КП. 

EAAT1 (Slc1A3) и EAAT2 (Slc1A2) являются основными переносчиками 

глутамата в глии. В мозжечке доминирует EAAT1, тогда как экспрессия 

EAAT2 в коре мозжечка низкая (469), что подтверждается и нашими 

результатами (Рисунок 59A-Г).  
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Рисунок. 59. Хроническая фотостимуляция ГБ
ChR2

 приводит к уменьшению 

экспрессии EAAT1. A-Б. Конфокальные изображения отростков ГБ
ChR2

, 

меченых анти-GFAP (голубой) и анти-EAAT1 (зелёный). 4-х дневная 

фотостимуляция уменьшает интенсивность анти-EAAT1 свечения. В-Г. 

Анти-EAAT2 (зелёный) флуоресцентный сигнал в ГБ
ChR2

 практически 

отсутствовал и не увеличивался после фотостимуляции. Мерная шкала – 50 

μм. 

 

Иммунореактивность ЕААТ1 была резко снижена в ГБ через 4 дня после 

фотостимуляции. Количество EAAT1-иммунопозитивных элементов 
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снижено на всем протяжении отростков ГБ. В дистальной части МС этот 

показатель снижался с 31,8±2,3 до 16,5±1,8 на 25µм
2
 (Рисунок 60 А-Б). Таким 

образом, длительная фотостимуляция ГБ
ChR2

, приводит к снижению 

экспрессии EAAT1. 

 

Рисунок. 60. Хроническая фотостимуляция ГБ
ChR2

 приводит к 

количественному уменьшению экспрессии EAAT1. A. Контрастированные 

пятна анти-EAAT1-меченых зон. Изображения содержат обработанные 

программой ImageJ анти-EAAT1 флуоресцентные сигналы. Б. Усреднённые 

графики показывают количество анти-EAAT1 положительных пятен на 25μм
2
 

МС. * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001; Ɨ p <0.05; ƗƗ p <0.01; ƗƗƗ p <0.001; ҂҂ p 

<0.01; ҂҂҂p < 0.001. 

 

Иммунореактивность ЕААТ1 была снижена в ГБ, трансдуцированной 

ATXN1 [Q85] по сравнению с трансдуцированными ATXN1 [Q2] животными 

(Рисунок 61A и Б).  
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Рисунок 61. ATNX1[Q85] в ГБ приводит к качественному подавлению 

экспрессии EAAT1. A. Конфокальные изображения отростков ГБ
ATXN1[Q2]

 и Б. 

ГБ
ATXN1[Q85]

, помеченных антителами к GFAP (синий) и к EAAT1 (зеленый). 

Мерная шкала 100 μм.  

 

Общее количество анти-EAAT1-позитивных пятен уменьшилось на всём 

протяжении МС, более всего в дистальной его части с 26,5±1,0 до 17,3±1,1 на 

25μм
2
, р = 0,0008 (Рисунок 62 А и В). 
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Рисунок 62. Экспрессия ATNX1[Q85] в ГБ приводит к подавлению 

экспрессии EAAT1. A. Контрастированные пятна анти-EAAT1-меченых зон. 

Изображения содержат обработанные программой ImageJ анти-EAAT1 

флуоресцентные сигналы. Б. Усреднённые графики показывают количество 

анти-EAAT1 положительных пятен на 25μм
2
 МС. * р <0,05; ** р <0,01; *** р 

<0,001. 

 

Эти результаты демонстрируют, что удлинение τ ПВ ВПСТ и снижение 

экспрессии EAAT1 являются отличительными чертами дегенерации 

мозжечка в моделях СЦА1, вызванной воздействиями, специально 

направленными на ГБ, включая экспрессию ATXN[Q85] и оптогенетическую 

гиперактивацию ГБ. 
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3.2. Доставка рекомбинантных генов 

3.2.1. Обоснованность использования LVV конструкций для экспрессии 

таргетных генетических последовательностей 

Вирусные векторы являются наиболее исследованными и перспективными 

частицами для генной терапии болезней головного мозга. Лентивирусные 

векторы (LVV) обладают длительной экспрессией и могут нести 

относительно длинную генетическую последовательность. Хотя считается, 

что они обладают незначительным токсическим эффектом, на начальном 

этапе, мы исследовали влияние LVV MSCV-GFP, генетический вектор, 

который селективно экспрессируется в КП, на рост и морфологию нейронов 

в мозжечке модельных животных в сравнении с животными, которым 

вводился в PBS в кору мозжечка. Конструкция вводилась новорожденным 

животным (р0). 

Для понимания выраженности патологических изменений при 

полиглутаминовых заболеваниях мы использовали несколько видов LVV для 

создания модели заболевания. В частности, мы создали универсальную 

модель полиглутаминовых атаксий при введении LVV MSCV-polyQ-GFP, в 

кору мозжечка. Данный генетический вектор содержит последовательность, 

кодирующей удлинённой полиглутаминовой цепочки и экспрессируется 

селективно в КП. Для понимания состоятельности mGluR пути передачи 

сигналов были изучены морфология КП и их электрофизиологические 

свойства. Сохранение морфологии, в частности, дендритов, важно для 

понимания приблизительного количества белка mGluR1 в этих клетках, 

которые локализуются на их шипиках (Рисунок 63).  
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Рисунок 63. Внутриклеточное введение биоцитина с последующей 

флуоресцентной окраской КП. (A–В) Конфокальные изображения КП, 

меченные биоцитин-стрептавидином. Мерные шкалы: 100 μм, 50 μм, и 5 μм, 

соответственно. (Г) Схематическое изображение дистальных отделов 

дендрита. (Д, Е) Двойное иммуноокрашивание биоцитин/стрептавидином (Д) 

и анти-mGluR1 (Е). Видна чёткая локализация mGluR1 (белые стрелки). 

Мерная шкала: 1 μм (470). 

 

Введение LVV MSCV-GFP в КП мозжечка вызывало небольшое снижение 

общей длинны дендритов с 8932±701µм до 7169±650µм (p <0.05). Влияние 

MSCV-polyQ-GFP было более выраженным – снижение общей длинны 

дендритов наблюдалось до 5002±1426µм (р <0.001) (Рисунок 64А). Анализ 

Шоля дендритов КП (Рисунок 64Б) показал, что их длина ближе к 

периферии, начиная со 160µm от тела клети, была меньше в группе 

экспрессирующей LVV MSCV-GFP, чем у PBS инъецированных животных. 

Плотность дендритов также уменьшалась у данной группы животных 

начиная с 200µм от тела клети (р <0.05). В группе, после введения MSCV-

polyQ-GFP, данные явления были выражены более резко (р <0.001) (Рисунок 

64В и Г) (406). 
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Рисунок 64. Анализ морфологии дендритов КП ложнооперированных 

животных и животных экспрессирующих LVV векторы. Трансгены 

экспрессировались под контролем MSCV промотора. (А) Общая длина 

дендритов КП КП после инъекции PBS (чёрные круги), КП 

экспрессирующих LVV MSCV-GFP (белые круги) и LVV MSCV-polyQ-GFP 

(чёрные треугольники). (Б) Схематично представлен анализ Шоля. Видны 

концентрически сходящиеся к телу клетки линии с промежутками в 10µм. 

Средние значения длины (В) и плотности (Г) дендритов КП после инъекции 

PBS (чёрные круги), КП экспрессирующих LVV MSCV-GFP (белые круги) и 

LVV MSCV-polyQ-GFP (чёрные треугольники). Звёздочки и крестики 

показывают статистически значимые различия животных экспрессирующих 

LVV MSCV-GFP и LVV MSCV-polyQ-GFP, соответственно, в сравнении с 

PBS инъецированными животными: Апостериорный тест Тьюки после 
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однофакторного дисперсионного анализа, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, 

†p<0.05, ††p<0.01, †††p<0.001 (406). 

 

Данные патологические изменения при экспрессии LVV MSCV-GFP не 

связаны с явлениями воспаления и активацией микроглии, так как не было 

замечено значимых различий в экспрессии микроглиального маркёра Iba1 

(Рисунок 65А-Е) (406). 
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Рисунок 65. Введение лентивирусной конструкции и последующая 

экспрессия GFP не вызывает патологической реакции микроглии. Экспрессия 

GFP контролировалась MSCV промотором. Срезы мозжечка животных в 

возрасте P7 (А-В) и P21 (Г-Е). После введения в неонатальном периоде LVV 

MSCV-GFP (А, Г) и PBS (Б, Д), а также неоперированных животных (В, Е). 

Зелёное свечение показывает экспрессию GFP (A, Г) или 

иммунореактивность к кальбиндину (Б, В, Д, Е), красное свечение 

показывает иммунореактивность к Iba1. Верхние рисунки в каждой паре 

показывают наложение зелёного и красного цвета. Не было выявлено 

разницы в иммунореактивности Iba1 между GFP-экспрессирующими 

областями (A, Г) и областями контрольных групп (Б, Д) и (В, Е) животных. 

Мерная шкала 20µм (406). 

 

Исследование КП с помощью метода локальной фиксации потенциала 

выявило функциональные отклонения, вызванные экспрессией LVV MSCV-

GFP. Амплитуда ПВ-ВПСТ не имела значимого отличия в обеих 

исследуемых группах (Рисунок 66А). Высвобождение нейромедиатора из 

пресинаптических окончаний (ПВ и ЛВ) было исследовано при повторном 

однократном раздражении соответствующих волокон с разным интервалом 

времени и вычислении коэффициента парных импульсов (PPF и PPD, 

соответственно). PPF было увеличено у животных экспрессирующих MSCV-

GFP и достигало максимума в интервале между импульсами в 10 мсек. 

Повышение наблюдалось с 2,7±0,0 до 3,2±0,1 (р <0.01) в сравнении с PBS 

инъецированными животными (Рисунок 66Б). PPD было значительно 

уменьшено у животных экспрессирующих MSCV-GFP и достигало 

максимального различия в интервале между импульсами в 20 мсек. 

Снижение наблюдалось с 0,7±0,0 до 0,6±0,0 (р <0.001) в сравнении с PBS 

инъецированными животными (Рисунок 66В) (406). 



191 

 

 

Рисунок 66. Нарушение кратковременной синаптической пластичности в КП, 

экспрессирующих GFP под контролем промотора MSCV. А График 

зависимости усреднённых амплитуд ВПСТ от силы стимуляции ПВ. В 

Увеличение PPF в КП, экспрессирующих LVV MSCV-GFP. C Уменьшение 

PPD в КП, экспрессирующих LVV MSV-GFP. Во вкладках показаны 

репрезентативные кривые ПВ-ВПСТ (A, B) и ЛВ-ВПСТ (С). Количество 

исследованных КП (n) показано на каждом графике. Тест Стьюдента, *p 

<0.05, **p <0.01, ***p <0.001 (406). 
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Мы предположили, что данные морфологические и функциональные 

изменения КП, экспрессирующие LVV MSCV-GFP, могут быть вызваны 

токсическим эффектом от высокого титра вирусных векторов или 

постоянной экспрессией большого количества GFP. С этой целью мы создали 

LVV, экспрессирующий GFP, под контролем укороченного КП 

специфического промотора tr-L7 (tr-L7-GFP), который является более слабым 

в отношении экспрессии, чем MSCV промотор (415) и Рисунок 67А. В одних 

и тех же зонах коры мозжечка (Рисунок 67Б и В) мы не выявили 

значительного уменьшения общей длинны дендритов КП (Рисунок 67Г), но 

средняя длина (Рисунок 67Д) и количество ветвлений дендритов КП 

(Рисунок 67Е) было статистически значимо меньше, чем у PBS 

инъецированных животных. Также в КП, экспрессирующие LVV tr-L7-GFP 

не было найдено функциональных нарушений (Рисунок 67Ж-И) (406). 
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Рисунок 67. Отсутствие существенного влияния LVV L7-GFP 

экспрессирующего GFP под контролем менее активного промотора tr-L7 на 

функции. А Интенсивность флуоресценции GFP нормированной к уровню 

флуоресценции, вызванной экспрессией MSCV-GFP. Б, В Расположение КП, 

использованных для внутриклеточной окраски с помощью Lucifer Yellow и 

последующего морфологического анализа. КП от PBS инъецированных 

животных (Б) и экспрессирующих tr-LVV L7-GFP (В). Г Общая длина 

дендритов КП от PBS инъецированных животных и экспрессирующих tr-

LVV L7-GFP. Не было найдено статистически значимой разницы между 

двумя исследуемыми группами. Д, Е Средние значения, полученные с 

помощью анализа Шоля для PBS инъецированных КП (чёрные круги) и КП, 

экспрессирующие LVV tr-L7-GFP (белые круги). Длина дендритов (Д) и 

плотность их ветвлений (количество точек ветвления на микрометр длинны 

дендрита) (Е). Ж График зависимости усреднённых амплитуд ВПСТ от силы 

стимуляции ПВ контрольных животных и экспрессирущих LVV tr-L7-GFP. 

(З) PPF и (И) PPD в КП, экспрессирующие LVV tr-L7-GFP статистически не 

отличались от таковых у животных инъецированных PBS. Во вкладках 

показаны репрезентативные кривые ПВ-ВПСТ (Ж, З) и ЛВ-ВПСТ (И). 

Количество исследованных КП (n) показано на каждом графике. Тест 

Стьюдента, N.S. нет статистической значимости, *p <0.05, **p <0.01 (406). 

 

3.2.2. Векторная экспрессия mGluR1 в КП 

Для достижения высокой экспрессии генетической конструкции без 

нарушения морфологии КП, возможно введение LVV векторов не 

новорожденным животным, а после формирования нейронных связей в 

мозжечке (Р21 и позже). Данный подход позволяет не только избежать 

нежелательных морфологических изменений, но и укладывается в логику 

лечения СЦА, которые начинаются на 3-4 десятилетиях жизни. LVV является 
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идеальным вектором для долгосрочной экспрессии генетических 

конструкций. Однако существуют и другие векторы, которые обеспечивают 

стабильную экспрессию, такие как AAV. Серотип AAV9 способен проникать 

из венозной крови через ГЭБ, что представляет интерес для системной 

доставки генетических конструкций. В наших работах мы сравнили работу 

LVV и AAV9, несущих одну и ту же генетическую последовательность, 

кодирующую белок mGluR1. 

Выявленные выше нарушения mGluR пути передачи сигналов можно 

объяснить влиянием атаксина 1 на фактор транскрипции RORα, который 

управляет экспрессией гена GRM1, кодирующего mGluR1. Также он 

активирует экспрессию ряда генов таких, как PCP2 и CALB, которые играют 

доминирующую роль в развитии КП (471), (472). У СЦА1 модельных мышей 

мутантный атаксин 1 истощает RORα, что приводит к уменьшению 

экспрессии этих генов (7). В качестве модели были использованы 

трансгенные В05 СЦА1 животные (268). 

Учитывая наш предыдущий опыт, мы вводили генетические конструкции в 

кору мозжечка взрослым 5-недельным животным. Также модификацией 

вектора стало разделение синтезируемого таргетного белка и 

флуоресцентной метки посредством Р2А вставки. Однако экспрессия 

mGluR1-GFP под контролем неселективного высокоактивного CMV 

промотора приводила к уменьшению объёма не только КП СЦА1 В05 

модельных мышей (Рисунок 68А-В и Д), но и КП дикого типа (Рисунок 68Г). 

Уменьшение происходило за счёт ретракции дендритов (Сm2), тогда как 

размер тела клетки (Cm1) значительно не отличался от PBS инъецированных 

животных. Так ёмкость Cm2 в КП дикого типа у данных животных составила 

548,5±27,8 pF и 360,6±37,1 pF соответственно (р <0.01). Ёмкость Cm2 в КП 

СЦА1 В05 животных составила 369,4±40,3 pF и 235,1±35,2 pF, 

соответственно (p>0.05). Экспрессия mGluR1-GFP под контролем L7 

промотора приводила к более выраженным изменениям в КП модельных 
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СЦА1 В05 мышей также за счёт уменьшения дендритов. Ёмкость Cm2 в 

данных КП составила 176,5±35,6 pF относительно контрольной группы 

(р<0.01) (Рисунок 68Д) (473). 
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Рисунок 68. Уменьшение размера КП экспрессирующих экзогенные mGluR1 

и GFP. (А–В) GFP флуоресцентные изображения СЦА1 нативных КП, 

окрашенных биоцитином (А), КП, экспрессирующие AAV L7-4mCMV-GFP-

P2A-mtTA+TRE-HA-mGluR1 (Б) и LVV MSCV-GFP-P2A-mGluR1-WPRE (В). 

Все срезы были окрашены с помощью анти-mGluR1 антител. Наложение 

флуоресцентных сигналов показано в крайнем изображении справа каждой 

группы; мерная шкала 50 µм. (Г), (Д) Гистограммы показывают средние 

значения ёмкости мембраны КП животных дикого типа (Г) и СЦА1 

трансгенных мышей (Д), которым вводился PBS и AAV или LVV векторные 

конструкции. Количество исследованных клеток и животных показано в 

скобках. Звёздочки и кресты показывают статистически значимые отличия в 

сравнении с контрольной группой, выявленные с помощью однофакторного 

дисперсионного анализа после апостериорного теста Тьюки; * и † p<0.05, ** 

p<0.01 (473). 

 

Несмотря на нарушение морфологии КП дикого типа, влияния на их 

электрофизиологические свойства в присутствии векторных конструкций не 

было замечено (р>0.05) (Рисунок 69А, В). В группе СЦА1 В05 животных 

наблюдалось частичное восстановление амплитуды ПВ ВПСТ, но только при 

экспрессии mGluR1 под контролем L7 промотора. Максимальная амплитуда 

ПВ ВПСТ составила 752,9±82,9 pA и 908,0±83,8 pA, соответственно (р<0.05) 

(Рисунок 69Б). При исследовании PPF у данных животных статистически 

значимых различий найдено не было (Рисунок 69Г). При исследовании PPD, 

в интервале наложения стимулов в 50 мсек, также было найдено 

положительное влияние при экспрессии mGluR1 под контролем L7 

промотора. Данный коэффициент составил 0,7±0,1 и 0,8±0,0, соответственно 

(р<0.05) (Рисунок 69Д) (473). 
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Рисунок 69. Влияние векторной экспрессии mGluR1 на возбуждающую 

синаптическую передачу и кратковременную синаптичесую пластичность в 

КП СЦА1 В05 трансгенных мышей. (А), (Б) График зависимости 

усреднённых амплитуд ВПСТ от силы стимуляции ПВ дикого типа (А) и 

СЦА1 В05 трансгенных животных (Б) экспрессирующих векторную mGluR1. 

(В), (Г) Усиление парных импульсов ПВ ВПСТ (PPF) у животных дикого 

типа (В) и СЦА1 В05 трансгенных животных (Г). (Д) Уменьшение парных 
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импульсов ЛВ ВПСТ у СЦА1 В05 трансгенных животных. Вкладки 

показывают репрезентативные кривые ПВ ВПСТ (A-Г) и ЛВ ВПСТ (Д). 

Количество (n) исследованных КП и животных (КП/животные) показано на 

каждом графике в скобках. Звёздочки и кресты показывают статистически 

значимые отличия в сравнении с контрольной группой, выявленные с 

помощью однофакторного дисперсионного анализа после апостериорного 

теста Тьюки; * и † p <0.05, ** p <0.01 (473). 

