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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

АТФ – аденозинтрифосфат 

ГАМК - гамма-аминомасляная кислота 

БА - болезнь Альцгеймера 

БХ – болезнь Хантингтона 

нДУВК – нейрональный депо-управляемый вход кальция 

НДЗ - нейродегенеративные заболевания 

ПЗКК – потенциал-зависимые кальциевые каналы 

Са
2+

 – кальций 

С1Р – сигма 1 рецептор 

СШН – средний шипиковый нейрон 

цАМФ – циклический аденозинмонофосфат 

ЭпР – эндоплазматический ретикулум 

АМРА-рецептор – рецептор α-амино-3-гидрокси-5-метил-4-             

изоксазолпропионовой кислоты 

BiP - binding immunoglobulin protein 

DARPP-32 – допамин и цАМФ-регулируемый нейрональный 

фосфопротеин (dopamine and cAMP - regulated neuronal phosphoprotein) 

IP3 - инозитол-3-фосфат 

IP3R – рецептор инозитол-3-фосфата 

IP3R1 – рецептор инозитол-3-фосфата 1 типа 

HAP - белок, ассоциированный с хантингтином (Htt-associated protein) 

htt – ген белка хантингина 

Htt – белок хантингтин 

MAP2 – белок, ассоциированный с микротрубочками 2 типа 

(microtubule-associated protein type 2) 

mHtt – мутантная форма белка хантингтина 
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mhtt – мутантная форма гена белка хантингтина 

NMDAR – N-метил-D-аспартатный рецептор 

MAM – мембрана ЭпР, ассоциированная с митохондрией 

PBS - фосфатно-солевой буфер (phosphate buffered saline) 

STIM2 – strome interaction molecule type 2 

RyR – рианодиновый рецептор 

SERCA – АТФаза сарко/эндоплазматического ретикулума 

WT - мышь дикого типа (wild type) 

YAC128 – мышиная трансгенная линия, несущая полноразмерный 

мутантный ген HTT человека со 128 повторами глутамина в составе 

искусственной хромосомы дрожжей (yeast artificial chromosome) 
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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность работы  Болезнь Хантингтона (БХ) является 

нейродегенеративным, доминантно наследуемым генетическим 

заболеванием. Известно, что при БХ в первую очередь поражается стриатум, 

так как клеточной гибели наиболее подвержены нейроны именно этой 

области — ГАМКергические средние шипиковые нейроны (СШН), которые 

составляют 95% нейронов стриатума. Повреждение стриатума при БХ 

приводит к развитию неконтролируемых непроизвольных движений (хореи), 

основному клиническому симптому данного заболевания.  

  На клеточном уровне БХ характеризуется накоплением мутантного 

белка хантингтина (mHtt) в клетках головного мозга. Увеличение количества 

повторов кодона CAG в первом экзоне гена хантингина (htt) выше порога в 

35 триплетов приводит к патологическому удлинению полиглутаминового 

тракта в белке и развитию фенотипа БХ 
1
. Несмотря на многочисленные 

исследования, до сих пор не установлена однозначная связь между 

накоплением mHtt в нейронах стриатума и их селективной гибелью при БХ. 

В связи с этим, поиск лекарственных препаратов для лечения НДЗ является 

важным приоритетом современнной нейромедицины и нейробиологии и 

является предметом пристального внимания со стороны фармацевтических 

компаний на протяжении многих лет. К сожалению, подавляющее 

большинство разработок потерпели неудачу в клинических испытаниях. Те 

немногие препараты, что сейчас применяются в клинической практике 

(тетрабеназин для лечения БХ) облегчают тяжесть симптомов и не способны 

остановить прогрессию заболевания, кроме того, имеют целый ряд побочных 

эффектов. Данное обстоятельство указывает на необходимость поиска новых 

терапевтических мишеней.  

          Результаты исследований последних лет указывают на нарушения в 

кальциевом (Ca2+) гомеостазе нейронов стриатума при БХ 
2, 3

. Ca2+ является 

одним из важнейших вторичных посредников в нейронах, преобразующий 

поступающие сигналы в активацию эффекторных ферментов и запуску 
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кальций-опосредованных внутриклеточных реакций. Известно, что 

нейрональная активность, в том числе, механизмы синаптической передачи, 

во многом зависит от уровня кальция в его депонируемом компартменте - 

ЭпР. Поскольку ЭпР является основным динамическим депо кальция и 

участвует в генерации специфических форм кальциевой сигнализации в 

нейронах, существует несколько сигнальных каскадов для мобилизации 

кальция из ЭР. В основном, они опосредуются при помощи IP3R1 и 

рианодиновых рецепторов. При помощи кальциевой визуализации было 

показано, что кальций довольно быстро выходит из ЭпР в соме и дендритах в 

условиях покоя при инкубировании нейронов в бескальциевой среде. Выход 

кальция происходит благодаря наличию в мембране ЭР пассивных каналов 

утечки кальция, таких как белок пресинилин 1
4
. После утечки из ЭР, 

свободный кальций из цитозоля немедленно выкачивается через обменники и 

насосы на плазматической мембране для поддержания высокого 

электрохимического градиента. Соответственно, подразумевается наличие 

особого механизма, обеспечивающего приток кальция из внеклеточного 

матрикса для поддержания стабильного уровня кальция в ЭР, в отсутствии 

притока через потенциал-завимисые и лиганд- управляемые кальциевые 

каналы 
5
. 

