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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность проблемы. Актуальность проблемы определяется ее 

социальной и экономической значимостью. Болезнь Альцгеймера (БА) 

является наиболее распространенным нейродегенеративным заболеванием 

среди людей старше 60-ти лет. Результаты проведенного популяционного 

исследования в Научно-методическом центре по изучению болезни 

Альцгеймера и ассоциированных с ней расстройств НЦПЗ РАМН показали, 

что на долю БА с поздним началом приходится почти половина случаев 

деменции в пожилом возрасте (Калын и соавт, 2001). БА характеризуется 

потерей синапсов и массовой гибелью нейронов в области коры больших 

полушарий и гиппокампа. Симптомами БА являются потеря памяти и 

когнитивных способностей. Этиология БА до конца не изучена, в связи с этим 

не существует эффективного лечения (Bekris et al., 2010). В последнее 

десятилетие нарушение кальциевого гомеостаза в нейронах рассматривается 

как одно из ключевых событий при развитии патологии БА и других 

нейродегенеративных заболеваний, поэтому элементы кальциевой 

сигнализации в нейронах представляют собой привлекательную мишень для 

разработки новых фармакологических агентов для лечения (Berridge, 2010). В 

основе процессов памяти лежат такие механизмы синаптической 

пластичности как долговременная потенциация (LTP) и долговременная 

депрессия (LTD). Данные механизмы напрямую зависят от регуляции 

кальциевого гомеостаза в нейронах и запускаются под контролем изменений 

концентрации кальция в цитоплазме (Harney et al., 2006).  Гибель клеток в 

результате апоптоза, аутофагии или окислительного стресса также 

регулируется сигнальными каскадами, связанными с изменениями 

концентрации кальция в цитоплазме (Harr et al., 2010; Henke et al., 2013). 

Нарушения активности различных типов кальциевых каналов и регуляции 

внутриклеточной концентрации кальция были показаны непосредственно в 
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клетках пациентов с БА (Ito et al., 1994; Jaworska et al., 2013). Большинство 

случаев наследственной формы БА (НБА) вызвано мутациями в гене 

пресенилин-1 (PS1) (Bekris et al., 2010). Недавние исследования показали, что, 

по всей видимости, к нарушениям кальциевого гомеостаза приводит 

накопление полноразмерного белка PS1, который в результате мутаций 

снижает способность к эндопротеолизу (Honarnejad et al., 2013). В последние 

несколько лет особое внимание уделяется кальциевым каналам, как новым 

возможным мишеням для разработки лекарственных препаратов в терапии 

БА, с целью устранения патологических состояний, связанных с нарушениями 

кальциевого гомеостаза (Oulès et al., 2012; Anekonda et al., 2011; Henke et al., 

2013; Shilling et al., 2014). В частности, было обнраужено, что в лимфоцитах 

пациентов с БА увеличена активность депо-управлемых кальциевых каналов 

(Jaworska et al., 2013). Изучение механизмов данных нарушений является 

приоритетной задачей фундаментальной медицины, решение которой связано 

с созданием и совершенствованием животных и клеточных моделей БА. 

Использование подобных моделей дает возможность не только исследовать 

молекулярную природу заболевания, но и на основе полученных данных 

проводить направленное тестирование потенциальных лекарственных 

препаратов. 

Стимуляция рецепторов, сопряженных с G-белками и тирозиновыми 

киназами, в нейронах приводит к активации фосфолипазы С и последующему 

гидролизу инозитол-4,5-бисфосфата с образованием диацилглицерина и 

инозитол-1,4,5-трифосфата. При стимуляции рецептора инозитол-1,4,5-

трифосфата (IP3R) и/или рианодинового рецептора (RyR) в мембране 

эндоплазматического ретикулума происходит выход кальция через катионный 

канал соответствующего рецептора. Снижение концентрации свободного 

кальция в просвете эндоплазматического ретикулюма, так называемое 

опустошение кальциевого депо, приводит к активации кальциевых каналов в 

плазматической мембране и входу кальция в клетку из внеклеточной среды. 
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Данный процесс называется депо-управляемым кальциевым входом, а 

кальциевые каналы, активирующиеся в ответ на опустошение кальциевых 

депо, называются депо-управляемыми каналами (Parekh et al., 2005; Putney, 

2005). Сигнал о снижении концентрации кальция в ЭР передается к каналам в 

ПМ за счет кальциевых сенсоров – белков STIM1 и STIM2. Эти белки 

локализованы в мембране ЭР и реагируют на уменьшение концентрации 

кальция в ЭР, изменяя свою конформацию, что позволяет им связываться с 

каналами в ПМ и приводить их в активное состояние. Основными 

субъединицами депо-управляемых каналов являются белки семейства TRPC и 

белки Orai (Smyth, 2010). Нарушения работы депо-управляемых кальциевых 

каналов связывают с рядом нейродегенеративных заболеваний: болезнь 

Паркинсона (Selvaraj et al., 2009), болезнь Альцгеймера (Yoo et al., 2000) и 

латеральный амиотрофический склероз (Kawamata et al., 2014). Выяснение 

механизмов их активации в норме и патологии, а также поиск возможных 

фармакологических агентов, влияющих на их активность, таким образом, 

поможет разгадать механизмы патологий сразу нескольких 

нейродегенеративных заболеваний. 

Цель исследования. Данное исследование направлено на разработку 

клеточных и трансгенных животных моделей болезни Альцгеймера для 

выявления нарушений в активности кальциевых каналов и регуляторов 

внутриклеточной концентрации кальция, связанных с патологией, и создания 

научного задела в области разработки новых фармакологических агентов для 

терапии данного заболевания.  

Для достижения указанной цели были поставлены следующие конкретные 

задачи исследования. 

 - Задача 1. Создание клеточных моделей й болезни Альцгеймера с 

экспрессией мутантных генов, вызывающих наследственную форму этого 

заболевания (НБА), и выявление нарушений регуляции кальциевого 

гомеостаза.  
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- Задача 2. Поиск молекулярных механизмов лежащих в основе выявленных 

патологических изменений в регуляции кальциевого гомеостаза, и поиск 

возможной молекулярной мишени для потенциального лекарственного 

препарата и фармакологических агентов на роль лекарственного препарата. 

- Задача 3. Создание трансгенной модели болезни Альцгеймера на основе 

Drosophila melanogaster со вставками мутантных генов человека и выявление 

ее патологического фенотипа. 

- Задача 4. Тестирование фармакологических агентов, действующих на 

молекулярные мишени для устранения патологического фенотипа модели 

болезни Альцгеймера на основе Drosophila melanogaster. 

 Научная новизна. Выявлены изменения в регуляции кальциевого 

гомеостаза, происходящие под влиянием экспрессии генов, ассоциированных 

с БА. Впервые описано влияние мутаций в гене пресенилин-1, приводящих к 

накоплению полноразмерного белка в нейронах, на депо-управляемые 

кальциевые каналы.  Проведен анализ экспрессии основных генов белков, 

детерминирующих активность депо-управляемых кальциевых каналов (белки 

семейства TRPC, белок Orai1, белки STIM1 и STIM2, IP3R), который впервые 

показал, что изменение активности депо-управляемых кальциевых каналов 

при наследственной БА вызваны функциональными изменениями в их 

регуляции, а не изменением в уровне экспрессии генов. С использованием 

специфических shRNA и конфокальной микроскопии на живых клетках 

впервые выявлена непосредственная роль сенсорных белков 

эндоплазматического ретикулюма STIM в патологических изменениях 

регуляции концентрации кальция в клетках. Впервые обнаружено 

патологическое изменение в проведении сигнала от ЭР к кальциевым каналам 

в плазматической мембране кальциевыми сенсорами STIM. На основании 

полученных данных сделано предположение о том, что сенсоры STIM могут 

служить молекулярными мишенями, фармакологическое воздействие на 

которые могло бы устранять нарушения кальциевого гомеостаза в нейронах 
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при наследственной БА. Впервые проведено тестирование 

фармакологического агента 2-APB в качестве потенциального лекарственного 

препарата для терапии наследственой БА на трансгенной Drosophila 

melanogaster, которое показало его эффективность в восстановлении 

нарушений кратковременной памяти.  

Основные положения, выносимые на защиту. 

- Усиление активации депо-управляемых кальциевых каналов в клеточных 

моделях НБА происходит при накоплении полноразмерного белка PS1 и не 

связана с изменениями уровня экспрессии основных каналообразующих и 

регуляторных белков депо-управляемого входа кальция. 

- Патологические изменения активности депо-управляемых кальциевых 

каналов в клеточных моделях НБА происходят за счет гиперактивации 

кальциевых сенсоров STIM1. 

- Экспрессия мутантного человеческого белка PS1 DE9 в нейронах 

холинэргической нервной системы трансгенных Drosophila melanogaster 

приводит к нарушениям кратковременной памяти. 

- Ингибитор депо-управляемых кальциевых каналов 2-APB, действующий на 

сенсоры STIM1, восстанавливает функцию памяти в трансгенных Drosophila 

melanogaster, экспрессирующих мутантный человеческий белок PS1 DE9 в 

нейронах холинэргической нервной системы.   

Теоретическая и практическая значимость. Потенциальными 

потребителями научного результата могут быть профильные компании (как 

отечественные, так и зарубежные) в области медицинской биотехнологии и 

доклинической разработки лекарств (эта часть работы может быть 

осуществлена в России на базе отечественных центров по доклиническим 

испытаниям лекарственных средств). В качестве продукта исследования 

можно рассматривать разработанные клеточные и животные модели, которые 

возможно использовать как для тестирования потенциальных лекарственных 
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препаратов и разработки новых лекарственных препаратов, так и для 

дальнейших исследований заболевания. Полученные результаты делают 

возможным предположение о роли производных вещества 2-APB в качестве 

потенциального лекарственного препарата для устранения нарушений памяти 

у пациентов с наследственной формой болезни Альцгеймера. Данное 

предположение может стать отправной точкой для доклинических испытаний 

на трансгенных мышиных моделях, которые, в свою очередь, могут дать 

основу для проведения клинических испытаний. Более того, полученный опыт 

в исследовании болезни Альцгеймера на клеточных и животных моделях, а 

также полученные данные могут быть использованы в исследованиях других 

нейродегенеративных заболеваний. 

Личный вклад автора. Результаты, включенные в работу, получены 

лично автором. Материалы, вошедшие в диссертацию, обсуждались и 

публиковались совместно с соавторами и научным руководителем. 

Апробация работы. Результаты исследования представлены на Первой 

международной встрече «Ion Channel Signaling Mechanisms: From Basic Science 

to Clinical Application» (Марракеш, Марокко, 2011), XIX Международной 

конференции студентов, аспирантов и молодых учёных «Ломоносов-2012» 

(Москва, Россия, 2012), Международной Пущинская школе-конференции 

молодых ученых БИОЛОГИЯ – НАУКА ХХI ВЕКА (Пущино, Россия, 2012 и 

2013 гг.), Русско-Немецком Симпозиуме «Molecular Neurobiology Today and 

Tomorrow» (Москва, Россия, 2012), III и IV конференции молодых ученых 

Института цитологии РАН (Санкт-Петербург, Россия, 2012 и 2014), 

Международной конференции «Alzheimer’s and Parkinson’s Disease AD/PD 

2013» (Флоренция, Италия, 2013), XVI Всероссийской медико-биологической 

конференции молодых исследователей «ФУНДАМЕНТАЛЬНАЯ НАУКА И 

КЛИНИЧЕСКАЯ МЕДИЦИНА» (Санкт-Петербург, Россия, 2013), на 

Международной конференции «Рецепторы и внутриклеточная сигнализация», 

(Пущино, Россия, 2013),  на 38-ом и 39-ом конгрессах федерации европейских 
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биохимических обществ (FEBS EMBO) (Санкт-Петербург, Россия, 2013 и 

Париж, Франция, 2014), Региональной встрече Федерации Европейских 

Сообществ по Нейронаукам (FENS) (Прага, Чехия, 2013), Русско-Немецком 

Симпозиуме: «Molecular mechanisms of neurodegeneration» (Берлин, Германия, 

2014), на 9ом Форуме Федерации Европейских Сообществ по Нейронаукам 

(FENS) (Милан, Италия, 2014), Форуме Европейского Кальциевого 

Сообщества (ECS) (Экс-эн-Прованс, Франция, 2014). 

Публикации. По теме диссертации опубликовано 10 печатных работ, 3 

из которых статьи в рецензируемых журналах, рекомендованных ВАК для 
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международных журналах), 8 тезисов докладов. 

1.  Henke, N. The plasma membrane channel ORAI1 mediates detrimental 

calcium influx caused by endogenous oxidative stress / P. Albrecht, I. Bouchachia, 
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2 Ryazantseva, M. Attenuated presenilin-1 endoproteolysis enhances 

store-operated calcium currents in neuronal cells / K. Skobeleva, L. Glushankova, 

E. Kaznacheyeva // J Neurochem. – 2016. – V. 136. – N. 5. – P. 1085-1095. 

3.  Ryazantseva, M. Presenilin-1 Delta E9 Mutant Induces STIM1-Driven 

Store-Operated Calcium Channel Hyperactivation in Hippocampal Neurons / A. 
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1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. Болезнь Альцгйемера. 

Болезнь Альцгеймера (БА) является наиболее распространенным 

нейродегенеративным заболеванием среди людей старше 60-ти лет. 

Результаты проведенного популяционного исследования в Научно-

методическом центре по изучению болезни Альцгеймера и ассоциированных 

с ней расстройств НЦПЗ РАМН показали, что на долю БА с поздним началом 

приходится почти половина случаев деменции в пожилом возрасте (Калын и 

соавт, 2001). БА приводит к инвалидности в пожилом возрасте чаще, чем 

инсульт, сердечные заболевания и рак (Ballard et al., 2011). Болезнь 

Альцгеймера (БА) – необратимое, прогрессирующее нейродегенеративное 

заболевание, характеризующееся постепенной потерей памяти и когнитивных 

способностей. Первым симптомом болезни Альцгеймера является 

неспособность запомнить недавние события, в то время как память о событиях 

далекого прошлого остается невредимой. С прогрессией заболевания 

происходит утрата языковых навыков и таких способностей как абстрактное 

мышление и принятие решений. Степень нарушения различных когнитивных 

способностей на ранних стадиях может варьировать у разных пациентов, в 

зависимости от формы заболевания (наследственной или спорадической, с 

ранним или поздним проявлением симптомов) и от их образа жизни 

(умственный труд, социальная активность, физическая активность и питание) 

(Bekris et al. 2010; Ballard et al., 2011). Потерю памяти также сопровождают 

такие симптомы как изменение личности и аффективные состояния, редко 

сопровождаемые бредом и галлюцинациями. Неврологические симптомы, 

встречающиеся на поздних стадиях, включают гипертонию, недержание, 
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клонический спазм мышц, эпилептические припадки и полную немоту. В 

конечном счете, пациенты с БА оказываются прикованными к постели, не 

способными позаботится о своих естественных нуждах. Продолжительность 

болезни в среднем составляет 8-10 лет, с момента диагностирования 

заболевания продолжительность жизни варьирует от 2-х до 25-ти лет. Смерть 

в большинстве случаев наступает от полного истощения или пневмонии 

(Bekris et al., 2010).  

Прогресс заболевания связан с обширной потерей синапсов и гибелью 

нейронов в области гиппокампа и коры больших полушарий. При БА 

происходит значительная атрофия гиппокампа (более 60% нейронов в CA1 

секторе). Массовое отмирание нейронов происходит также в неокортексе. В 

коре большие и средние пирамидальные нейроны являются наиболее 

уязвимыми. До 90% нейронов гибнет в энторинальной области коры больших 

полушарий, верхней височной извилине и надкраевой извилине. Смерть 

нейронов происходит также в обонятельной луковице, миндалевидном теле, 

голубоватом пятне и серотонинэргических ядрах шва (Duyckaerts et al. 2009). 

Этиология болезни Альцгеймера до конца не изучена. Причины 

развития этого заболевания не до конца ясны. Существует наследственная 

форма этого заболевания, которая связана с мутациями в ряде генов. Однако 

наследственная форма составляет в общей сложности не более 10% всех 

случаев БА. На данный момент известны факторы риска развития БА. 

Основные риски описаны в базе http://www.alzrisk.org/default.aspx, которая 

содержит большое количество данных о БА, включая данные о трех главных 

факторах риска: возраст, генетическая предрасположенность и травма головы. 

Мета-анализ и систематический обзор показали небольшую вероятность того, 

что «когнитивный резерв» (понятие включающее пользу образования, рода 

деятельность и ментальной активности) (Valenzuela et al., 2006), физическая 

активность и упражнения (Hamer at al., 2009), ожирение (Beydoun et al., 2008), 

прием алкоголя (снижает риск) (Anstey et al., 2009) и курение (повышает риск) 

(Lee et al., 2010) – это наиболее важные факторы, влияющие на увеличение или 

http://www.alzrisk.org/default.aspx
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уменьшение риска БА. Данные нескольких эпидимиологических 

исследований в Швеции предполагают, что социальная активность и 

социальные связи могут быть ассоциированы с пониженным риском БА 

(Ballard et al., 2011). Однако, не смотря на очевидную пользу когнитивной 

нагрузки у пожилых людей, различные тренировки мозга в виде игр не дают 

снижения риска заболевания для людей возрасте около 60-ти лет (Papp et al., 

2009; Valenzuela et al., 2009; Owen et al., 2010).  