 

Активация mGluR1 в КП косвенно вызывает открытие неселективных 

каналов с транзиторным рецепторным потенциалом 3 типа (TRPC3) (432), 

которые можно зарегистрировать с помощью электрофизиологических 

методов как медленные ВПСТ. Таким образом, зависимость функции TRPC3 

каналов от mGluR1 сигнального пути может довольно точно показать 

степень возмещения данного белка при экспрессии его с помощью вирусных 

векторов. Мы записывали медленные ВПСТ после тетанус-стимуляции ПВ 

(10 или 25 импульсами с частотой 200 Гц) в присутствии блокатора АМРА 

рецепторов NBQX (20 μM) (373). У животных дикого типа экспрессия 

эндогенного mGluR1 была на высоком уровне. По этой причине, добавление 

экзогенного mGluR с помощью вирусных векторов не приводило к 

значительному увеличению амплитуды при стимуляции ПВ 10 и 25 

импульсами (Рисунок 70А и В). В противовес этому, восстановление mGluR1 

зависимых медленных ВПСТ было более выражено в КП СЦА1 В05 

трансгенных животных. После стимуляции ПВ 10 импульсами амплитуда 

медленных ВПСТ составила 39.9±8.6 pA у PBS инъецированных животных, 

153.2±44.0 pA у животных экспрессирующих L7-4mCMV-GFP-P2A-

mtTA+TRE-HA-mGluR1 и 133.8±55.5 pA у животных экспрессирующих 

MSCV-GFP-P2A-mGluR1-WPRE (p<0.05) (Рисунок 70Б). Увеличение 

раздражения ПВ до 25 импульсов приводило к ещё большему увеличению 

амплитуды медленных ВПСТ. У PBS инъецированных животных она 
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составила 77.5±18.5 pA, n=11, у животных экспрессирующих L7-4mCMV-

GFP-P2A-mtTA+TRE-HA-mGluR1, 256.0±71.5 pA и у животных, 

экспрессирующих MSCV-GFPP2A-mGluR1-WPRE, 292.9=106.2 pA (p <0.05) 

(Рисунок 70Г). Эти данные показывают, что увеличение патологически 

низкого уровня mGluR1 с помощью векторной трансгенной экспрессии в 

трансгенных животных приводит к улучшению соответствующих путей 

передачи сигналов и активации, связанных с ними каналов таких, как TRPC3 

(473). 
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Рисунок 70. Восстановление mGluR1-опосредованных медленных ВПСТ в 

КП СЦА1 трансгенных животных с помощью вирусных векторных 

конструкций. Стимуляционные артефакты частично удалены. 

Репрезентативные кривые показаны во вкладках сверху каждого графика. 

(А), (Б) Графики показывают средние амплитуды и амплитуду каждого 

медленного ВПСТ в КП дикого типа (А) и СЦА1 В05 трансгенных мышей 

(В) при раздражении ПВ 10 стимулами. (В), (Г) Графики показывают средние 

амплитуды и амплитуду каждого медленного ВПСТ в КП дикого типа (В) и 

СЦА1 В05 трансгенных мышей (Г) при раздражении ПВ 25 стимулами. 

Звёздочки и кресты показывают статистически значимые отличия в 

сравнении с контрольной группой, выявленные с помощью однофакторного 

дисперсионного анализа после апостериорного теста Тьюки; * и † p <0.05 

(473). 

 

Синаптическая активация mGluR1 вызывает повышение внутриклеточного 

Са
2+

 и локальное высвобождение эндоканнабиноидов из КП. Эти 

эндоканнабиноиды действуют на каннабиноидные рецепторы CB1 на ПВ, что 

приводит к подавлению высвобождения глутамата из их пресинаптических 

терминалей в течение десятков мс (439), (474). Мы исследовали этот тип 

кратковременной синаптической пластичности, называемый SSE, 

регистрируя AMPA рецептор-опосредованные быстрые ПВ ВПСТ после 

тетанус-раздражения ПВ (305). SSE в КП дикого типа, инъецированных PBS 

и MSCV-GFP-P2A-mGluR1-WPRE не отличались между собой (Рисунок 

71А), тогда как в КП СЦА1 В05 трансгенных модельных мышей SSE 

значительно восстанавливалось после AAV и LVV-опосредованной 

экспрессии mGluR1. (Рисунок 71Б). Для исключения возможности 

высвобождения эндоканнабиноидов другим путём во время активации SSE, 

мы исследовали mGluR-независимую эндоканнабиноид-опосредованную 

пластичность, или DSE. DSE, вызывается высвобождением 
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эндоканнабиноидов из КП посредством деполяризации и повышением 

концентрации внутриклеточного Са
2+

, и не захватывает mGluR1 путь 

передачи сигналов (470), (455). DSE наблюдалась и не отличалась во всех 

исследуемых группах, как у животных дикого типа, так и в СЦА1 В05 

трансгенных модельных животных (Рисунок 71В и Г). Эти данные 

показывают, что сверхэкспрессия экзогенного mGluR1 белка частично 

восстанавливает нормальное высвобождение эндоканнабиноидов и SSE 

(473). 

 

 

Рисунок 71. Восстановление SEE у СЦА1 В05 трансгенных животных после 

экспрессии экзогенного mGluR1 с помощью AAV и LVV. Амплитуды ПВ 

ВПСТ были приблизительно 400 pF до индукции of SSE или DSE. SSE 

вызывалось тетанус стимуляцией ПВ (50 импульсов с частотой 100 Гц), тогда 
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как DSE вызывалось деполяризацией мембраны КП с −70 до 0 мВ в течение 5 

сек. (А), (Б) Динамика изменения амплитуд ПВ ВПСТ до и после тетанус 

стимуляции ПВ животных дикого типа (А) и СЦА1 В05 трансгенных 

животных (Б) без и после генотерапии AAV или LVV. Графики справа 

показывают амплитуду ПВ ВПСТ непосредственно после тетанус-

стимуляции, нормированные к контрольным показателям ПВ ВПСТ. (В), (Г) 

Динамика изменения амплитуд ПВ ВПСТ до и после деполяризации КП 

животных дикого типа (В) и СЦА1 В05 трансгенных животных (Г) без и 

после генной терапии AAV или LVV. Графики справа показывают амплитуду 

ПВ ВПСТ непосредственно после деполяризации, нормированные к 

контрольным показателям ПВ ВПСТ. Во вкладках представлены 

репрезентативные кривые последних контрольных ПВ ВПСТ перед 

наложением стимула (временная точка 1) и сразу после раздражения 

(временная точка 2). Количество (n) исследованных КП и животных 

(КП/животные) показано на каждом графике в скобках. Звёздочки и кресты 

показывают статистически значимые отличия в сравнении с контрольной 

группой СЦА1 В05 трансгенных модельных животных, выявленные с 

помощью однофакторного дисперсионного анализа после апостериорного 

теста Тьюки, * и † p <0.05 (473). 

 

Другой вид синаптической пластичности, долговременная депрессия (LTD) 

быстрых ПВ ВПСТ протекает при активации mGluR1 сигнального пути в КП 

(439), (440). Поэтому мы исследовали LTD в КП у животных, 

экспрессирующих экзогенный mGluR1 белок с помощью AAV и LVV. LTD 

вызывалась и не отличалась в КП животных дикого типа инъецированных 

PBS и LVV MSCV-GFP-P2A-mGluR1-WPRE (Рисунок 72А). Во всех группах 

СЦА1 В05 трансгенных животных LTD было нарушено. Через 30 минут 

после стимуляции нормированный уровень ПВ ВПСТ к достимуляционным 

значениям составил 95.2±3.2%, у PBS инъецированных животных; 
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95.2±3.8%, у животных инъецированных AVV L7-4mCMV-GFP-P2A-

mtTA+TRE-HA-mGluR1 и 98.9±2.6%, у животных инъецированных LVV 

MSCV-GFP-P2A-mGluR1-WPRE. Статистически значимых различий 

обнаружено не было (Рисунок 72Б). Однако в течение первых 15 минут после 

индукции LTD динамика амплитуд ПВ ВПСТ в КП СЦА1 В05 трансгенных 

животных экспрессирующих экзогенный mGluR1 белок, была отлична от 

таковой у животных после введения PBS. Мы нашли очень быстрое 

возвращение амплитуды ПВ ВПСТ до контрольных значений уже на 4-й 

минуте в КП, экспрессирующих AVV L7-4mCMV-GFP-P2AmtTA+TRE-HA-

mGluR1 и на 5-й минуте в КП экспрессирующих LVV MSCV-GFP-P2A-

mGluR1-WPRE. На 5-й минуте этот параметр составил 87.6±5.3%; 97.8±2.0% 

и 102.9±6.1%, соответственно (p <0.05) (Рисунок 72Б). Эти данные 

показывают, что одна только экспрессия экзогенного mGluR1 белка 

недостаточна для развития такого сложного процесса, как LTD (473). 

 

Рисунок 72. Ослабление LTD в КП СЦА1 В05 трансгенных животных после 

экспрессии экзогенного mGluR1 с помощью AAV и LVV. Сочетанная 

стимуляция ПВ (1 Гц, 30 сек) с деполяризацией мембраны КП с -70 до +30 

мВ была применена во временной точке «0». (А) Динамика изменения 

амплитуд ПВ ВПСТ до и после сочетанной стимуляции в КП дикого типа 

после введения PBS и LVV MSCV-GFP-P2A-mGluR1-WPRE. График справа 

показывает амплитуду ПВ ВПСТ, нормированной к контрольным 

показателям, через 30 мин после сочетанной стимуляции. (Б) Динамика 

изменения амплитуд ПВ ВПСТ до и после сочетанной стимуляции в КП 

СЦА1 В0% трансгенных животных после введения PBS, AVV L7-4mCMV-

GFP-P2AmtTA+TRE-HA-mGluR1 и LVV MSCV-GFP-P2A-mGluR1-WPRE. 

График справа показывает амплитуду ПВ ВПСТ, нормированной к 

контрольным показателям, через 30 мин после сочетанной стимуляции. Во 

вкладках представлены репрезентативные кривые последних контрольных 
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ПВ ВПСТ перед сочетанной стимуляцией (временная точка 1) и через 30 

минут после неё (временная точка 2) (473). 
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Количество (n) исследованных КП и животных (КП/животные) показано на 

каждом графике в скобках. Звёздочки и кресты показывают статистически 

значимые отличия в сравнении с контрольной группой животных дикого 

типа, выявленные с помощью критерия Стьюдента для двух независимых 

выборок и в сравнении с СЦА1 В05 трансгенных модельных животных, 

выявленные с помощью однофакторного дисперсионного анализа после 

апостериорного теста Тьюки, * и † p <0.05. 

 

Суммарный негативный эффект, найденный нами в КП, обуславливал 

нарушение координации не только у СЦА1 В05 трансгенных мышей, но и у 

животных дикого типа. Животные были протестированы на вращающейся 

беговой дорожке «Rota rod». Мыши дикого типа после введения в кору 

мозжечка PBS и AVV L7-4mCMV-GFP-P2AmtTA+TRE-HA-mGluR1 не 

показывали признаков атаксии, тогда как после введения LVV MSCV-GFP-

P2A-mGluR1-WPRE у данных животных наблюдалось ухудшение с 3 дня 

тренировки (p <0.01) (Рисунок 73А). В группе СЦА1 В05 трансгенных 

животных негативный эффект от введения лентивирусной конструкции был 

более выражен и также регистрировался с 3 дня тренировок (p <0.05 на 3-й 

день и p <0.01 на 4-й день) (Рисунок 73Б). Эти результаты показывают 

выраженное негативное влияние генетических конструкций на животных 

дикого типа и СЦА1 В05 трансгенных животных (473). 
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Рисунок 73. Ухудшение двигательной активности животных дикого типа и 

СЦА1 В05 трансгенных животных после экспрессии экзогенного mGluR1 с 

помощью AAV и LVV. В верхних вкладках показан протокол исследования – 

происходило нарастание вращения скорости дорожки с 0 до 40 об/мин в 

течение 3 мин. Животных тренировали в течение 4 дней по 4 подхода в день. 

(А) Нарушение координации у животных дикого типа наблюдалось после 

введения LVV MSCV-GFP-P2A-mGluR1-WPRE, но не AVV L7-4mCMV-GFP-

P2AmtTA+TRE-HA-mGluR1. (Б) Такой же эффект наблюдался у СЦА1 В05 
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трансгенных животных. Количество (n) исследованных КП и животных 

(КП/животные) показано на каждом графике в скобках. Звёздочки и кресты 

показывают статистически значимые отличия в сравнении с 

соответствующей контрольной группой после введения PBS, выявленные с 

помощью однофакторного дисперсионного анализа после апостериорного 

теста Тьюки, * p <0.05, ** p <0.01 (473). 

 

Мы пришли к выводу, что увеличение mGluR1 сигнализации таким способом 

приводит только к ограниченным положительным и выраженным 

негативным эффектам, таким как нарушение координации, недоразвитие КП 

и нарушение долговременной пластичности в КП СЦА1 В05 трансгенных 

животных. 

Эти результаты показывают, что LVV с сильным промотором может влиять 

на развитие нейронов в силу сверхэкспрессии некоторых трансгенных 

белков. Поэтому нужно быть осторожным с выбором системы экспрессии 

конкретного трансгена. 

 

3.2.3. Клиренс мутантных полиглутаминовых белков с помощью LVV 

конструкций 

Учитывая этот опыт, мы использовали генотерапию для влияния на другое 

звено патогенеза – усиление деградации и клиренса патологичного 

полиглутаминового мутантного белка. Для этого был создан AAV MSCV-

GFP-P2A-CRAG экспрессирующий CRAG (collapsin response mediator protein-

associated molecule associated guanosine triphosphatase), молекулу, которая 

усиливает деградацию белков через убиквитин протеасомный путь (396). В 

этой конструкции был использован AAV 9 типа, который проникает через 

ГЭБ. Это позволило вводить данную конструкцию в вену новорожденным 

мышатам и доставлять её в головной мозг. 
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Мы использовали универсальную модель полиглутаминовых атаксий и 

трансгенную СЦА1 модель для коррекции общих нарушений mGluR1 

сигнализации. 

 

Для подтверждения того, что морфологические и электрофизиологические 

нарушения PolyQ трансгенных мышей вызываются отложением мутантного 

полиглутаминового белка, а не специфическими геномными нарушениями, 

мы попытались уменьшить количество этого мутантного белка в ядрах КП с 

помощью экспрессии AAV9 вектора, несущего CRAG. AAV9 экспрессировал 

CRAG вместе с GFP в виде раздельных белков (Рисунок 74 верхняя часть) и 

вводился животным в возрасте P1 или Р2 через ярёмную вену. Экспрессия 

данной конструкции в мозжечке исследовалась через 14 недель после 

введения. GFP диффузно экспрессировался во всех долях мозжечка 

животных дикого типа с наибольшей экспрессией в доле X (Рисунок 74А, В, 

Г). Интересен тот факт, что экспрессия была ограничена КП, так как 

управлялась MSCV промотором (415). В противовес этому, только следы 

экспрессии GFP наблюдались в большинстве долей мозжечка PolyQ 

трансгенных животных, за исключением доли X, где GFP экспрессия была 

выраженной (Рисунок 74Б, Д, Е) (432). 

 

Рисунок 74. Экспрессия GFP и CRAG с помощью AAV9. Срезы мозжечка 

были иммуноокрашены анти-GFP. А, Б Срезы мозжечка от животных дикого 

типа (А) и PolyQ трансгенных животных (Б) после введения AAV9. В–Е 

Увеличенные изображения областей, ограниченных пунктирной линией А 

(В, Г) и Б (Д, Е). Мерная шкала, 500 μм (А, Б); 200 μм (В–Е) (432). 
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Ранее было показано, что мутантный атаксин 1 с удлинённой 

полиглутаминовой цепочкой подавляет транскрипцию сосудистого 

эндотелиального фактора роста (VEGF) и вызывает уменьшение плотности и 

длинны микрососудов мозжечка (475). Поэтому, возможной причиной 

пониженной экспрессии нашей генетической конструкции в большинстве 

долей мозжечка PolyQ трансгенных животных может быть плохая 

васкуляризация. Для доказательства этой гипотезы, уровень экспрессии 

VEGF mРНК и белка были исследованы с помощью RT-ПЦР и вестерн 

блоттинга. Результаты показали, что уровень VEGF был значительно 
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уменьшен в мозжечке PolyQ трансгенных животных в сравнении с 

животными дикого типа (Рисунок 75). Эти данные подтверждают плохую 

васкуляризацию мозжечка PolyQ трансгенных животных (432). 

 

 

Рисунок 75. Относительный уровень экспрессии VEGF, измеренный с 

помощью количественного RT-ПЦР (A) и вестерн блоттинга (Б) у мышей 

дикого типа (ДТ) и PolyQ трансгенных мышей (n=3). Количество VEGF 

mРНК и белка нормировались к уровню GAPDH и β-актина, соответственно. 

Звёздочки показывают статистически значимые отличия в сравнении с 

контрольной группой животных дикого типа, выявленные с помощью 
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критерия Стьюдента для двух независимых выборок, *p <0.05 и **p <0.01 

(432). 

 

Далее мы исследовали способность CRAG удалять агрегаты патологического 

полиглутаминового белка. Агрегаты визуализировались с помощью 

иммуномечения HA в срезах мозжечка PolyQ трансгенных мышей (405). 

Агрегаты были найдены в большинстве КП мозжечка PolyQ трансгенных 

мышей не получавших генетические конструкции (Рисунок 76А, нижняя 

часть). Резко от этой картины отличались микрофотографии X доли 

мозжечка PolyQ трансгенных мышей, экспрессирующих AAV MSCV-GFP-

P2A-CRAG (Рисунок 76А, верхняя часть). В других зонах удаления агрегатов 

замечено не было. Мы количественно оценили CRAG-опосредованную 

элиминацию агрегатов сравнивая зоны долей X и IX у инъецированных AAV 

и неинъецированных животных. Результаты показали значительное 

уменьшение количества и размеров агрегатов у животных экспрессирующих 

CRAG в доле X в сравнении с неэкспрессирующей зоной IX (Рисунок 76Б). 

Более того, CRAG-экспрессирующие КП организовывались в обычный 

монослой (стрелки на Рисунок 76А, верхняя часть), тогда как у животных без 

экспрессии CRAG, в доле X организация КП была нарушена (стрелки на 

Рисунок 76А, нижняя часть) (432). 
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Рисунок 76. Клиренс агрегатов удлинённого мутантного полиглутаминового 

белка с помощью AAV9-опосредованной экспрессии CRAG. A Срезы 

мозжечка PolyQ трансгенных животных после введения AAV9(верхняя 

часть) и без введения (нижняя часть) иммуномеченные анти-GFP анти-HA. 

GFP экспрессирующие КП одновременно экспрессируют CRAG. Стрелки 

показывают трансфецированную зону доли X в соответствующих группах 

животных. Мерная шкала, 200 μм. Б Количественный анализ агрегатов в 

трансфецированной доле X и нетрансфецированной зоне IX. Зоны с 

агрегатами иммуномеченные анти-HA указаны на графике. Звёздочки 

показывают статистически значимые отличия в сравнении с животными не 

экспрессирующими CRAG, выявленные с помощью U-критерия Манна-

Уитни, *p <0.05 (432). 
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Далее мы исследовали влияние CRAG на морфологию дендритов КП у PolyQ 

трансгенных животных. AAV9-опосредованная экспрессия CRAG в КП этих 

мышей значительно увеличивала их ёмкость в 1,5-раза со 174,2±12,6 pF (n 

=27 КП от 4 мышей) до 262,1±16,0 pF (n =28 КП от 4 мышей) (p <0.01). В 

неэкспрессирующих областях тех же животных данный показатель составил 

155,7±9,5 pF (n =7 клеток от 3 мышей) (††p <0.01) (Рисунок 77А). В 

действительности иммуноокрашивание биоцитином КП через фиксирующую 

пипетку выявило значительное их увеличение и усиление ветвления 

дендритов в области, экспрессирующей CRAG по сравнению с 

неэкспрессирующей областью (Рисунок 77Б) (432). 