Депо-управляемых вход кальция (ДУВК) представляет собой каскад 

биохимических реакций, которые активируются при опустошении запасов 

кальция в ЭпР. В ходе этого процесса активируются специфические белки - 

кальциевые сенсоры, расположенные на мембране ЭР и ответственные за 

запуск этого процесса, которые в свою очередь, активируют расположенные 

на плазматической мембране высокоселективные кальциевые каналы, по 

которым кальций заходит в цитозоль и далее закачивается во 

внутриклеточные депо, в основном, в ЭР при помощи кальций-зависимой 

АТФазы сарко/эндоплазматического ретикулума (SERCA). В невозбудимых 

клетках ДУВК является основным источником восполнения 

внутриклеточных запасов кальция. Основными элементами ДУВКа в 
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невозбудимых клетках являются белки Strome interaction molecule type 1 

(STIM1) и Calcium release-activated calcium channel protein 1, кодируемый 

геном ORAI1 (сокращенно ORAI1). Белок STIM1 является кальциевым 

сенсором, располагающимся на мембране ЭпР, и является ключевым белком, 

необходимым для активации ДУВКа 
6, 7

. При снижении концентрации 

кальция в ЭР, STIM1 олигомеризуется и релокализуется в область контакта 

между плазматической мембраной и мембраной ЭР, где связывается с депо-

управляемыми кальциевыми каналами плазматической мембраны, с белками 

семейства ORAI1 и Transient receptor potential canonical (TRPC) и запускается 

вход кальция из внеклеточного матрикса 
8, 9

.  

Долгое время считалось, что ДУВК отсутствует в нейронах, пока не 

было показано, что белки семейства ORAI, а так же белок STIM1 и его 

гомолог STIM2 экспрессируются в ЦНС 
10

. В частности, было обнаружено, 

что белок STIM2 наиболее интенсивно экспрессируется в нейронах и 

является более чувствительным кальциевым сенсором, чем его гомолог 

STIM1, поскольку обладает более низким сродством к кальцию и 

активируется даже при незначительных изменениях в концентрации кальция 

в ЭпР. Экспрессия белков из семейства STIM2 была выявлена в нескольких 

нейрональных компартментах, в том числе, в дендритных шипиках 
10

.  

Дендритные шипики представляют собой постсинаптические 

компартменты глутаматэргических синапсов, получающие возбуждающие 

импульсы из пресинаптической терминали. Дедритные шипики являются 

весьма динамичными структурами, поэтому предполагают, что изменения в 

морфологии шипиков отражают функциональные изменения, происходящие 

в синапсе в ходе синаптического ремоделирования. В частности, многие 

нейродегенеративные заболевания, в частности, болезнь Альцгеймера (БА) и 

болезнь Хантингтона (БХ), характеризуются нарушением в формировании 

синаптических контактов или потерей их стабильности.  

 



9 
 

Нарушения в синаптической передаче и потеря синаптических 

контактов являются одними из самых ранних признаков дисфункции 

нейронов, наблюдаемых при нейродегенеративных заболеваниях. В недавних 

исследованиях было продемонстрировано, что в поддержании стабильности 

дендритных шипиков нейронов разных типов важную роль играет 

нейрональный депо-управляемый вход кальция (нДУВК). Нарушения в 

работе нДУВКа, наблюдаемые при нейродегенеративных заболеваниях, 

приводят к нарушению стабильности синаптических контактов, что 

морфологически проявляется в элиминации дендритных шипиков и было 

продемонстрировано на различных мышиных моделях БА и модели БХ 
3, 10-12

.  

 Один из возможных способов нормализации Ca2+ баланса в нейронах 

при БХ является ингибирование активности нДУВКа через сигма 1 рецептор 

(С1Р). С1Р является трансмембранным белком ЭПР, регулирующим 

функцию IP3R, стабилизируя Ca2+ сигнализацию между ЭПР и 

митохондрией 
13

. Предполагается, что данный рецептор действует как Ca2+ 

сенсор и его активация при помощи агониста может способствовать 

нормализации Ca2+ гомеостаза в нейронах стриатума при БХ 
14

. 

Нормализация Ca2+ баланса в области постсинапса за счет подавления 

гиперактивности нДУВКа, является перспективным подходом при 

разработке новых лекарственных препаратов для терапии БХ.  

Нейропротекторное действие С1Р на молекулярном уровне будет 

способствовать восстановлению синаптических контактов и предупреждать 

развитие болезни на клеточном уровне.  

 

Цель и задачи работы 

  Целью диссертационного исследования выяснение функциональной 

роли  сигма 1 рецептора в регуляции депо управляемого входа кальция в 

нейронах стриатума на модели БХ. Для достижения указанной цели 

поставлены следующие задачи: 
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1. Оценить влияние активации сигма 1 рецептора с помощью лигандов на 

плотность дендритных шипиков нейронов стриатума в кортико-

стриатальной культуре, выделенной из диких и трансгенных мышей 

линии YAC128. 