Некоторые заболевания также связаны с риском БА: инсульт, диабет, 

гипертензия и повышенный уровень холестирина. Интересно, что уровень 

холестерина и повышенное давление влияют на риск преимущественно в 

среднем возрасте (Qiu et al., 2005; Lu et al., 2009; Savva et al., 2010). Тем не 

менее, в рандомизованных контролируемых клинических испытаниях не было 

обнаружено положительных эффектов от приема статинов или 

антигипертензивных препаратов. Однако данные этих клинических 

испытаний подвергаются критике из-за допущенных методологических 

ошибок (Ballard et al., 2011). Не существует сколько-либо серьезных данных о 

том, что прием витаминов или антиоксидантов может существенно снизить 

риск БА (Malouf et al., 2008; Ravalia et al., 2008), но некоторые исследования 

показали потенциальную роль так называемой Средиземноморской диеты в 

уменьшении риска БА (Scarmeas et al., 2006). В реальности многие факторы 

риска БA перекрываются, таким образом, наиболее многообещающим 

подходом является более широкое внедрение здорового образа жизни, с 

сильным уклоном в сторону физических нагрузок, а также своевременной 

терапии заболеваний, увеличивающих риск БА (Ballard et al., 2011). 

Диагностика БА также является трудной задачей. Самый простой и 

надежный способ диагностики – это посмертное вскрытие с подтверждением 

изменений головного мозга, включающим потерю нервной ткани и также 

наличие белковых отложений. До сих пор этот способ является единственным 

достоверным способом диагностики БА. С связи с этим продолжаются 

активные исследования, направленные на выявление маркеров заболевания на 
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ранних стадиях БА (Ballard et al., 2011). На данный момент существует 

несколько признаков, по которым диагностируют БА. Главным признаком 

является наличие ранних и значительных нарушений памяти, которые 

включают в себя следующие характеристики:  

1. Постепенные и прогрессирующие изменения в функции памяти, 

которые длятся не менее 6 месяцев. 

2. Объективные доказательства нарушенной эпизодической памяти, 

показанные в тестах: дефицит запоминания, который не улучшается 

значительно или не нормализуется с помощью подсказок, дефицит 

узнавания после предыдущего эффективного запоминания под 

контролем.  

3. Эпизодические нарушения памяти ассоциированы с другими 

когнитивными нарушениями характерными для начала заболевания 

(потеря языковых навыков, ориентации, способности суждения и др.). 

Дополнительные критерии включают:  

1. Атрофия медиальной височной доли, потеря объема гииппокампа, 

энториальной коры или голубоватого пятна на МРТ. 

2. Появление маркеров заболевания в спинномозговой жидкости: низкий 

уровень Aβ42 (амилоида-бета 1-42), увеличение концентрации 

фосфорилированного и общего tau белка. 

3. Специфический паттерн изменения метаболизма глюкозы в 

билатеральной височной и теменной областях, детектированный с 

помощью функциональной нейровизуализации с ПЭТ (Позитронной 

Эмиссионной Томографии).  

4. Наличие аутосомальной доминантной мутации, связанной с БА у 

родственников пациента.  

Для диагностики используют обязательное наличие главного признака, 

включающего все три характеристики, и одного-двух дополнительных (Bekris 

et al., 2010; Dubois et al, 2007). Для точной диагностики должны быть 

исключены такие причины нарушения памяти, как нарушения работы 
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щитовидной железы, дифицит витаминов группы B, депрессия, инфекции 

нервной системы, опухоли в мозге и другие заболевания нервной системы 

(Bekris et al., 2010). 

Одним из главных диагностических признаков БА является одновременное 

наличие нейрофибриллярных узелков и амилоидных бляшек в тканях 

головного мозга. Главный компонент амилоидных бляшек – амилоид-бета 

(Aβ). Aβ образуется в результате разрезания трансмембранного белка 

предшественника амилоида (APP) ферментами секретазами. Существует 

несколько изоформ Aβ у человека – пептиды длинной от 38 до 42 аминокислот. 

Наиболее распространены пептиды длинной 40 аминокислот (Aβ40) и 

пептиды длинной 42 аминокислоты (Aβ42). Оба типа пептидов способны 

олигомеризоваться и образовывать нерастворимые амилоидные бляшки, но 

Aβ42, тем не менее, более склонен к олигомеризации. Изоформы Aβ40 и Aβ42 

также встречаются у человека в норме и образуют амилоидные бляшки в 

стареющем мозге. Однако в мозге пациентов с БА происходит более 

интенсивное образование амилоидных бляшек. Распределение бляшек в мозге 

не является случайным и зависит от стадии заболевания: преимущественно 

поражаются неокортекс и гиппокамп (Goedert et al., 2006). При БА происходит 

либо изменение соотношения Aβ42:Aβ40 за счет увеличения количества 

фрагмента Aβ42 или уменьшения количества Aβ40, либо увеличение 

количества обеих изоформ (Kuperstein 2010, Demuro et al., 2009). 

Нейрофибриллярные узелки образуются в цитоплазме нейронов и состоят из 

нерастворимых агрегатов гиперфосфорилированного белка tau. Накопление 

гиперфосфорилированного белка tau происходит как в сомато-дендритной 

области, так и в аксонах (Duyckaerts et al., 2009). 

 

1.2. Гены, связанные с болезнью Альцгеймера. 

Большинство случаев БА являются спорадическими и характеризуются 

поздним проявлением симптомов - в возрасте от 60-65 лет. Близнецовый метод 

доказывает генетическую причину формы болезни Альцгеймера с поздним 
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проявлением симптомов (Bekris et al., 2010). Единственный ген, чья связь со 

спорадической формой БА была доказана, – это ApoE (аполипопротеин E) 

(Roses 2006, Coon 2007). Однако, даже носители аллели ApoEε4, 

преобладающей у пациентов с БА в 40% случаев и увеличивающей риск 

заболевания в 12 раз, могут дожить до 90 лет без каких-либо признаков 

заболевания (Laws et al., 2003; Bekris et al., 2010; Michaelson 2014). Это дает 

основания предполагать, что дополнительным фактором служат либо внешние 

условия, либо другие гены. На данный момент рассматриваются более 20-ти 

генов как возможные факторы риска развития спорадической формы БА 

(Chouraki et al., 2014; Van Cauwenberghe et al., 2016) Полный список 

исследуемых генов, предположительно связанных с БА, можно посмотреть на 

сайте http://www.alzgene.org 

 

1.2.1. Белок предшественник амилоида (APP).   

Ген APP, локализованный на 21 хромосоме, был определен как 

генетическая причина БА благодаря тому факту, что у людей с синдромом 

Дауна, достигших возраста около 40 лет, присутствуют амилоидные 

образования в мозге (Giaccone et al., 1989). Ген APP кодирует белок 

предшественник амилоида. Существует несколько изоформ белка APP, 

образующихся за счет альтернативного сплайсинга, которые отличаются друг 

от друга по длине аминокислотной последовательности и по распределению в 

тканях организма. В центральной нервной системе преимущественно 

экспрессируется APP695, изоформы APP751 и APP770 экспрессируются и в 

центральной, и в периферической нервных системах (Golde 1990; Yoshikai 

1990). 

 Мутации в гене APP составляют 15% случаев НБА с ранним проявлением 

симптомов в возрасте от 40 до 50 лет. (Janssen 2003; Raux 2005) Было 

идентифицировано около 43-х мутаций в гене белка предшественника 

амилоида, связанных с НБА и локализованных преимущественно в сайте 

ферментативного разрезания секретазами. (На базе 

http://www.alzgene.org/


21 
 

http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/ собраны все описанные мутации в 

гене APP (Cruts et al., 2012)).  

Расщепление белка APP α-секретазой (изоформы ADAM-9, ADAM-10, 

ADAM-17) приводит к образованию C-терминального фрагмента C83 (α-CTF), 

альтернативное разрезание β-секретазой (изоформы BACE1, BACE2) 

приводит к образованию фрагмента C99 (β-CTF). Процессинг C83 и C99 

фрагментов завершает γ-секретаза с образованием фрагментов p3 и Aβ 

соответственно. Путь разрезания β-секретазой называется амилоидогенным, в 

то время как путь разрезания α-секретазой называют неамилоидогенным 

(Рис.1). В зависимости от точки разрезания γ-секретазой из фрагмента C99 

образуется либо 40 аминокислотный (Aβ40), либо 42 аминокислотный (Aβ42) 

экстраклеточный фрагмент Aβ. В случае БА равновесие между данными 

формами смещено в сторону 42 аминокислотного остатка, более склонного к 

олигомеризации и формированию бляшек. Многие мутации в гене APP или 

фармакологическое ингибирование α-секретазы приводят к преобладанию β-

секретазного пути процессинга над α-секретазным путем процессинга APP и 

повышенному образованию Aβ (Nunan et al., 2000; Lichtenthaler et al., 2011). 

Наиболее токсичными считаются растворимые олигомеры Aβ, состоящие из 

4-24 пептидов (Demuro et al., 2009). Нерастворимая форма амилоидных 

образований рассматривается некоторыми исследователями как способ 

утилизации и деактивации токсичных растворимых форм Aβ (Demuro et al., 

2009).  

Недавно в добавок к известным α- и β-СTF был обнаружен еще один 

тяжелый С-терминальный фрагмент APP (CTF-η). Этот терминальный 

фрагмент получается в результате разрезания APP ферментом MT5-MMP, 

связанным с мембраной матриксной металлопротеазой, названной η-

секретазой. Данная секретаза ко-локализуется с сенильными бляшками при 

БА. Разрезание этим ферментом реализуется в растворимом фрагменте sAPP-

η, который далее разрезается ADAM10 или BACE1, в результате чего 

получаются длинный и короткий пептиды Aη-α и Aη-β. Активность η-
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секретазы усилено в дистрофических нейритах мышей, моделирующих БА, и 

тканях головного мозга пациентов с БА. Генетическое и фармакологическое 

ингибирование BACE1 приводит к слабому аккумулированию CTF-η и Aη-α. 

Интересно, что Aη-α снижает долговременную потенциацию в гиппокампе 

также, как токсические олигомеры Aβ, воздействующие на синапсы. На 

данный момент роль η-секретазы в БА еще мало изучена и требует 

дальнейших исследований, однако, эта находка может послужить хорошим 

началом для разработки новых терапевтических подходов (Willem et al., 2015). 

Рисунок 1. Амилоидогенный и неамилоидогенный пути разрезания белка 

APP (Vardy et al., 2005; с изменениями). Объяснение в тексте.  

 

1.2.2. Пресенилины (PS) и гамма-секретаза.   

Белки пресенилины известны как основные компоненты протеазного 

комплекса γ-секретазы, осуществляющей разрезание белка APP. Мутации в 

гене белка пресенилин-1 (PSEN1) относятся к 40% случаев аутосомно-

доминантного наследования БА с ранним началом проявления симптомов в 

возрасте от 40 лет, и только 1% случаев приходится на мутации в гене белка 
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пресенилин-2 (PSEN2) (Bekris et al., 2010). Более 199 разных мутаций, 

связанных с наследственной БА (НБА), известно в гене белка пресенилин-1 и 

20 мутаций в гене белка пресенилин-2. Мутации собраны в базе 

http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/ (Cruts et al., 2012).  

Ген PSEN1 локализован на 14 хромосоме и кодирует трансмембранный 

белок пресенилин-1 (PS1), состоящий из 467 аминокислот. Его гомолог PSEN2 

локализован на 1 хромосоме и кодирует белок пресенилин-2 (PS2), состоящий 

из 448 аминокислот. Белки PS1 и PS2 экспрессируются преимущественно в 

тканях головного мозга. Они имеют массу около 50 kDa, состоят из 9 

трансмембранных доменов и локализованы в мембранах аппарата Гольджи, 

эндоплазматического ретикулума (ЭР), эндосомах, лизосомах и клеточной 

мембране (Bekris et al., 2010; Sannerud et al., 2016).  

В процессе созревания пресенилины проходят аутокаталитическое 

разрезание с образованием С-концевого (CTF) и N-концевого (NTF) 

фрагментов массой 18 kDa и 28 kDa для PS1 и 23 kDa и 35 kDa для PS2 

соответственно. В комплексе с белками никастрин (Nct), Aph-1 (anterior 

pharynx defective 1), Pen-2 (presenilin enhancer 2) оба фрагмента пресенилинов 

входят в состав γ-секретазного комплекса. Оба CTF и NTF формируют 

каталитический центр комплексного фермента, осуществляя ферментативное 

разрезание за счет двух аспартатов (Wolfe et al., 1999; Fukumori et al., 2010). 

Роль других компонентов комплекса мало изучена. Предполагается, что Aph-

1 является скэффолд-белком, обеспечивающим последовательное добавление 

других компонентов для образования комплекса (LaVoie et al., 2003; Niimura 

et al., 2005). Также предполагается, что белок Aph-1 участвует в распознавании 

субстратов (Chen et al., 2010). Никастрин, возможно, также играет роль в 

связывании с субстратом (Shah et al., 2005). Эктодомен никастрина 

гомологичен аминопептидазам, но не содержит аминокислот нужных для 

катализа, таким образом, он может связывать субстрат, но не разрезать его. 

Pen-2 связывается с пресенилинами (Fraering et al., 2004; Kim et al., 2005; 

Watanabe et al., 2005) и, как предполагается, стабилизирует пресенилины для 
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осуществления эндопротеолиза необходимого для формирования зрелого 

комплекса (Takasugi et al., 2003; Holmes et al., 2014).  Несмотря на 

комплексную природу устройства фермента γ-секретазы, все известные 

ингибиторы и модуляторы этого фермента воздействуют через связывание с 

разными сайтами пресенилинов (Wolfe, 2011). Более того, не известно ни 

одной мутации в других компонентах фермента, кроме пресенилинов, которые 

были бы связаны с НБА (Zahs et al., 2015). Таким образом в патогенезе БА 

играет роль не столько фермент γ-секретаза, сколько сами пресенилины.  

Γ-секретаза осуществляет ферментативное разрезание многих 

трансмембранных белков, в том числе APP, Notch, белков E- и N-cadherin, 

neuregulin внутри их трансмембранного домена (Georgakopoulos et al. 1999; 

Marambaud et al. 2003; Wiley et al., 2005; Dejaegere et al. 2008).  

Дефекты в гене PSEN1 вызывают наиболее серьезные формы БА, с началом 

заболевания уже в возрасте до или около 30-ти лет. В тоже время существует 

большая вариабельность в возрасте начала заболевания в зависимости от 

разных мутаций. В среднем возраст начала заболевания составляет 58 лет. Для 

БА, ассоциированной с мутациями в PSEN1, характерны аутосомно-

доминантный тип наследования, прогрессивная деменция и паркинсонизм, 

нарушения Notch сигнализации и усиленное производство амилоидных 

образований в мозгу (Goedert et al., 2006; Wolfe, 2007).  

Мыши с нокаутом гена белка PS1 нежизнеспособны (PSEN1-/-). Мыши с 

условным двойным нокаутом гена в переднем мозге в постнатальном периоде 

жизнеспособны, но демонстрируют нарушения когнитивных способностей – 

запоминания и ориентации в пространстве. (Shen et al., 1997; Yu et al., 2001) В 

нейронах таких мышей были обнаружены нарушения процесса выброса 

нейромедиаторов, долгосрочной потенциации и регуляции экспрессии генов 

(Watanabe et al., 2009, Zhang et al., 2009, Zhang et al., 2010). Мыши PSEN2-/- 

практически не отличаются от мышей дикого типа. По всей видимости, белок 

PS1 более важен для нормального развития и функционирования нервной 

системы, чем белок PS2, что может объяснять преобладающее количество 
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мутаций в гене белка PS1 связанных с БА (Elder et al., 2010). Мутации в генах 

PSEN1 и PSEN2 приводят к увеличению продукции Aβ42 и изменению 

соотношения Aβ42:Aβ40 в пользу Aβ42 (Kuperstein et al., 2010; Bentahir et al., 

2006; Page et al., 2008).  

Рисунок 2. Сайты разрезания белка APP комплексом γ-секретазы. 

Объяснения в тексте.  

Разрезание субстратов γ-секретазным комплексом проходит как минимум 

по двум позициям: по γ-сайту с продукцией С-терминального фрагмента Aβ и 

по ε-сайту далее по последовательности с продукцией внутриклеточного N-

терминального фрагмента APP (AICD) (Weidemann et al., 2002). Разрезание 

фрагмента С99 по γ-сайту гетерогенно и приводит к получению пептидов Aβ 

длинной 39 – 43 аминокислот. В то же время разрезание по ε-сайту приводит 

к образованию преимущественно AICD, который начинается в основном у 50-

ой аминокислоты, формируя AICD50-99, и иногда к образованию AICD51-99 

с разрезанием на одну аминокислоту ранее. Мутации в пресенилинах и APP 

также приводят к увеличению AICD51-99 относительно AICD50-99. 

Следовательно, разрезание по этим сайтам не происходит независимо (Sato et 
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al., 2003). По всей видимости, ε-разрезание с образованием длинного пептида 

Aβ49 проходит раньше γ-разрезания. ε-разрезание может проходить без γ-

разрезания, но не наоборот (Sato et al., 2005). Было предложено, что после ε-

разрезания и образования AICD, длинные пептиды (Aβ49 или Aβ48) остаются 

в активном сайте фермента и разрезаются выше на 3 или 4 аминокислотных 

остатка по так называемым ζ-сайту и γ-сайту с образованием Aβ46, Aβ43 и 

Aβ40 из Aβ49 или Aβ45, Aβ42 из Aβ48, которые были найдены с помощью 

масс-спекторометрии (Qi -Takahara et al., 2005; Takami et al., 2009; Wolfe, 

2012). 