 

 

Рисунок 77. Усиление ветвления дендритов у CRAG-экспрессирующих КП 

PolyQ трансгенных мышей. А График показывает усреднённые показатели 

ёмкости мембраны КП от мышей без введения генетической конструкции, и 

после введения AAV MSCV-GFP-P2A-CRAG в зонах, экспрессирующих 

(CRAG (+)) и не экспрессирующих CRAG (CRAG(−)). Б Репрезентативные 

изображения меченых биоцитином КП, экспрессирующих (CRAG (+)) и не 

экспрессирующих CRAG (CRAG (−)). Мерная шкала, 20 μм. Звёздочки и 
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кресты показывают статистически значимые отличия, выявленные с 

помощью однофакторного дисперсионного анализа после апостериорного 

теста Тьюки, **p <0.01, ††p <0.01 (432). 

 

Кроме восстановления морфологии КП CRAG вызывал восстановление 

возбудимости мембраны. Ранее в экспериментах с использованием 

искусственной хромосомы дрожжей в СЦА3 трансгенных мышах на ранних 

стадиях (до морфологических изменений в КП) было показано появление 

спонтанной электрической активации мембраны КП, такое как появление 

вспышек активности и повторение повторных вспышек. В противовес этому 

в КП дикого типа наблюдались тонические и повторные спонтанные 

активации (476). Также на нашей полиглутаминовой модели трансгенных 

мышей было показано, что частота потенциалов действия в ответ на 

различное количество введения тока в клетку было ниже у таких животных, 

чем у животных дикого типа. Этот показатель был максимален при 

коэффициенте pA/pF 0,5 составил 40,3±8,3 в КП дикого типа и 18,3±4,4 в КП 

PolyQ трансгенных мышей (р <0,05) (Рисунок 78) (432). 
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Рисунок 78. Уменьшение частоты потенциалов действия, нормализованной к 

ёмкости мембраны (Cm) в КП PolyQ трансгенных мышей. Ступенчатая 

инъекция тока, вызывающая деполяризацию, применялась для возбуждения 

КП животных дикого типа и КП PolyQ трансгенных животных. Во вкладке 

сверху показаны репрезентативные кривые повторных потенциалов 

действия, при одинаковой инъекции тока в 400рА. На основном графике 

показаны частоты спайков (в герцах) при различных коэффициентах pA/pF. 

Была выявленная статистически значимая разница с помощью критерия 

Стьюдента для двух независимых выборок, *p <0.05 (432). 

 

Нарушения возбудимости мембраны КП также были выявлены у СЦА1 KI 

трансгенных животных, однако паттерн нарушений был другим. У них не 

наблюдалось потенциалов действия в ответ на введение тока в клетку для 

достижения коэффициента 0,3 pA/pF. При повышении возбудимости клетки 

разницы с контрольной группой не отмечалось (Рисунок 79). 
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Рисунок 79. Уменьшение частоты потенциалов действия, нормализованной к 

ёмкости мембраны (Cm) в КП СЦА1 KI трансгенных мышей. Во вкладке 

сверху показаны репрезентативные кривые повторных потенциалов 

действия, при одинаковой при одинаковых коэффициентах pA/pF, в ответ на 

инъекцию тока. На основном графике показаны частоты спайков (в герцах) 

при различных коэффициентах pA/pF. 

 

В связи с этим мы исследовали влияние экспрессии CRAG способность 

возбуждения мембран КП у PolyQ трансгенных животных. В режиме 

фиксации тока, мы вызывали деполяризацию мембраны посредством 

инъекции дополнительного тока в клетку (Рисунок 80 кривые во вкладке). 

Как мы и подразумевали, частота потенциалов действия была значительно 

выше в CRAG-экспрессирующих КП в сравнении с неинфицированными КП 

и КП не экспрессирующими CRAG, (p =0.012) (Рисунок 80) (432). 
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Рисунок 80. Увеличение частоты потенциалов действия, нормализованной к 

ёмкости мембраны (Cm) в КП PolyQ трансгенных мышей, экспрессирующих 

CRAG. Ступенчатая инъекция тока, вызывающая деполяризацию, 

применялась для возбуждения КП без введения генетической конструкции, 

КП не экспрессирующих (CRAG (−)) и экспрессирующих (CRAG (+)). 

Частоты (в герцах) потенциалов действия помещены напротив количества 

инъецированного тока (pA) на единицу ёмкости мембраны Cm (pF). Для 

сравнения частот потенциалов действия этих групп с различными 

коэффициентами pA/pF, мы использовали метод полиномиальной регрессии. 

Квадратичная функция каждой группы наносилась поверх значений, 

показанных на графике. R – коэффициент регрессии, показывает адекватную 

точность средних значений. Была выявлена статистически значимая разница 

с помощью однофакторного дисперсионного анализа после апостериорного 

теста Тьюки в частотах потенциалов действия между КП, экспрессирующими 

CRAG и КП без введения генетической конструкции. Вкладки показывают 

репрезентативные кривые повторных потенциалов действия, при одинаковых 

коэффициентах pA/pF, в ответ на инъекцию тока (432). 

 

КП PolyQ трансгенных животных, экспрессирующих CRAG, показывали 

восстановление SSE в ПВ синапсах (Рисунок 81А).  Амплитуды ПВ ВПСТ в 

КП, не экспрессирущих CRAG, повышались до 102,1±12,7 % (n =10 клеток от 

3 животных) от контрольного уровня через 5с после тетанус-стимуляции, что 

указывает на выраженное повреждение mGluR сигнального пути, 

вызываемого SSE. Амплитуды ПВ ВПСТ в КП, экспрессирующих CRAG, 

уменьшались до 36.9±8.3 %, (n =5 клеток от 3 животных) (p <0.05) от 

контрольного уровня через 5с после тетанус-стимуляции (Рисунок 81А), что 

показывает восстановление SSE. Однако наблюдалось более быстрое 

восстановление (примерно за 20с) в сравнении с КП дикого типа (примерно 

за 60с) (Рисунок 81А) (432). 
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DSE у данных животных наблюдалась как в CRAG-экспрессирующих, так и 

не экспрессирущих КП. Уровень снижения амплитуды ПВ ВПСТ 

значительно не отличался (Рисунок 81Б). Эти результаты показывают, что 

CRAG может успешно восстановить mGluR-опосредованную 

кратковременную синаптическую пластичность (432). 
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Рисунок 81. Уменьшение количества мутантного полиглутаминового белка в 

КП PolyQ трансгенных мышей восстанавливает GluR-опосредованную SSE в 

ПВ-КП синапсах. ПВ ВПСТ записывались от КП экспрессирующих (CRAG 

(+)) и не экспрессирующих CRAG (CRAG (−)). А Динамика изменения 

амплитуд ПВ ВПСТ до и после тетанус-стимуляции (слева) и процент 

уменьшения данной амплитуды сразу после тетанус-стимуляции в сравнении 

с контрольным уровнем (справа). Б Динамика изменения амплитуд ПВ ВПСТ 

до и после 5с деполяризации (слева) и процент уменьшения данной 

амплитуды сразу после деполяризации в сравнении с контрольным уровнем 

(справа). Во вкладках А и Б показаны репрезентативные кривые последней 

ПВ ВПСТ контроля до стимуляции (1) и первая ПВ ВПСТ после стимуляции 

(2). Количество (n) исследованных КП и животных (КП/животные) показано 

на графиках. Звёздочки показывают статистически значимые отличия в 

сравнении с контрольной группой CRAG-экспрессирующих животных, 

выявленные с помощью критерия Стьюдента для двух независимых выборок, 

**p <0.01 (432). 

 

Мы исследовали влияние CRAG на восстановление mGluR сигнального пути 

у СЦА1 В05 трансгенных животных. Внутривенное введение AAV MSCV-

GFP-P2A-CRAG имело тот же паттерн распределения, что и в мозжечке 

PolyQ трансгенных мышей. Для сравнения были исследованы CRAG 

экспрессирующие (CRAG(+)) и CRAG неэкспрессирующие (CRAG(-)) 

области мозжечка. Нарушения SSE у СЦА1 В05 CRAG(-) трансгенных 

мышей были менее выражены, чем у PolyQ модельных животных. После 

тетанус стимуляции амплитуда ПВ ВПСТ снижалась до 72,4±12,9% 

относительно контрольных значений и быстро возвращалась до 

престимуляционных значений уже к 20 секунде записи SSE. В это время 

данный параметр составлял 98,8±9,3% относительно контрольных значений. 

КП экспрессирующие CRAG, показывали восстановление SSE и в этот 
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временной промежуток амплитуда ПВ ВПСТ составляла 71,9±8,2% 

относительно контрольных значений (р <0,05) (Рисунок 82А). DSE у данных 

животных наблюдалась как в CRAG-экспрессирующих, так и не 

экспрессирующих КП. Уровень снижения амплитуды ПВ ВПСТ значительно 

не отличался (Рисунок 82Б). Эти результаты показывают, что CRAG является 

универсальной молекулой для полиглутаминовых заболеваний и может 

успешно восстановить mGluR-опосредованную кратковременную 

синаптическую пластичность (477). 

 

 

Рисунок 82. Уменьшение количества мутантного атаксина 1 в КП 

трансгенных СЦА1 В05 мышей восстанавливает GluR-опосредованную SSE 

в ПВ-КП синапсах. ПВ ВПСТ записывались от КП экспрессирующих (CRAG 

(+)) и не экспрессирующих CRAG (CRAG (−)). А Динамика изменения 

амплитуд ПВ ВПСТ до и после тетанус-стимуляции. Б Динамика изменения 

амплитуд ПВ ВПСТ до и после 5с деполяризации. Во вкладках А и Б 

показаны репрезентативные кривые последней ПВ ВПСТ контрольная до 

стимуляции (1) и ПВ ВПСТ через полминуты после стимуляции (SSE) или 

сразу после деполяризации (DSE) (2). Количество (n) исследованных КП и 

животных (КП/животные) показано на графиках. Звёздочки показывают 
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статистически значимые отличия в сравнении с контрольной группой CRAG-

экспрессирующих животных, выявленные с помощью критерия Стьюдента 

для двух независимых выборок, *p <0.05 (477). 

 

Таким образом, мы оценили эффект от введения CRAG на mGluR1-

опосредованные процессы в синапсах коры мозжечка у СЦА1 модельных 

животных. Они заключаются в частичном восстановлении морфологии КП и 

улучшении СВ1 опосредованной синаптической пластичности у животных с 

моделями полиглутаминовых атаксий. 

 

Также можно заключить, что доставка рекомбинантных генов является 

современным высокотехнологичным методом для коррекции патологических 

состояний клетки на молекулярном уровне. Мы исследовали LVV и AAV 

генетические конструкции, которые, сами по себе, не являются токсичными 

для КП. Их применение с минимальной последовательностью, несущей 

только код флуоресцентной метки, не влияло значительно на морфологию и 

электрофизиологические свойства клеток. Однако излишняя экспрессия 

mGluR1 белка с помощью этих конструкций не привело к желаемым 

результатам. RORα был «занят» производством mGluR1 в ущерб экспрессии 

других белков, ответственных за развитие КП. Многообещающим является 

клиренс мутантных белков с помощью CRAG. Мы успешно восстановили 

mGluR путь передачи сигналов в КП, экспрессирующих AAV генетическую 

конструкцию, кодирующую данный белок. Схожие положительные 

результаты, полученные на PolyQ и СЦА1 В05 трансгенных моделях, 

доказывают, что CRAG-опосредованный клиренс мутантных белков 

возможен не только при СЦА1, но и при других полиглутаминовых 

заболеваниях мозжечка. 
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3.3. Введение стволовых клеток 

Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) используются в экспериментах на 

моделях нейродегенерации в силу их высокой потенциальной пользы в 

лечении данных состояний (11). МСК – это мультипотентные клетки 

предшественники, которые дифференцируются в мезенхимальную линию 

клеток, такие как остеобласты, адипоциты и хондроциты. Но могут 

дифференцироваться в другие глиальные клетки, такие как глиальные клетки 

и гепатоциты (478). Они могут быть легко выделены из различных тканей 

таких, как пуповинная кровь, костный мозг, жировая ткань и пульпа зуба 

(479), (480). Мы исследовали терапевтический эффект МСК на СЦА1 В05 

трансгенных модельных животных. Мы выбрали интратекальное введение, 

так как этот путь минимально повреждает нервную ткань и может быть легко 

использован для введения больным. МСК были мечены GFP с помощью LVV 

MSCV-GFP. 

Так как очень сложно идентифицировать МСК со временем после 

интратекального введения 3,000 МСК, мы применили следующий непрямой 

метод для доказательства попадания интретекально введённого МСК в мозг. 

Интратекально введённые МСК должны проникнуть в мозг через 

субарахноидальное пространство. Мы исследовали, может ли KUM10, линия 

клеток, выделенная из МСК, введённая в оболочки, проникнуть через мягкую 

оболочку в мозг. Для этого мы ввели KUM10 клетки в оболочки над верхним 

двухолмием немного ростральнее мозжечка мышам дикого типа и 

посмотрели, определяются ли эти клетки в коре мозжечка. Спустя один час 

после введения в оболочки KUM10, череп был удалён, без удаления 

паутинной и мягкой оболочек мозга. Мы наблюдали GFP-меченные МСК на 

поверхности этих оболочек (Рисунок 83А, Б). Однако клетки не были 

обнаружены в коре мозжечка после удаления этих оболочек (Рисунок 83В, 

Г). Эти результаты показывают, что МСК не проникают под оболочки 

головного мозга в первые часы после инъекции. Во второй группе животных 
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мы исследовали наличие GFP-меченых KUM10 клеток в коре мозжечка через 

три дня после инъекции. При таких условиях GFP-меченные МСК были 

замечены. В мозжечке, GFP метка определялась в долях 3, 4, 5, и 6 и в 

пространстве между структурами язычка червя (Рисунок 83Д, Е). Поэтому 

мы заключили, что клетки KUM10, введённые в субарахноидальное 

пространство, проникают в кору мозжечка (481). 

 

 

Рисунок 83. МСК, введённые в оболочки, проникают в мозг. GFP-меченные 

МСКs стереотаксически ввели в оболочки, покрывающие верхнее двухолмие. 

Один час после инъекции, мозг был исследован макроскопически (А, В) и с 

помощью флуоресцентной микроскопии (Б, Г) до (А, Б) и после (В, Г) 

удаления паутинной/мягкой оболочек (А–Г). Примечательно то, что GFP-

меченные МСК обнаруживались только до удаления (стрелка). Это 

показывает, что МСК не проникли под мягкую оболочку. Через 3 дня после 

введения картина была другая. (Д). GFP-меченные МСК в мозжечке 

наблюдались в долях мозжечка 3 (3Cb), 4 и 5 (4&5Cb), и в доле 6 (6Cb) (Е). 

Пунктирная линия показывает область мозжечка. Мерная шкала 300 μм (Д) и 

200 μм (Д) (481). 
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Мы предположили, что введение МСК СЦА1 B05 трансгенным мышам 

может частично восстановить у них морфологию КП. Мозжечок СЦА1 В05 

трансгенных мышей имеет неправильное расположение тел КП, что 

приводит к нарушению СКП, как это выявлено при окраске анти-

кальбиндином (Рисунок 84А и Б) и (267). Также мы выявили истончение МС 

у данных животных (Рисунок 84А и Б). Примечательно то, что после 

введения МСК наблюдалось восстановление СКП и толщины МС (Рисунок 

84А и Б). Толщина МС косвенно показывает длину дендритов КП. В 

действительности, после инъекции биоцитина в тело КП для визуализации 

его структуры, большинство дендритов КП у СЦА1 В05 трансгенных 

животных были короче и менее разветвлены, чем у животных ДТ (Рисунок 

84В). Эти наблюдения были подтверждены количественным анализом 

областей, занятых отдельной КП (Рисунок 83Г). КП от животных дикого 

типа имели площадь 180,4±12 μм
2
 (n =11 клеток), тогда как КП СЦА1 В05 

трансгенных животных имели площадь 43,2±7 μм
2
 (n =9 клеток, p <0.001). 

После введения МСК, у СЦА1 В05 трансгенных животных наблюдалось 

значительное восстановление площади дендритов до 105,6±11, (n =13 

клеток), p <0.001 (Рисунок 84Г). Более детальный морфологический анализ 

выявил уменьшение количества шипиков дендритов КП у СЦА1 В05 

трансгенных животных. На 10 μм длины дендрита у данных животных 

составило 27.2±0.5 против 36.1±0.6 у животных дикого типа, p <0.001 (n =35 

областей). После введения МСК наблюдалось значительное увеличение 

количества шипиков у СЦА1 В05 трансгенных мышей до 32.1±0.9, p <0.001; 

Рисунок 84Д и Е) (481). 
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Рисунок 84. Интратекальное введение МСК улучшает морфологию мозжечка 

у СЦА1 В05 трансгенных мышей. Малое (А) и большое (Б) разрешение 

конфокальных изображений после окраски анти-кальбиндином, от мышей 

ДТ и СЦА1 В05 трансгенных мышей без введения и после введения МСК. 

Морфология индивидуальных КП ДТ СЦА1 В05 трансгенных мышей без 

введения и после введения МСК (В, Г). В Репрезентативные изображения 

биоцитин-меченых КП. Г Усреднённая общая область дендритов КП. Д 

Микрофотографии шипиков дендритов отдельных КП. Е Среднее общее 

количество шипиков дендритов на 10 μм их длины. Звёздочки показывают 

статистически значимые различия, выявленные с помощью однофакторного 

дисперсионного анализа, после коррекции апостериорного теста Тьюки, ***p 

<0.001. Мерные шкалы 100 μм (Б), 50 μм (В) и 2 μм (Д) (481). 
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Ёмкость мембраны КП (Cm) у СЦА1 B05 животных без введения стволовых 

клеток составила 303.1±24.2 pF, n = 13 КП от 3 животных, тогда как после 

введения МСК она незначительно статистически незначимо возросла до 

377.3±40.1 pF, n = 11 КП от 3 животных. У животных дикого типа ёмкость 

мембраны КП составила 704.9±51.1 pF (n = 15 КП от 3 животных, р <0.001) 

(Рисунок 85А). Мы не нашли нарушения амплитуды ПВ ВПСТ при записи 

вольтамперной зависимости (Рисунок 85Б). 

ПВ ВПСТ и ЛВ ВПСТ у СЦА1 В05 трансгенных животных были 

значительно быстрее по сравнению с КП дикого типа (Рисунок 85В, Г). Так 

время подъёма ВПСТ составила 1.8 ± 0.2 мсек у СЦА1 В05 трансгенных 

животных с введением и без введения МСК, n = 10 КП от 3 животных, тогда 

как у животных дикого типа этот показатель составил 2.6 ± 0.1 мсек, n = 10 

КП от 3 животных; p < 0.001 (Рисунок 85Д). Время спада в этих группах 

животных составило 6.6 ± 0.7 мсек, n = 10 КП от 3 животных; 6.8± 0.8 мсек, n 

= 10 КП от 3 животных и 11.2 ± 0.9 мсек, n = 10 КП от 3 животных, 

соответственно, р < 0.01 (Рисунок 85Е). Эти показатели связаны с 

небольшими размерами КП у СЦА1 B05 трансгенных мышей. Поэтому они 

более компактные в плане проведения электричества (303). Эти данные 

показывают, что МСК не оказывают значительного влияния на морфологию 

КП СЦА1 В05 трансгенных мышей (481). 
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Рисунок 85. Отсутствие восстановления морфологических свойств КП у 

СЦА1 B05 трансгенных мышей после введения МСКs. (A) Усреднённые 

графики ёмкости мембраны КП животных ДТ, СЦА1 B05 трансгенных 

животных без введения и после введения МСК. Звёздочки показывают 

статистически значимые различия, выявленные с помощью однофакторного 

дисперсионного анализа, после коррекции апостериорного теста Тьюки, ***p 

<0.001. (Б) Кривая зависимости тока от напряжения (стимуляции пресинапса) 

у животных ДТ и СЦА1 В05 трансгенных животных без введения и после 

введения МСК. Во вкладке представлены репрезентативные кривые ПВ 

ВПСТ в ответ на повышение интенсивности электрической стимуляции. 