2. Измерить интенсивность депо-управляемого входа кальция в нейронах 

стриатума в первичной культуре нейронов стриатума, выделенной из 

диких и трансгенных мышей линии YAC128 до и после активации сигма 1 

рецептора с помощью высокоселективного агониста. 

3. Оценить содержание кальция в ЭпР в первичной культуре нейронов 

стриатума, выделенной из диких и трансгенных мышей линии YAC128 до 

и после активации сигма 1 рецептора с помощью высокоселективного 

агониста. 

4. Оценить влияние активации сигма 1 рецептора с помощью 

высокоселективного агониста на плотность дендритных шипиков 

нейронов стриатума в кортико-стриатной культуре, выделенной из диких 

мышей в условии гиперэкспрессии белка STIM2. 

 

Научная новизна 

В настоящие работе впервые показано, что высокоселективные 

лиганды С1Р, соединения PRE-084 и NE-100, оказывают влияние на 

плотность дендритных шипиков нейронов в первичной кортико-стриатной 

культуре, выделенной из мышей с моделью БХ. В работе впервые показано, 

что аппликация высокоселективного агониста, соединения PRE-084, 

ингибирует избыточный нДУВК в дендритных шипиках нейронов стриатума 

в кортико-стриатной культуре, выделенной из мышей с моделью БХ, а также 

повышает содержание кальция в ЭпР в культуре нейронов стриатума, 

выделенных из мышей с моделью БХ. В работе также впервые показано, что 

нейропротекторное действие соединения PRE-084 непосредственно связано c 

активностью нДУВКа. В стриатуме мышей с моделью БХ, а также в 

первичной культуре нейронов стриатума, выделенной из мышей с моделью 
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БХ избыточная активность нДУВКА обусловлена повышением экспрессии 

белка STIM2 в ответ на снижении концентрации Ca2+ в ЭпР 
3
. В условиях 

гиперэкспрессии белка STIM2, в кортико-стриатной культуре нейронов, 

выделенных из мышей дикого типа, также наблюдается снижение плотности 

синаптических контактов. В работе впервые показано, что аппликация 

соединения PRE-084 восстанавливает плотность синаптических контактов 

СШН в контико-стриатной культуре в условиях гиперэкспрессии белка 

STIM2.  

Теоретическая и практическая значимость  

Нарушения в синаптической передаче и потеря синаптических контактов 

являются одними из самых ранних признаков дисфункции нейронов 

стриатума, возникающих при развитии нейродегенеративных заболеваниях. 

В частности, при развитии БХ нарушения кальциевой сигнализации в 

нейронах и, в особенности, в области постсинапса вследствие 

гиперактивации нДУВКа вносит вклад в развитие элиминация синапсов. В 

проекте большая часть исследований посвящена изучению влияния 

активации С1Р при помощи лигандов на формирование и поддержание 

синаптических контактов в кортико-стриатальных культурах, выделенных из 

диких и трансгенных мышей, а также мышей дикого типа в условиях 

гиперэкспрессии белка STIM2, моделируя, таким образом, повышение 

активности нДУВКа, наблюдаемое при БХ вследствие токсичного эффекта 

mHtt.  

Результаты проекта также указывают на взаимосвязь нДУВКа и 

стабильности синаптических контактов. Гиперактивация нДУВКа приводит к 

снижению количества дендритных шипиков нейронов стриатума, а 

активация С1Р защищает постсинаптические структуры, оказывая, таким 

образом, нейропротекторный эффект на молекулярном уровне. Полученные в 

результате данного проекта данные являются проливают свет на новые 

аспекты функционирования С1Р в качестве регулятора кальциевого баланса в 

области постсинапса и делают его перспективной мишенью для 
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предупреждения развития самых ранних патологических процессов, 

наблюдаемых при БХ.  

 

Апробация диссертации 

Результаты диссертационной работы были представлены на 

следующих российских и международных научных и научно-практических 

форумах, и конференциях: 

1. Международный научный форум «Неделя науки - 2017». Санкт-

Петербург, Россия.13-19 ноября 2017. 

2. FENS'2018. Берлин, Германия. 7-11 июля 2018. 

3. Biomembranes' 2018. Москва, Россия. 1-5 октября 2018. 

4. XX Зимняя молодежная школа ПИЯФ по биофизике и 

молекулярной биологии. Санкт-Петербург, Россия. 25 февраля – 2 

марта 2019.  

5. 2nd European Symposium on Physiopthology of Sigma 1 receptor. Рига, 

Латвия. 31 мая – 2 июня 2019.  

6.  ADPD'2019. Лиссабон, Португалия. 26-31 марта 2019. 

7. VIII Всероссйский форум «Белки и пептиды». Москва, Россия. 18-22 

сентября 2017. 

 

Публикации По результатам научно-квалификационной работы 

опубликовано 6 научных работ, в том числе 2 статей в изданиях, входящих в 

перечень ВАК (из них 2 напечатаны также в англоязычной версии журнала),  

а также 4 работы в сборниках по материалам конференций. 

Представление научного доклада: основные положения 

В результате исследования были сформулированы следующие 

основные положения:  

1. Одним из признаков БХ, отражающих самые ранние 

морфофункциональные изменения на клеточном уровне при данной 
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нейропатологии, является уменьшение плотности дендритных 

шипиков СШН. Активация сигма 1 рецептора с помощью агонистов 

восстанавливает плотность дендритных шипиков в средних 

шипиковых нейронах стриатума в первичной кортико-стриатной 

культуре, выделенной из мышей с моделью болезни Хантингтона. 