С помощью компьютерного анализа было установлено, что около 75% 

мутаций в гене PSEN1 локализуются в наиболее консервативных участках и, 

вероятнее всего, приводят к потере или нарушению ферментативной функции 

γ-секретазы (Kim and Kim, 2008). Было предположено, что не все мутации 

затрагивают эндопротеолитическое или ε-разрезание, но вероятнее всего 

почти все затрагивают протеолиз длинных пептидов Aβ48 и Aβ49 за счет 

карбоксипептидазной активности, что может приводить к образованию более 

длинных изоформ Aβ (Wolfe, 2012).  Тем не менее, как минимум две мутации 

в гене PSEN1 с потерей ферментативной активности, связанные с НБА, 

приводили к нейродегенерации и нарушениям синаптической передачи у 

мышей. Обе L435F и C410Y мутации приводили к накоплению 

полноразмерного белка PS1 и дефициту его терминальных фрагментов, а 

также потере протеолитической активности в отношении субстратов APP и 

Notch (Xia et al., 2015).   

Было обнаружено, что ферментативная функция PS1 в нейронах зависит от 

спайковой активности нейронов за счет влияния на конформацию PS1: 

единичные спайки не имели влияния на конформацию и продукцию Aβ, в то 

время как пачка спайков меняла конформацию PS1 и оказывала влияние на 

соотношение Aβ40:Aβ42 в сторону увеличения производства Aβ40. К 

изменению конформации PS1 приводили ингибирование синаптической 

передачи на уровне пре-синапса in vitro и визуальная депривация in vivo.  
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Таким образом, существует связь между активностью нейронов и изменением 

соотношения Aβ40:Aβ42, которая может лежать в основе процессов, 

происходящих в случае спорадической формы БА (Dolev et al., 2013). 

«Патогенная» конформация PS1 была обнаружена в нейронах трансгенных 

мышей, экспрессирующих мутантный APP, и в мозге пациентов со 

спорадической БА. Более того, у мышей преобладание данной конформации 

предшествовало появлению амилоидных отложений в мозге, развивающихся 

с возрастом. Также окислительный стресс способствовал переходу PS1 в 

патогенную конформацию в нейронах in vitro (Wahlster et al., 2013). 

В тканях головного мозга пациентов с НБА было обнаружено накопление 

полноразмерного белка PS1, происходящего, по всей вероятности, за счет 

снижения степени аутокаталитического разрезания в результате мутации 

(Honarnejad et al. 2013). Увеличение уровня экспрессии белка PS1 также 

наблюдается в мозге пациентов со спорадической формой БА (Borghi et al., 

2010). Транскрипция mRNA PS1 контролируется сигнальнм каскадом киназы 

JNK (Rahman et al., 2012). ЭР стресс и убиквитинилирование регулируют 

количество PS1, не прошедшего аутокаталитическое разрезание (Jin et al., 

2010; Yan et al., 2013). NGF и цинк тоже могут вызывать повышенный уровень 

PS1 в клетках (Counts et al., 2001; Park et al., 2001). 

 

1.2.3. Другие гены, связанные с болезнью Альцгеймера.  

Полногеномный поиск ассоциаций (GWAS, Genome-Wide Association 

Studies) продемонстрировал связь полиморфизмов в более чем 20 локусах с 

риском развития БА (Рисунок 3). Для того, чтобы найти редкие мутации, 

связанные с БА интенсивно используются новые технологи секвенирования 

генома (Zhang et al., 2013; Cruchaga et al., 2014). Найденные гены риска 

вовлечены преимущественно в регуляцию несколько ключевых процессов: 

иммунная система и воспалительный процесс, метаболизм холестерина и 

липидов, утилизация эндосом (Guerreiro et al., 2014). Полиморфизмы этих 

генов могут быть часты в популяции, но имеют малый вклад в 
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индивидуальный риск развития БА. По всей вероятности, необходимо 

сочетание факторов среды, возраста и нескольких полиморфизмов для того, 

чтобы значительно повысить риск БА (Scheltens et al., 2016). Аллель APOE4 

является самым сильным рисковым фактором для развития БА: 50% для 

гомозигот и 20-30% для APOE3/APOE4 гетерозигот (Genin et al., 2011). APOE4 

участвует в очистке мозга от Aβ и способен образовывать нейротоксичные 

фрагменты (Castellano et al., 2011; Mahley et al., 2012). У мышей с экспрессией 

APOE4 человека наблюдается дегенерация кровеносных сосудов, нарушение 

работы гематоэнцефалического барьера и нейродегенерация, не зависимая от 

Aβ (Bell et al., 2012).  Ген Кластерина (Clusterin, CLU) был первым 

обнаруженным геном риска для развития БА двумя независимыми 

исследованиями с полногеномным поиском ассоциаций. Кластерин является 

плейотропным шапероном и участвует в процессах регуляции липидного 

обмена, воспаления и очистки мозга от Aβ (Lambert et al., 2013; Harold et al., 

2009). Также обнаруженными генами риска являются SORL1 и ABCA7, 

мутации в которых в том числе приводят к НБА. SORL1 участвует в регуляции 

процессинга APP (Rogaeva et al., 2007; Hollingworth  et al., 2011; Pottier et al., 

2012; Lambert et al., 2013; Vardarajan et al., 2015). Мутации в ABCA7 могут 

приводить к аутосомно-доминантному пути наследования НБА. ABCA7 

участвует в регуляции липидного метаболизма, иммунного ответа и очистки 

мозга от агрегатов Aβ (Cuyvers et al., 2015; Steinberg et al., 2015). Продукт гена 

BIN1 вовлечен в клатрин-регулируемый эндоцитоз в нейронах (Harold et al., 

2009; Seshadri et al., 2010). Уровень экспрессии BIN1 ассоциирован с более 

поздним началом заболевания и тяжелым протеканием заболевания, вероятно, 

за счет регуляции фосфорилирования tau (Karch et al., 2012; Chapuis et al., 

2013). Продукт гена риска CR1 имеет различные функции, включая регуляцию 

активации комплемента и регуляцию врожденного иммунитета. Также этот 

ген экспрессируется в нейронах, где его функция еще не изучена (Brouwers et 

al., 2012; Hazrati et al., 2012). Белок CD33 расположен на поверхности 

иммунных клеток, миелоидных клеток и микроглие, регулирует 



29 
 

межклеточные взаимодействия в процессах врожденного и приобретённого 

иммунитета (Hollingworth  et al., 2011; Naj et al., 2011). Микроглиальные клетки 

с экспрессией CD33 демонстрируют нарушения фагоцитоза Aβ и коррелирует 

с образованием амилоидных бляшек (Karch et al., 2012; Griciuc et al., 2013). Ген 

Фосфолипазы D3 (Phospholipase D3, PLD3) также ассоциирован с 

повышенным риском БА (Cruchaga et al., 2014). Недавно была подтверждена 

связь мутаций в гене TREM2: рецепторе микроглии, вовлеченном в очистку 

мозга от Aβ. Эти мутации крайне редки в популяции, но значительно 

повышают риск заболевания (Guerreiro et al., 2013). Подробнее гены риска 

рассмотрены в обзорах Van Cauwenberghe et al., 2016 и Scheltens et al., 2016.

   

Рисунок 3. Схема описывающая генетические риски развития БА. Цветами 

на графике обозначены процессы, в которые вовлечены гены. Если ген имеет 

два или три цвета, то он вовлечен сразу в несколько процессов (Karch et al., 

2015 с изменениями).   

У пациентов с БА не происходит экспрессии гена REST, который участвует 

в процессах поддержания выживаемости клеток и в норме экспрессируется в 
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больших количествах в пожилом возрасте (Lu et al., 2014). Взаимодействие 

других генов и некодирующих микроРНК также может быть вовлечено в 

развитие БА (Lau et al., 2013; Wong et al., 2013).  

Мутация R406W в гене MAPT неоднократно проявлялась в родословных с 

БА (Rademakers et al., 2003). Тем не менее, этот ген не является ключевым в 

наследовании НБА. Мутации в гене MAPT связаны с другими 

нейродегенеративными заболеваниями, такими как Ограниченная атрофия 

мозга, включающая болезнь Пика и другие деменции (FTD, Frontotemporal 

Dementia). Продуктом этого гена является белок tau (352-441 аминокислот), 

который в основном экспрессируется в нейронах, но в небольших количествах 

также встречается в глиальных клетках и клетках других тканей. Известно 6 

изоформ белка tau, образующихся в результате альтернативного сплайсинга, 5 

из которых экспрессируются в ЦНС. Изоформы отличаются по количеству 

повторов консервативного тубулин-связывающего мотива: три повтора (3R) 

или четыре повтора (4R). Также изоформы отличаются вставками 

аминокислот в N-терминальном участке белка (29 аминокислот - N1, 59 - N2 и 

0 аминокислот N0) в сочетании как с 3R так и с 4R (Goedert et al., 1989; Goedert 

et al., 1989; Šimić et al., 2016). Самой важной функцией белка tau является 

регуляция собирания микротрубочек (Wischik et al., 1985; Crowther et l., 1991), 

но такой же функцией обладают и другие MAP белки. MAPT нокаутные мыши 

относительно нормальны и мало чем отличаются от мышей дикого типа. У них 

не было обнаружено признаков нейродегенерации, что, по всей видимости, 

связано с компенсацией другими белками, относящимися к группе MAP 

(Qiang et al., 2006).  Tau также вовлечен в регуляцию синаптической передачи 

киназой Fyn (Lee et al., 2004; Roberson et al., 2011). Влияние на сбор 

микротубочек зависит от степени фосфорилирования tau, и 

гиперфосфорилирование подавляет сбор микротрубочек (Lindwall et al., 1984; 

Alonso et al., 1994). В образцах, полученных у пациентов с БА, было 

обнаружено более 40 сайтов фосфорилирования белка tau (Hanger et al., 1998). 

Образование нейрофибриллярных узелков, состоящих из агрегатов 
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гиперфосфорилированного белка tau, является одним из ключевых признаков 

БА. Фосфорелирование tau регулируется активностью нескольких киназ и 

фосфотаз. При БА Ser/Thr участки за которыми следует аминокислота Pro 

составляют около половины всех фосфорилированных аминокислотных 

остатков. Их фосфорилирование осуществляется пролин-направляемыми 

протеиновыми киназами (proline-directed protein kinases, PDPK): киназой 

гликоген синтазы 3β (glycogen synthase kinase-3β, GSK-3β), циклин-зависимой 

киназой 5 (cyclin-dependent kinase-5, CDK5) и дуально-специфичной 

регулируемой тирозиновым фосфорилированием киназой А1 (dual specificity 

tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A, DYRK1A) (Ishiguro et al., 1992; 

Arioka et al., 1993; Woods et al., 2001; Liu et al., 2008). Другие Ser/Thr остатки 

фосфорилируются не-пролин-направляемыми протеиновыми киназами (non-

PKPK): кальций/кальмодулин-активируемой киназой II (calcium/calmodulin-

activated protein kinase II, CaMKII), регулирующей ассоциацию микротрубочек 

киназой 110 (microtubule affinity-regulated kinase 110, MARK p110), протеин 

киназой А (protein kinase A, PKA) и казеин киназой 1 (casein kinase 1, CK1) 

(Baudier et al., 1988; Ledesma et l., 1992; Singh et al., 1996; Singh et al., 1996; 

Drewes et al., 1997; Sironi et al., 1998). Фосфорилирование tau некоторми из 

этих киназ приводит к дальнейщиму фосфорилированию другими киназами 

(Singh et al., 1996; Singh et al., 1995; Singh et al., 1995; Sengupta et al., 1998; 

Sengupta et al., 1997; Liu et al., 2006). Множественные комбинации non-PDPK 

и PDPK вовлечены в патологическое гиперосфорилирование при БА, и 

локализованы в нейрофибриллярных узелках (Pei et al., 1998; Pei et al., 1999; 

Pei et al., 2001). Главным регулятором дефосфорилирования tau является 

фосфотаза PP2A, которая отвечает за примерно 70% всех реакций 

дефосфорилирования в мозге. (Gong et al., 2000; Bennecib et al., 2000; Liu et al., 

2005). При БА взаимодействие гиперосфорилированного белка tau в составе 

нефибриллярных олигомеров с нормальным белком tau приводит к цепному 

формированию филаментов и передаче патологии от клетки к клетке. Такого 

рода реакции характерны для прионов.  По всей вероятности, это происходит 
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за счет эндоцитоза олигомеров нейронами вблизи к поврежденным нейронам, 

а также в процессах синаптической передачи (Alonso et al., 1994; Alonso et al., 

1996; Clavaguera et al., 2009; Takeda et al., 2015; Sanders et al., 2014; Khan et l., 

2014; de Calignon et al., 2012; Liu et l., 2012). Вторичность возникновения 

нейрофибриллярных узелков и tau-опосредуемая реализация цитотоксичности 

были подтверждены в исследованиях, в которых использование иммунизации 

против Aβ снижало уровень образования нейрофибриллярных узелков, а 

также в исследованиях с использованием tau-/- мышей, продемонстрировавших 

сниженное токсическое влияние Aβ на нейроны в условиях отсутствия 

экспрессии гена белка tau. Возможно, что влияние гиперфосфорилированного 

tau на чувствительность NMDAR к Aβ опосредовано киназой Fyn (Ittner 2010). 

Таким образом, взаимное влияние белка tau и Aβ можно описать как 

своеобразное цитотоксическое “pas de deux” (Ittner and Götz, 2011). 

 

1.3. Модели болезни Альцгеймера in vivo. 

Для исследования болезни Алтцгеймера широко применяются модели in 

vivo, на основе различных животных. Для моделирования заболевания могут 

быть использованы как спонтанное или индуцированное развитие 

нейродегенерации, так и генетическая модификация животных. Для 

нескольких видов животных, включая собак (Cummings et al., 1993; 1996; 

Rofina et al., 2006), кошек (Head et al., 2005; Gunn-Moore et al., 2006), медведей 

(Cork et al., 1988; Uchida et al., 1995; Tekirian et al., 1996), козлов и овец (Braak 

et al., 1994), росомаху (Roertgen et al., 1996), также как для некоторых видов 

приматов (Bons et al., 1994; Gearing et al., 1994; 1997; Lane, 2000; Geula et al., 

2002; Kimura et al., 2003; Sani et al., 2003; Lemere et al., 2004; 2008) было 

показано спонтанное развитие бляшек и/или нейрофибриллярных узелков. В 

некоторых случаях такого рода гистологические изменения сопровождаются 

снижением когнитивных способностей (Cummings et al., 1996; Voytko and 

Tinkler, 2004; Gunn-Moore et al., 2006; Rofina et al., 2006). Однако, 

использование данных животных для исследований ограничено их 
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доступностью, финансовыми и этическими причинами. В тоже время, 

удобные для лабораторных исследований грызуны (мыши, крысы и хомячки) 

не развивают типичные признаки БА с возрастом. Для исследования ряда 

возрастных патологических изменений в мозге, наблюдаемых и при БА, 

используются линии мышей с ускоренным старением. Линии SAM (мыши с 

ускоренным старением, senescence-accelerated mouse) были получены путем 

селекции по фенотипу мышей линии AKR/J в 80е годы XX века (Van Dam et 

al., 2011). Под-линия SAMP8 используется в качестве модели БА, так как 

развивает поведенческие симптомы и имеет отложения Aβ в мозге (Yagi et al., 

1988; Takeda, 1999). Также для активации развития нейродегенерации у 

мышей используются химические, фармакологические методы или 

физические повреждения мозга (Van Dam et al., 2011). В основном эти модели 

связаны с изучением холинэргического дефицита, характерного для БА. 

Модель скополамин-индуцируемой амнезии (Scopolamine) широко 

используется для изучения холинэргической недостаточности. Однако в этой 

модели отсутствуют главные гистологические признаки БА и прогрессия 

заболевания. Локальное уничтожение холинэргических нейронов путем 

применения токсичных веществ, электротока или механических повреждений 

в ядрах переднего мозга используется преимущественно для изучения 

нарушений работы нервных цепей в мозге. Эти методы считаются наиболее 

грубыми, так как могут включать также повреждения сосудов и глиальных 

клеток. Дефицит памяти, характерный для БА, может быть индуцирован также 

и повреждением ответственных за память регионов мозга: гиппокампа и коры 

мозга. Эти способы моделирования также имеют серьезные недостатки, так 

как модели не повторяют динамику развития заболевания и не имеют главных 

гистологических маркеров, и, в целом, могут быть использованы только для 

моделирования симптомов (Van Dam et al., 2011). Иные модели с индукцией 

патологии направлены на изучение других аспектов заболевания: например, 

воспаление или нарушение энергетического метаболизма. Воспаление может 

быть вызвано инъекциями эндотоксинов (липополисахарида) (Hauss-
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Wegrzyniak et al., 1998) или про-воспалительных цитокинов (Wenk et al., 2003). 

Нарушения метаболизма могут быть вызваны за счет вмешательства в 

функции митохондрий (Szabados et al., 2004) или в регуляцию инсулинового 

сигнального пути в нейронах (Ishrat et al., 2009).  

Механизм патологического действия Aβ также изучается in vivo на 

животных. Для этого осуществляются инъекции Aβ в мозг грызунов. Такой 

метод имеет свои недостатки, так как в разных протоколах раствор пептидов 

может содержать различные состояния Aβ: свободных пептидов и олигомеров 

– в различных концентрациях и соотношениях. Подобные модели не 

демонстрируют полный фенотип БА. Более того, сам факт оперативного 

вмешательства может иметь последствия из-за повреждений в результате 

манипуляций с тканями мозга: от механических повреждений до воспаления 

(Van Dam et al., 2011). Сравнительно недавно было сделано исследование, 

демонстрирующее прионные свойства Aβ при инъекции растворимых форм 

пептида, взятых из экстрактов мозга трансгенных мышей, в очень маленьких 

концентрациях (Morales et al., 2015). Данное исследование открывает новые 

перспективы для моделирования патологии, связанной с Aβ.   