Количество клеток и животных показано в скобках (КП/животные). (В-Г) 

Репрезентативные кривые (В) ПВ и (Г) ЛВ ВПСТ животных ДТ, B05 без и 

после введения МСК. ВПСТ вызваны посредством повторного импульса с 

задержкой в 50 мсек. Стимуляционные артефакты удалены. (Д) Усреднённые 

графики время подъёма ВП ВПСТ животных ДТ, СЦА1 B05 трансгенных 

животных без введения и после введения МСК. Звёздочки показывают 

статистически значимые различия, выявленных с помощью однофакторного 

дисперсионного анализа, после коррекции апостериорного теста Тьюки, ***p 

<0.001. (Е) Усреднённые графики время спада ВП ВПСТ животных ДТ, 

СЦА1 B05 трансгенных животных без введения и после введения МСК. 

Звёздочки показывают статистически значимые различия, выявленных с 

помощью однофакторного дисперсионного анализа, после коррекции 

апостериорного теста Тьюки, ***p <0.001 (481). 

 

Мы предположили, что положительный эффект от введения МСКs может 

быть связан с увеличением mGluR1 зависимого молекулярного пути в КП 

СЦА1 B05 трансгенных животных. Для этого мы исследовали два 2 

синаптических события, вызывающиеся активацией mGluR1. Первая – это 

медленные ВПСТ, молекулярный путь которых описан выше (431). 
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Амплитуды медленных ВПСТ появлялись в ответ на 10 электрических 

стимулов с частотой 200 Гц и были более выраженными при 25 стимулах при 

той же частоте раздражения. При наложении 10 стимулов амплитуда у 

животных ДТ составила 153.4 ± 35.4 pA, у СЦА1 В05 трансгенных мышей 

без введения стволовых клеток 47.7 ± 5.0 pA и у СЦА1 В05 животных после 

введения МСК 73.3 ± 15.5 pA. Статистическая разница наблюдалась только 

между животными ДТ и СЦА1 В05 трансгенными животными без введения 

стволовых клеток, р <0.01 (Рисунок 86A). Увеличение стимулов до 25 

выявило более значительную разницу в амплитудах медленных ВПСТ. В 

данных группах она составила 265.4 ± 41.3 pA, 65.2 ± 7.9 pA и 111.4 ± 19.5 

pA, соответственно, p <0.001 (Рисунок 86Б). Таким образом, подтвердилась 

ранее выявленная разница в величине усреднённых амплитуд медленных 

ВПСТ между животными ДТ и СЦА1 В05 трансгенных животных, однако 

введение МСК имело явный положительный эффект на восстановление 

данных токов в КП (481). 
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Рисунок 86. Восстановление уменьшенных mGluR1-зависимых медленных 

амплитуд ВПСТ в КП СЦА1 В05 трансгенных животных после введения им 

МСК. На графиках показаны усреднённые величины, а также величины 

отдельных токов с каждой КП животных ДТ, СЦА1 В05 трансгенных 

животных без введения и после введения им МСК в ответ на 10 

электрических стимулов ПВ (A) и 25 стимулов (B) с частотой 200 Гц. В 

верхних вкладках показаны репрезентативные кривые медленных ВПСТ. 

Количество клеток и животных показано в скобках (КП/животные). 

Звёздочки и кресты показывают статистически значимые различия, 

выявленных с помощью однофакторного дисперсионного анализа, после 

коррекции апостериорного теста Тьюки, *p <0.05, ***p <0.001, †† р <0.01, ǂp 

<0.05 (481). 

 

Далее мы исследовали mGluR-опосредованную кратковременную 

пластичность. Короткая тетанус-стимуляция ПВ вызывает в КП активацию 

mGluR1 и повышение внутриклеточного Ca
2+

. Эти эффекты вызывают 

выделение эндоканнабиноидов и подавление высвобождения глутамата из 

ПВ (синаптически вызванное подавление возбуждения или SSE) (482), (483). 

В КП животных дикого типа стимуляция ПВ уменьшала амплитуду ПВ 

ВПСТ на треть до 32.5± 8.8 % от контрольных значений с постепенным 

восстановлением в течении 55-60 сек. В КП СЦА1 трансгенных B05 

животных SSE было значительно нарушено, и амплитуда ПВ ВПСТ после 

стимуляции уменьшалась лишь до 74.3± 10.6 % от контрольных значений с 

последующим её увеличением в течение 50 сек, p <0.01. Однако в КП СЦА1 

В05 трансгенных животных после введения МСК наблюдалось частичное 

восстановление SSE. После стимуляции амплитуда ПВ ВПСТ уменьшалась 

до 69.1±8.8% относительно контрольных значений с последующим 

медленным восстановлением в течение 60 сек, p <0.01 (Рисунок 87А и Б) 

(481). 
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Рисунок 87. Частичное восстановление SSE у СЦА1 В05 трансгенных 

животных после введения МСК. ПВ ВПСТ записывались каждые 5 сек. (A) 

Репрезентативные кривые ПВ ВПСТ до стимуляции ПВ (временная точка 1), 

сразу (временная точка 2) и через 10 сек после стимуляции (временная точка 

3) в КП животных дикого типа (ДТ), СЦА1 В05 трансгенных животных без 

введения и после введения МСК. (Б) Динамика изменения амплитуд ПВ 

ВПСТ до и после стимуляции ПВ. Во вкладке показаны усреднённые 

амплитуды ПВ ВПСТ сразу (0 сек) и через 10 сек после стимуляции ПВ, 

нормированные к достимуляционным значениям. Количество клеток и 

животных показано в скобках (КП/животные). Звёздочки и кресты 

показывают статистически значимые различия, выявленных с помощью 

однофакторного дисперсионного анализа, после коррекции апостериорного 
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теста Тьюки, *p <0.05, **p <0.01, † р <0.05, †† р <0.01, ǂp <0.05, ǂǂp <0.05 

(480). 

 

Далее мы исследовали mGluR независимую кратковременную 

синаптическую пластичность, вызываемую деполяризацией мембраны КП с -

70 мВ до 0 мВ в течение 5сек (DSE). Мы не выявили нарушения DSE у СЦА1 

В05 трансгенных животных, а также влияния на этот процесс МСК (Рисунок 

88 А и Б) (481). 

 

 

Рисунок 88. Отсутствие нарушения DSE у СЦА1 В05 трансгенных животных 

после введения МСКs. ПВ ВПСТ записывались каждые 5 сек. (A) 

Репрезентативные кривые ПВ ВПСТ до деполяризации КП (временная точка 
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1) и сразу после неё (временная точка 2) животных дикого типа (ДТ), СЦА1 

В05 трансгенных животных без введения и после введения МСК. (Б) 

Динамика изменения амплитуд ПВ ВПСТ до и после деполяризации КП. Во 

вкладке показаны усреднённые амплитуды ПВ ВПСТ сразу после 

деполяризации КП (0 сек), нормированные к достимуляционным значениям. 

Количество клеток и животных показано в скобках (КП/животные). Не было 

найдено статистически значимых различий, выявленных с помощью 

однофакторного дисперсионного анализа, после коррекции апостериорного 

теста Тьюки, p>0.05 (481). 

 

Все вышеописанные положительные эффекты от введения МСК приводили к 

улучшению двигательных навыков у СЦА1 В05 трансгенных мышей, 

выявленных с помощью вращающейся дорожки. В режимах ускорения и 

постоянной скорости данные животные улучшали свои навыки с 11 до 20 

недели жизни (Рисунок 89А и Б) и отличались от СЦА1 В05 трансгенных 

мышей без введения МСК. К примеру, в режиме ускорения они находились 

на дорожке в течение 208,1±10,1 сек, как и животные дикого типа, тогда как 

последние, только, 120,4±10,4 с, p <0.01 (Рисунок 89А) (481). 
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Рисунок 89. Введение МСК улучшает двигательные навыки у СЦА1 В05 

трансгенных мышей с помощью вращающейся дорожки. Мыши 

тренировались в режиме ускорения (4–40 об/мин) (А) и режиме постоянной 

скорости (20 об/мин) (Б) в возрасте 10, 11, 12, 13, 14, 15 и 20 недель (т.е. 

через 5, 6, 7, 8, 9, 10 и 15 недель после введения МСК). Количество клеток и 

животных показано в скобках (КП/животные). Звёздочки и кресты 

показывают статистически значимые различия, выявленных с помощью 

однофакторного дисперсионного анализа, после коррекции апостериорного 

теста Тьюки; *p <0.05 и **p <0.01 †p <0.05 (481). 
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Таким образом можно заключить, что мы наблюдали положительный эффект 

от введения мезенхимальных стволовых клеток непосредственно в мозжечок 

модельным СЦА1 животным заключается в восстановлении mGluR- пути 

передачи сигналов в виде восстановления СВ1-опосредованной 

кратковременной синаптической пластичности. У данных животных 

значительно уменьшалась атаксия. 

 

3.4. Фармакотерапия 

На сегодняшний момент быстрое введение в клиническую практику таких 

сложных методов лечения, как доставка рекомбинантных генов и введение 

стволовых клеток, невозможно в силу вышеописанных побочных эффектов. 

Выбором является введение фармакологических препаратов, которые уже 

существуют в практике для коррекции других неврологических состояний. 

Мы исследовали влияние трёх фармакологических препаратов, 

использующихся в повседневной неврологической практике, на фенотип 

СЦА1 модельных животных. 

 

3.4.1. Баклофен 

Использование модуляторного эффекта баклофена, как агониста ГАМКв 

рецепторов, на mGluR1 было описано ранее (484), однако никогда не 

проверялось в отношении патогенеза СЦА1. Мы предположили, что 

увеличение mGluR сигнализации в мозжечке посредством баклофена может 

значительно улучшить двигательную координацию у таких модельных 

животных. 

 

3.4.1.1. Баклофен улучшает синаптическую передачу и пластичность в 

КП у СЦА1 модельных животных 
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В предыдущих исследованиях было показано, что mGluR1 тесно связан с 

ГАМКв рецепторами в КП и что активация ГАМКв рецепторов баклофеном 

усиливает mGluR-опосредованные эффекты в клетке, такие как увеличение 

медленных ВПСТ и высвобождение Ca
2+

 из ЭПР, что приводит к увеличению 

LTD в КП (485). В действительности, мы подтвердили с помощью 

электрофизиологических методов, что добавление 5 nM баклофена во 

внеклеточную жидкость, омывающую срезы мозжечка, частично увеличивает 

оставшуюся mGluR1 сигнализацию в КП СЦА1 В05 модельных мышей 

(Рисунок 90). Происходит полное восстановление медленных ВПСТ 

(Рисунок 90A) и частичное обратимое восстановление SSE (Рисунок 90Б, 

дисперсионный анализ, р <0.0005; Контроль vs Баклофен, р <0.005; Баклофен 

vs Отмытие, р <0.005) (404). 

 

 

Рисунок 90. Введение на срезы мозжечка 5 nM баклофена частично 

увеличивает нарушенный mGluR-опосредованный путь передачи сигналов у 

СЦА1 В05 трансгенных животных A и Б, в верхней части показаны 

репрезентативные кривые ВПСТ. A, медленные ВПСТ (вызванные тетанус-
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стимуляцией ПВ 25 импульсами с частотой 200 Гц) и В быстрые ПВ ВПСТ 

при записи SSE (пунктирные линии показывают базовый уровень амплитуд 

ПВ ВПСТ до индукции SSE, а непрерывные линии показывают первый ПВ 

ВПСТ после индукции SSE) до введения (Контроль, чёрный), в присутствии 

(Баклофен, красный) и после отмывки (Отмывка, серый) 5 nM баклофена. На 

графике амплитуд A показаны усреднённые данные от 20 амплитуд 

медленных ВПСТ в каждой КП СЦА1 В05 трансгенных животных (∗∗р < 0.01 

между контрольной группой и группой, в которой был применён баклофен; 

†р < 0.05 между группой после введения баклофена и после её отмывки; 

различия выявлены с помощью однофакторного дисперсионного анализа 

после апостериорного теста Тьюки). В нижней части рисунка B показана 

динамика изменения амплитуд ПВ ВПСТ до и после стимуляции ПВ (404). 

 

Однако баклофен не влиял значительно на LTD (Рисунок 91А). 

Нормированные амплитуды ПВ ВПСТ к достимуляционному уровню после 

30 минут записи LTD составляли в группе без введения баклофена 

97.7±4.0%, n = 8 от 7 мышей; после введения баклофена, 86.2±7.7%, n = 6 от 6 

мышей, р = 0.18). После введения баклофена наблюдалась тенденция к 

увеличению количества КП с уменьшением амплитуды ПВ ВПСТ (<85% от 

контрольных значений) на 30 минуте после индукции LTD (Рисунок 91Б; 

точки ниже прямой непрерывной линии) (404). 
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Рисунок 91. Добавление на срезы мозжечка 5 nM баклофена частично 

увеличивает LTD у СЦА1 В05 трансгенных животных. А, сверху показаны 

репрезентативные кривые базового уровня ПВ ВПСТ (последняя ВПСТ до 

индукции LTD, пунктирные линии) и ВПСТ через 30 мин после индукции 

LTD (непрерывные линии). Слева снизу показан динамика изменения 

амплитуд ПВ ВПСТ до и после индукции LTD в отсутствии и в присутствии 

баклофена (5 nM). Баклофен вводился в электрофизиологическую ванночку 

со срезом мозжечка за 10 мин до индукции LTD. В, относительные 

изменения амплитуд ПВ ВПСТ через 30 мин после индукции LTD в 

отсутствии баклофена (чёрные кружки), и в его присутствии (красные 

кружки) у СЦА1 В05 трансгенных животных и животных ДТ (белые 

кружки). Символы большего размера показывают средние значения, тогда 

как символы малого размера показывают индивидуальные данные от каждой 

КП. Горизонтальная непрерывная линия показывает 85% относительные 

изменения, которые могут быть использованы как критерии успешного 

развития LTD, так как все значения у животных ДТ были ниже этой линии 

(404). 

 



239 

 

3.4.1.2. Баклофен улучшает координацию у СЦА1 модельных 

животных 

Баклофен давно используется в неврологической практике как центральный 

миорелаксант (486). Также был замечен его прямой эффект на mGluR путь 

передачи сигналов (487), (304). Поэтому мы исследовали эффект баклофена в 

отношении увеличения mGluR сигнализации и улучшения моторных навыков 

у СЦА1 В05 трансгенных животных в возрасте 12 недель. Баклофен в низкой 

концентрации (5 nM) мы использовали для исследования моторных навыков 

у мышей, так как наномолярные концентрации могут усилить mGluR1 ответ 

в КП с минимальной активацией Gi/o белков, которые инициируют GABAB 

путь передачи сигналов, который регулирует пресинаптическую потенциал-

зависимые Ca
2+

 каналы и G белок-ассоциированные K
+
 каналы прямого 

выпрямления в мозжечке (487). Такая низкая доза баклофена может усилить 

мозжечок-зависимую адаптацию оптокинетического рефлекса без влияния на 

сам этот рефлекс (488). В нашем поведенческом тесте рота род, баклофен 

вводился непосредственно в мозжечок СЦА1 В05 трансгенных мышей, с тем 

чтобы свести к минимуму его влияние на мышцы или другие ткани. По 

сравнению с контрольной инъекцией PBS, однократная инъекция 5 nМ 

баклофена значительно улучшала двигательную активность в дни 0, 1 и 7 

после введения. На 7 день тренировок нахождение на вращающейся дорожке 

у таких животных увеличилось с 124,8±7,4 с (n = 27) до 143,1±4,8 с (n =28). 

Эффект исчезал через 2 и 3 недели после инъекции. (Рисунок 92) (404).  
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Рисунок 92. Баклофен улучшает двигательную активность СЦА1 В05 

трансгенных мышей. Двигательную активность проверяли с помощью 

ускоряющего теста на вращающейся дорожке. Баклофен (5 нМ) или PBS 

вводили в мозжечок 12-недельных мышей СЦА1 В05 трансгенных мышей за 

3 ч до теста в день 0 (инъекция). А Размер выборки на 14 и 21 день составил 

28 и 27 мышей, соответственно (404). 

 

Для понимания механизмов улучшения двигательной функции при 

применении баклофена и связи его с усилением mGluR1 сигнализации у 

СЦА1 В05 трансгенных мышей, мы проанализировали медленные ВПСТ, 

SSE и LTD у данных животных. На 7 день после введения баклофена, СЦА1 

В05 трансгенные мыши показывали увеличение амплитуд медленных ВПСТ. 

После введения PBS амплитуда составила 78.4±19.0 pA (n = 11, 5 мышей), 

после введения баклофена 218.8 ± 50.6 pA (n = 10, 5 мышей), P < 0.05. 

Данный эффект исчезал через 21 день после введения (Рисунок 93) (404).  
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Рисунок 93. Баклофен увеличивает амплитуду медленных ВПСТ в КП СЦА1 

В05 трансгенных мышей. Показан график усреднённых амплитуд, 

полученных от животных на 7 день после введения PBS, а также на 7 и 21 

дни после введения (5 nM) баклофена. Различия выявлены с помощью 

однофакторного дисперсионного анализа, ∗р < 0.05. В верхней части 

показаны репрезентативные кривые медленных ВПСТ. Каждая группа 

выделена соответствующим цветом (404). 

 

Изменения были более выраженные при регистрации SSE. Нормированные 

амплитуда ПВ ВПСТ через 5 сек после индукции SSE, в контрольной группе 

составила 96.6±7.2% (n = 10, 5 мышей), после введения баклофена 66.9±8.0% 

(n = 10, 5 мышей), P < 0.05. Данный эффект исчезал через 21 день после 

введения (Рисунок 94) (404). 
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Рисунок 94. Баклофен усиливает SSE в КП СЦА1 В05 трансгенных мышей. 

Показан график динамики нормированных амплитуд ПВ ВПСТ, полученных 

от животных на 7 день после введения PBS и (5 nM) баклофена. Различия 

выявлены с помощью однофакторного дисперсионного анализа, ∗р < 0.05. В 

верхней части показаны репрезентативные кривые ПВ ВПСТ. Каждая группа 

выделена соответствующим цветом (404). 

 

Также наблюдалось значительное восстановление LTD. Нормированная 

амплитуда ПВ ВПСТ через 30 мин после индукции LTD у животных после 

введения PBS составила 103.0±4.0% (n = 10, 5 мышей), после введения 

баклофена 71.6±6.2% (n = 10, 5 мышей), P = 0.005 (Рисунок 95) (404). 
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Рисунок 95. Баклофен усиливает LTD в КП СЦА1 В05 трансгенных мышей. 

Показан график динамики нормированных амплитуд ПВ ВПСТ, полученных 

от животных на 7 день после введения PBS и (5 nM) баклофена. Различия 

выявлены с помощью t-теста, ∗р < 0.05. В верхней части показаны 

репрезентативные кривые ПВ ВПСТ. Каждая группа выделена 

соответствующим цветом (404). 