Активация сигма 1 рецептора с помощью агонистов не оказывает 

негативного влияния на плотность дендритных в первичной 

кортико-стриатной культуре, выделенной из мышей дикого типа. 

Аппликация 

2. Показано, что уже на 14 сутки культивирования в нейронах 

стриатума, выделенных из мышей с моделью БХ наблюдается 

изменение кальциевой регуляции, а именно наблюдается 

значительная активация входа кальция по сравнению с нейронами 

стриатума, выделенными из мышей дикого типа. Активация сигма -

1 рецептора при помощи селективного агониста, способствует 

снижению интенсивности входа кальция в культуре нейронах 

стриатума, выделенных из мышей с моделью БХ до уровня 

нейронов дикого типа. 

3. Активация С1Р стабилизирует уровень кальция в 

эндоплазматическом ретикулуме в нейронах стриатума в культуре, 

выделенной из мышей с моделью БХ, повышая его уровень до 

значений, наблюдаемых для нейронов стриатума в культуре, 

выделенной из диких мышей.  

4. Активации сигма 1 рецептора с помощью агониста препятствует 

элиминации дендритных шипиков нейронов стриатума в кортико-

стриатальной культуре, выделенной из диких мышей в условии 

гиперэкспресии белка STIM2. 
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СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Объекты, (предмет) и методы исследования  

Объектом исследования являются первичные диссоциированные 

культуры нейронов стриатума и ко-культуры нейронов коры и стриатума, 

выделенные из диких мышей и мышей с моделью болезни Хантингтона 

Предметом исследования выпускной квалификационной работы 

является функциональная роль сигма 1 рецептора в генетической модели 

болезни Хантингтона. 

В ходе работы над выпускной квалификационной работой применялись 

следующие методы:  генотипирование трансгенных животных, выделение и 

ведение первичных диссоциированных культур нейронов стриатума, 

первичной ко-культуры нейронов коры и стриатума, методы кальциевой 

визуализации, вестерн блот анализ, наработка лентивирусных частиц, 

иммунофлуоресцентное окрашивание, получения микрофотографий 

фрагментов дендритного древа нейронов при помощи конфокальной 

микроскопии, подсчет плотности дендритных шипиков при помощи 

программного обеспечения «Neuronstudio», статистическая обработка 

результатов. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Влияние лигандов сигма 1 рецептора на формирование и поддержание 

синаптических контактов нейронов стриатума в кортико-стриатальной 

культуре, выделенной из диких и трансгенных мышей линии YAC128 

  В качестве модели для исследования БХ in vitro работе используются 

первичные смешанные кортико-стриатные культуры, выделенные из диких 

мышей (WT) и мышей с моделью БХ (YAC128). Только в условиях ко-

культуры СШН формируют синаптические контакты с нейронами коры, что 

позволяет нейронам кортекса осуществлять синаптическую передачу к 

нейронам стриатума, которые, в свою очередь, отвечают 

электрофизиологической активностью и формируют синаптические 
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контакты, в результате чего на дендритном древе СШН клеток формируются 

многочисленные постсинаптические структуры - дендритные шипики (Рис. 

1).  

 

 
 

Рис.1. Первичная смешанная кортико-стриатная культура. Микрофотографии, 

иллюстрирующие общий вид кортико-стриатной культуры нейронов, выделенной из 

мышей дикого типа на 21 DIV. А – иммунофлуоресцентное окрашивание кортико-

стриатной культуры антителами к маркерному белку нейронов MAP2 (вторичные 

антитела, коньюгированные с флуорофоромAlexa 594). Б -иммунофлуоресцентное 

окрашивание антителами к маркерному белку СШН -DARPP-32 (вторичные антитела, 

коньюгированные с флуорофоромAlexa 488). В – составное изображение, полученное при 

наложении микрофотографий А и Б. Конфокальная микроскопия, х20. Масштаб 50 мкм. 

 

  На 21-е сутки культивирования в кортико-стриатных культурах, 

полученных от мышей линии YAC128, происходит элиминация 

синаптических связей, что морфологически проявляется в уменьшении 

количества дендритных шипиков в СШН стриатума по сравнению с диким 

типом (рис. 2, а, б). Эти данные подтверждают гипотезу о нарушении 

формирования синаптических связей как одного из самых ранних 

проявлений нейродегенеративных процессов, происходящих в СШН под 

действием mHtt при БХ. 