  С появлением и развитием техник, позволяющих осуществлять перенос 

генов и редактировать геном, открылась эра моделирования БА с помощью 

трансгенных или генетически модифицированных животных. На данный 

момент были созданы различные модели на основе трансгенных свиней (Holm 

et al., 2016), мышей, крыс, Danio rerio, Caenorhabditis elegans и Drosophila 

melanogaster (Van Dam et al., 2011). Эти модели имеют свои плюсы и минусы 

в зависимости от используемого вида животных. Например, свободноживущая 

нематода Caenorhabditis elegans обаладает коротким жизненным циклом (3 

недели), недорога в содержании, имеет ортологи генов, вовлеченных в БА 

(ортологи генов PSEN1/PSEN2, APP и белков-компонентов γ-секретазы) (Li и 

Greenwald, 1997), но при этом не имеет ортолога BACE1, и ее ген-ортолог APP 

не содержит последовательности Aβ, а ее нервная система крайне примитивна 

для моделирования полного фенотипа БА человека. Тем не менее, 
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примитивное поведение в купе с секвенированным геномом и набором 

известных мутантов с характерными фенотипическими проявлениями делают 

возможным проведение генетических скринингов для изучения механизмов 

нейродегенератиных процессов. Рыбки Danio rerio также используются для 

ислледования БА, так как существует большой набор инструментов для 

модификации их генома или экспрессии генов, они имеют ортологи генов 

PSEN1/PSEN2, APP и белков-компонентов γ-секретазы (Musa et al., 2001; 

Nornes et al., 2003), а также имеют короткий жизненный цикл и недороги в 

разведении. Эти рыбки удобны для исследований токсичности потенциальных 

лекарственных препаратов по причине легкого способа доставки препарата в 

нужной концентрации и чувствительности этих рыбок к токсинам, а также для 

генетических скринингов, так как существует большой набор животных с 

известными мутациями и геном секвенирован. Тем не менее, рыбки Danio 

rerio не могут быть использованы для моделирования полного фенотипа БА 

(Van Dam et al., 2011).  

 

Рисунок 4. Схематическая иллюстрация белков, вовлеченных в патогенез 

БА и имеющих ортологи в геноме дрозофилы (Цитируется по Iijima-Ando et 

al., 2009 с изменниями). 

Drosophila melanogaster широко используется для моделирования 

нейродегенеративных заболеваний. Геном дрозофилы секвенирован, 

существует набор известных мутаций с ярким фенотипическим проявлением, 

что позволяет осуществлять генетический скрининг и находить гены 
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ассоциированные в развитии патологии заболеваний. Для исследований 

нейродегенеративных процессов на дрозофиле возможно использование 

широкого спектра методов, включая электрофизиологические методы и 

поведенческие тесты. Дрозофилы обладают достаточно сложным поведением 

в той мере, чтобы изучать процессы нарушения памяти, проявления агрессии, 

механизмов сна и циркадных ритмов (Kamyshev et al., 1999; Alphen et al., 2013; 

Iijima-Ando et al., 2009). Drosophila melanogaster имеет ортологи генов, 

вовлеченных в патогенез БА: PSEN1/PSEN2, APP, белков-компонентов γ-

секретазы, β-секретазы BACE, α-секретазы и белка tau (Рисунок 4). dAPPL 

гомологичен человеческому APP на 30%, но в тоже время не имеет 

последовательности пептида Aβ (Luo et al. 1992). Кузбаниан (Kuzbanian, Kuz) 

является ортологом α-секретазы ADAM10 (Allinson et al. 2003; Rooke et al. 

1996) и также режет dAPPL (Carmine-Simmen et al. 2009). dBACE гомологичен 

на 25% человеческому BACE1 и на 28% человеческому BACE2. Однако, 

dBACE не режет человеческий APP по известному β-сайту и осуществляет 

разрезание в другой аминокислотной последовательности (Carmine-Simmen et 

al. 2009; Greeve et al. 2004). У дрозофилы также найдены гены-ортологи всех 

компонентов γ-секретазы, с белком dPsn идентичному человеческому PS1 на 

53% (Periz and Fortini 2004; Takasugi et al. 2003). Для дрозофил характерно 

сильное преобладание неамилоидогеного α-разрезания dAPPL, вызванное 

слабой активностью dBACE. В связи с этим, чтобы получить трансгенных 

дрозофил с образованием амилоидных бляшек, понадобилось сделать вставки 

трех генов: APP и BACE1 человека и гена дрозофилы, кодирующего dPsn с 

внесенными мутациями характерными для НБА. При этом, уровень 

образования Aβ и бляшек был очень низким, что привело исследователей к 

выводу, что единственным способом изучать патологию, связанную с Aβ, 

является создание трансгенных дрозофил с экспрессией Aβ человека. Таким 

образом, Drosophila melanogaster является хорошим объектом для 

исследования процессов, не связанных с образованием Aβ (Iijima-Ando et al., 

2009). У дрозофил, моделирующих БА, также не было обнаружено 
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нейрофибриллярных узелков, что делает необходимым дополнительную 

экспрессию мутантных генов белка tau человека в целях воспроизводства 

полного фенотипа БА (Wittmann et al., 2001).  

 Трансгенные мыши широко используются для моделирования БА. 

Наиболее полную информацию о существующих трансгенных моделях можно 

посмотреть на http://www.alzforum.org/research-models. Первые модели, 

созданные в 90-е годы XX века, были использованы для изучения роли 

амилоидного каскада в нейродегенерации. Модель PDAPP имеет мутацию 

V717F/APPInd (Indiana) в гене белка APP человека (Games et al., 1995), модели 

Tg2576 (Hsiao et al., 1996) и APP23 (Stürchler-Pierrat et al., 1997) экспрессируют 

APP человека с мутацией K670N/M671L/APPSwe (Swedish). Все три модели 

демонстрируют прогрессивное образование амилоидных бляшек, 

церебральную амилоидную ангиопатию, астроцитоз, микроглиоз, частичную 

атрофию гиппокампа, нарушения в работе синапсов, когнитивные и 

поведенческие нарушения, характерные для БА человека (подробнее в Van 

Dam et al., 2005; Basak et al., 2010; Deacon, 2010; Van Dam et al, 2010). Данные 

модели подтверждают роль амилоидного каскада в развитии 

нейродегенеративных процессов у человека при БА и могут быть 

использованы для доклинических испытаний потенциальных лекарственных 

препаратов, направленных на регуляцию амилоидного каскада. Однако 

существенным недостатком этих моделей является отсутствие 

нейрофибриллярных узелков.  

После открытия роли мутаций в генах PSEN1 и PSEN2 в развитии НБА 

были созданы соответствующие трансгенные модели. К сожалению, эти 

модели имели относительно слабый фенотип, несмотря на изменения в 

соотношении Aβ42:Aβ40. Это связано с тем, что в белке APP мыши 

отсутствуют 3 существенные аминокислоты, необходимые для 

олигомеризации (Elder et al., 2010; Van Dam et al., 2011).  Линии этих мышей 

были затем использованы для создания дважды трасгенных мышей с 

дополнительной экспрессией APP человека с мутациями. Дважды трасгенные 
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мыши имели изменения в соотношении Aβ42:Aβ40, образование амилоидных 

бляшек, потерю нейронов, воспаление и симптомы деменции (McGowan et al., 

2006; Van Dam and De Deyn, 2006). Тем не менее, у мышей также 

отсутствовали нейрофибриллярные узелки.  

По всей видимости, белок tau мышей настолько отличается от 

человеческого структурно и в аминокислотной последовательности, что 

запуск амилоидного каскада не приводит к образованию нейрофибриллярных 

узелков (LaFerla et al., 2012). В связи с этим были созданы трижды 

трансгенные мыши (3 × Tg) с дополнительной экспрессией мутантного tau 

человека (Oddo et al., 2003). В подтверждение амилоидной гипотезы у таких 

мышей нейрофибриллярные узелки развиваются после амилоидных бляшек 

(Sy et al., 2010).  

 

1.4. Амилоидная гипотеза развития болезни Альцгеймера. 

В связи с открытием основных генов, вызывающих или повышающих риск 

БА, была сформулирована так называемая «амилоидная гипотеза». Эта 

гипотеза подразумевает центральную роль Aβ в развитии патологии. На 

данный момент существуют данные как в поддержку, так и против этой 

гипотезы (Herrup 2015; Musiek et l., 2015; Karran et l., 2016). Ключевыми 

данными, поддерживающими эту гипотезу, являются:  

1. Генетическая связь наследственной формы БА с мутациями в гене белка 

APP и генах пресенилинов, напрямую вовлечённых в производство Aβ (Musiek 

et l., 2015; Karran et al., 2016). 

2. Связь спорадической формы БА с генами, участвующими в очистке 

мозга от Aβ (например, APOE и PICALM) (Genin et al., 2011). 

3. Наличие амилоидных образований в мозге пациентов с БА и НБА 

(Musiek et l., 2015; Karran et al., 2016) 

4. Обнаружение мутации A673T в гене APP, которая приводит к 

пониженному образованию Aβ в мозге и значительно снижает риск БА по 

сравнению с риском в общей популяции (Jonsson et al., 2012).  



39 
 

5. Связь трисомии по 21-ой хромосоме (содержит ген APP) с 

нейродегенерацией и амилоидными образованиями (Glenner et al., 1984; Potter 

et al., 2016).  

6. Связь Aβ и tau в опосредованной цитотоксичности (Ittner 2010; Ittner and 

Götz, 2011). 

7. Прионоподобное поведение Aβ (Jaunmuktane et al., 2015; Walker et al., 

2015; Ye et al., 2015; Frontzek et al., 2016). 

Главными механизмами патогенеза БА согласно этой гипотезе являются 

прямое цитотоксическое действие Aβ, негативное влияние Aβ на синапс, 

распространение заболевания по тканям мозга подобно прионному 

заболеванию, при котором патогенные формы Aβ связываются с нормальными 

формами и изменяют их свойства, передаваясь от клетки к клетке через 

синаптические окончания (Musiek et al., 2015; Karran et al., 2016). Развитие 

патологии с возрастом связывают с пониженной очисткой мозга от различного 

«молекулярного и клеточного мусора», включая различные формы Aβ, за счет 

работы глимфатической системы мозга и глиальных клеток per se (Kress et l., 

2014; Zhao et l., 2014; Xie et l., 2013). Какая форма Aβ играет наибольшую роль 

в патологии до сих пор не известно. Распространено мнение, находящее 

подтверждение в многочисленных данных, что наибольшим патогенным 

потенциалом обладают формы Aβ, образующие растворимые олигомеры, в то 

время как амилоидные бляшки являются инертной формой образований 

(Delacourte et al., 1999; Walsh et al., 2007). Существуют данные, которые 

демонстрируют наличие образования олигомеров, предшествующих развитию 

симптомов деменции задолго до образования амилоидных бляшек (McLean et 

al., 1999; Esparza et al., 2013) Для осуществления цитотоксичности, 

приводящей к гибели нейронов, скорее всего, необходимо взаимодействие tau 

и Aβ (Tiraboschi et al., 2004). Однако тот факт, что мутации в генах белка APP 

и пресенилинов приводят к образованию патологических форм tau, но не 

наоборот, говорит в пользу первичной роли Aβ (Musiek et al., 2015). Более того, 

первичная роль Aβ была подтверждена неоднократно в экспериментах на 
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клеточных культурах нейронов и нокаутных мышах с использованием как 

искусственных олигомеров Aβ, так и полученных из мозга человека (Ferreira 

et l., 1997; Rapoport et al., 2002; Zempel et al., 2010; Jin et al., 2011). Более того, 

Aβ взаимодействует с другими амилоидными белками, вовлекая их в развитие 

патологии. Общей характеристикой амилоидных белков является наличие в 

структуре бета-листов, т.е. формы регулярной вторичной структуры белков, 

состоящей из бета-цепей, связанных с боков двумя или тремя водородными 

связями, образуя слегка закрученные, складчатые листы. Объединение 

множества бета-листов может приводить к образованию белковых агрегатов и 

фибрилл, наблюдаемых при амилоидозах (Luo et al., 2016). Такими белками, 

например, являются прионный белкок (PrP), α-синуклиин (α-syn), tau и 

фибриноген (Masliah et l., 2001; Ahn et al., 2010; Ittner 2010; Ittner and Götz, 

2011; Nicoll et al., 2013). Существует много данных, говорящих в пользу того, 

что прионный белок является специфическим рецептором для олигомеров Aβ 

(Lauren et al., 2009). Патологический эффект олигомеров Aβ на синаптическую 

функцию нейронов осуществляется за счет сигнального каскада, включающим 

PrP, метаботропный глутаматный рецептор 5 (mGluR5), киназу Fyn, 

синаптический белок Homer, а также eEF2, CamKII, and Pyk2 (Um et al., 2013; 

Um et l., 2012; Haas et al., 2016). Также на роль рецептора для олигомеров Aβ 

претендуют белки: Sigma-2/PGRMC1, LilrB2, RAGE и ряд других белков 

(Рисунок 5) (Kim et al., 2013; Izzo et al., 2014; Benilova et al., 2012; Deane et al., 

2012).  
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Рисунок 5. Рецепторы, вовлеченные в передачу патологического сигнала от 

олигомеров Aβ и их функции. Указана установленная KD для взаимодействия 

олигомеров и рецептора. (Цитируется по De Strooper et al., 2016 с 

изменениями).  

Несмотря на обилие данных в пользу амилоидной гипотезы, существует 

немало данных, ставящих эту гипотезу под сомнение. Основными пунктами 

критики этой гипотезы являются: 

1. Неизвестно ни одной мутации в генах β- или α-секретазы, связанных с 

БА.  

2. Симптомы не всегда коррелируют с амилоидными образованиями в 

мозге (Villemagne et al., 2011; Klunk et al., 2009) 

3. Необходимо достаточно долгое время для развития заболевания: могут 

пройти многие годы от момента образования амилоидных бляшек (Villemagne 

et al., 2013). 
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4. У мышей и других трансгенных животных, экспрессирующих только 

Aβ, не выявляется других признаков заболевания кроме бляшек, а сами 

симптомы не сильно выражены. Более того, быстрое восстановление 

трансгенных животных при анти-амилоидной терапии могут быть связаны с 

недостаточно полным фенотипом заболевания (Kim et al., 2013). 

5. Терапии, направленные на снижение количества Aβ в мозге, приводят к 

стабильному понижению амилоидных образований, но не восстанавливают 

когнитивных способностей и не замедляют развитие заболевания (Holmes et 

al., 2008; Vellas et al., 2013). 

Было предположено, однако, что люди, у которых есть бляшки, но еще нет 

симптомов, находятся в так называемом пре-клиническом состоянии БА 

(Sperling et al., 2011). Если образование бляшек является главным критерием 

диагностики, то такие люди могут быть включены в клинические испытания, 

несмотря на то, что они «здоровы». В тоже время, если есть люди, у которых 

нет бляшек, но есть другие симптомы БА, то, тем не менее, они могут быть 

исключены из клинических исследований. Это дополнительно может 

создавать проблемы для исследований новых препаратов и стратегий лечения.  

Существуют другие гипотезы, объясняющие механизм БА. Существуют 

данные в пользу роли нарушения аутофагии и/или функции лизосом (Nixon et 

al., 2011; Nixon et al., 2006), в пользу роли нарушения кальциевого гомеостаза 

(Bezprozvanny et al., 2008; Demuro et al., 2010; Green et al., 2008; Khachaturian 

et al., 1987; Supnet et al., 2010; Szydlowska et al., 2010; Yu et al., 2009), 

нарушений клеточного цикла (Arendt et al., 2010; Boeras et al., 2008; Busser et 

al., 1998; Herrup et al., 2007; Kruman et al., 2004; McShea et al., 1997; Nagy et al., 

1997; Vincent et al., 1996; Yang et al., 2001) и воспаления (Mosher et al., 2014; 

Cameron et al., 2010; Heneka et al., 2007; McGeer et al., 1996; Krstic et al., 2013). 

Также оксидативный стресс (Zhu et al., 2006), повреждение ДНК (Bucholtz et 

al., 2013; Canugovi et al., 2013; Coppedè et al., 2009; Cotman et al., 1996; et al., 

Herrup et al., 2013; Iourov et al., 2009; Lovell et al., 2007; Weissman et al., 2009), 

нарушения митохондриальных функций (Swerdlow et al., 2014; Swerdlow et al., 
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2004; Yao et al., 2009), нарушенный метаболизм глюкозы (Ferreira et al., 2014; 

Cholerton et al., 2013) могут оказывать существенный вклад в развитие 

заболевания.  

 

1.5. Наследственная болезнь Альцгеймера и спорадическая болезнь 

Альцгеймера. 