 

Интересен тот факт, что через 21 день после введения эффект исчезал. 

Вместе эти данные показывают, что баклофен может улучшить двигательную 

активность у СЦА1 трансгенных мышей, а также восстановить mGluR 

сигнализацию в ПВ-КП синапсах. Поэтому баклофен может быть полезным 

фармакологическим средством для улучшения двигательной активности у 

больных СЦА1. 
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Таким образом мы показали, что баклофен оказывает положительный эффект 

на синаптическую передачу и пластичность в синапсах клеток Пуркинье у 

СЦА1 модельных животных. Однократное пероральное введение баклофена 

уменьшает атаксические проявления у СЦА1 мышей в течение 7 дней. 

 

3.4.2. Мемантин 

Мемантин — низкоаффинный потенциалзависимый неконкурентный 

антагонист NMDA-рецепторов, одобренный для применения при болезни 

Альцгеймера (489). Блокируя NMDA рецепторы, он предотвращает излишнее 

поступление катионов внутрь нейронов и развитие эксайтотоксичности. В 

мозжечке ГБ играет ключевую роль в поглощении синаптического глутамата 

через переносчик возбуждающих аминокислот (EAAT1, также известный как 

GLAST и кодируемый геном Slc1A3) и, следовательно, предотвращает 

эксайтотоксичность (490), (491). Напротив, в реактивной ГБ функция этого 

переносчика нарушается, что оказывает негативное влияние на функцию 

нейронов. Поэтому потенциально мемантин может быть пригоден для 

лечения полиглутаминовых СЦА, в том числе и СЦА1. Ранее была проведена 

пилотная работа по исследованию эффектов мемантина на фенотип СЦА1 KI 

мышей (492) показывающая, что он потенциально может быть пригоден для 

лечения СЦА1. Проблема заключается в том, что имеются противоречивые 

данные об экспрессии субъединиц NMDA рецепторов во взрослых КП: в 

одних исследованиях мРНК GluN2В, отвечающая за эксайтотоксичность, 

была обнаружена у крыс (493), (494), тогда как в других работах мРНК 

GluN2 в КП взрослых грызунов не выявлена (495). Данный факт ставит под 

сомнение эффективность мемантина в лечении нейродегенеративных 

состояний мозжечка, так как эта молекула-мишень может попросту 

отсутствовать в КП. В связи с этим, мы исследовали локализацию NMDA 

токов на синаптической мембране и за её пределами. 
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3.4.2.1. Выявление NMDA токов в КП 

В режиме whole cel были записаны быстрые ПВ ВПСТ с добавлением 

различных блокаторов NMDA рецепторов для вычленения этих токов из 

суммарного постсинаптического тока КП контрольных животных. Мы 

работали в присутствии 20μМ NBQX для блокады АМПА рецепторов. 

Амплитуда после этой манипуляции уменьшилась с 243,6±26,5 рА до 

48,1±7,5 рА (n = 11 от 3 животных), р = 0,0003, парный t-тест. Дальнейшее 

добавление неселективного блокатора NMDA рецепторов, 25μМ АР-5, 

приводило к уменьшению амплитуды до 31,1±7,7 рА (те же клетки), р = 0,004. 

Соответственно, это уменьшение и есть чистый NMDA ток, который 

составил 17,0±4,0 (те же клетки) (Рисунок 96А, верхняя часть). Для 

понимания, какой субъединичный состав формирует выявленный MDA ток, 

мы применили селективный блокатор NR2B субъединицы, 0,5μМ Ro25-6981. 

После его применения ПВ ВПСТ значительно не изменился (Рисунок 96Б, 

верхняя часть), р=0,93. Это указывает, что в синапсах отсутствуют NR2B 

субъединицы NMDA рецепторов. Мемантин, являясь неселективным 

блокатором данных рецепторов, значительно снижал быстрые ПВ ВПСТ с 

47,9±11,5 рА до 16,2±5,0 рА (n = 7 от 3 животных), р = 0,017, t-тест (Рисунок 

96В, верхняя часть). 

Учитывая тот факт, что значительный вклад в эксайтотоксичность вносят 

внесинаптические NMDA рецепторы, как правило, включающие 

субъединицу NR2В (496), мы исследовали медленные ПВ ВПСТ, которые 

формируются при вытекании глутамата за пределы синаптической щели и 

активации внесинаптических рецепторов. После добавления неселективного 

блокатора NMDA рецепторов, 25μМ АР-5, амплитуда медленных ВПСТ 

снижалась со 175,6±43,5 рА до 81,9±27,1 рА (n = 8 от 3 животных), р = 0,044, 

парный t-тест (Рисунок 96А, нижняя часть). Селективный блокатор Ro25-
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6981 в концентрации 0,5μМ, уменьшал амплитуду медленных ПВ ВПСТ с 

96,8±20,1 рА до 55,4±14,1 рА (n = 9 от 3 животных), р = 0,016 (Рисунок 96Б, 

нижняя часть). Мемантин, являясь неселективным блокатором NMDA 

рецепторов, в дозе 300μМ, также снижал амплитуду медленных ПВ ВПСТ с 

204,5±63,1 рА до 145,2±56,3 рА (n = 9 от 3 животных), р = 0,025 (Рисунок 

96В, нижняя часть). 

 

 

Рисунок 96. NMDA токи в КП. А. Вверху представлены репрезентативные 

кривые быстрых ПВ ВПСТ без добавления блокаторов (чёрная линия), после 

добавления 20μM NBQX (красная линия) и после добавления 25μМ АР-5 

(зелёная линия). Ниже показан график усреднённых амплитуд быстрых ПВ 

ВПСТ после добавления соответствующих блокаторов. Амплитуда 

контрольных токов не показана. В нижней части представлены кривые 



247 

 

медленных ПВ ВПСТ после добавления 20μM NBQX (чёрная линия) и 25μМ 

АР-5 (красная линия). Ниже представлена связанная точечная диаграмма 

отдельных амплитуд медленных ПВ ВПСТ с добавлением соответствующих 

блокаторов. Б. Вверху представлены репрезентативные кривые быстрых ПВ 

ВПСТ без добавления блокаторов (чёрная линия), после добавления 20μM 

NBQX (красная линия) и после добавления 0,5μМ Ro25-6981 (зелёная линия). 

Ниже показан график усреднённых амплитуд быстрых ПВ ВПСТ после 

добавления соответствующих блокаторов. Амплитуда контрольных токов не 

показана. В нижней части представлены кривые медленных ПВ ВПСТ после 

добавления 20μM NBQX (чёрная линия) и 0,5μМ Ro25-6981 (красная линия). 

Ниже представлена связанная точечная диаграмма отдельных амплитуд 

медленных ПВ ВПСТ с добавлением соответствующих блокаторов. В. 

Вверху представлены репрезентативные кривые быстрых ПВ ВПСТ без 

добавления блокаторов (чёрная линия), после добавления 20μM NBQX 

(красная линия) и после добавления 300μМ мемантин (зелёная линия). Ниже 

показан график усреднённых амплитуд быстрых ПВ ВПСТ после добавления 

соответствующих блокаторов. Амплитуда контрольных токов не показана. В 

нижней части представлены кривые медленных ПВ ВПСТ после добавления 

20μM NBQX (чёрная линия) и 300μМ АР-5 (красная линия). Ниже 

представлена связанная точечная диаграмма отдельных амплитуд медленных 

ПВ ВПСТ с добавлением соответствующих блокаторов. Количество (n) 

исследованных КП и животных (КП/животные) указано на графике. 

Звездочка указывает на статистически значимое различие по сравнению с 

соответствующими контролями (t-критерий Стьюдента; * p <0,05). 

 

Так как блокаторы мы добавляли непосредственно в раствор, омывающий 

срез, действие блокаторов могло распространяться на другие компоненты 

синапса, такие как ПВ и ГБ, и опосредованно влиять на снижение амплитуды 

ПВ ВПСТ. Для точной регистрации NMDA токов непосредственно в КП мы 
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записывали NMDA токи с внеклеточным раствором без Mg
2+

 и при 

различной деполяризации мембраны КП. При получении классического 

распределения NMDA токов с пиком значений в -20мВ (497), (498) можно 

считать, что присутствие их будет доказано. При записи быстрых ПВ ВПСТ 

чистый NMDA ток, вычисленный после добавления мемантина (Рисунок 

97А), имел линейное распределение с пиком амплитуды в -52,4±22,9 рА при 

деполяризации мембраны в -80мВ (Рисунок 97Б). Однако NMDA компонент 

медленных ПВ ВПСТ после их вычитания (Рисунок 97Б), имел классическое 

U-образное распределение с пиком амплитуды -94,3±29,7 рА при 

деполяризации мембраны между -40мВ и -20мВ (Рисунок 97Б). Для 

исключения влияния ёмкостных характеристик на возбудимость мембраны 

КП мы нормировали записанные токи к ёмкости каждой клетки. 

Нормированные значения представлены на графике. 

 

 

Рисунок 97. Валидация NMDA токов в КП. А. На точечной диаграмме 

представлена динамика средних амплитуд быстрых ПВ ВПСТ до (чёрные 

кружки) и после добавления 30μМ мемантина (синие кружки) в зависимости 

от деполяризации мембраны. Разность данных токов представлена в виде 

зелёной точечной диаграммы. Б. На точечной диаграмме представлена 

динамика средних амплитуд медленных ПВ ВПСТ до (чёрные кружки) и 
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после добавления 30μМ мемантина (синие кружки) в зависимости от 

деполяризации мембраны. Разность данных токов представлена в виде 

зелёной точеной диаграммы. Звездочка указывает на статистически значимое 

различие по сравнению с соответствующими контролями (парный t-критерий 

Стьюдента; * p <0,05). 

 

Данный факт доказывает, что в КП присутствуют внесинаптические NMDA 

рецепторы, которые успешно блокируются мемантином. 

 

3.4.2.2. Побочные эффекты мемантина 

Однако у данного препарата описаны побочные эффекты. Так ранее было 

показано, что длительное введение мемантина лабораторным мышам 

вызывает тревогу, связанную с функциональным замедлением захвата 

глутамата без влияния на экспрессию NMDA-рецепторов (498). Более того, 

дозы до 30 мг/кг влияли на вскармливание, передвижение и уход. У 

некоторых животных появлялась атаксия и стереотипные поведения в дозе 

мемантина 30 мг/кг и более (499). 

Чтобы проверить, может ли длительное лечение мемантином само по себе 

влиять на двигательную активность, мы давали мышам в поилке мемантин в 

течение 9 недель и оценивали их координацию с помощью вращающейся 

дорожки (Рисунок 98А). Как леченные, так и нелеченые мыши улучшали 

свои показатели при постепенном увеличении скорости (Рисунок 98Б) с 1-го 

по 2-й день тестирования, но нелеченые мыши затем постепенно улучшали 

свои показатели до 4-го дня, которые оставались примерно на том же уровне 

и на 5-й день. Однако мыши, получавшие мемантин, не смогли улучшить 

время удержания на вращающейся дорожке выше своих показателей 2-го дня, 

а на 4-й и 5-й дни результаты были значительно хуже, чем у контрольных 

мышей. Так на 5-й день контрольные мыши оставались на дорожке 233,7 ± 
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11,3 с (16 животных), тогда как мыши, леченные мемантином, только 176,0 ± 

24,1 с (11 животных; p = 0,024, Рисунок 98В) (500). 

 

 

Рисунок 98. Длительное введение мемантина ухудшает двигательное 

поведение у мышей. (A) Экспериментальные группы: контрольные мыши не 

получали никаких лекарств, в то время как испытуемая группа потребляла 

мемантин (примерно до 90 мг/кг в сутки с питьевой водой) с 21-го 

постнатального дня (p21) в течение 9 недель. (Б) протокол ускоренного 

режима. Скорость увеличивалась от 0 до 30 об/мин в течение первых 3 мин, а 

затем оставалась стабильной в течение 2 мин. (В) Усредненные данные 

времени нахождения на вращающейся дорожке контрольных мышей (белые 

кружки) и мышей, получавших мемантин (серые кружки) в течение 5 дней 

тестирования. (* p <0,05; t-критерий с последующим апостериорным 

критерием HSD Тьюки для p-значений, скорректированных для 

множественных сравнений; n — количество мышей в каждой группе) (500). 

 

Мы использовали контекстуальное формирование страха (fear conditioning), 

чтобы исследовать возможные эффекты хронического введения мемантина 
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на память. Контрольных мышей и мышей, получавших мемантин, обучали 

протоколу усвоения условного рефлекса в течение 3 дней (Рисунок 99А). Не 

было статистически значимой разницы в количестве эпизодов замирания 

между двумя группами в любой из дней; р = 0,16 (Рисунок 99Б). Однако 

мыши, получавшие мемантин, продемонстрировали значительно более 

короткое время замирания на 3-й день при оценке сохранения памяти (205,8 

± 12,6 с, 24 мыши по сравнению с 248,7 ± 9,7 с, 17 мышей; p = 0,0099) 

(Рисунок 99В). Таким образом, хроническое потребление мемантина 

нарушало запоминание условного сигнала (500). 

 

 

Рисунок 99. Мемантин ухудшает память в парадигме условного рефлекса 

страха. (A) Схема тренировки условному рефлексу страха. День 1: 

Тренировка состояла из трех ударов током после воспроизведения белого 

шума. День 2: Тест на контекстуальную память. День 3: Тест на шумовую 

память. (Б) Количество эпизодов замирания во время и после тренировки. 

Количество эпизодов замирания на 3-и сутки после тренировки под 
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действием мемантина значимо не менялось (p > 0,05). (В) Общее время 

эпизодов замирания, вызванных слуховой стимуляцией на 3-й день, было 

значительно уменьшено у мышей, получавших мемантин (** p <0,001; t-

критерий с последующим апостериорным тестом HSD Тьюки для 

корректировки p-значений для множественного сравнения; n — количество 

мышей в каждой группе) (500). 

 

После тщательного анализа данных с вращающейся дорожкой мы пришли к 

выводу, что подавление приобретения новых двигательных навыков не 

обязательно было основной причиной плохой координации мышей, 

получавших мемантин. Во время теста мыши часто прыгали и пытались 

убежать с дорожки; однако такое поведение у контрольных мышей обычно 

прекращается после второго дня, когда мыши становятся спокойнее и 

остаются на дорожке на протяжении всего теста. Однако мыши, получавшие 

мемантин, демонстрировали этот тип тревожного поведения до последнего 

дня теста. По этой причине мы проверили их тревожность, используя 

протокол приподнятого крестообразного лабиринта. Мыши, получавшие 

мемантин, проводили в закрытых рукавах столько же времени, сколько и 

контрольные мыши в первый и второй дни обучения (Рисунок 100А). Однако 

с третьего дня мыши, получавшие мемантин, проводили значительно больше 

времени в закрытых рукавах, что является общепринятым показателем 

тревожности (например, на 3-й день 163,9 ± 20,2 с против 79,6 ± 16,3 с, p = 

0,008). Разница наблюдалась до 5-го дня (133,4 ± 21,0 с и 61,0 ± 21,9 с 

соответственно, р = 0,036; Рисунок 100А, Б). Интересно, что эти различия 

следовали за изменениями координации, выявленных с помощью 

вращающейся дорожки (Рисунок 100В) (500). 
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Рисунок 100. Тест приподнятого крестообразного лабиринта выявил стойкое 

тревожное поведение у мышей после длительного введения мемантина. (A) 

Совокупные карты движения мышей в рукавах приподнятого 

крестообразного лабиринта в день 1 (левая панель) и 3 (правая панель) 

обучения. (B) Время, проведенное в закрытых рукавах. Отдельные точки 

данных показаны в виде чёрных кружков для контрольных мышей и чёрных 

ромбов для мышей после хронического потребления мемантина. К 3-му дню 

контрольные мыши преодолели свое беспокойство и начали исследовать 

открытые рукава, в то время как мыши, получавшие мемантин, оставались в 

основном в закрытых рукавах (* p <0,05; ** p <0,001; n — количество мышей 

в каждой группе) (500). 

 

Предыдущие результаты показали, что хронический прием мемантина может 

усиливать тревожность при некоторых условиях или делать мышей 

склонными к депрессивному поведению. Поэтому мы использовали тест 
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подвешивания мышей за хвост (TST) как показатель безысходности, часто 

используемый в исследованиях антидепрессантов (426). У животных, 

получавших мемантин, наблюдалось значительно больше эпизодов 

неподвижности (14,9 ± 2,0, 13 животных против 8,9 ± 1,4, 14 животных 

соответственно, р = 0,026; Рисунок 101А). Более того, периоды 

неподвижности у этих животных были значительно дольше (102,1 ± 14,5 и 

43,4 ± 6,2 соответственно, р = 0,0016; Рисунок 101Б) (500). 

 

 

Рисунок 101. Тест подвешивания за хвост демонстрирует повышенное 

тревожное поведение у мышей, постоянно получавших мемантин. (A) 

Эпизоды неподвижности и (Б) период неподвижности в течение 360 с общей 

продолжительности теста. Отдельные точки данных показаны в виде чёрных 

кружков для контрольных мышей и чёрных ромбов для мышей, получавших 

мемантин (* p <0,05; ** p <0,01) (500). 

 

В совокупности эти результаты показывают, что длительное введение 

мемантина препятствует адаптации к умеренно стрессовым условиям, таким 
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как свободное передвижение по рукавам крестообразного лабиринта. TST 

предполагает, что он вызывает признаки поведенческого отчаяния, которое 

обычно интерпретируется как элемент депрессивного фенотипа (426). 

 

Ранее было показано, что хроническое подавление NMDA-рецепторов 

вызывает тревогу у мышей (501). Тревожность представляет собой сложное 

явление, вовлекающее различные структуры мозга, одним из которых 

является гиппокамп. Мы регистрировали полевые постсинаптические 

потенциалы (пВПСП) с вентрального гиппокампа, который в предыдущих 

исследованиях был связан с тревожным поведением (502), (503), (505). 

Важно отметить, что гиппокамп брали у мышей, которым хронически 

вводили мемантин, но во время этих экспериментов мемантин отсутствовал в 

перфузионной среде. Таким образом, наблюдаемые эффекты должны быть 

связаны с длительными модификациями либо глутаматергических синапсов, 

либо систем удаления астроцитарного глутамата. При применении 

одиночных стимулов в областях СА1 и СА3 вентрального гиппокампа 

мышей пролеченных мемантином, значительно снижала амплитуды пВПСП. 

В СА1 средняя амплитуда пВПСП снизились с 0,38 ± 0,02 мВ до 0,29 ± 0,02 

мВ (р = 0,005), а в СА3 — с 0,36 ± 0,04 мВ до 0,22 ± 0,03 мВ (р = 0,028; 

Рисунок 102А, Б, левые графики; Таблица 16 и Таблица 17). τ пВПСП после 

применения отдельных стимулов существенно не менялось (Таблица 16 и 

Таблица 17). Чтобы загрузить синапс глутаматом и лучше выявить работу 

системы поглощения, мы облегчили высвобождение нейротрансмиттера из 

пресинаптических окончаний, используя серии из 10 электрических стимулов 

(частота 10 кГц). В таких условиях мы обнаружили удлинение τ с 4,2 ± 0,3 мс 

до 5,9 ± 0,5 мс (р = 0,006) в области СА1 (Рисунок 102А и таблица 16). В СА3 

мы не обнаружили этого эффекта (р = 0,58; Рисунок 102Б и Таблица 17) 

(500). 
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Рисунок 102. Хроническое лечение мемантином влияет на синаптическую 

передачу в гиппокампе. (A) Записи пВПСП из области CA1. (Б) Записи 

пВПСП из области CA3. Верхняя часть — репрезентативные кривые пВПСП 

после одного (×1) стимула или десяти (×10) стимулов в срезах от 

контрольных мышей (черные линии) и срезах от мышей после хронического 

потребления мемантина (красные линии). Нижняя часть — средние 

амплитуды пВПСП после х1 стимула (слева) и средние τ пВПСП после х10 

стимулов (справа). Усреднённые амплитуды пВПСП, вызванные одиночным 

синаптическим стимулом, достоверно снижены в обеих областях гиппокампа 

(* p <0,05; ** p <0,01). Обратите внимание, что во время записи мемантин не 

присутствовал в ванночке, омывающей срез и был вымыт из ткани в ходе 

подготовки срезов и предварительной инкубации (500). 
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CA1 Амплитуда 
(мВ) 

Время 
подъёма 

(мс) 

τ пВПСП  
(x1 стим.) 