Добавление агониста С1Р, соединения 3-РРР, в концентрации 100 нМ в 

кортикостриатную культуру, полученную от мышей линии YAC128, 

восстанавливало плотность дендритных шипиков СШН стриатума до уровня 

культур дикого типа. Добавление 3-РРР в кортико-стриатную культуру от 

мышей дикого типа не влияло на плотность синаптических контактов (рис. 2, 

д, е). Поскольку наше предположение о нейропротекторных свойствах С1Р 
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основывалось на структурном сходстве молекул 3-РРР и придопидина, для 

дальнейших исследований были выбраны более специфические лиганды С1Р 

— агонист 2-(4-морфолинил)-1-фенилциклогексанкарбоксилат (PRE-084) и 

антагонист 4-метокси-3-(2-фенилэтокси)-N,N-дипропилбензолэтанамин (NE-

100). Добавление агониста PRE-084 в концентрации 100 нМ в кортико-

стриатную культуру от мышей линии YAC128 также способствовало 

восстановлению синаптических связей между нейронами коры и стриатума, 

но не влияло на их количество в культурах от мышей дикого типа (рис. 2, в, 

г). В то же время аппликация антагониста С1Р, соединения NE-100, в 

концентрации 100 нМ не оказывала статистически достоверного влияния на 

плотность дендритных шипиков СШН в кортико-стриатной культуре, 

выделенной из мышей как дикого типа, так и от мышей линии YAC128 (рис. 

2, ж, з). Однако одновременное добавление в культуру соединений PRE-084 и 

NE-100 в одинаковой концентрации (100 нМ) приводило к некоторому 

уменьшению плотности дендритных шипиков в кортико-стриатных 

культурах от мышей линии YAC128 по сравнению с аппликацией только 

агониста PRE-084 и никак не влияло на плотность дендритных шипиков в 

кортико-стриатной культуре от мышей дикого типа (рис. 2, и, к). 

Гистограммы, иллюстрирующие влияние лигандов С1Р на плотность 

дендритных шипиков нейронов стриатума в кортико-стриатных культурах, 

выделенных из мышей дикого типа и линии YAC128, представлены на 

рисунке 3. Полученные данные позволяют предположить, что активация С1Р 

с помощью агонистов оказывает нейропротекторный эффект, повышая 

плотность дендритных шипиков в кортико-стриатных культурах от мышей 

линии YAC128 и способствуя восстановлению синаптических связей in vitro, 

не оказывая при этом негативного воздействия на синаптические контакты в 

культурах от мышей дикого типа. 
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Рис.2. Влияние лигандов сигма-1 рецептора на плотность дендритных шипиков 

нейронов стриатума в кортикостриатной культуре. Микрофотографии фрагментов 

дендритного древа СШН на 21 DIV в кортико-стриатной культуре, выделенной из мышей 

дикого типа (WT) и линии YAC128 после воздействия лигандами С1Р. 

Иммунофлуоресцентное окрашивание культуры нейронов  антителами к белку DARPP32 

(вторичные антитела Alexa 488). а, б — без лигандов С1Р; в, г — аппликация агониста 

PRE-084 (100 нМ); д, е — аппликация агониста 3-РРР (100 нМ); ж, з — аппликация 

антагониста NE-100 (100 нМ); и, к — аппликация агониста PRE-084 и антагониста NE-

100. Конфокальная микроскопия, х100. Масштабная линейка 10 мкм. 
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Рис.3. Гистограмма, отражающие изменения плотности дендритных шипиков 

нейронов стриатума в кортико-стриатной культуре после аппликации лигандов 

сигма 1 рецептора. * р<0.05 Сравнения проводились внутри культур нейронов, 

выделенных из мышей одного генотипа относительно выборки контроль (в отсутствии 

воздействия лигандами). Данные представлены как среднее значение ± доверительный 

интервал для обоих генотипов.  

 

Влияние агониста сигма 1 рецептора на интенсивность нейронального 

депо-управляемого входа кальция в дендритных шипиках нейронов 

стриатума в кортико-стриатальной культуре, выделенной из диких и 

трансгенных мышей линии YAC128 

 

Исследование нДУВКа в дендритных шипиках нейронов стриатума, 

выделенных из мышей с моделью БХ и мышей дикого типа производили в 

кортико-стриатной культуре. Оценку интенсивности нДУВКа рассчитывали 

при помощи определения интенсивности флуоресценции генетически 

кодируемого кальциевого индикатора GCamp5.3, которым 

трансфецировалась ко-культура при смене среды (искусственная 

цереброспинальная жидкость) с нулевым содержанием кальция на среду, 

содержащую 10 мМ хлорид кальция на 14 день культивирования (DIV). 

Активацию входа кальция стимулировали при помощи аппликации 
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ингибитора АТФазы сарко/эндоплазматического ретикулума – тапсигаргина. 

Аппликация селективного агониста рецептора, соединения PRE-084 в 

концентрации 1 мкм производилась за 16 часов до проведения измерений. В 

ходе проведения эксперимента было установлено, что для нейронов 

стриатума, выделенных из мышей с моделью БХ, наблюдается значительная 

активация входа кальция по сравнению с диким типом. Максимальная 

амплитуда входа кальция в нейронах стриатума в ко-культурах, выделенных 

из мышей дикого типа, составила 2,03±0,37 отн.ед. В нейронах стриатума 

кортико-стриатной культуре нейронов, выделенных из мышей с моделью БХ, 

наблюдалось усиленная активация входа кальция, что выражалось в 

повышении максимальной интенсивность флуоресценции в среднем до 

3,85±0,41 отн. ед. (рис. 4). Активация С1Р при помощи PRE-084 в ко-

культуре, выделенной из мышей линии YAC128 за 16 часов до проведения 

измерений, снижала амплитуду входа кальция в нейронах стриатума, 

выделенных из трансгенных мышей до 2,45±0,45 отн.ед. (Рис. 5) и не влияла 

на вход кальция в нейронах дикого типа (рис. 5). Гистограмма, 

иллюстрирующая значение максимальной амплитуды входа кальция в 

нейронах стриатума, приведена на рисунке 6.  