На данный момент известно 227 мутаций в гене PSEN1, из которых 204 

(90%) напрямую связаны с НБА и 23 мутации не имеют патологического 

фенотипа или имеют неясный фенотип. Только 16 мутаций (42%) в гене PSEN2 

из 38 известных связаны с НБА, в то время как большинство либо не имеют 

явного патологического фенотипа, либо имеют иной патологический фенотип, 

такой как ограниченная атрофия мозга, включая болезнь Пика, болезнь 

Паркинсона, деменция с тельцами Леви и другие деменции 

(http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations, Cruts et al., 2012, 

http://www.alzgene.org). Исследования спорадической формы БА показало, что 

только около половины случаев деменции Альцгеймеровского типа можно 

отнести к чистой БА, неосложненной другими патологиями мозга, в то время 

как другая половина случаев характеризуется наличием сопутствующих 

деменций, таких как болезнь Паркинсона, деменция с тельцами Леви, 

васкулярная деменция, гиппокампальнй склероз, болезнь Пика, ограниченная 

атрофия мозга и другие. Для сравнения, только 12 мутаций в гене PSEN1 

имеют сопровождающие заболевания мозга. НБА характеризуется более 

сильным образованием амилоидных бляшек и нейрофибриллярных узелков, 

при этом цереброваскулярные патологии, гиппокампальный склероз, TDP-43 

протеинопатия практически отсутствует в сравнении со спорадической 

формой (Cairns et al., 2015). Наблюдаемая разница между формами 

заболевания может быть объяснена отличаеми в возрасте манифестации, 

которые приводят к тому, что у более молодых пациентов с НБА не 

наблюдается сопутствующих заболеваний. Несомненно, это ставит под вопрос 

знак равенства между двумя формами заболеваний. В дополнение к этому, 
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биохимические процессы, участвующие в патогенезе этих форм БА, тоже 

отличаются. Мутации в генах пресенилинов оказывают различное влияние на 

их ферментативную активность в отношении многочисленных субстратов. В 

связи с тем, что мутации могут быть расположены в аминокислотной 

последовательности в разных областях, эффекты, которые они производят на 

разрезание субстратов, часто отличаются. Таким образом, помимо влияния на 

образование амилоидных пептидов, мутации могут взывать и другие 

нарушения клеточных функций. Для НБА также характерны более быстрое и 

ранее образование нейрофибриллярных узелков и гибель нейронов. В тканях 

мозга пациентов с НБА чаще обнаруживают образование так называемых 

“cottonwood” бляшек (по виду напоминающих тополиный пух), а также тельца 

Леви, тельца Пика, изменения в белом веществе и наличие разной степени 

микрогеморрагии (Armstrong, 2014; Gomez-Isla et al., 1999). Наблюдаемые 

различия в протекании болезни, клинической патологии и других параметрах 

ставят вопрос о правильности классификации форм БА, а также о 

правомерности экстраполяции данных. Некоторые исследователи считают 

необходимым рассматривать различные формы НБА как отдельные орфанные 

заболевания. Такой подход может помочь в поиске лечения за счет 

персонализации диагностики и терапии (Roher et al., 2016).  

 

1.6. Терапия болезни Альцгеймера.  

На данный момент все доступные лекарства на рынке направлены 

исключительно на снижение симптомов и не способны «вылечить» БА. Новые 

препараты, находящиеся в разработке, в основном направлены на регуляцию 

протекания заболевания, в том смысле, что эти препараты направлены на 

патологические процессы, ведущие к БА, с целью замедлить ее развитие 

(Galimberti et al., 2011).  

Первые симптоматические препараты, разработанные для борьбы с БА – 

ингибиторы ацетилхолинэстеразы (AChEI) (Galimberti et al., 2011). Эти 

препараты были разработаны на основе холинэргической гипотезы БА, 
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которая утверждала, что холинэргический дефицит, в частности сниженный 

уровень ацетилхолина и потеря холинэргических нейронов в переднем мозге 

вовлечены в патологию БА (Lawrence et al., 1998). На данный момент 

существует 3 одобренных AChEI на рынке для лечения средней и легкой 

формы БА Donepezil (Pfizer), Rivastigmine (Novartis) и Galantamine (Janssen). 

Разработка этих препаратов также продолжается. Кроме этого 

симптоматическим препаратом является Memantine (Merz, Forest и Lundbeck) 

для лечения от средней до тяжелой формы БА (Yiannopoulou et al., 2013). 

Memantine некокурентый агонист NMDA рецептора со средней аффинностью, 

который, считается, снижает эксайтотоксичнось (Galimberti et al., 2011; 

Yiannopoulou et al., 2013). 

На основе широко принятой амилоидной гипотезы БА большинство 

подходов для регуляции протекания заболевания сфокусированы на развитии 

препаратов, оказывающих влияние Aβ (Yiannopoulou et al., 2013). Такие 

подходы предполагают, что увеличенное количество Aβ в его разных формах, 

например, бляшки, растворимые олигомеры, фибриллы и протофибриллы, 

играют играют главную роль в патологии БА.  Таким образом, если убрать 

нейротоксический Aβ, то можно получить клинический эффект. Так как 

первым шагом в процессинге APP является разрезание β-секретазой, в 

качестве потенциальных лекарственных препаратов были разработаны 

несколько ингиботоров BACE1. Однако, оказалось, что ингибирование 

BACE1 – это довольно трудная задача по двум причинам: во-первых, BACE1 

разрезает множество субстратов кроме APP, которые выполняют важные 

физиологические функции, и таким образом ингибирование фермента может 

быть токсичным; во-вторых, у BACE1 достаточно большой активный сайт, что 

делает ингибиторы достаточно большими, чтобы не проникать через 

гематоэнцефалический барьер (Galimberti et al., 2011; Yiannopoulou et al., 

2013). В связи с такими трудностями только небольшое количество 

разработанных ингибиторов достигли клинических испытаний (Ghosh et al., 

2012). Мультипротеинный комплекс γ-секретазы, в котором ферментативные 
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функции выполняют пресенилины (PS1 и PS2) ответственен за финальное 

разрезание APP с образованием Aβ. Также, как и β-секретаза этот фермент 

разрезает много трансмембранных белков. Вследствие чего применение 

ингибиторов γ-секретазы показало большое количество побочных эффектов, 

связанных, как считается, с ингибированием разрезания сигнального белка 

Notch и нейротоксичного недорезанного терминального фрагмента APP 

(Tomita, 2009). Несмотря на то, что некоторые ингибиторы дошли до 

клинических испытаний, их позние стадии были прерваны из-за токсичности 

и побочных эффектов, влияющих на сознание и самочувствие пациентов 

(Imbimbo et al., 2011). 

Далее были разработаны более специфические ингибиторы γ-секретазы, 

затрагивающие разрезание только APP (Basi et al., 2010), а также модуляторы 

γ-секретазы (GSM) ингибирующие специфически продукцию 

амилоидогенного Aβ42 и увеличивая продукцию более коротких Aβ, 

достигающих в длину менее 38 аминокислотных остатков, не затрагивая 

разрезание Notch (Weggen et al., 2001; Tomita, 2009; Mangialasche et al., 2010; 

Imbimbo et al., 2011). Некоторые нестероидные противоспалительные 

препараты (НПВП), включая ibuprofen, indomethacin и sulindac sulfide, имеют 

активность GSM (Mangialasche et al., 2010; Galimberti et al., 2011; Yiannopoulou 

et al., 2013). Однако применение этих препаратов показало слабый эффект в 

клинических испытания и сопровождалось токсическим влиянием на печень. 

Более того более короткие формы Aβ еще мало изучены и могут производить 

непредсказуемый эффект (Golde et al., 2013). 

Кроме ингибирования продукции Aβ возможным путем регуляции его 

производства является стимулирование неамилоидогенного разрезания APP 

через усиление активности α-секретазы (Salomone et al., 2011; Chasseigneaux et 

al., 2012). Таким образом стимуляторы α-секретазы стали еще одним 

направлением в разработке лекарственных средств, затрагивающих 

разрезание APP (Fahrenholz et al., 2006). Несмотря на то, что все клинические 

испытания показали отсутствие эффекта, результаты по безопасности 
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использования подобных препаратов предполагает дальнейшие разработки в 

этой области (Marcade et al., 2008; Galimberti et al., 2011). 

Гипотеза о том, что к нарушению работы синапсов и гибели нейронов 

приводят олигомеры Aβ, была использована для разработки лекарственных 

препаратов, направленных на предотвращение олигомеризации Aβ 

(Mangialasche et al., 2010). Примерами таких препаратов являются 

гликозаминогликаны, которые связываются с мономерами Aβ и 

предотвращают формирование олигомеров (Gauthier et al., 2009), хелаторы 

цинка и меди, которые растворяют амилоидные отложения (Adlard et al., 2008; 

Mangialasche et al., 2010; Galimberti et al., 2011) и сцилло-инозитолы, которые 

напрямую связываются с олигомерами Aβ и запускают разобщение агрегатов. 

(Fenili et al., 2007; Salloway et al., 2011). Однако неясные результаты 3-ей фазы 

клинических испытаний этих препаратов говорят о необходимости более 

точной оценки их лекарственного потенциала (Mangialasche et al., 2010; 

Galimberti et al., 2011; Salomone et al., 2011; Salloway et al., 2011; Yiannopoulou 

et al., 2013). 

Активная иммунизация (вакцинация) и пассивная иммунизация 

(моноклинальные антитела) рассматриваются как многообещающие подходы, 

нацеленные на усиление очистки тканей мозга от Aβ и на снижение его 

продукции и агрегации (Town, 2009; Salomone et al., 2011). Активная 

иммунизация подразумевает стимуляцию иммунной системы с целью 

продукции антител против патогенных форм Aβ, а пассивная иммунотерапия 

предполагает введение экзогенных моноклинальных антител (Town, 2009). 

Несмотря на то, что некоторые иммунотерапии показали неблагоприятные 

побочные эффекты (Check, 2002; Gilman et al., 2005; Morgan, 2010; 

Mangialasche et al., 2010), на данный момент несколько антител проходят 

клинические испытания для лечения БА (Brody et al., 2008; Mangialasche et al., 

2010; Galimberti et al., 2011; Yiannopoulou et al., 2013). 

На основе гипотезы о том, что патология, связанная с tau белком, играет 

одну из центральных ролей в развитии БА и сильно коррелирует со стадиями 
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этого заболевания, были разработаны терапевтические походы, направленные 

на tau белок (Mudher et al., 2001; Iqbal et al., 2005). Среди них есть препараты 

проходящие клинические испытания, действие которых направлено на 

снижение агрегации и фосфорилирования белка tau (Gura, 2008; Martinez et al., 

2008; Forlenza et al., 2011; Wischik et al., 2009; Yiannopoulou et al., 2013). В 

недавних исследованиях на трансгенных мышах, моделирующих БА, как 

вакцинация, так и использование моноклинальных антител имели 

терапевтический эффект (Boutajangout et al., 2010; Chai et al., 2011; Troquier et 

al., 2012). Однако, учитиывая то, что tau – это внутриклеточный белок, 

иммунотерапия может быть не очень удачным подходом (Galimberti et al., 

2011). 

Кроме того, альтернативными подходами являются терапии на основе 

стволовых клеток, нейтрофинов, усилителей функций митохондрий, 

противовосполительные препараты, антиоксиданты, нейропротективные 

препараты, также, как и препараты, регулирующие уровень холестерина и 

действующие на сосуды, которые также проходят клинические испытания для 

лечения БА (Mangialasche et al., 2010; Salomone et al., 2011; Yiannopoulou et al., 

2013). Сравнительно недавно было показано, что ультрозвуковая терапия 

включающая направленное действие на гематоэнцефалический барьер, 

эффективна для очистки мозга от бета-амилоида у мышей, что имеет 

положительное влияние на когнитивные функции. На данный момент 

разрабатывается подобная терапия для лечения пациентов. (Burgess et al., 

2014) 

 

1.7. Кальциевая гипотеза патологии болезни Альцгеймера. 

Изначально так называемая «Кальциевая гипотеза» была предложена в 

конце 80-х годов XX века доктором Хачатуряном (Khachaturian 1989). 

Центральным утверждением этой гипотезы было то, что нарушение 

кальциевого гомеостаза в клетках предшествует развитию нейродегенерации 

при БА.  Данные в пользу этой гипотезы постепенно появлялись в течение 
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последующих десяти лет, что сделало эту гипотезу достаточно популярной в 

первое десятилетие XXI века (Berridge, 2009). Согласно данной гипотезе в 

результате первичного нарушения кальциевого гомеостаза происходит 

образование амилоидных бляшек, которые в свою очередь оказывают влияние 

на кальциевые каналы, рецепторы и другие сигнальные молекулы, действуя 

как положительная обратная связь (Berridge, 2010; Bezprozvanny et al., 2010, 

Supnet et al., 2010; Mattson 2010; Demuro et al., 2009). Нарушение Ca2+ 

гомеостаза происходит за счет изменения во многих процессах 

(метаболических, окислительных, токсических и т.д.). К нарушению Ca2+ 

гомеостаза также могут приводить различные клеточные процессы, в которых 

участвуют сигнальные молекулы, ионные каналы, помпы, обменники и другие 

молекулы. В свою очередь, последствия нарушений гомеостаза могут 

затрагивать практически все процессы в клетках, вовлеченные в патогенез БА: 

окислительный стресс, потеря синапсов, регуляция производства и секреции 

Aβ, нарушение функции митохондрий, воспаление, гиперфосфорилирование 

tau (Alzheimer's Association Calcium Hypothesis Workgroup, 2017). На данный 

момент существует значительное количество данных, подтверждающих 

предположение, что нарушения в регуляции кальциевого гомеостаза является 

пред-симптоматическим событием, влияющим на образование амилоида, 

цитоскелетных аномалий и других клеточных изменений. Связанные с 

болезнью полиморфизмы и мутации в генах оказывают влияние на кальциевые 

процессы в клетках. Более того, прием блокаторов кальциевых каналов 

снижает риск развития деменции, в том числе и БА, у пожилых людей с 

гипертензией (Hwang et al., 2016). Для современной гипотезы характерна 

концепция окончательного общего пути: нарушение регуляции концентрации 

Ca2+ в клетке является окончательным общим событием, приводящим к 

снижению нормальных функций нейрона и, в конечном итоге, его смертью. 

Именно устойчивое снижение производительности нейрона создает почву для 

нейродегенеративных процессов, приводящих к ухудшению 

производительности в нейронной сети. Эта концепция основана на 
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предпосылке, что существует несколько альтернативных механизмов 

нарушения кальциевого гомеостаза. Таким образом, существуют разные пути 

к снижению функциональности нейрона - производительности. Кальций 

является общим знаменателем во многих процессах передачи сигналов, 

включая некоторые пути, которые имеют решающее значение для нормальной 

функции мозга (например, долгосрочная потенциация, механизмы памяти и 

обучение) и, соответственно, его роль в заболевании, вероятно, связана с 

нарушением многих процессов.  

 Было обнаружено, что нарушения кальциевого гомеостаза в клетках 

предшествует симптомам у пациентов с БА (Ito et al., 1994). Подобные 

изменения также предшествовали симптомам у трансгенных мышей 

(Chakroborty et al., 2009, Cheung et al., 2010, Chong et al., 2011, Muller et al., 

2011, Pratt et al., 2011, Stutzmann et al., 2006; Zhang et al., 2009). Изменения 

экспрессии сигнальных белков, вовлечённых в регуляцию кальциевого 

гомеостаза, включая белки кальциевые буферы такие как кальбайдин D-28K, 

было обнаружено в тканях мозга пациентов с БА в сравнении с пожилыми 

людьми без БА (Palop et al., 2003; Emilsson et al., 2006). Повышение 

концентрации кальция в цитоплазме нейронов было обнаружено у 

трансгенных мышей, моделирующих БА (Lopez et al., 2008; Kuchibhotla et al., 

2008).  

Многие работы продемонстрировали, что мутации в гене белка 

пресенилина-1 вызывают нарушения в депонировании кальция в ЭР. Были 

предложены различные объяснения механизма этих нарушений. Различные 

группы продемонстрировали, что PS1, возможно, может формировать так 

называемый канал утечки из ЭР, обеспечивающий постоянный выход кальция 

из ЭР по градиенту (Tu et al. 2006), что он может регулировать активности 

рецептора к инозитол-1,4,5-трифосфату (IP3R) и рианодиновый рецептор 

(Cheung et al. 2008; Rybalchenko et al. 2008; Payne et al., 2010), а также 

регулировать активность кальциевых АТФ-аз ЭР (SERCA) (Green et al. 2008; 

Jin et al. 2010).  
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1.8. Депо-управляемые кальциевые каналы. 

Нейроны обладают высокоразвитой клеточной системой кальциевой 

сигнализации, что позволяет тонко регулировать множество специфичных для 

нейронов функций (Berridge, 1998). Как и, фактически, любая клетка (Clapham, 

2007; Moccia et al., 2014c), нейроны используют как внутриклеточный, так и 

внеклеточные ресурсы кальция для осуществления клеточных процессов 

(Berridge, 1998). Вход Ca2+ в нейроны регулируется ионными каналами: 

потенциал-управляемыми кальциевыми каналами, лиганд-управляемыми 

ионными каналами и депо-управляемыми кальциевыми каналами (Catterall, 

2011; Paoletti et al., 2013). Главным внутриклеточным ресурсом кальция 

является эндоплазматический ретикулум (ЭР), который распростроняется от 

сомы нейрона в аксоны и дендриты, где располагается также в пре-

синаптических окончаниях и шипиках дендритов (Berridge, 1998). Высокая 

концентрация кальция в просвете ЭР поддерживается за счет работы 

кальциевых АТФ-аз SERCA. Выброс кальция из ЭР осуществляется через 

каналы рецептора к инозитол-1,4,5-трифосфату (IP3R) или рианодинового 

рецептора (RyRs) (Berridge, 1998; Verkhratsky, 2005). Также кальций выходит 

по градиенту концентрации из ЭР в цитоплазму через так называемые каналы 

утечки (Tu et al., 2006). Депо-управляемый кальциевый вход осуществляется в 

ответ на снижение концентрации кальция в ЭР: в случае выброса кальция из 

ЭР или значительного изменения в концентриции кальция в просвете ЭР в 

результате изменения в регуляции утечки или накачки кальция (Parekh and 

Putney, 2005; Brandman et al., 2007; Abdullaev et al., 2008; Sánchez-Hernández et 

al., 2010; Di Buduo et al., 2014). Депо-управляемые кальциевые каналы лучше 

всего изучены в электроневозбудимых клетках. Тем не менее, за последнее 

десятилетие депо-управляемые кальциевые каналы были обнаружены в 

различных типах нейронов, где они выполняют роль в регуляции основных 

нейронных функций (Majewski et al., 2015; Moccia et al., 2015).   
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В электроневозбудимых клетках были описаны несколько типов депо-

управляемых каналов, отличающихся по своим электрофизиологических 

свойствам (Kaznacheyeva et al., 2000; Kaznacheyeva et al., 2001; Gusev et al., 

2003; Bugaj et al., 2005; Parekh and Putney, 2005). Наиболее изученными 

является тип ICRAC или CRAC, для которого характерны высокая селективность 

к ионам кальция и низкая проводимость, что отражается в характерной форме 

вольтамперных характеристик (Рисунок 6). При использовании шумового 

анализа для измерения проводимости каналов ICRAC, для них была показана 

феноменально низкая проводимость – 24 фСм (Zweifach et al., 1993). 