τ пВПСП 
(x10стим.) 

Контроль 
(n=14/4) 

0.38±0.02 2.8±0.4 7.9±0.5 4.2±0.3 

+Мемантин 
(n=14/4) 

0.29±0.02** 2.2±0.2 7.8±0.7 5.9±0.5** 

Таблица 16. Амплитуды и кинетика пВПСП в области СА1 гиппокампа. 

Показаны τ после одного (×1 стим.) или десяти (×10 стим.) стимулов. 

Звездочками отмечены статистически значимые различия (** p <0,01; n — 

количество тестируемых зон и животных (зон/животных)) (500). 

 

CA3 Амплитуда 
(мВ) 

Время 
подъёма 

(мс) 

τ пВПСП  
(x1 стим.) 

τ пВПСП 
(x10стим.) 

Контроль 
(n=9/3) 

0.36±0.04 2.1±0.1 5.2±0.6 4.9±0.9 

+Мемантин 
(n=7/3) 

0.22±0.03* 1.7±0.2 4.9±1.1 5.4±0.5 

Таблица 17. Амплитуды и кинетика пВПСП вентральной области СА3 

гиппокампа. Показаны τ после одного (×1 стим.) или десяти (×10 стим.) 

стимулов. Звездочками отмечены статистически значимые различия (* p 

<0,05; n — количество тестируемых зон и животных (зон/животных)) (500). 

 

In vivo мемантин остается в плазме до 132 часов после перорального 

введения (505) и может быть обнаружен в мозге мыши через 100 минут после 

введения (506). По данным микродиализа период полувыведения мемантина 

в мозге грызунов составляет примерно 3 ч (507). Такой временной ход 

подразумевает, что мемантин присутствовал в тканях во время наших 

тренировок с мышами in vivo. Однако мемантин эффективно вымывается из 
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ткани во время приготовления срезов и перфузии in vitro (508). 

Следовательно, эффекты, которые мы наблюдали в записях пВПСП, скорее 

всего, не могут быть объяснены прямым ингибированием NMDA-

рецепторов. Скорее, эти данные убедительно свидетельствуют о том, что 

мемантин вызывает стойкие изменения в глутаматергической синаптической 

передаче в вентральном гиппокампе. 

 

После подтверждения того, что мемантин вызывает тревожность, мы 

исследовали влияние мемантина на координацию СЦА1 модельных мышей, 

экспрессирующих мутантный атаксин 1 селективно в ГБ. У контрольных 

мышей, экспрессирующих нормальный атаксин 1 [Q2] также было выявлено 

отсутствие улучшения показателей нахождения на вращающейся дорожке с 3 

по 5 день тренировок. В последний 5 день этот показатель снизился с 

216,8±13,7 сек (n = 13) до 165,5±18,5 сек (n = 8), р = 0,042, t-тест (Рисунок 

103А). У животных, экспрессирующих мутантный атаксин 1 [Q85] в ГБ 

данный эффект не был замечен в силу того, что без лечения мемантина 

координация была изначально нарушена, и мыши, пролеченные мемантином 

с 3 по 5 день, показывали схожие результаты на вращающейся дорожке. 

Однако мы заметили, что в первый день тренировок мыши пролеченные 

мемантином показывали значительно лучшие результаты. Время нахождения 

на дорожке увеличилось с 86,2±9,6 сек (n = 11) до 125,6±15,3 сек (n = 12), р = 

0,042 (Рисунок 103Б). 
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Рисунок 103. Длительное введение мемантина не улучшает двигательное 

поведение у СЦА1 модельных мышей. Экспериментальные группы: 

контрольные мыши, экспрессирующие селективно атаксин 1[Q2] и опытные, 

экспрессирующие атаксин 1 [Q85] в ГБ, потребляли мемантин (примерно до 

90 мг/кг в сутки с питьевой водой) с 21-го постнатального дня (p21) в течение 

9 недель. (А) Усредненные данные времени нахождения на вращающейся 

дорожке контрольных мышей без лечения (серые кружки) и после лечения 

мемантином (чёрные кружки с серыми вкраплениями). (Б) Усредненные 

данные времени нахождения на вращающейся дорожке опытных мышей без 

лечения (красные кружки) и после лечения мемантином (красные кружки с 

серыми линиями). * p <0,05; t-критерий с последующим апостериорным 

критерием HSD Тьюки для p-значений, скорректированных для 

множественных сравнений; n — количество мышей в каждой группе). 

 

Это может указывать на то, что мемантин способствует сохранению 

нейронов и астроцитов в коре мозжечка при нейродегенерации. Для 

подтверждения данного факта мы исследовали эффекты мемантина на 

морфологию ГБ и КП в общей оптогенетической модели нейродегенерации 

мозжечка и наших моделях нейродегенерации мозжечка. 
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3.4.2.3. Мемантин уменьшает нарушение морфологии ГБ и КП 

Мы использовали ранее описанную модель астроглиоза и нейродегенерации 

мозжечка. Через 4 дня после фотостимуляции экспрессия анти-GFAP 

(астроцитарный маркер) сильно увеличивалось, в то время как экспрессия 

анти-Кальбиндина (маркер КП) значительно снижалось по сравнению с 

животными, которых не подвергали фотостимуляции (Рисунок 104А и Б). 

Мемантин (~90 мг/кг/день) сильно снижал накопление 

окрашивания/экспрессии анти-GFAP (Рисунок 104В) (509). 

 

 

Рисунок 104. Мемантин предотвращает изменения морфологии клеток 

мозжечка, вызванные хронической фотостимуляцией БГ
ChR2

. Конфокальные 

изображения коры мозжечка, меченные антителами к кальбиндину (маркер 
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КП) и антителами к GFAP (маркер ГБ). А. Животные без фотостимуляции 

(hv-). Б. Животные с хронической фотостимуляцией, не получавшие лечения 

(hv+). В. Животные с хронической фотостимуляцией (hv+), получавшие 

мемантин (Mem+). Лечение мемантином предотвращало потерю КП и 

снижало экспрессию GFAP. Мерная шкала 50 μм (509). 

 

В СЦА1 модели с селективным поражением ГБ мы выявили схожее влияние 

мемантина на патогенетический процесс. Для контрольных мышей мы 

использовали PBS и атаксин 1 с нормальной короткой полиглутаминовой 

цепочкой (LVV GFAP-ATXN1 [Q2]). В опытной группе мыши 

экспрессировали мутантный атаксин 1 с длинной полиглутаминовой 

цепочкой (LVV GFAP-ATXN1 [Q85]). Для предотвращения 

нейродегенерации мозжечка в нашей модели СЦА1 мы добавляли мемантин 

в питьевую воду в концентрации 90 мг/кг. 

Через 9 недель после инъекции 3 μл LVV в коре мозжечка был обнаружен 

выраженный анти-Flag-сигнал. Окрашивание было локализовано с GFAP 

(астроцитарный маркер) в ГБ и было в основном сосредоточено во 

внутренней части МС (Рисунок 105). 

После хронической фотостимуляции толщина отростков ГБ, 

экспрессирующих ChR2, увеличилась с 1,57±0,05 μм до 1,81±0,05 μм, 

р=0,003, а их длина уменьшилась с 186,0±8,1 μм до 150, 8±3,6 μм, р=0,002 

(Рисунок 105А, Б, Г-Е). Мемантин предотвращал реактивность БГ, толщина 

отростков БГ (1,62±0,04 мкм) р=0,003 и их длина (171,9±5,4 мкм), р=0,005, 

(однофакторный дисперсионный анализ с последующим апостериорным 

критерием Тьюки; Рисунок 105А, Б, Г-Е) (509). 
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Рисунок 105. Конфокальное изображение ГБ после инъекции в мозжечок PBS 

(А), а также LVV, несущей ATXN1[Q2] (Б) и ATXN1[Q85] (В). Изображения 

коры мозжечка после лечения мемантином (Г), (Д) и (Е), соответственно. 

Отростки глии помечены анти-GFAP (голубой) и анти-Flag (зелёный). 

Мерная шкала 100 μм (509). 

 

Через 4 дня фотостимуляции количество КП уменьшилось с 4,2±0,2 до 

3,2±0,2 на 100 μм длины слоя клеток Пуркинье (СКП) (р=0,011; Рисунок 

106В, Ж). Толщина МС у этих животных уменьшилась со 165,4±6,9 μм до 

139,2±5,0 μм (р=0,0015; Рисунок 106Г, З). Мемантин предотвращал потерю 

КП (4,1±0,3 клеток на 100 μм длины СКП; р=0,009) и толщины МС 

(171,9±5,4 μм; р=0,043 по сравнению с нелечеными мышами); (Рисунок 106В, 

Г, Ж, З) (509). 
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Рисунок 106. Мемантин предотвращает патологическую трансформацию ГБ 

и КП, вызванную оптогенетической гиперактивацией ГБ. Конфокальные 

изображения коры мозжечка, помеченной анти-GFAP (глиальный маркер) 

(А), анти-Кальбиндин (маркер КП) (В). Профиль интенсивности анти-GFAP-

сигнала показывает количество пиков, которые маркируют отростки ГБ 

(вставка A). Такой подход позволяет оценить толщину одного отростка ГБ 

(Б). Масштабная линейка 1 μм. Количество КП подсчитывали на протяжении 

100 μм СКП (В). Отростки ГБ были длиннее толщины МС. Эти данные были 

измерены отдельно (Г). Мерная шкала 50 μм. (Д) – средняя толщина 

отростков ГБ. (Е) Средняя длина отростков ГБ. (Ж) – Среднее количество КП 

на 100 μм СКП. (З) – График показывает толщину МС через 4 дня после 

фотостимуляции. Отростки ГБ более толстые, короткие и извитые. Мемантин 

предотвращает патологическую трансформацию отростков ГБ. * р <0,05; **р 

<0,01; † р <0,05; †† р <0,01 (509). 

 

После инъекции LVV мутантный атаксин 1 индуцировал астроглиоз. Окраска 

анти-GFAP было сильно увеличено в мозжечке этих мышей. Мемантин 

сильно снижал накопление анти-GFAP-окраски отростков ГБ, 

экспрессирующих мутантный атаксин 1 (Рисунок 107А). Количество 

отростков ГБ, экспрессирующих мутантный атаксин 1, уменьшилось с 19,7 ± 

0,4 до 17,8 ± 0,5, p = 0,0096, а их длина уменьшилась с 253,8 ± 6,1 мкм до 

228,5 ± 6,7 мкм, p = 0,0092 (Рисунок 107Б и В). Толщина отростков ГБ 

увеличилась с 1,6 ± 0,0 до 2,2 ± 0,3 мкм, р = 0,044. Мемантин предотвращал 

реактивность БГ, уменьшая толщину отростков БГ (1,6 ± 0,1 мкм) p = 0,041 и 

не влиял на количество и длину (односторонний дисперсионный анализ с 

последующим апостериорным тестом Тьюки; рисунок 107Г) (509). Не 

обнаружено значимого влияния мемантина на морфологию ГБ в 

контрольных группах мышей (данные не представлены). 
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Рисунок 107. Мемантин предотвращает патологическую трансформацию ГБ, 

вызванную селективной экспрессией мутантного атаксина 1 в этих клетках. 

(А) Конфокальные изображения коры мозжечка, помеченные анти-GFAP 

(глиальный маркер). Масштабная шкала 50 μм. (Б) Среднее количество 

отростков ГБ на 100 μм СКП. (В) Длина (Г) и толщина отростков ГБ. 

Мемантин предотвращает патологическую трансформацию отростков ГБ, 

уменьшая их толщину, но не влияя на длину и количество. * р <0,05; **р 

<0,01; † р <0,05 (509). 

 

Используя метод фиксации потенциала, мы исследовали ёмкость КП, которая 

напрямую связана с их размером. Средняя емкость КП у мышей без 

фотостимуляции составила 725,1 ± 39,5 pF (n = 8 клеток от 3 мышей), а 

фотостимуляция уменьшила её до 494,2 ± 63,2 pF (n = 10 клеток от 3 мышей; 
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p = 0,007; Таблица 18). Мемантин значительно предотвращал уменьшение 

ёмкости КП (682,2 ± 24,5 pF, 7 клеток от 3 мышей, р = 0,0038 по сравнению с 

животными без стимуляции; Таблица 18). Эти данные свидетельствуют о 

том, что мемантин в значительной степени предотвращает патологические 

изменения в коре мозжечка, вызванные хронической специфической 

оптогенетической стимуляцией ГБ (509). 

 

Группа Ёмкость 
(pF) 

Ra (МΩ) Rm (МΩ) 

+GFAP-ChR2-mKate (hv-) (n=8/3) 725,1±39,5 12,4±0,6 186,3±28,2 

+GFAP-ChR2-mKate (+ 4d hv) (n=10/3) 494,2±63,2 13,8±1,4 211,5±34,5 

+GFAP-ChR2-mKate (+ 4d hv) + Mem 
(n=7/3) 

682,2±24,5** 14,3±0,9 173,4±33,6 

Таблица 18. Влияние мемантина на основные пассивные 

электрофизиологические свойства в КП у мышей, которым вводили AVV 

GFAP-ChR2-mKate после хронической фотостимуляции. Ra – сопротивление 

доступа, Rm – сопротивление мембраны. Количество (n) исследованных КП 

и животных (КП/животные) указано в таблице, *p <0,05; **р <0,001; † р 

<0,001 (509). 

 

Мы визуализировали апикальные дендриты КП с помощью окрашивания 

анти-кальбиндином (Рисунок 108А). МС был значительно тоньше у 

животных, пораженных мутантным атаксином 1, по сравнению с животными, 

инфицированными нормальным атаксином 1, от 234,6 ± 4,3 μм до 169,4 ± 2,7 

μм (р = 2,3x10-15, односторонний дисперсионный анализ с последующим 

апостериорным тестом Тьюки; Рисунок 108Б). Мемантин частично 

восстановил толщину МС после 9 недель приема до 187,7 ± 4,1 μм (р = 
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0,0004, однофакторный дисперсионный анализ с последующим 

апостериорным тестом Тьюки; Рисунок 108Б). Количество ПК также 

уменьшилось с 3,2±0,2 до 1,7±0,2 на 100 μм длины МС, р = 3,02x10
-6

, 

однофакторный дисперсионный анализ с последующим апостериорным 

критерием Тьюки. Мемантин частично восстановил количество КП до 2,2 ± 

0,1 (p = 0,0003, однофакторный дисперсионный анализ с последующим 

апостериорным тестом Тьюки), по сравнению с группой, которой вводили 

нормальный атаксин 1 (Рисунок 108В). Никаких различий не было 

обнаружено у мышей, получавших PBS с обработкой мемантином или без 

нее. Таким образом, мемантин частично предотвращает изменения 

морфологии КП в мозжечке у мышей нашей модели СЦА1 (509). 
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Рисунок 108. Мемантин предотвращает изменения морфологии КП в СЦА1 

модели с селективной экспрессией атаксина 1 в ГБ. А. Конфокальные 

изображения коры мозжечка, меченные антителами к кальбиндину (маркер 

КП). Мерная шкала 50 μм. Б. Средняя толщина МС. В. Среднее количество 

КР на 100µм СКП. Г. Средняя ёмкость КП. Количество (n) исследованных 

КП и животных (КП/животные) указано на графиках. **р <0,01; *** р <0,001; 

† р <0,05 (509). 

 

3.4.2.4. Мемантин уменьшает нарушение синаптической передачи 

Мы проверили, влияет ли хроническая фотостимуляция на синаптическую 

передачу в синапсах ПВ-КП. В этих экспериментах амплитуда ПВ ВПСТ 

снизилась с 298,1±64,6 (n=8 клеток от 3 мышей) до 141,0±23,1 (n=10 клеток 

от 3 мышей; p=0,033; Таблица 19). 

У мышей, получавших мемантин, амплитуда ПВ ВПСТ составила 195,0±33,7 

рА (n = 7 клеток от 3 мышей) и достоверно не отличалась от таковой у не 

стимулированных животных (p = 0,19) (509). 

 

Группа Амплитуда 
ПВ ВПСТ 

РРF Время 
подъёма 

(мс) 

Пост. 
спада τ 
(мс-1) 

+GFAP-ChR2-mKate (hv-) 
(n=8/3) 

298,1±64,6 1,8±0,1 2,2±0,3 16,0±2,1 

+GFAP-ChR2-mKate (+ 4d hv) 
(n=10/3) 

141,0±23,1* 1,8±0,1 2,4±0,4 21,0±3,0 

+GFAP-ChR2-mKate (+ 4d hv) + 
Mem (n=7/3) 

195,0±33,7 1,8±0,1 2,2±0,2 18,8±2,0 

Таблица 19. Влияние мемантина на основные АМРА-опосредованные ПВ 

ВПСТ в КП у мышей, которым вводили AVV GFAP-ChR2-mKate после 

хронической фотостимуляции. Показана кинетика ПВ ВПСТ (время 
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нарастания 10%-90% и постоянная времени спада) и их амплитуды. 

Коэффициент PPF анализировали с использованием двух стимулов с 

межстимульным интервалом 50 мс. Коэффициент PPF измеряли как вторую 

амплитуду ПВ ВПСТ, нормализованную к первой. Однофакторный 

дисперсионный анализ с последующим апостериорным критерием Тьюки, 

показывает значительное влияние на ёмкость и амплитуду ПВ ВПСТ. 

Количество (n) исследованных КП и животных (КП/животные) указано в 

таблице, *p <0,05; **р <0,001; † р <0,001 (509). 

 

Чтобы исследовать захват глутамата из синаптической щели, мы 

регистрировали ПВ ВПСТ после тетанус-стимуляции ПВ из 10 импульсов. 

Амплитуды ПВ ВПСТ существенно не различались между группами 

(Рисунок 109А). Однако хроническая фотостимуляция удлиняла τ ВПСТ с 

16,0±2,0 мс
-1

 (n = 12 клеток от 3 мышей) до 39,1 ± 5,1 мс
-1

 (n = 8 клеток от 3 

мышей; p = 0,00014). Мемантин предотвращал такое увеличение τ. Данный 

показатель у таких животных составил 22,2 ± 3,4 мс
-1

, 10 клеток от 3 мышей 

и не отличался от значений у нестимулированных животных (p = 0,36, 

Рисунок 109Б) (509). 
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Рисунок 109. Хроническая фотостимуляция ГБ
ChR2

 влияет на синаптическую 

передачу ПВ-КП. Для оценки эффекта вытекания глутамата и его 

поглощения ГБ мы использовали тетанус-стимуляцию ПВ из 10 стимулов. 

Единичные (кружки) и усреднённые (прямоугольники) амплитуды 

кумулятивного ответа на серию из 10 стимулов показаны на графике. 