 

Рис. 4. Интенсивность нейронального депо-управляемого входа кальция в 

нейронах стриатума в ко-культах, выделенных из диких (WT) и трансгенных мышей 

(YAC128). Кривые временной зависимости интенсивности флуоресценции в нейронах 

стриатума, трансфецированных плазмидой, кодирующей кальциевый сенсор GCamp5.3. 

Серым цветом показана динамика входа кальция в отдельной клетке. Красным цветом 

показана усредненная кривая изменения интенсивности флуоресценции. Добавление 

кальциевой среды с содержанием 10 мМ хлорида кальция (10 мМ Са2+), показаны 

черными прямоугольными линиями над кривыми. Измерение производилось на 14 DIV. 
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Рис. 5. Интенсивность нейронального депо-управляемого входа кальция в 

нейронах стриатума в ко-культах, выделенных из диких (WT)  и трансгенных 

мышей (YAC128) после активации С1Р. Кривые временной зависимости интенсивности 

флуоресценции в нейронах стриатума, трансфецированных плазмидой, кодирующей 

кальциевый сенсор GCamp5.3. Серым цветом показана динамика входа кальция в 

отдельной клетке. Красным цветом показана усредненная кривая изменения 

интенсивности флуоресценции. Добавление кальциевой среды с содержанием 10мМ 

хлорида кальция (10 мМ Са2+), показаны черными прямоугольными линиями над 

кривыми.  Интенсивность входа кальция в кортико-стриатных культурах, выделенных из 

мышей дикого типа (WT) и мышей линии с моделью БХ (YAC128) производили через 16 

часов после аппликации в культуру соединения PRE-084 в концентрации 1 мкМ на 14 

DIV. 

 

 
Рис. 6. Гистограмма, иллюстрирующая влияние активации С1Р на Интенсивность 

нейронального депо-управляемого входа кальция в нейронах стриатума в ко-

культуре, выделенной из диких и трансгенных мышей. ** p<0.01 по сравнению с 

диким типом (WT) 

 

 

Влияние агониста сигма 1 рецептора на содержание кальция в 

эндоплазматическом ретикулуме в культуре нейронов стриатума, 

выделенной из диких и трансгенных мышей линии YAC128 
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 В продолжение экспериментов по изучению влияния активации С1Р 

на кальциевый сигналлинг при БХ была проведена оценка содержания 

кальция в ЭпР в культуре нейронов стриатума, выделенной из диких и 

трансгенных мышей. Содержание кальция в ЭпР рассчитывалось по 

изменению интенсивности флуоресценции химического кальциевого 

индикатора «Fluo-4» в ответ на аппликацию ионофора иономицина в 

концентрации 5 мкМ. Согласно полученным данным, в нейронах стриатума, 

выделенных из мышей с моделью БХ, наблюдается пониженная 

концентрация кальция в ЭпР.  Полученные результаты согласуются с 

данными по изучению динамики входа кальция. По нашим предположениям, 

усиление входа кальция в нейронах стриатума, выделенных из мышей с 

моделью БХ является одним из компенсаторных механизмов, направленных 

на восполнение запасов кальция в ЭПР. Активация С1Р с помощью агониста 

повышает концентрацию кальция в ЭПР и т.о., нормализует динамику до 

уровня диких мышей. Графики, иллюстрирующие изменение интенсивности 

флуоресценции «Fluo-4» в ответ на выход кальция из ЭпР после аппликации 

иономицина в нейронах стриатума в культуре, выделенной из диких и 

трансгенных мышей до и после активации С1Р, приведены на рисунке 7. 

Максимальная интенсивность выхода кальция из ЭПР в нейронах стриатума 

в ко-культуре, выделенной из диких мышей, составила 1,73±0,14 отн.ед.. В 

нейронах стриатума, выделенных из трансгенных мышей, интенсивность 

выхода кальция падала до 1,24±0,05 отн.ед. Активация С1Р с помощью 

агониста PRE-084 повышала концентрацию кальция в ЭПР до 1,74±0,16 

отн.ед в нейронах и не влияла на уровень  кальция в нейронах стриатума, 

выделенных из диких мышей, значение интенсивности для которых 

составило  1,63±0,22 отн.ед. Гистограмма, иллюстрирующая влияние 

активации С1Р на динамику кальция приведена на рисунке 8. 

 

 



22 
 

 
 
Рис. 7. Содержание кальция в нейронах стриатума в ко-культах, выделенных из 

диких и трансгенных мышей в отсутствии (А) и в присутствии (Б) агониста С1Р. 

Кривые временной зависимости интенсивности флуоресценции в нейронах стриатума в 

ответ на аппликцию иономицина в конечной концентрации 5 мкМ. Измерение 

производили через 16 часов после аппликации в культуру соединения PRE-084 в 

концентрации 1 мкМ на 14 DIV. 

 

 

 
              

Рис. 8. Гистограмма, иллюстрирующая влияние активации С1Р на содержание 

кальция в ЭпР в культуре нейронов стриатума, выделенной из диких (WT) и 

трансгенных мышей (YAC12). * p<0.05 по сравнению с диким типом (WT). 