   

 Рисунок 6. Вольтамперные 

характеристики CRAC каналов. 

Вольтамперные характеристики 

CRAC каналов в клетках HEK, 

экспрессирующих CFP-Orai1, 

записанные с поверхности всей 

клетки в конфигурации whole-cell. 

Внеклеточный раствор содержал 

(мМ): 130 NaCl; 4,5 KCl; 5,0 HEPES; 

10 декстроза; 10 TEA-Cl; 20 CaCl2 

(pH 7,4). Пипеточный раствор 

содержал (мМ): 135 Cs-Asp; 10 

HEPES; 4 MgCl2; 10 EGTA; 3.6 CaCl2 

(pH 7,2) (Zhou et al., 2016). 

 

CRAC каналы образованы белками семейства Orai: Orai1, Orai2 и Orai3. Все 

три белка образуют каналы, не активирующиеся потенциалом, обладающие 

сильным входящим выпрямлением, потенциалом реверсии более 60 МВ, 

селективные к кальцию и с низкой проводимостью (DeHaven et al., 2007; 

Gwack et al., 2007; Lis et al., 2007; Parekh, 2010). Несмотря на низкую 
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проводимость, каналы CRAC способны вызывать сильное локальное 

повышение концентрации кальция в примембранных микродоменах, что 

делает их идеальными для участия в локальных сигнальных событиях в клетке 

(Parekh, 2010, 2011). 

Рисунок 7. Вольт-амперные 

характеристики токов каналов 

Imin, Imax и Ins. Усредненные 

вольтамперные характеристики 

каналов Imin, Ins и Imax в клетках 

HEK293, записанные на 

одиночном уровне в 

конфигурации cell-attached. 

Проводимость каналов 

составляет 1.2 пСм для Imin, 5 

пСм для Ins и 17 пСм для Imax. Пипеточный раствор содержал (мМ): 105 mM 

BaCl2 and 10 mM Tris-HCl (pH 7,3). Внеклеточный раствор содержал (мМ): 

140 KCl, 5 NaCl, 10 K-HEPES (pH 7,4), 1 MgCl2, 2 CaCl2 (Shalygin et al., 2015). 

Кроме CRAC каналов были описаны еще несколько типов нативных депо-

управляемых каналов с меньшей селективностью и большей проводимостью 

(Kaznacheyeva et al., 2000; Kaznacheyeva et al., 2001; Liu et al., 2004). В работах 

группы д.б.н. Казначеевой было продемонстрировано наличие кальциевых 

каналов, активирующихся в ответ на опустошение кальциевых депо в 

электроневозбудимых клетках, которые отличались по своим свойствам от 

CRAC каналов. На основании их характеристик проводимости и 

селективности были выделены еще 3 типа каналов: Ins (неселективные), Imin 

(с малой проводимостью) и Imax (с высокой проводимостью) (Рисунок 7)  

(Kaznacheyeva et al., 2000; Kaznacheyeva et al., 2001; Gusev et al., 2003; Bugaj et 

al., 2005; Kaznacheyeva et al., 2007; Skopin et al., 2013).  
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Рисунок 8. Вольтамперные характеристики токов через каналы, 

образованные белком TRPC1. Вольтамперные характеристики токов через 

каналы образованные белком TRPC1 в клетках SMG (слюнных желез) мыши, 

записанные с мембраны всей клетки в конфигурации whole-cell.  

Внеклеточный раствор содержал (мМ): 145 NMDG, 5 CsCl, 1 MgCl2, 10 CaCl2, 

10 Hepes, 10 глюкоза, pH 7,4. Пипеточный раствор содержал (мМ): 145 

CeMeSO3, 8 NaCl, 10 MgCl2, 10 Hepes, 10 EGTA, pH 7,2 (Liu et al., 2007). 

В отличие от CRAC каналов, депо-управляемые каналы с большей 

проводимостью и меньшей селективностью образованы белками семейства 

TRPC (Kaznacheyeva et al., 2007; Skopin et al., 2013; Shalygin et al., 2015). 

Наиболее хорошо изученной канальной субъединицей является белок TRPC1 

(Ambudkar et al., 2016; Ong et al., 2016). Каналы, образованные белком TRPC1, 

имеют потенциал реверсии не более 20 мВ (Ambudkar et al., 2016; Ong et al., 

2016).  

Недавние работы продемонстрировали, что активность каналов TRPC1 

зависит от кальциевого входа через каналы Orai1. Локальный кальциевый 

сигнал необходим для встраивания каналов TRPC1 в плазматическую 

мембрану (Ambudkar et al., 2016; Ong et al., 2016). 

Сигнал об опустошении кальциевых депо (понижении концентрации 

кальция в просвете ЭР) к каналам на плазматической мембране передается 
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кальциевыми сенсорами ЭР: STIM1 и STIM2.  Эти белки находятся в мембране 

ЭР и имеют один трансмембранный домен. N-терминальный конец белков 

STIM направлен в просвет ЭР и имеет два EF-hand домена, связывающих 

кальций (Рисунок 9). Сенсоры STIM1 и STIM2 отличаются по 

чувствительности EF-hand доменов к концентрации кальция в ЭР. Константа 

диссоциации для STIM1 ~ 200 мкM, в то время как для STIM2 ~400 мкM. Эти 

различия в чувствительности приводят к тому, что сенсоры по-разному 

активируются в ответ на понижение концентрации кальция в ЭР: STIM2 

реагирует уже на небольшие изменения в концентрации, а STIM1 работает по 

принципу "все-или-ничего" и нуждается в сильном понижении концентрации 

кальция (Brandman et al., 2007). 

 Белки STIM претерпевают существенные изменения в конформации, 

позволяющие им образовывать олигомеры и связываться С-терминальным 

концом с белками, образующими депо-управляемый канал. Канонический EF-

hand домен взаимодействует с кальцием, а неканононический домен 

стабилизирует канонический. В состоянии покоя EF-hand домены 

взаимодействует с SAM-доменом на N-терминальном конце белка. 

Диссоциация кальция приводит к дестабилизации этого взаимодействия, 

раскручиванию домена и передаче сигнала активации и олигомеризации 

(Prakriya et al., 2015). В состоянии покоя STIM1 находится в состоянии димера 

и олигомеризуется в процессе активации. Главную роль в олигомеризации 

также играют EF-hand и SAM-домены, а CC2-CC3 и CAD домены 

стабилизируют олигомеры (Fahrner et al., 2014; Prakriya et al., 2015). STIM2 

имеет более медленную кинетику раскручивания EF-hand-SAM домена и 

замедленную скорость олигомеризации, с чем связывают более медленную 

скорость активации депо-управляемых каналов этим белком. На 

цитоплазматическом участке STIM находятся ингибиторный домен (ID) и 

домен активирующий депо-управляемые каналы (SOAR). Изменение 

конформации белка приводит к высвобождению SOAR домена от ID домена, 

делая возможным взаимодействие с депо-управляемыми каналами.  SOAR 
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домены STIM1 и STIM2 также отличаются по способности связываться с 

Orai1. Петли Sα1 и Sα2 домена SOAR белка STIM1 позволяет ему сильнее 

взаимодействовать и активировать Orai1 по сравнению со STIM2. Самый 

конец C-терминального участка ответственен за взаимодействие STIM с 

липидами в ПМ: STIM2 взаимодействует как с PIP2, так и с PIP3, в то время 

как STIM1 в основном взаимодействует с PIP2 (Рисунок 9) (Luik et al., 2008; 

Zhou et al., 2009; Zheng et al., 2011; Gudlur et al., 2014; Prakriya et al., 2015).  

Было продемонстрировано, что структурные различия белков STIM1 и 

STIM2 определяют их функциональную значимость для клеточных процессов. 

По всей видимости, STIM2 является регулятором концентрации кальция в 

цитоплазме и ЭР за счет своей чувствительности к изменениям в 

концентрации кальция. В тоже время его слабое взаимодействие с Orai1 не 

позволяет активировать сильный конститутивный вход кальция в клетку. Для 

STIM1 нужен сильный сигнал опустошения кальциевых депо, с чем связана 

его функциональная значимость в ответе на стимуляцию рецепторов 

сопряженную с выбросом кальция из ЭР (Soboloff et al., 2012; Prakriya et al., 

2015). В процессе активации олигомеры STIM перемещаются к ПМ в области 

плотных контактов ПМ и ЭР. Структуры, которые образуют олигомеры STIM 

в таких участках называют puncta (Soboloff et al., 2012; Prakriya et al., 2015). 

 STIM белки активируют все три типа субъединиц Orai (Frischauf et al., 

2009). Взаимодействие белков STIM1 и TRPC1 также было 

продемонстрировано с помощью различных методов. Активность STIM1 

необходима для активности каналов TRPC1, и при усилении активности 

STIM1 происходит усиление активности каналов, образованных TRPC1 (Yuan 

et al., 2007; Zeng et al., 2008; Cheng et al., 2013; Asanov et al., 2015). Лизин-

богатый участок в PBD домене на С-конце белка STIM1 играет важную роль 

во взаимодействии с PIP2 и PIP3 в мембране, а также участвует в активации 

каналов TRPC1. Два остатка Asp в последовательности белка TRPC1 (639-640) 

взаимодействуют электростатически с двумя Lys в С-терминальной области 

STIM1 (684-685) (Worley et al., 2007; Zeng et al., 2008). 
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Рисунок 9. Доменная организация белков STIM1 и STIM2 (Prakriya et al., 

2015 c изменениями). Структурные и функциональные домены выделены 

цветом (SP, signal peptide – сигнальный пептид; cEF, канононический EF hand; 

nEF, неканононический EF hand; SAM домен; TM, трансмембранный домен; 

CC1-3, coiled-coil домены 1–3; CAD, CRAC активирующий домен; SOAR, 

STIM-Orai активирующий участок; ID, ингибиторный домен; P/S, домен 

богатый на пролин-серин; EB, EB1 связывающий домен; PBD домен). 

Показаны аминокислоты, мутации в которых приводят к конститутивной 

активности (желтый), ингибируют активность (красный), нарушают 

кальциевую инактивацию (оранжевый), предотвращают связывание с EB1 

(пурпурный), ингибируют депо-управляемый вход во время митоза (голубой). 

Кругами обозначены сайты гликозилирования (N131, N171 для STIM1 и N135 

для STIM2). 
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Рисунок 10. STIM1 и Orai1 накапливаются в участках контакта ЭР с ПМ 

для формирования молекулярного комплекса для депо-управляемого 

кальциевого входа. (Prakriya et al., 2015 c изменениями).  A. mCherry-STIM1 и 

GFP-Orai1 распределены равномерно в мембранах ЭР и ПМ в состоянии покоя 

в клетках HEK293. После нескольких минут опустошения кальциевых депо 

белки колокализуются в puncta в примембранной области.  Б. Puncta HRP-

STIM1 локализованы в области контактов ЭР и ПМ после опустошения депо, 

как это видно на снимке препарата клеток Jurkat T, сделанного с помощью 

электронной микроскопии. В. Схема, демонстрирующая события в клетке 

после опустошения кальциевых депо (ЭР): активированные STIM 

перемещаются к областям контакта ЭР и ПМ, где взаимодействуют с 

кальциевыми каналами. 

Экспрессия белков, вовлеченных в депо-управляемый вход, была показана 

в мозге мышей и человека (Dziadek and Johnstone, 2007; Gross et al., 2007; 

Gwack et al., 2007; Wissenbach et al., 2007; Berna-Erro et al., 2009; Gruszczynska-

Biegala et al., 2011; Steinbeck et al., 2011; Hartmann et al., 2014). Экспрессия 

канальных субъединиц и сенсоров STIM отличается в различных типах 

нейронов и отделах мозга. Наибольший уровень белка Stim1 наблюдается в 

молекулярном слое мозжечка (Klejman et al., 2009; Skibinska-Kijek et al., 2009; 
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Hartmann et al., 2014). В тоже время STIM2 является доминирующим в 

гиппокампе (Berna-Erro et al., 2009; Skibinska-Kijek et al., 2009). Одинаковый 

уровень экспрессии STIM1 и STIM2 обнаружены в коре, таламусе и 

миндалевидном теле (Skibinska-Kijek et al., 2009; Hartmann et al., 2014). Оба 

STIM1 и STIM2 присутствуют в мозге человека и демонстрируют наибольший 

уровень экспрессии в коре и гиппокампе (Steinbeck et al., 2011). На клеточном 

уровне STIM1 и STIM2 располагаются в мембране ЭР в соме, первичных и 

вторичных дендритах мышиных гиппокампальных, кортикальных нейронах и 

нейронах Пуркинье (Klejman et al., 2009; Skibinska-Kijek et al., 2009; Sun et al., 

2014). STIM1 найден в области пост-синаптической плотности (PSD, post-

synaptic density) (Williams et al., 2001; Keil et al., 2010). Orai1 экспрессируется 

в мозге мыши практически во всех участках (Klejman et al., 2009), при этом 

уровень экспрессии Orai2 значительно выше, а Orai3 не был обнаружен в 

мозге, но найден в спинном мозге (Berna-Erro et al., 2009; Xia et al., 2014). Orai1 

расположен в соме и первичных дендритах мышиных нейронов (Klejman et al., 

2009). Опустошение кальциевого депо в ЭР вызывает перемещение и ко-

локализацию Orai1 и STIM1 в puncta в нейронах также как это было показано 

в электроневозбудимых клетках (Klejman et al., 2009; Ng et al., 2011). STIM1 и 

Orai1 локализуются в грибовидных шипиках нейронов при участии 

синаптоподина (SP), который связывается с актином и участвует в регуляции 

депо-управляемого входа в нейронах (Korkotian et al., 2014; Segal and 

Korkotian, 2014). SP-зависимый кальциевый сигнал участвует в регуляции 

увеличения головы шипика в процессе долговременной потенциации в CA1 

участке в гиппокампе, а также важен для таких важных процессов как 

обучение (Deller et al., 2003; Korkotian et al., 2014). В частности, SP усиливает 

глутамат-индуцированный кальциевый выброс в шипиках дендритов в 

нейронах (Vlachos et al., 2009). Недавно было сделано предположение, что SP 

регулирует кальциевые сигналы, участвуя в перемещении STIM1 и Orai1 в 

область PSD (Korkotian et al., 2014; Segal and Korkotian, 2014). Возможно, что 

SP также регулирует перемещение STIM1 для регуляции пост-синаптического 
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TRPC3, участвующего в глутаматергической синаптической передаче в 

мозжечке (Hartmann et al., 2014). Депо-управляемый вход, регулируемый 

белком STIM2, также вовлечен в образование грибовидных шипиков в 

гиппокампе (Sun et al., 2014). STIM2 необходим для регуляции 

фосфорилирования и перемещения AMPA рецепторов к плазматической 

мембране и обратно, что, по всей веронятности, объясняет его необходимость 

для долговременной потенциации (Garcia-Alvarez et al., 2015; Garcia-Alvarez et 

al., 2015; Yap et al., 2017). Вход кальция через депо-управляемые каналы, 

регулируемые STIM2 активируют киназу CaMKII, активность которой 

стабилизирует форму шипика в отсутствие синаптической активности (Sun et 

al., 2014). Активность депо-управляемых каналов повышает концентрацию 

кальция в дендритах в процессе тетанической стимуляции и участвует в 

генерации долговременной потенциации в синапсах коллатерали Шаффера и 

CA1 гиппокампа (Baba et al., 2003). Orai1 вовлечен в регуляцию пластичности 

за счет своей роли в наполнении кальциевого депо ЭР (Tshuva et al., 2017). 

Было показано, что депо-управляемый вход участвует в регуляции 

транскрипции, в регуляции возбудимости и энергитического метаболизма и 

росте нейритов (Kann et al., 2012; Mitchell et al., 2012; Shim et al., 2013; Lalonde 

et al., 2014). Также депо-управляемый вход участвует в регуляции экспрессии 

генов и пролиферации в клетках предшественниках нейронов (Somasundaram 

et al., 2014). Таким образом, очевидно, что депо-управляемый вход кальция 

играет роль в регуляции важнейших процессов в нейронах. Следствием этого 

является обнаружение нарушений регуляции депо-управляемого входа 

кальция в различных заболеваниях нервной системы. У стареющих in vitro 

нейронов было обнаружено подавление депо-управляемого входа и снижение 

уровня экспрессии Orai1 и STIM1 (Calvo-Rodríguez et al., 2016). В условиях 

глуматной эксайтокстичнности STIM2 участвует в регуляции уровня 

холестерина в синаптической мембране (Sodero et al., 2012).    
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1.9. Нарушения депо-управляемого входа в патологии заболеваний ЦНС. 