Усредненные данные достоверно не отличались во всех исследуемых 

группах (А). Удлинение τ ПВ ВПСТ в КП у животных после хронической 

фотостимуляции была заметной и значительно снижалась у животных, 

получавших мемантин (Б) *** p < 0,001; ††р<0,01. Верхние вставки: 

репрезентативные кривые ПВ ВПСТ у животных, экспрессирующих ChR2 

без (ChR2+ hv-) (красный) и после 4-дневной фотостимуляции (ChR2+ hv+) 

(черный) с пероральным применением мемантина (ChR2+ hv+ mem+) (серый) 

(509). 

 

Такое резкое удлинение τ ПВ ВПСТ предполагает более длительное 

присутствие глутамата на постсинаптических рецепторах, что согласуется с 

концепцией нарушенного глиального захвата. Мемантин нормализует этот 

процесс. 

 

3.4.2.5. Мемантин предотвращает потерю EAAT1 после хронической 

оптогенетической стимуляции ГБ 

Основная часть глутамата поглощается EAAT1, которые располагаются на 

отростках ГБ. Через 4 дня фотостимуляции иммунореактивность ЕААТ1 

снижалась в ГБ, что частично предотвращалось применением мемантина 

(Рисунок 110А). Площадь EAAT1-позитивных элементов уменьшилась с 

66,8±5,3% (8 зон от 3-х мышей) до 21,3±3,0% (9 зон от 3-х мышей) (р=0,001). 
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Мемантин частично восстанавливал площадь EAAT1-положительных 

элементов до 56,1±5,4 (6 зон от 3 мышей) (Рисунок 110Б), эти значения не 

отличались от таковых у нестимулированных мышей (р=0,29) (509). 

 

Рисунок 110. Экспрессия ЕААТ1 в реактивной ГБ
ChR2+

 и влияние мемантина 

на эту экспрессию. А – конфокальные изображения отростков ГБ
ChR2+

 без 

(ChR2+ hv-) и через 4 дня фотостимуляции (ChR2+ hv+) в сочетании с 

пероральным введением мемантина (ChR2+ hv+ mem+). Окраска на анти-

EAAT1 отмечена синим цветом. Мерная шкала 20 μм. (Б) Усредненный 

график зоны EAAT1положительных элементов по отношению к общей 

площади. ** р <0,01; ҂҂ р <0,01 (509). 

 

 Иммунореактивность анти-EAAT1 сильно снижалась в ГБ, 

экспрессирующем мутантный атаксин 1 (Рисунок 111А). Площадь 

положительных элементов анти-ЕААТ1 уменьшилась с 17,1 ± 0,8 % до 15,2 ± 

0,5 % (р = 0,008). Мемантин восстанавливал площадь положительных 

элементов анти-EAAT1 до 17,6 ± 0,1% (Рисунок 111Б-Г), значение, не 

отличающееся от нестимулированных мышей (p = 0,12). Таким образом, 

мемантин в значительной степени предотвращает изменения морфологии ГБ 

и экспрессии EAAT1 в мозжечке наших мышей с моделью СЦА1. 
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Рисунок 111. Экспрессия ЕААТ1 в реактивной ГБ
ATXN1[Q85]

 и влияние 

мемантина на эту экспрессию. А – конфокальные изображения отростков ГБ 

после инъекции PBS, а также ГБ
ATXN1[Q2]

 и ГБ
ATXN1[Q85]

 без и в сочетании с 

пероральным введением мемантина (+mem). Окраска на анти-GFAP отмечена 

синим цветом, на анти-EAAT1 – зелёным цветом. Мерная шкала 50 μм. (Б) 

Обработанные программой ImageJ изображения анти-ЕААТ1 положительных 

зон коры мозжечка. Мерная шкала 50 μм. Их увеличенные изображения 

представлены на панели (В). Мерная шкала 5 μм. (Г) Усредненный график 

зоны EAAT1 положительных элементов по отношению к общей площади. ** 

р <0,01; †† р <0,01. 

 

Таким образом, мемантин положительно влияет не только на нейроны, но и 

на все составляющие трёхкомпонентного синапса. В значительной степени 

он предотвращает изменения экспрессии EAAT1 в реактивной ГБ. В 
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частности, мы обнаружили более широкое представление сайтов поглощения 

глутамата в отростках ГБ у мышей, получавших мемантин. Это способствует 

предотвращению эксайтотоксичности и уменьшению нейродегенеративного 

процесса в коре мозжечка. 
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ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

Наследственные заболевания нервной системы на сегодняшний день 

являются одним из самых мало изученных разделов нейронаук. Это 

обуславливает отсутствие решений в патогенетическом лечении данных 

заболеваний. Полиглутаминовые спиноцеребеллярные атаксии являются 

типичными болезнями накопления патологического белка прежде всего в 

мозжечке и стволе мозга. Поэтому в нашей работе мы попытались найти 

общие механизмы и подходы лечения этих заболеваний, а СЦА1 взяли, как 

наиболее часто встречающийся вариант на территории Российской 

Федерации. Для понимания общности происходящих процессов у этих 

заболеваний, помимо СЦА1 модельных мышей, мы использовали две 

универсальные полиглутаминовые модели, модель нокаутную по основному 

фактору транскрипции для атаксинов, Rorα и две неспецифические модели 

астроглиоза мозжечка. 

Используя данные модели, мы исследовали основные звенья патогенеза 

полиглутаминовых атаксий для выявления молекул мишеней, на которые 

возможно терапевтическое воздействие. Однако мы не рассматривали 

поздние стадии патогенеза, где невозможна инволюция патологических 

явлений. Напротив, ранняя и средняя стадии заболевания относительно 

обратимы. Воздействуя на молекулы мишени на данных стадиях возможно 

частичное восстановление утраченных функций, а также улучшение качества 

и увеличение продолжительности жизни. 

Мы обратили особое внимание на нарушение синаптической 

пластичности, так как это основной фактор обратимого выпадения функций 

нейронов на ранней и средней стадиях заболевания (404). Центральным 

звеном здесь выступает mGluR путь передачи сигналов. Именно поэтому мы 

тщательно проанализировали нарушение морфологии дендритов КП, так как 

на их окончаниях содержится большое количество mGluR. Уменьшение 
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дендритов КП является универсальным негативным эффектом во всех 

трансгенных моделях атаксии, где экспрессия мутантного белка начиналась 

до созревания структур мозжечка. Использование векторных моделей с 

отсроченной экспрессией мутантного белка после формирования мозжечка 

помогло нам доказать, что выраженный мозжечковый неврологический 

дефицит может быть и при нормальной морфологии КП. У данных животных 

центральным звеном является нарушение синтеза mGluR и нарушение 

связанной с ней синаптической пластичности, такой как SSE и LTD. 

Вторым глобальным механизмом влияния на патогенез 

полиглутаминовых атаксий является развитие эксайтотоксичности, которая 

обусловлена активацией астроглии и уменьшением обратного захвата ими 

глутамата из синаптической щели. Мы обнаружили, что неселективное 

повреждение ГБ посредством хронической оптогенетической активации 

вызывает ГБ-астроглиоз, и в целом его исход напоминает модели СЦА1. Во 

всех случаях мы наблюдаем нарушение захвата глутамата из-за потери 

EAAT1, что приводит к эксайтотоксичности и дегенерации КП. В свете ранее 

предложенных механизмов трансформации астроцитов в нейротоксический 

фенотип наши результаты показывают, что это может происходить из-за 

эндогенных процессов внутри ГБ, не обязательно индуцированных 

нейронами или микроглией (510). Мы предполагаем, что перегрузка Na
+
 и 

снижение активности Na
+
/K

+
-АТФазы в ГБ являются важными этапами этого 

процесса (Рисунок 112). 
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Рисунок 112. Предполагаемые механизмы эксайтотоксичности, 

вызванной реактивной ГБ. Поглощение глутамата в ГБ происходит через 

переносчики возбуждающих аминокислот (EAAT), из которых 

доминирующим является EAAT1. EAAT работают с использованием 

градиента Na
+
. В физиологических условиях (правая часть) умеренному 

притоку Na
+
 через EAAT1 противодействует активность Na/K-АТФазы, 

которая удаляет Na
+
 из ГБ для поддержания достаточного градиента. 

Экспрессия и активация проницаемого для Na
+
 и Ca

2+
 ChR2 (левая часть) 

приводит к перегрузке глии Na
+
, который, вероятно, не может быть 

компенсирован Na/K-АТФазой. Перегрузка Na
+
 приводит к замедлению 

поглощения глутамата. Накопление глутамата приводит к гиперстимуляции 

NMDA на КП и самой ГБ. В конечном итоге это приводит к подавлению 

EAAT1 и эксайтотоксичности. 
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Активация глии приводит не только к нарушению морфологии ГБ и 

КП, но и влечёт нарушение синаптической пластичности. Наши результаты 

указывают на специфические механизмы патологии СЦА1 с вовлечением ГБ, 

которые не обнаруживаются у мышей с исключительным поражением КП, в 

частности, в модели B05. SCA1 KI демонстрируют нарушение краткосрочной 

и долгосрочной синаптической пластичности из-за дисфункции как 

нейронных, так и глиальных механизмов. Реактивная ГБ высвобождает 

большое количество S100β, которое может быть нейротоксичным (509). 

Скомпрометированная ГБ также может не обеспечивать адекватную 

буферизацию K
+
, поступление глутамина и неадекватное удаление 

внеклеточного глутамата (Рисунок 113). 

 

 

Рисунок 113. Атаксин 1 с удлиненнойполиглутаминовой цепочкой 

влияет на краткосрочную и долгосрочную синаптическую пластичность в 

мозжечке мышей SCA1 KI: предполагаемые механизмы. Экспрессия 
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мутантного атаксина 1 в астроцитах мозжечка заставляет их переходить в 

реактивное состояние и увеличивает экспрессию S100β. S100β представляет 

собой хелатор Ca
2+

, который снижает проницаемость этого катиона через 

VGCC L-типа. Это приводит к нарушению функции VGCC и IP3-зависимого 

внутриклеточного высвобождения Ca
2+

. Низкие уровни свободного 

внутриклеточного Ca
2+

 не могут активировать PLCβ, что снижает 

высвобождение эндоканнабиноидов и влияет на DSE. Кроме того, из-за 

низкого содержания Ca
2+

 в цитозоле, PKC не может фосфорилироваться и 

вызывать интернализацию AMPAR для индукции LTD. 

 

В ходе нашей работы мы дополнили патогенез СЦА1 и определили 

важные молекулы-мишени для проведения патогенетической терапии 

данного состояния. Данными патогенетическими точками являются: 

«перегрузка» убиквитин-протеасомной системы, недоразвитие и инволюция 

КП, уменьшение экспрессии mGluR1 на КП и нарушение функции CB1 

рецепторов на пресинапсе (ПВ). Также важной патогенетической точкой 

является перераздражение NMDA рецепторов ГБ и КП с последующим 

нарушением ионного градиента и замедлением обратного захвата глутамата 

через ЕААТ1 (Рисунок 114). 
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Рисунок 114. Дополненная схема патогенеза СЦА1. Центральными 

звеньями в данном процессе выступают нарушение mGluR1 сигнализации и 

развитие эксайтотоксичности. Молекулы-мишени обведены на рисунке 

красным кружком с восклицательным знаком. 

 

Для преодоления данного патологического состояния мы применили 

несколько подходов. Их можно разделить на 3 большие группы – достака 

рекомбинантных генов, введение стволовых клеток и фармакотерапия. 

Достака рекомбинантных генов является высокотехнологичной, 

перспективной, однако наименее изученной областью терапии. Мы 

использовали вирусные векторы для экспрессии нужных белков, 

обладающих терапевтическим эффектом. Ленти- и аденовирусные 

конструкции обладают длительной экспрессией, что подходит для 

экспериментального лечения таких хронических состояний, как СЦА. 

Изначально мы предполагали, что наилучший эффект может быть при 
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введении данных конструкций новорожденным мышатам, до появления 

патологических процессов. Однако мы выявили, что это приводит к 

уменьшению дендритов и их ветвлений в КП у мышей дикого типа. Это 

влекло за собой ослабление пресинаптического влияния на КП и нарушение 

PPF и PPD. Поэтому мы модифицировали генетические конструкции, 

разделив синтезируемый белок на две части посредством вставки P2A. Эту 

конструкцию на базе LVV и AAV начали вводить мышам в возрасте р21, 

когда происходило созревание мозжечка. У данных животных дикого типа 

размер КП также снижался, однако не наблюдалось нарушения 

кратковременной синаптической пластичности PPF и PPD. 

В вышеописанные генетические конструкции мы добавили 

последовательность, кодирующую белок mGluR1 для компенсации 

нарушенного его синтеза у СЦА1 модельных мышей в КП. Это позволило 

компенсировать mGluR опосредованную синоптическую пластичность, 

такую как SSE и LTD. Однако мы наблюдали выраженное влияние наших 

генетических конструкций на морфологию КП в виде резкого уменьшения их 

ёмкости. Также наблюдалось ухудшение координации у СЦА1 модельных 

животных после введения данных конструкций. Объяснение обнаруженного 

явления может заключаться в поле транскрипции жизненно важных для ПК 

белков таких, как mGluR1, PcP2, кальбиндин, IP3 и др. Транскрипция генов, 

которые кодируются этими белками, сильно зависит от фактора 

транскрипции RORα (7). Экзогенная последовательность, которую мы 

привнесли в КП, конкурентно занимала RORα и не позволяла, в полной мере, 

потенцировать экспрессию других жизненно важных генов (Рисунок 115). 
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Рисунок 115. Возможный механизм побочного эффекта от введения 

экзогенных аденовирусных и лентивирусных векторов, кодирующих 

mGluR1. Транскрипционный комплекс, который содержит атаксин 1, RORα и 

другие белки, такие как Tip 60, связываются со специфическим сайтом на 

цепочке ДНК (RORα сайт связывания) и способствуют транскрипции 

определенных генов. (А) В нормальных условиях RORα способен 

стимулировать экспрессию многочисленных гены. В присутствии 

экзогенного белка mGluR1 RORα начинает запускать большее количество 

транскрипции mGluR1 и не в состоянии продуцировать достаточное 

количество белков, необходимых для роста клеток. В незрелых КП (Б) он 

предотвращает правильное развитие ПК. В зрелых КП (В) это приводит к 

инволюции основных структур КП таких, как сома и дендриты. 

 

Для компенсации атаксического фенотипа при полиглутаминовых 

СЦА, возможно влияние на другие звенья патогенеза. Сам 
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полиглутаминовый белок при увеличении его длины, становится 

нерастворимым, впадает в виде агрегатов в осадок и проявляет токсические 

свойства (512). Мы использовали AVV для доставки экзогенного белка 

CRAG, который способствует более активному вовлечению белков в путь 

деградации с помощью УПС (513). Данный путь является универсальным и 

может быть использован для терапии других болезней накопления.  

Мы использовали AAV9, потому что его внутривенное введение 

позволяет доставить трансген в ЦНС, по крайней мере у мышей (514). Через 

четырнадцать недель после инъекции AAV9 CRAG диффузно 

экспрессировался во всех мозжечковых долях животных дикого типа, тогда 

как экспрессия в мозжечке полиглутаминовых мышей значительной степени 

ограничивалась дольками IX и X. Отсутствие экспрессии трансгена в других 

дольках обусловлено плохой васкуляризации в коре мозжечка 

полиглутаминовых мышей, поскольку в предыдущих исследованиях было 

показано, что атаксин 1 с аномально расширенным полиглутаминовым 

трактом подавлял транскрипцию VEGF и вызывал снижение плотности 

микрососудов мозжечка и общей длины сосудов (473). Количественная RT-

ПЦР и вестерн блот-анализ подтвердили значительное снижение экспрессии 

уровня VEGF в мозжечке наших плиглутаминовых мышей, что потенциально 

может приводить к плохой васкуляризации. Высокий уровень экспрессии 

трансгена в дольках IX и X был обусловлен предположительно 

просачиванием спинномозговой жидкости, содержащей AAV9 из 

сосудистого сплетения четвертого желудочка. X долька расположена близко 

к сосудистому сплетению и на пути потока спинномозговой жидкости, что 

позволяет секретируемым частицам AAV9 легко достигать КП в этой зоне. 

Хотя внутривенное введение новорожденным AAV9 трансдуцировало только 

ограниченную область в мозжечке, эффективная трансдукция КП в IX и X 

дольках предполагает, что AAV доставка через ликвор, т. е. интратекальное 

введение AAV9 может быть лучшей альтернативой для трансдукции тканей. 
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Опосредованная AAV9 экспрессия CRAG в КП у полиглутаминовых мышей 

достоверно предотвращала накопление мутантных агрегатов и приводила к 

улучшению дендритной дифференцировки, нормализации SSE при 

активации mGluR1, и более эффективной генерации спайков в ответ на 

инъецированный ток. Эти результаты подтверждают, что постнатальная 

экспрессия атаксина с аномально удлинённым полиглутаминовым трактом в 

КП in vivo нарушает развитие дендритов и передачу сигналов mGluR в 

синапсах ПВ-КП. 

Те же положительные изменения мы выявили после внутривенного 

введения AVV и индуцированной этим экспрессии CRAG в мозжечке 

трансгенных В05 СЦА1 мышей. Данный факт показывает, что успешная 

достака рекомбинантных генов для лечения больных с полиглутаминовыми 

СЦА возможна и должна быть транслирована в клинику. 

 

Вторым подходом к лечению хронических неизлечимых ныне 

состояний является введение стволовых клеток. Мы использовали МСК, так 

как они могут быть легко выделены из различных тканей таких, как 

пуповинная кровь, костный мозг, жировая ткань и пульпа зуба, а также 

потому что они легко дифференцироваться в зрелые клетки, в том числе и 

нейроны. Интратекальное введение обеспечило максимально большой охват 

зон головного мозга и не повреждало его ткани. В нашем исследовании мы 

вводили только 3×10
3
 МСК в мозжечок трансгенных В05 СЦА1 мышей и 

наблюдали явные двигательные и морфологические улучшения; эти данные 

свидетельствуют о том, что такое небольшое количество МСК было 

высокоэффективным. Мы наблюдали улучшение синаптической 

пластичности, а также координационной активности, которое сохранялось до 

15 недель после введения МСК. Известно, что МСК человека секретируют 

различные ростовые факторы, обладающие как паракринной, так и 

аутокринной активностью в поврежденном мозге (473). МСК нацелены на 
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поврежденные участки и высвобождают трофические факторы, способные 

подавлять местное воспаление, усиливать ангиогенез, снижать уровень 

свободных радикалов, подавлять фиброз и апоптоз и стимулировать 

рекрутирование, удержание, пролиферацию и дифференцировку стволовых 

клеток (475). Таким образом, наиболее вероятный сценарий заключается в 

том, что интратекально вводимые МСК мигрируют к дегенерирующим КП, 

устанавливают с ними контакт и секретируют нейротрофические факторы 

КП, предотвращая повреждение. Мы пытались это доказать прямо, но 

обнаружили, что чрезвычайно трудно идентифицировать интратекально 

введенные 3000 МСК через несколько месяцев после инъекции. Вместо этого 

в нашем предварительном эксперименте мы вводили меченые GFP МСК 

непосредственно в кору мозжечка и обнаружили GFP-положительные МСК в 

непосредственной близости от сомы КП, что подтверждает возможность 

трофического влияния МСК на соседние КП. Таким образом, МСК являются 

потенциальным средством лечения пациентов со СЦА1. Однако оптимальное 

количество интратекально инъецированных МСК, оказывающих значимое 

терапевтическое воздействие без побочных явлений, еще предстоит 

определить. 