 

Влияние агониста сигма 1 рецептора на формирование и поддержание 

синаптических контактов нейронов стриатума в кортико-стриатной 

культуре, выделенной из диких мышей в условии гиперэкспрессии 

белков семейства STIM 

 

В предыдущих исследованиях было установлено, что уровень 

экспрессии STIM2 повышен в СШН стриатума у трансгенных животных с 

моделью БХ, а также в культуре нейронов стриатума, выделенной из 

трансгенных животных.  Нокдаун как белка STIM2 в кортико-стриатной 
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культуре, выделенной из мышей с моделью БХ снижает активность нДУВКа 

и восстанавливает плотность синаптических контактов. 

Для подтверждения негативного влияния гиперактивации нДУВКа на 

стабильность постсинаптических структур, в кортико-стриатной культуре 

нейронов дикого типа производилось повышение уровня белка STIM2 путем 

гиперэкспрессии при помощи вирус-опосредованной трансдукции для 

моделирования избыточной активации данного биохимического пути, 

наблюдаемого при БХ. Эффективность вирус-опосредованной 

гиперэкспрессии STIM2 в культуре нейронов была подтверждена при 

помощи метода вестерн блот (рис. 9). В частности, первичная культура 

нейронов стриатума была трансдуцировалась на 7 день культивирования.  На 

14 день культура была пролизирована и полученные пробы были 

проанализированы при помощи метода вестерн блот с антителами к белку 

STIM2. В качестве контроля использовался лентивирус, кодирующий 

красный флуоресцентый белок mcherry. 

 
Рис. 9. Подтверждение наличия гиперэкспрессии белка STIM2 в первичной 

культуре нейронов стриатума при помощи вестерн блот анализа. В качестве контроля 

общего содержания белка в пробе использовалась окрашивание на актин. МВ – 

молекулярный вес. 

 

Согласно полученным результатам при гиперэкспрессии белка STIM2 

наблюдалось снижение общего количества дендритных шипиков. Активация 
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С1Р путем добавления селективного агониста С1Р, соединения PRE-084 в 

концентрации 1 мкМ, в культуру нейронов препятствовало элиминации 

дендритных шипиков на фоне гиперэкспрессии белка STIM2 (рис. 10).  

Исходя из проведенного эксперимента можно предположить, что С1Р 

оказывает непосредственное влияние на активность нДУВКа в нейронах. 

Гистограмма, иллюстрирующая влияние агониста С1Р на плотность 

дендритных шипиков в условии гиперэкспрессии белков семейства STIM 

приведена на рисунке 11. 

 

 
Рис. 10. Микрофотографии фрагментов дендритного древа СШН в первичной кортико-

стриатной культуре, выделенной из диких мышей, иллюстрирующие влияние агониста 

сигма 1 рецептора на морфологию и плотность дендритных шипиков в условиях 

гиперэкспрессии белков семейства STIM. Иммунофлуоресцентное окрашивание культуры 

нейронов с антителами к белку DARPP32 (вторичные антитела Alexa 488). Конфокальная 

микроскопия, х100. Масштабная линейка 10 мкм. 
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Рис. 11. Гистограмма, отражающие изменения плотности дендритных шипиков 

нейронов стриатума в кортико-стриатной культуре после аппликации агониста сигма 1 

рецептора, соединения PRE-084, на фоне гиперэкспрессии контрольного белка (mcherry) и 

белка STIM2. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

На клеточном уровне БХ характеризуется накоплением mHtt в клетках 

головного мозга. Функциональная роль Htt у человека до сих пор выяснена. 

В связи с этим, до сих пор не установлена однозначная связь между 

накоплением mHtt в нейронах стриатума и их селективной гибелью при БХ. 

Одна из возможных причин заключается в особенной чувствительности 

СШН к нарушению Ca2+ регуляции в данном типе клеток, что в 

долгосрочной перспективе приводит к их гибели. В частности, на мышиной 

модели БХ, было показано, что белок, ассоциированный с хантингтином 1 

типа (HAP1), mHtt и IP3R1 формируют белковый комплекс на мембране ЭПР 

опосредующий избыточный выход Са2+ из внутриклеточного депо в 

результате повышения сродства IP3 к своему рецептору 
15

 . Снижение 

содержания Са2+ в ЭПР приводит к нарушению фолдинга белков, 

накоплению и агрегации непроцессированных белков, вызывая ЭПР стресс. 

Для восполнения запасов Са2+ в ЭПР запускается компенсаторный механизм 
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– ДУВК 
2
. На различных клеточных моделях БХ было выявлена повышенная 

активация данного биохимического пути, а также повышения уровня 

экспрессии белка STIM2, отвечающего за активацию данного 

биохимического пути 
2, 3, 16

. Кроме того, гиперактивация ДУВКа была 

продемонстрирована на индуцированных плюрипотентных стволовых 

клетках, полученных от пациентов с БХ 
17

. Со временем, вследствие 

чрезмерной активации данного биохимического пути, компенсаторный 

механизм становится патологическим, поскольку Са2+ начинает 

накапливаться в цитоплазме, в конечном итоге индуцируя апоптоз СШН.   