Болезнь Паркинсона – это втрое по частоте нейродегенеративное 

заболевание, характеризующееся потерей дофаминэргических нейронов в 

области substantia nigra pars compacta. Потеря нейронов в этой области 

приводит к уменьшению моторной активности, усиленному тремору, 

напряжению мышц, брадикинезии и ортостатической неустойчивости (Dauer 

et al., 2003; Marras et al., 2008).  Большинство случаев болезни имеет 

идиопатическое происхождение, и механизмы вызывающее патологию не до 

конца изучены (Abou-Sleiman et al., 2006). Нейротоксин МФТП (1-метил-4-

фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин) является предшественником МФП+, 

вызывающего постоянные симптомы болезни Паркинсона, разрушая 

дофаминергические нейроны в чёрной субстанции. Этот токсин широко 

используется для моделирования болезни Паркинсона.  МФТП проникает 

через гематоэнцефалический барьер и поглощается глиальными клетками, в 

которых он метаболизируется до МФП+. Затем МФП+ выделяется во 

внеклеточное пространство и специфически переносится транспортерами 

дофамина в дофаминэргичесике нейроны, где ингибирует активность 

митохондриального комплекса I в дыхательной цепи (Chiba et al., 1984; 

Kitahama et al., 1991; Przedborski et al., 2004). На клеточном уровне 

последствиями этого воздействия являются нарушения кальциевого 

гомеостаза и окислительный стресс (Javitch et al., 1985; Lotharius et al., 1999). 

Было продемонстрировано, что канал, образованный белками TRPC1, играет 

критическую роль для выживания клеток SH-SY5Y и PC12. Обработка этих 

клеток МФП+ приводит к сниженной экспрессии белка TRPC1, уменьшению 

количества TRPC1 взаимодействующего со STIM1, понижению депо-

управляемого входа кальция и ЭР стрессу. Оверэкспрессия функционального 

TRPC1 восстанавливала депо-управляемый вход кальция, восстанавливало 

уровень кальция в ЭР и устраняло ЭР стресс.  Кальциевый вход через TRPC1 

активировал в этих клетках сигнальный путь mTOR/AKT, необходимый для 
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выживания нейронов. У мышей с двойным нокаутом белка TRPC1 были 

отмечены уменьшение количества нейронов черной субстанции и активация 

ЭР стресса в нейронах. Более того, анализ тканей мозга пациентов с болезнью 

Паркинсона также показало увеличенный уровень ЭР стресса и уменьшение 

уровня TRPC1 в нейронах черной субстанции. Восстановление экспрессии 

TRPC1 у нокаутных мышей запускало активность AKT/mTOR пути и 

увеличивало выживаемость нейронов черной субстанции в ответ на 

нейротоксин МФП+. Таким образом, выживаемость нейронов черной 

субстанции зависит от сигнального каскада, запускаемого в ответ на вход 

кальция через каналы TRPC1, и необходимого для устранения ЭР стресса 

(Selvaraj et al., 2009; Selvaraj et al., 2012; Li et al., 2013; Chen et al., 2013a; Chen 

et al., 2013b; Li et al., 2014). Нарушение депо-управляемого входа было 

продемонстрировано непосредственно в клетках пациентов с болезнью 

Паркинсона (Zhou et al., 2016). 

Амиотрофический латеральный склероз (АЛС) – это нейродегенеративное 

заболевание затрагивающее преимущественно моторные нейроны. 

Большинство случаев заболевания не имеют ясных причин и 

классифицируются как спорадическая форма, в то время как меньшее 

количество случаев генетически детерминирована мутациями в гене SOD1, 

вызывающими наследственную форму этого заболевания. (Robberecht and 

Philips, 2013). Большое количество данных говорит в пользу того, что 

заболевание вызвано в том числе негативным влиянием на нейроны соседних 

глиальных клеток (Ilieva et al., 2009). Более того, астроциты, взятые у мышей, 

моделирующих АЛС, или пациентов со спорадической формой АЛС 

индуцируют смерть мотонейронов в культуре (Di Giorgio et al., 2007; Nagai et 

al., 2007; Marchetto et al., 2008; Haidet-Phillips et al., 2011). Недавно было 

продемонстрировано, что астроциты полученные у трансгенных мышей, 

моделирующих АЛС имеют нарушения кальциевого гомеостаза – в том числе, 

усиление входа кальция через депо-управляемые каналы и увеличенную 

концентрации кальция в ЭР. Было обнаружено, что в астроцитах с мутацией 
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SOD1G93A кальциевые сенсоры STIM1 локализуются в примембранной 

области без предшествующего сигнала опустошения депо. Таким образом, в 

таких астроцитах возможна усиленная конститутивная активность депо-

управляемых кальциевыхх каналов и увеличенный вход кальция, 

вызывающий повышенную концентрацию кальция в ЭР. Причиной кальций-

независимой активации кальциевых сенсоров STIM1 являлось S-

глютатионилирование в результате усиленного окислительного стресса. 

Каналы опосредующие усиленный вход кальция в клетку имели проводимость 

характерную для каналов, образованных белками Orai, но не TRPC, что 

подтверждает ранее полученные данные о составе депо-управляемых 

кальциевых каналов в астроцитах (Kawamata et al., 2014).   

Эпилепсия – это заболевание нервной системы, причиной которого 

является гиперактивность и гиперсинхронизованная активность нейронов 

(Zamponi et al., 2010). Эпилептические судороги могут иметь различное 

происхождение, включая повреждения мозга и генетическую 

предрасположенность (Vadlamudi et al., 2003). Для создания модели 

хронической эпилепсии in vivo используют пилокарпин, который вызывает 

единичный случай status epilepticus, который затем приводит к прогрессивным 

функциональным и структурным изменениям в ЦНС с появлением 

периодических непроизвольных судорог. Изменения сопровождаются 

переключением режима активности пирамидальных нейронов гиппокампа с 

регулярного на спайкувую активность на несколько дней после status 

epilepticus.  (Azouz et al., 1996. Sanabria et al., 2001). Спонтанно активные 

пиромидальные нейроны могут вовлечь целую популяцию CA1 

пиромидальных клеток в синхронизированные электрические разряды. 

(Sanabria et al., 2001). С использованием этой модели эпилепсии на мышах 

было продемонстрировано, что в ядрах гиппокампа значительно 

увеличивается экспрессия белков STIM1 и STIM2. Такое же увеличение 

экспрессии этих белков было обнаружено в тканях головного мозга пациентов 

с эпилепсией. Было обнаружено, что ингибиторы депо-управляемого входа 



64 
 

кальция 2-APB и ML-9 обратимо снижают уровень спайковой активности 

нейронной сети (Steinbeck et al., 2011). 

Болезнь (хорея) Гентингтона – это аутосомно-доминантное генетическое 

нейродегенеративное заболевание, причиной которого является увеличение 

количества глутаминов в аминокислотной последовательности белка 

Гентингтина (или Хантингтина, Huntingtin, Htt) в области так называемого 

поли-глутаминового тракта (polyQ), состоящего из повторов глутаминовых 

остатков. Манифестация болезни начинается при повышении количества 

повторов более 36 (Huntington's Disease Collaborative Research Group, 1993). 

При данном заболевании происходит потеря срединных шипиковых нейронов 

стриатума (medium spiny neurons, MSN), которая приводит к возникновению 

симптомов заболевания, которые включают: хорею, психиатрические 

нарушения и деменцию (Vonsattel and DiFiglia, 1998). Было обнаружено, что 

депо-управляемый вход, опосредованный каналами TRPC1, значительно 

усилен в нейронах MSN трансгенных мышей с 128 повторами в polyQ тракте. 

Ингибирование депо-управляемого входа с помощью соединения EVP4593 

оказывало нейропротекторное действие на нейроны мышей в культуре, а 

также снижало проявление симптомов у дрозофил, моделирующих болезнь 

Гентингтона, при применении in vivo (Wu et al., 2011; Czeredys et al., 2017). 

Увеличение депо-управляемого входа кальция, по всей вероятности, 

опосредовано суперпозицией активностей каналов Orai1 и TRPC1 (Vigont et 

al., 2015). В клетках MSN человека, полученных путем перепрограммирования 

и дифференцировки непосредственно клеток пациентов, также был обнаружен 

увеличенный депо-управляемый вход кальция, чувствительный к EVP4593 

(Nekrasov et al., 2016). 

Многие исследователи связывают нарушения депо-управляемого входа 

кальция с патологией БА (Leissring et al., 2000; Yoo et al., 2000; Herms et al., 

2003; Bojarski et al., 2009; Shideman et al., 2009; Ma et al., 2012; Jaworska et al., 

2013; Sepulveda-Falla et al., 2014; Sun et al., 2014; Wegierski et al., 2016). 

Изменения в уровне депо-управляемого входа кальция были показаны 
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непосредственно в лимфоцитах пациентов как со спорадической, так и с 

наследственной формами заболевания (Bojarski et al., 2009; Jaworska et al., 

2013) Эти изменения, по всей вероятности, не связаны с Aβ (Herms et al., 2003; 

Wegierski et al., 2016). Несмотря на многочисленные работы, 

демонстрирующие связь БА и нарушений работы депо-управляемого входа 

кальция, клеточный механизм по которому происходят изменение активности 

депо-управляемых каналов до сих пор непонятен. Была предложена гипотеза 

об изменении уровня экспрессии белков STIM, однако эти данные 

противоречивы (Bojarski et al., 2009; Sun et al., 2014). Существует много работ, 

которые демонстрируют изменение в депонировании кальция в ЭР в моделях 

БА (Tu et al. 2006; Cheung et al. 2008; Green et al. 2008; Rybalchenko et al. 2008; 

Jin et al. 2010; Payne et al., 2010), что объясняет прямое влияние на депо-

управляемые каналы. Однако молекулярный механизм передачи 

патологического сигнала от депо к каналам остается неизученным. 

   

1.10. Ингибиторы депо-управляемого кальциевого входа. 

Интенсивное изучение депо-управляемых каналов в норме и патологии 

вызывает необходимость в поиске специфических ингибиторов депо-

управляемого кальциевого входа. Ингибиторы или модуляторы депо-

управляемого входа могут быть нацелены на различные молекулярные 

мишени: каналы Orai или TRPC, или сенсоры STIM. Механизм их действия 

может включать прямое влияние на пору канала или на взаимодействие STIM–

Orai (Tian et al., 2016). 

 

1.10.1. Лантаноиды.  

Депо-управляемые кальциевые каналы, также, как и другие кальциевые 

каналы, могут быть ингибированы трехвалентными катионами. В частности, 

каналы Orai демонстрируют высокую чувствительность к лантану La3+ 

(lanthanum) и гадалинию Gd3+ (gadolinium) и могут быть блокированы 

микромолярными концентрациями этих ионов. Это свойство часто 
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используется для того, чтобы отличить активность этих каналов от менее 

селективных каналов, относящихся к семейству TRP (Mason et al., 1991; Hoth 

et al., 1993; Yeromin et al., 2006; Mcnally et al., 2012). Действие трехвалентных 

катионов на активность каналов связана с непосредственным влиянием на 

пору канала.   

 

1.10.2. Соединения имидазола.  

Имидазольный антимикотитик SKF-96365 (Рисунок 11) был первым 

обнаруженным ингибитором депо-управляемого входа, действующим в 

микромолярных концентрациях (Franzius et al., 1994; Chung et al., 1994). 

Структурно похожие имидазольные соединения эконазол и миконазол, 

используемые в качестве антимикотиков, также ингибируют депо-

управляемый вход. Однако, эти соединения не являются строго селективными 

и ингибируют активность других ионных каналов: потенциал-управляемых 

кальциевых каналов и цАМФ-активируемых каналов в близких по значению 

концентрациях (Chung et al., 1994; Singh et al., 2010). 

 

1.10.3. Соединения дифенил бората.  

2-Аминоэтоксидифенил борат (2-Aminoethyldiphenyl borate, 2-APB) 

широко используется в качестве ингибитора депо-управляемого входа 

(Рисунок 11) (Bootman et al., 2002; Tian et al., 2016). Его фармакологическая 

активность зависит от концентрации: в низких микромолярных 

концентрациях (1–10 мкM) он может оказывать активирующее действие на 

депо-управляемый вход, в то врем как концентрации порядка 20–100 мкM 

оказывают сильное ингибирующее действие. Предполагалось, что действие 2-

APB обусловлено его влиянием на рецептор к IP3, однако дальнейшие 

исследования продемонстрировали, что это не так (Prakriya et al., 2001). 2-APB 

действует на изоформы Orai по-разному: он ингибирует активность Orai1 и 

Orai2, но активирует Orai3 (Lis et al., 2007; Dehaven et al., 2008; Schindl et al., 

2008).  
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Было обнаружено, что 2-APB не влияет на способность образовывать димер 

белка STIM1, но усиливает внутримолекулрное взаимодействие между его 

доменами CC1 и SOAR, что приводит к последующему ингибированию 

образовании pancta.  Также было обнаружено, что 2-APB блокирует 

кальциевый вход через конститутивно активные мутанты Orai1-P245T и Orai1-

V102A, чья активность не зависит от STIM1, но в тоже время мутант Orai1-

V102A не ингибировался в отсутствие связи белка со STIM1. Этот мутант был 

использован для того, чтобы проверить нарушает ли 2-APB связывание между 

Orai1 и STIM1. 2-APB действительно нарушал связывание, но не напрямую, а 

воздействуя на STIM1, а также, вероятно, на N–терминальный конец Orai1 (Ali 

et al., 2016; Wei et al., 2016; Xu et l., 2016). Данный ингибитор имеет потенциал 

в области разработки лекарственных препаратов, так как оказывает 

потенцирующее действие на активность хлорохина (chloroquine) против 

малярийного плазмодия, устраняя резистентность к препарату как in vitro так 

и in vivo у мышей (Mossaad et al., 2015).  

Существуют данные о неспецифическом влиянии 2-APB на потенциал-

управляемые каналы, помпы SERCA и каналы TRPV, активируемые 

температурой (Tian et al., 2016). Сравнительно недавно в лаборатории 

профессора Микошиба были получены новые производные DPB162-AE и 

DPB163-AE (Рисунок 11), которые продемонстрировали большую 

специфичность и ингибиторную активность в меньших концентрациях 

(IC50≈600 нM и IC50≈200 нM), что делает их более привлекательными для 

разработок потенциальных лекарственных препаратов (Goto et al., 2010; 

Hendron et l., 2014).  
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Рисунок 11. Формулы ингибиторов депо-управляемых кальциевых каналов: 

SKF-96365; 2-APB; DPB162-AE; DPB163-AE (цитируется по Tian et al., 2016 с 

изменениями). 

 

1.10.4. Соединения пиразола: BTP.  

Серия ингибиторов относящихся к бис(трифторметил)пиразолам 

(bis(trifluoromethyl)pyrazol), известным как BTP1, BTP2 и BTP3, была открыта 

в качестве ингибиторов и продукции цитокинов Т-клетками (Djuric et al., 2000; 

Trevillyan et al., 2001; Chen et al., 2002). Интересно, что в отличие от других 

хорошо известных ингибиторов FK506 и циклоспорина А, данные вещества не 

действовали напрямую на кальцинейрин, воздействуя на вышестоящий 

кальциевый сигнал. Позднее было обнаружено, то они ингибировали депо-

управляемый вход кальция во многих типах клеток в концентрации от 

микромолей до наномолей (IC50≈100 нM), демонстрируя сильную 

специфичность сравнительно потенциал-управляемым кальциевым каналам. 

В частности, BTP2 (Рисунок 12), также известный как YM-58483, был 

эффективен в наномолярных концентрациях для ингибирования депо-
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управляемого кальциевого входа в клетках Jurkat T, при этом не затрагивая 

фосфорилирования PLCγ1 и TCR–активируемого выброса кальция из ЭР 

(Ishikawa et al., 2003). Механизм действия данных ингибиторов не до конца 

понятен. Существовало предположение, что BTP2 воздействует на белок 

дебрин, уаствующй в регуляции актинового цитоскелета. Однако, данные о 

роли цитоскелетных белков в регуляции депо-управляемого кальциевого 

входа являются противоречивыми (Ribeiro et al., 1997). Данные ингибиторы 

также воздействуют на активность каналов TRPM4, TRPC3 и TRPC5 (He et al., 

2005; Takezawa et al., 2006). 

 

1.10.5. Соединения пиразола: Pyr. 

Сравнительно недавно производные пиразола Pyr3, Pyr6 и Pyr10 (Рис.12) 

показали селективное влияние на депо-управляемый вход кальция в клетках 

HEK293 и RBL-2H3 (Schleifer et al., 2012). Pyr6 и Pyr10 структурно похожи на 

BTP и имеют две трифторметильные группы по положениям С3 и С5 

пирозольного кольца, которые важны для ингибирования каналов Orai. Pyr3 в 

тоже время имеет карбоксильну группу в позиции С4 пирозольного кольца и 

трихлоракрильную группу боковой цепи, которые обеспечивают 

ингибиторную активность в отношении Orai и TRPC3 (Schleifer et al., 2012). 

Pyr6 показывает большую ингибиторную активность в отношении каналов 

Orai, чем TRPC3, в тоже время Pyr10 более селективен для TRPC3 (Tian et al., 

2016).  

 

1.10.6. Соедненя пиразола: GSK. 

Компания GlaxoSmithKline обнаружила соединения пиразола GSK-5498A, 

GSK-5503A and GSK-7975A (Рисунок 12), которые ингибировали активность 

каналов Orai (Ashmole et al., 2012; Derler et al., 2013; Rice et al., 2013). 

Соединения проявляли свою ингибиторную активность в микромолярных 

концентрациях (IC50≈1-4 мкM) в клетках HEK293 в отношении Orai1 и Orai3 

(Derler et al., 2013; Rice et al., 2013). Соединения не влияли на олигомеризацию 
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STIM1 или взаимодействие STIM1-Orai. Предполагается, что активность 

ингибиторов связана с непосредственным влиянием на пору канала, так как 

для ингибирования менее селективного мутанта Orai E106D требуется на 

порядок большая концентрация вещества (Rice et al., 2013). Эффект данных 

соединений был сравнительно селективным в отношении Orai, и не затрагивал 

многие другие ионные каналы, но, в тоже время, GSK ингибировали каналы 

TRPV6 (Rice et al., 2013; Owsianik et al., 2006).  