Как видно из наших исследований, перспективные сложные методы 

терапии могут иметь значительные побочные эффекты и должны проходить 

тщательную проверку перед внедрением в клинику. Поэтому мы обратили 

внимание на препараты, которые уже давно применяются в клинике для 

лечения различных заболеваний и которые, потенциально, могут влиять на 

патогенез полиглутаминовых атаксий. 

Нейроны экспрессируют множество GPCR (515). Так функциональные 

перекрестные GPCR взаимодействия наблюдаются между mGluR1 и GABAB 

рецепторами, оба из которых сильно колокализованы в КП. Активация 

ГАМКВ-рецепторов баклофеном вызывает усиление передачи сигналов 

mGluR (484); (485). Эта стратегия выгодна для будущего клинического 
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применения, поскольку баклофен уже очень давно используется в клинике 

при мышечных спазмах (486). В низкой дозе баклофен может инициировать 

вышеупомянутые перекрестные GPCR взаимодействия (487), без заметного 

расслабления мышц. Точный механизм этого перекрестного влияния еще не 

выяснен. Было высказано предположение, что ГАМКВ-рецептор образует 

комплекс с mGluR1, но без прямого взаимодействия (516). В дополнение к 

mGluR1 перекрестные взаимодействия между рецепторами ГАМКВ и 

mGluR1, активация ГАМКВ-рецепторов запускает секрецию 

нейротрофического фактора головного мозга (BDNF) и последующая 

активация TrkB сигнального пути. ГАМКВ-рецепторы могут также 

трансактивировать другой тип рецептора тирозина киназы, рецептор 

инсулиноподобного фактора роста-1 (IGF-1) (516). Эти сигнальные пути, 

отличные от mGluR1 также могут быть вовлечены в улучшение, 

двигательной активности у модельных СЦА1 мышей, вызванное 

баклофеном. Примечательно, что одна инъекция баклофена вызвала 

длительное (до 1 недели) улучшение синаптической пластичности и 

двигательной активности у СЦА1 модельных мышей, хотя эффекты 

баклофена на передачу сигналов mGluR исчезают после вымывания 

баклофена в течение 24 часов (517). В КП индукция mGluR-опосредованного 

LTD приводит к экспрессии непосредственно раннего гена Arc, который 

поддерживает позднюю фазу (> 1 ч после индукции) LTD (518). Таким 

образом, относительно кратковременное (24 часа) усиление передачи 

сигналов mGluR баклофеном у СЦА1 трансгенных мышей во время задач на 

вращающейся дорожке может инициировать зависимую от активности 

экспрессию генов (возможно, включая mGluR и/или связанные с mGluR 

молекулы), которые могут индуцировать долгоживущие и/или отсроченные 

пластические изменения в мозжечке (1 нед), такие как восстановление 

передачи сигналов mGluR и улучшение моторики.  Поэтому клинически 

доступный баклофен может быть применён для симптоматической терапии 
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как СЦА1, так и других полиглутаминовых атаксий, у которых имеет место 

нарушение mGluR пути передачи сигналов. (519), (520), (521). 

 

Вторым препаратом, который мы использовали для 

экспериментального лечения нейродегенеративных состояний мозжечка, 

является конкурентный антагонист NMDA рецепторов, мемантин. Он 

хорошо зарекомендовал себя в лечении пациентов с болезнью Альцгеймера. 

Универсальным механизмом развития болезни Альцгеймера и 

рассматриваемых полиглутаминовых СЦА является эксайтотоксичность — 

повреждение и гибель нейронов в результате избыточной активации 

постсинаптических NMDA-рецепторов (522). Активация NMDAR 

сопровождается избыточным поступлением ионов Са
2+

 внутрь нейронов и 

последующим каскадом патологических биохимических реакций, которые в 

итоге запускают апоптоз нейронов и их фагоцитоз макрофагами (523). 

Мемантин — это блокатор открытых каналов, его неконкурентный характер 

приводит к эффективной блокаде хронической экстрасинаптической 

активности NMDAR, которая вызывается повышенным уровнем глутамата. 

Наш подход к изучению эффектов мемантина на эксайтотоксичность 

является нестандартным, так как мы уделили особое внимание функции ГБ, 

которая обеспечивает обратный захват нейромедиатора в ПВ-КП синапсах. 

Мы показали, что мемантин достоверно способствует сохранению 

нормальной морфологии ГБ, а также КП. Более того, под его влиянием, 

восстанавливается уровень экспрессии ЕААТ1 – основного транспортёра 

возбуждающих аминокислот коры мозжечка, который отвечает за обратный 

захват нейромедиатора. Мы показали восстановление не только в 

оптогенетической, но и специфической модели, астроглиоза, где поражение 

ГБ обусловлено селективной экспрессией в ней мутантного атаксина 1. Как 

мемантин может влиять на наши модели? На данный момент неясно, может 

ли мемантин оказывать прямое влияние на ГБ. Доказательств присутствия 
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функциональных рецепторов NMDA на ГБ недостаточно. По-видимому, ГБ 

может экспрессировать небольшое количество субъединиц NR1, NR2A, 

NR2C и NR3B (524), (525). Неясно, образуют ли они функциональные 

рецепторы NMDA; но исследование кортикальных астроцитов мышей 

показало, что в этих клетках NMDA может вызывать токи и что рецепторы 

NMDA на этих астроцитах имеют низкую проницаемость для Ca
2+ 

(526). 

Наиболее вероятным сценарием является то, что мемантин действует на КП, 

снижая их реакцию на избыток внеклеточного глутамата при нарушении 

функции ГБ. Вопрос с наличием NMDA рецепторов в зрелых КП также 

активно обсуждается в литературе. В наших исследованиях мы доказали, что 

активные NMDA рецепторы присутствуют вне синапса, тогда как в синапсах 

КП NMDA рецепторов нет. Нейродегенерация явно является 

двунаправленным процессом, и апоптотические события, которые, очевидно, 

имеют место в КП (о чем свидетельствует их выраженная потеря), могут 

вызывать вторичную реактивность в ГБ. Ранее было показано, что потеря КП 

в трансгенной СЦА1 В05 модели, где мутантный атаксин 1 селективно 

экспрессируется в КП, может вызывать реактивное снижение экспрессии 

ЕААТ1 в ГБ (12). Более того, активация микроглии, которая нами здесь не 

изучалась, скорее всего, способствует патологическому исходу в этой 

модели. Наконец, нельзя исключить, что некоторые эффекты мемантина не 

связаны с функцией NMDA-рецептора. Таким образом, наши данные 

впервые демонстрируют механизм потенциального терапевтического 

действия мемантина на общей модели нейродегенерации в мозжечке, которая 

имеет черты, сходные со СЦА1 (494). Пероральное введение клинически 

одобренного препарата, такого как мемантин, при новых формах 

нейродегенерации может быть быстро переведено в клинику. Мемантин 

обычно хорошо переносится, хотя может вызывать некоторые побочные 

эффекты (527), которые также были упомянуты в этой работе. Так мы 

выявили усиление тревожности при длительном потреблении мемантина у 
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мышей дикого типа. Данная тревожность оказывает значительное влияние на 

координацию движений при выполнении заданий животными на 

вращающейся дорожке. Однако данные изменения являются 

функциональными и необязательно должны проявляться схожим образом у 

больных. Более важно то, что мемантин восстанавливает морфологию и 

нормальную функцию клеток коры мозжечка, уменьшая эксайтотоксичность. 

Таким образом, этот препарат может, потенциально увеличить 

продолжительность жизни больных с полиглутаминовыми СЦА. 

 

Заключение 

Центральным направлением исследования в диссертационной работе 

было выявить общие звенья патогенеза при полиглутаминовых СЦА, а также 

повлиять на них с помощью различных терапевтических подходов. Так мы 

показали, что имеет место нарушение mGluR сигнализации в КП, которое 

обуславливает нарушение кратковременной и долговременной 

синаптической пластичности во всех исследуемых моделях 

нейродегенерации мозжечка. Вторым центральным аспектом патогенеза 

является эксайтотоксичность, которая тесно связана с функцией ГБ. 

Использование нами вирусных векторов не дало однозначного 

положительного влияния. Сами по себе вектора оказывают лёгкое негативное 

влияние на морфологию дендритов КП. Более того, экзогенная экспрессия 

mGluR с помощью векторов оказало резкое негативное влияние на поведение 

животных и морфологию КП. Однако элиминация агрегатов мутантных 

белков с помощью аденовирусной экспрессии CRAG значительно улучшала 

атаксический фенотип и может рассматриваться как потенциальная терапия 

полиглутаминовых СЦА. Второй терапевтический подход – введение МСК 

также показал хорошие результаты в виде улучшения координации движений 

и восстановления функции и морфологии КП.  
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Третий подход – использование фармакологических средств, которые 

используются уже в неврологической практике. Эти фармакологические 

агенты также влияют на ключевые аспекты патогенеза полиглутаминовых 

СЦА, но ранее не исследовались. Одним из таких препаратов является 

агонист ГАМКв рецепторов, баклофен, который потенцирует mGluR1 

рецепторы на постсинаптических окончаниях КП и восстанавливает 

синаптическую пластичность в этих клетках. Малая доза вводимого вещества 

позволила избежать миорелаксирующего эффекта. После однократного 

введения баклофена наблюдалось значительное улучшение координационной 

функции у модельных В05 СЦА1 мышей. Мы вводили данное средство per 

os, что очень удобно, если лечение будет применяться у больных 

полиглутаминовыми СЦА. 

Наиболее значимые результаты мы получили в ходе применения 

антагониста NMDA рецепторов, которые тесно связаны с развитием 

эксайтотоксичности. Мемантин вводился также «per os», но не однократно, а 

в течение 9 недель, но приводило к восстановлению морфологии клеток коры 

мозжечка, синаптической пластичности и утраченных моторных функций. 

Мы исследовали эффекты мемантина не только на СЦА1 модели, но и на 

оптогенетической модели нейродегенерации мозжечка, при которой 

поражение ГБ и КП происходит неспецифическим образом. Поэтому 

мемантин может быть рекомендован для клинических исследований и 

последующего внедрения при различных СЦА.  

Итогом данной работы является 4 подхода к лечению некурабельных 

полиглутаминовых СЦА. Данные доклинические исследования позволяют 

транслировать их на следующую стадию – клинических исследований и 

получить с высокой степенью вероятности, результаты в виде значительного 

повышения качества и увеличения продолжительности жизни больных с как 

полиглутаминовыми СЦА, в том числе и СЦА1. 
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Выводы 

1. Разработаны: модель отсроченной лентивирусной экспрессии 

мутантного атаксина 1 селективно в клетках Пуркинье, модели астроглиоза 

со специфическим раздражителем: экспрессией мутантного атаксина 1 и с 

использованием протоколов оптогенетики – модель с неспецифическим 

раздражителем (хроническая фотоактивация глии Бергмана, 

экспрессирующей каналородопсин 2 типа). 

2. Молекулярной основой уменьшения размеров клеток Пуркинье 

во время формирования мозжечка является подавление экспрессии и 

нарушение функции мутантными белками ядерного рецептора регуляции 

транскрипции RoRα, как это было показано в полиглутаминовой модели и 

при конкурентном замещении субстратов RoRα при векторной экспрессии 

экзогенного mGluR1 в модели спиноцеребеллярной атаксии 1 типа. Данные 

изменения наблюдаются у животных, где мутантные белки экспрессируются 

в клетках Пуркинье, начиная с внутриутробного развития (трансгенные 

модели). Нарушение mGluR1-опосредованных процессов, таких как кратко- и 

долговременная синаптическая пластичности, протекает параллельно с 

уменьшением дендритов клеток Пуркинье. Отсроченная экспрессия 

мутантного атаксина 1 после созревания мозжечка (векторная модель) не 

приводит к уменьшению размеров клеток Пуркинье, но вызывает схожие 

нарушения mGluR-опосредованной синаптической пластичности, доказывая 

специфические эффекты RoRα именно на mGluR1-опосредованный путь 

передачи сигналов. Схожие изменения в исследуемых моделях указывают на 

нарушение mGluR1-опосредованного пути передачи сигналов как общее 

звено патогенеза при полиглутаминовых спиноцеребеллярных атаксиях. 

3. Астроглиоз вызывает уменьшение уровня транспортёра 

глутамата ЕААТ1 в астроцитах коры мозжечка животных с оптогенетической 

моделью нейродегенерации и с селективной экспрессией мутантного 

атаксина 1 в глии Бергмана. Это приводит к более долгому присутствию 
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глутамата в синаптической щели и развитию эксайтотоксичности, что 

регистрируется в виде увеличения времени спада возбуждающих 

постсинаптических токов в синапсах клеток Пуркинье с параллельными 

волокнами в описанных двух моделях астроглиоза. Эксайтотоксичность 

вызывает нейродегенеративные изменения в виде уменьшения размеров 

клеток Пуркинье с последующей их гибелью. Схожие изменения в двух 

описанных моделях указывают на эксайтотоксичность как общее звено 

патогенеза в нейродегенеративных заболеваниях мозжечка, в том числе и 

полиглутаминовых спиноцеребеллярных атаксиях.  

4. Экспрессия в клетках Пуркинье сигнальной ГТФазы CRAG 

достигается после внутривенного введения соответствующего 

аденоассоциированного вирусного рекомбинантного гена новорожденным 

мышатам с полиглутаминовой моделью (до формирования ГЭБ). Эффект 

связан с увеличением длины, ветвления дендритов, а также ёмкости клеток 

Пуркинье. Восстановление кратковременной mGluR-зависимой 

синаптической пластичности происходило до уровня амплитуд контрольных 

животных, не экспрессирующих мутантный белок. Восстановление 

синаптической пластичности отмечалась как у животных с 

полиглутаминовой моделью, так и с моделью с селективной экспрессией 

мутантного атаксина 1 в клетках Пуркинье. 

5. Введение мезенхимальных стволовых клеток трансгенным 

модельным полиглутаминовым животным является целесообразным, так как 

приводит к появлению данных клеток в коре мозжечка через 3 дня после 

инъекции. Появление стволовых клеток в мозжечке вызывает частичное 

восстановление морфологии клеток Пуркинье в виде увеличения площади 

дендритов, а также улучшает mGluR1-опосредованную синаптическую 

пластичность в виде замедления восстановления нормированной амплитуды 

возбуждающих постсинаптических токов. На фоне выявленного уменьшения 

патогенетических изменений наблюдается улучшение координации 
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движений в виде увеличения времени нахождения на вращающейся дорожке 

при обучении модельных животных. 

6. Однократная инъекция низких доз баклофена в кору мозжечка 

трансгенных животных с селективной экспрессией мутантного атаксина 1 в 

клетках Пуркинье уменьшает клеточные патогенетические изменения, 

посредством активации комплекс-образующих с mGluR1 рецепторов ГАМКв 

и усиления mGluR1-опосредованного пути передачи сигналов. Данный 

эффект показан в виде увеличения амплитуды медленных mGluR1-

зависимых возбуждающих постсинаптических токов и улучшения кратко- и 

долговременной синаптической пластичности. Это положительно влияет на 

координацию данных животных. Эффект от однократного введения 

наблюдается в течение 1 недели. 

7. Длительное пероральное введение мемантина животным с 

оптогенетической неспецифической моделью астроглиоза мозжечка, 

являющеся наиболее общей моделью для всех полиглутаминовых атаксий, 

значительно снижает эксайтотоксичность за счёт восстановления экспрессии 

ЕААТ1 в глии Бергмана. Это приводит к уменьшению времени нахождения 

нейромедиатора в синаптической щели в виде частичного восстановления 

времени спада возбуждающих постсинаптических токов. Данное состояние 

оказывает положительное влияние на морфологию клеток Пуркинье и глии 

Бергмана в виде увеличения их отростков и уменьшения их толщины. 

Побочными эффектами, в виде появления тревожности при хроническом 

потреблении мемантина, можно пренебречь, в силу выраженного его 

положительного влияния на структуры коры мозжечка в модели 

оптогенетической нейродегенерации. 

 

Практические рекомендации 

Не все используемые в работе подходы к лечению полиглутаминовых 

СЦА могут быть использованы в клинических исследованиях и неврологической 
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практике, однако важным достижением выполненной работы является создание 

научной основы для проведения в будущем клинических испытаний. Созданые 

нами модели отсроченной экспрессии мутантного атаксина 1 и модели 

селективного и неселективного астроглиоза мозжечка могут использоваться для 

поиска новых механизмов развития атаксии и эффективных препаратов для ее 

коррекции.  

Высокой степенью готовности к клиническим испытаниям обладают 

фармакологические препараты. Использованные нами баклофен и мемантин уже 

применяются для лечения других неврологических расстройств и не нуждаются 

в дополнительных исследованиях на цитотоксичность и переносимость. Низкие 

дозы баклофена, которые мы использовали в работе (5nM), не оказывают 

миорелаксирующего действия, свойственного этому препарату и не оказывает 

негативного влияния на координацию модельных СЦА1 животных. 

Отталкиваясь от рабочей концентрации баклофена в тканях мозжечка СЦА1 

модельных мышей, возможен подбор дозы препарата пациентам с 

полиглутаминовыми СЦА, при которой будут фиксироваться улучшения 

координации. Поэтому баклофен можно рекомендовать для клинических 

исследований. Он может улучшить качество жизни таких больных. 

Рекомендации в отношении мемантина неоднозначные и требуют 

пояснений. Мы выявили усиление тревоги у животных, принимавших мемантин. 

Это негативно повлияло на их координацию. В связи с этим, в клинических 

исследованиях мемантина у больных полиглутаминовыми СЦА может 

наблюдаться ухудшение координации (баллов по шкале SARA). В таком случае, 

использование анксиолитиков может уменьшить тревожность и улучшить 

координацию. В защиту данного препарата нужно сказать, что мемантин 

значительно уменьшает явления нейродегенерации и восстанавливает 

синаптическую пластичность в клетках Пуркинье СЦА1 модельных животных. 

В связи с этим, возможные клинические исследования должны быть направлены 

на замедление скорости утраты функций мозжечка и ствола мозга, что напрямую 

связано с увеличением продолжительности жизни у таких больных. 
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СПИСОК УСЛОВНЫХ СОКРАЩЕНИЙ, ПРИНЯТЫХ В РАБОТЕ 

СЦА – спиноцеребеллярная атаксия 

GFP – зелёный флуоресцентный белок 

ЛВ – лазающие волокна 

ПВ – параллельные волокна 

LTD – долговременная депрессия 

mGluR1 – метаботропный глутаматный рецептор 1-го типа 

Р – постнатальный день 

ЭПР – эндоплазматический ретикулум 

ФЛСβ – фосфолипаза Сβ 

AMPA-рецептор – рецептор α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-

изоксазолпропионовой кислоты 

NMDA-рецептор – рецептор N-метил-D-аспартат 

ChR2 – каналородопсин-2 

GFAP – глиальный фибриллярный кислый белок 

mKate – дальне-красный флуоресцентный белок 

ТВОА – трео-бета-бензилоксиаспартат 

ВПСТ – возбуждающие постсинаптические токи  

ГС – гранулярный слой 

ИГХ – иммуногистохимия 

КП – клетки Пуркинье 

МС – молекулярный слой 

СКП – слой клеток Пуркинье 

PPF – усиление парных импульсов 

ЕААТ – транспортёр возбуждающих аминокислот 

Са
2+

 - ионы кальция 

RT-ПЦР – полимеразная цепная реакция в реальном времени 

ГБ – глия Бергмана 

УПС – убиквитин-протеасомная система 
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