 Нарушения кальциевой регуляции в нейронах негативно сказывается 

на функционировании синапсов, в особенности на область постсинапса, 

которая представляет собой особый компартмент нейрональных клеток, 

функциональная активность которого во многом определяется 

внутриклеточной концентрацией. В предыдущих исследованиях нашей 

лаборатории было показано нарушение синаптической передачи между 

нейронами коры и стриатума, которое приводило к потере синаптических 

контактов, выражающееся в снижении плотности постсинаптических 

структур, называемых дендритными шипиками в  нейронах стриатума на 21 

день культивирования (DIV) в культурах, выделенных из мышей с моделью 

БХ по сравнению с культурами, выделенными из мышей дикого типа 
3, 18

.  

В частности, потенциальной мишенью для терапевтического 

воздействия может является С1Р 
14

. В данном исследовании было 

продемонстрировано, что терапевтический эффект придопидина, соединения 

которое в настоящий момент проходит клинические испытания как 

лекарственный препарат для терапии БХ, а также его структурный аналог, 

соединение 3-РРР, обусловлен воздействием на С1Р. Однако придопидин 

изначально был открыт как допаминовый стабилизатор и может иметь 

смешанную аффинность как к рецептору допамина 2 типа, так и к С1Р 
19

. Для 

того, чтобы ответить на вопрос о непосредственной вовлеченности С1Р как в 

механизмы поддержания синаптических контактов при развитии кортико-
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стриатной синаптической дисфункции при БХ, а также о непосредственной 

вовлеченности С1Р в регуляции нДУВКа в настоящей работе использовался 

высокоселективный агониста С1Р, соединение PRE-084, обладающее 

сродством только к данному рецептору, а также о его роли в регуляции 

нДУВКа была выполнена настоящая работа.  

Полученным результаты указывают на непосредственную 

вовлеченность данного рецептора в механизмы стабилизации синаптических 

контактов при БХ. В частности оба соединения, как 3-РРР, так и PRE-084 

оказывали одинаковый синаптопротекторный эффект, выражающийся в 

восстановлении количества синаптических контактов между нейронами коры 

и стриатума на клеточной модели БХ. Более того, было показано, что именно 

нДУВК является молекулярным механизмом, обуславливающий 

нейропротекторные свойства С1Р в нейронах стриатума. Ингибирование 

нДУВКа при активации С1Р с помощью агониста оказывает 

нейропротекторный эффект на модели БХ in vitro, что выражается в 

восстановлении количества дендритных шипиков, потеря которых 

наблюдается на самых ранних этапах развития данного заболевания в 

условиях гиперэкспрессии белка STIM2, а также повышении содержания 

Ca2+ в ЭпР, что необходимо для поддержания функциональной активности 

СШН.  

Подводя итог можно заключить, нарушение Са2+ сигналлинга в СШН 

и, в частности, в дендритных шипиках, вследствие гиперактивации нДУВКа 

при развитии БХ нарушает функционирование синапсов и со временем 

приводит к их элиминации. С1Р ингибирует гиперактивность нДУВКа и 

предотвращает развитие кортико-стриатной синаптической дисфункции. 

Таким образом, С1Р собой перспективную терапевтическую мишень для 

лечения БХ, а агонисты рецептора могут иметь терапевтический потенциал 

при лечении БХ. 
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ВЫВОДЫ 

1. Активации сигма 1 рецептора с помощью агонистов восстанавливает 

плотность дендритных шипиков нейронов стриатума в кортико-

стриатной культуре, выделенной из трансгенных мышей линии 

YAC128 до уровня дикого типа. Аппликация антагониста сигма 1 

рецептора не влияет на плотность дендритных шипиков нейронов 

стриатума в кортико-стриатной культуре, выделенной из трансгенных 

мышей линии YAC128. Одновременная аппликация агониста и 

антагониста сигма 1 рецептора повышает плотность дендритных 

шипиков нейронов стриатума в кортико-стриатной культуре, 

выделенной из трансгенных мышей линии YAC128, но не 

восстанавливает до уровня дикого типа. Аппликация лигандов сигма 1 

рецептора не оказывает влияние на плотность дендритных шипиков 

нейронов стриатума в кортико-стриатной культуре, выделенной из 

диких мышей. 

2. Активации сигма 1 рецептора с помощью высокоселективного 

агониста снижает интенсивность нейронального депо-управляемого 

входа кальция в дендритных шипиках нейронов стриатума в первичной 

кортико-стриатной культуре, выделенной из трансгенных мышей 

линии YAC128 до и не влияет на интенсивность данного 

биохимического пути в дендритных шипиках нейронов стриатума в 

первичной кортико-стриатной культуре, выделенной из диких мышей. 

3. Активации сигма 1 рецептора с помощью высокоселективного 

агониста восстанавливает содержание кальция в ЭпР нейронов 

стриатума в первичной культуре, выделенной из трансгенных мышей 

линии YAC128 и не влияет на содержание кальция в ЭпР нейронов 

стриатума в первичной культуре, выделенной из диких мышей. 

4. Активации сигма 1 рецептора с помощью высокоселективного 

агониста восстанавливает плотность дендритных шипиков нейронов 
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стриатума в кортико-стриатной культуре, выделенной из диких мышей 

в условии гиперэкспрессии белка STIM2. 
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