 

Рисунок 12. Формулы ингибиторов депо-управляемых кальциевых каналов: 

BTP2, Pyr3, Pyr6 и Pyr10 (цитируется по Tian et al., 2016 с изменениями). 

 

1.10.7. Synta 66. 

Synta 66 (Рисунок 13)– селективный ингибитор депо-управляемых 

кальциевых каналов, разработанный компанией Synta pharmaceuticals (Ng et 

al., 2008). По структуре он похож на Pyr6, в котором 3,5-бистрлуорометил 

пиразольное кольцо замененено на 2,5-диметокси бензольное кольцо. Это 

вещество ингибировало депо-управляемый вход кальция в микромолярных 

концентрациях (IC50≈1.4 мкM) в клетках RBL, но не влиял на активность на 

кальциевую АТФ-азу и калиевые каналы обратного выпрямления (Ng et al., 
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2008; Di Sabatino et al., 2009). Биохимический анализ показал, что Synta 66 в 

концентрации 10 мкМ не оказывает влияния на важнейшие рецепторы, 

ферменты и ионные каналы (Di Sabatino et al., 2009). Тем не менее, механизм 

действия Synta 66 остается неизвестным. 

 

1.10.8. ML-9. 

ML-9 (Рисунок 13) являетcя ингибитором киназы легкой цепи миозина 

(MLCK), который также обратимо подавляет активность депо-управляемых 

кальциевых каналов в микромолярных концентрациях (IC50≈10 мкM) 

(Watanabe et al., 1996; Smyth et al., 2008). Механизм действия ингибитора не до 

конца понятен, но частично связан с ингибированием образования puncta 

белком STIM1, за счет снижения его перемещения к плазматической 

мембране. Сайт связывания ML-9 со STIM1 неизвестен, также как неизвестно 

имеет ли место прямое взаимодействие или влияние опосредовано. В тоже 

время эффект ингибирования не вязан с влиянием на MLCK (Smyth et al., 

2008). 

 

1.10.9. Диэтилстилбестрол.  

Диэтилстилбестрол (Diethylstilbestrol, DES) (Рисунок 13) – синтетический 

агонист эстрогена, который ингибирует депо-управляемый кальциевый вход в 

клетках молочной железы, гладкой мускулатуры сосудов и микроглие. DES 

показывает ингбиторную активность при микромолярных концентрациях 

(IC50≈0,6 мкM) и не оказывает влияния на TRPM7. Эксперименты показали, 

что сайт связывания с ингибитором находится снаружи клетки, что 

предполагает влияние непосредственно на ионные каналы (Zakharov et al., 

2004; Ohana et al., 2009). 

    

1.10.10. Карбоксиамидотриазол.  

Карбоксиамидотриазол (Carboxyamidotriazole, CAI) (Рисунок 13) являтся 

потенциальным противораковым препаратом, который на данный момент был 
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протестирован в I и II фазах клинических испытаний и показал ингибиторную 

активность в отношении ангиогенеза, роста опухоли, инвазии и 

метастазирования (Kohn et al., 2001; Hussain et al., 2003). CAI был изначально 

идентифицирован как ингибитор депо-управляемых кальциевых каналов в 

электроневозбудимых клетках с эфективнотью в микромолярных 

концентрациях (IC50≈0,5 мкM) (Rodland et al., 1997; Hoth et al., 2000; Kohn et 

al., 2001; Hussain et al., 2003). CAI ингибирует депо-управляемый кальциевый 

вход путем подавления производства IP3 и деполяризации митохондрий, что 

приводит к кальций-зависимой инактивации депо-управляемых каналов (Hoth 

et al., 2000; Glitsch et al., 2002; Mignen et al., 2005). 

  

1.10.11. RO2959. 

RO2959 (Рисунок 13) был синтезирован компанией Synta Pharmaceutical и 

затем был индифицирован в качестве селективного и мощного ингибитора 

депо-управляемых кальциевых каналов компанией Roche. RO2959 ингибирует 

в низких концентрациях (IC50≈400 нM) при условии преинкубации с 

раствором веществ. В клетках T-REx-CHO, стабильно экспрессирующих 

STIM1/Orai1, STIM1/Orai2 или STIM1/Orai3, RO2959 ингибирует Orai1 в 

большей степени нежели Orai2 или Orai3. RO2959 не оказывает влияния на 

многие важнейшие рецепторы, транспортеры и ионные каналы, включая 

GABA рецепторы, дофаминовые транпортеры, сератониновые транспортеры, 

потенциал-управляемые калиевые каналы, хлорные каналы, TRPC1, 

TRPM2,TRPM4 каналы Cav1.2. Несмотря на высокую специфичность и 

эффективность ингибитора, его механизм действия еще не изучен (Chen et al., 

2013).  

 

1.10.12. Линолевая килота. 

Линолевая кислота (Рисунок 13) — одноосновная карбоновая кислота с 

двумя изолированными двойными связями CH3(CH2)3-

(CH2CH=CH)2(CH2)7COOH, которая способна ингибировать депо-
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управляемые кальциевые каналы в клетках молочной железы при 

использовании микромолярных концентраций вещества. Механизм действия 

связан с подавлением олигомеризации STIM1 и последующего связывания 

STIM1-Orai1, что происходит, гипотетически, за счет нарушения 

электростатических взаимодействий между этими белками (Holowka et al., 

2014.)  

  

Рисунок 13. Формулы ингибиторов депо-управляемых кальциевых каналов: 

GSK-5498A, GSK-5503A GSK-7975A; Synta 66; ML-9; диэтилстилбестрол; 

карбоксиамидотриазол; RO2959; линолевая кислота (цитируется по Tian et 

al., 2016 с изменениями). 

 

1.10.13. Производные 1-фенил-3-(1-фенилэтил)мочевины.  

Недавно была обнаружена серия производных 1-фенил-3-(1-

фенилэтил)мочевины (1-phenyl-3-(1-phenylethyl)urea) (Рисунок 14) способные 

блокировать депо-управляемые кальциевые каналы в микромолярных 

концентрациях (IC50 = 3.25 ± 0.17 мкM) в клетках HEK293 с оврэкспрессией 

белков  Orai1 и STIM1 или конститутивно активный Orai1 V102A. При этом 
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вещества не оказывали влияния на другие каналы Orai. Анализ структуры этих 

веществ показал важную роль алкильного заместителя в 6 позиции N-

фенилэтильной группы в ингибировании активности каналов. Механизм 

действия данных веществ пока не изучен (Zhang et al., 2015).  

  

Рисунок 14. Формулы ингибиторов депо-управляемых кальциевых каналов: 

производные 1-фенил-3-(1-фенилэтил)мочевины, пример запатентованного 

вещества компании CalciMedica; EVP4593 (цитируется по Tian et al., 2016 с 

изменениями). 

 

1.10.14. Ингибиторы компании CalciMedica. 

Фармакологическая компания CalciMedica активно разрабатывает 

ингибиторы для депо-управляемых кальциевых каналов. Найденный ими 

ингибитор CM2489 (Рисунок 14) был предложен в качестве действующего 

вещества в лекарстве от псориаза и прошел I фазу клинических испытаний. К 
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сожалению информация о химической формуле вещества является 

коммерческой тайной. Судя по патенту, опубликованному компанией, новые 

вещества несут фенильную или гетероциклическую группу соединенную с 

карбоксиамидом, сульфоксамидом или алькильной цепью (Tian et al., 2016). 

 

1.10.15. EVP4593.  

EVP4593 – это вещество, произведенное компанией EnVivo 

Pharmaceuticals, которое впервые было описано в качестве ингибитора NF-κB 

пути в клетках Jurkat (Рисунок 14) (Tobe et al., 2003). Было обнаружено, что 

это вещество подавляет активность депо-управляемых кальциевых каналов в 

нейронах стриатума и кортикальных нейронах в микромолярных 

концентрациях (1-3 мкМ) (Wu et al., 2011; Chauvet et al., 2016; Nekrasov et al., 

2016). Механизм действия и специфичность данного вещества являются 

неизученными. 
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2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

2.1.  Материалы.  

Для культивирования клеток нейробластомы человека использовали 

среду DMEM (GIBCO BRL, США), сыворотку крови эмбрионов крупного 

рогатого скота (FBS, GIBCO BRL), пенициллин-стрептомицин (Биолот, 

Россия). Для культивирования нейронов гиппокампа использовали среду 

Neurobasal-A и добавку B27 (GIBCO BRL).   

В работе также применяли ДМСО, 2-APB, KOH, NaOH, CsCl, BaCl2, 

CaCl2, MgCl2, АТФ-Mg, ГТФ-Na, CsOH, HEPES, тритон Х-100, (Sigma, США), 

EGTA, бычий сывороточный альбумин (BSA) (Fluka, Швейцария), HBSS 

(GIBCO BRL), PBS (Биолот, Россия), антитела к TRPC4 и Orai1, антитела к α-

тубулину (Sigma), антитела к GOK/STIM1 (BD Biosciences, США), антитела к 

STIM2 (Cell signaling, США), антитела к TRPC1, Orai2, IP3R 1 (Alamone labs, 

Израиль), Orai3 (ProSci Inc., США), к HA-tag (COVANCE, США), антитела к 

PS1 CTF и NTF (Millipore Inc., США) и к PS2 (Santa-Cruz, США) . Вторичные 

антитела к IgG мыши и кролика, конъюгированные с пероксидазой хрена 

(Sigma), антитела к IgG крысы, конъюгированные с пероксидазой хрена 

(Millipore Inc.) и к IgG кролика или мыши, конъюгированные с флуорофором 

Cy3 (Jackson Immunoresearch, США). 

2.2.  Клетки и трансфекция. 

Клетки нейробластомы человека линии Neuro2a (из коллекции 

клеточных культур Института цитологии РАН), мышиные фибробласты MEF 

DKO (клетки MEF с двойным нокаутом генов белков PS1 и PS2, 

Дюссельдорфский Университет им. Генриха Гейне, Герамания), клетки линии 

HT22 (Дюссельдорфский Университет им. Генриха Гейне, Герамания) и 

клетки линии HEK293T (из коллекции клеточных культур Института 

цитологии РАН) культивировали в среде DMEM (GIBCO BRL) с добавлением 

5% (Neuro2a, MEF, HT22) и 10% (HEK293T) эмбриональной телячьей 
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сыворотки (FBS, GIBCO BRL) и антибиотиков (100 ЕД/мл пенициллина, 0,1 

мг/мл стрептомицина) при 37 ºС в СО2-инкубаторе (5% CO2). За 2 суток до 

начала эксперимента клетки высевали на фрагменты покровных стёкол (3 мм 

× 3 мм). Для лучшего прикрепления клеток стекла были обработаны 0,1% 

поли-L-лизином. Клетки трансфицировались на второй день после рассева. 

Для трансфекции был использован липидный агент унифектин-56 (ИБХ, 

Москва). ДНК конструкции, созданные на основе pcDNA3 вектора и 

содержащие последовательность PS1 дикого типа, PS1 ΔE9 были 

предоставлены профессором И. Б. Безпрозванным (UT Southwestern medical 

center, США). Для проверки эффективности трансфекции проводилась ко-

трансфекция этих ДНК конструкций с вектором pCMS-EGFP, кодирующим 

последовательность зеленого флуоресцентного белка (GFP), в соотношении 

примерно 1:3 по массе ДНК векторов. На чашку Петри Ø 2,5 см 70 мкл 

раствора 10% унифектина-56 в среде DMEM с сывороткой по каплям 

добавляли в 30 мкл среды, содержащей 1,5 мкг ДНК плазмиды, кодирующей 

PS1 дикого типа, PS1 ΔE9 и 0,5 мкг ДНК pCMS-EGFP для 

электрофизиологических исследований. Для исследований на конфокальном 

микроскопе ДНК плазмиды, кодирующей PS1 дикого типа, PS1 ΔE9 были ко-

трансфецированы с вектором pDS, содержащим STIM1-mCherry, в 

соотношении 2:1. Полученная смесь пипетировали и добавлялась к среде в 

чашке с клетками. Во всех случаях трансфекция проводилась за 16-18 часов до 

анализа.   

2.3.  Мыши. 

Были использованы мыши линии С3НА из вивария Института цитологии 

РАН. Животные содержались в нормальных условиях (комнатная 

температура, естественное освещение, нормальная смена светового дня) с 

доступом к пище и воде.  



78 
 

2.4.  Получение первичной культуры нейронов гиппокампа. 

Мозг декапитированных мышей постнатальной стадии P 0-1 извлекали при 

температуре 4 ºС в стерильном растворе HBSS (на 1 литр: 3,9 г HEPES, 0,84 г 

NaHCO3, 100 мл 10X HBSS, 5 мл раствора гентамицина 10 мг/мл, pH 7,4). 

Затем в растворе HBSS (4 ºС) производили отделение гиппокампа от других 

тканей мозга с помощью хирургических инструментов. Ткани, полученные от 

3-12 мышей, заливали 10 мл раствора для препарирования и 

центрифугировали при 4 ºС на 1000 G в течении 2 минут. После того, как был 

отобран супернатант, к осадку из клеток добавляли 1,5 мл раствора трипсина 

(0,1% трипсина, 0,1% ДНКазы I в растворе для препарирования), в котором 

происходила инкубация в течении 6-7 минут при температуре 37 ºС. Трипсин 

инактивировали 10 мл среды для культивирования нейронов (Neurobasal-A, 

1% FBS, 3% B27, 0,6 мг/мл L-Gln) и клетки осаждали центрифугированием при 

4 ºС на 2000 G в течении 4 минут. После удаления супернатанта к осадку 

добавляли 500-750 мкл раствора ДНКазы I (0,5% ДНКазы I в растворе для 

препарирования), клетки прогонялись через носик пипетки путем 

пипетирования, упирая носик пипетки в дно фалькона, до исчезновения 

фрагментов ткани. К раствору ДНКазы I с клетками добавляли 10 мл раствора 

для препарирования и, затем клетки осаждались центрифугированием при 4 ºС 

на 2000 G в течении 4 минут. Супернтатант заменяли на 10 мл среды для 

культивирования и центрифугирование повторялось. После 

центрифугирования среда заменялась на новую, осадок из клеток 

пипетировали, далее клетки рассеивали по чашкам Петри с покровными 

стелами, обработанными 0,01% поли-L-лизином.  

2.5.  Получение ленти-вируса и инфицирование нейронов. 

Шаттл-векторы, кодирующие PS1 дикого типа или PS1 ΔE9, 

конъюгированные с HA-tag, IV-1 вектор 8.9 и VSVG плазмиды покровных 

гликопротеинов для создания ленти-вирусов были предоставлены 

профессором И. Б. Безпрозванным (UT Southwestern medical center, США). 
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Шаттл-векторы, несущие направленные или контрольные shRNA, были 

приобретены в Sigma или OriGene, США. Вирусы производились посредством 

ко-трансфекции шаттл-векторов с HIV-1 вектором 8.9 (Δ8.9) и VSVG плазмид 

покровных гликопротеинов в пакующую клеточную линию HEK293T. К 1 мл 

среды без сыворотки добавляли 7,5 мкг шаттл-плазмиды, 6 мкг Δ8.9, 2 мкг 

VSVG плазмид и 60 мкл трасфецирующего агента PEI (Polysciences Inc, США) 

и инкубировали в течении 20 мин при комнатной температуре. Полученный 1 

мл раствора использовали на чашку Петри Ø10 см, со свежей средой (для 

культивирования тех клеток, для инфицирования которых затем будет 

использован вирус, и 50-70% монослоем клеток HEK293T. После добавления 

раствора для трансфекции в среду, чашки Петри с клетками инкубировались в 

термостате в течение 24 часов при температуре 37 ºС, а затем 72 часа при 

температуре 32 ºС. За это время упакованные вирусы выделялись клетками в 

среду. По истечению срока инкубации среда с вирусами была немедленно 

заморожена в жидком азоте и хранились при -80 ºС.  

Для определения титра вируса использовался метод 

иммуноокрашивания с антителами к HA-tag для вирусов, несущих гены белка 

PS1 дикого типа или мутантный ген белка PS1, и метод проверки устойчивости 

к пуромицину для вирусов, несущих shRNA. Монослой клеток HEK293T в 24 

луночном планшете на покровных стеклах инфицировался с помощью 

добавления среды с вирусом к среде культивирования в разных соотношениях. 

Для иммуноокрашивания через 24 часа клетки фиксировали 37% раствором 

формалина в течении 1 мин при комнатной температуре. Затем клетки 

инкубировали в сильно охлажденном метаноле (-20 ºС) в течение 1 мин. После 

однократной отмывки PBS, к клеткам добавляли раствор 10% сыворотки 

крупного рогатого скота в PBS, в котором они инкубировались в течение 30 

мин. К этому раствору добавляли антитела к HA-tag (1:1000) и инкубировали 

1 час при комнатной температуре или всю ночь при 4 ºС. Отмывка с PBS по 5-

10 мин производилась трижды, и к клеткам добавляли вторые антитела к IgG 
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кролика, конъюгированные с флуорофором Cy3, с которыми они 

инкубировались в течении 1 часа при комнатной температуре или полчаса при 

температуре 4 ºС в зависимости от протокола производителя. Отмывка с PBS 

по 5-10 мин производилась трижды. Покровные стекла с клетками 

накладывали в каплю монтирующей среды для заключения цитологических 

препаратов (BioVitrum, Россия) на обработанные спиртом предметные стекла. 

Затем края покровных стекол покрывались прозрачным лаком. Процент 

инфицированных клеток от числа всех клеток на стекле определяли визуально 

с помощью флуоресцентного микроскопа Pascal (Zeiss). В результате проверки 

эффективности инфицирования при измерении процента светящихся клеток, 

выбирали то соотношение среды с вирусом к среде культивирования, которое 

давало минимальную эффективность 90%. Вирусы, несущие ген устойчивости 

к пуромицину, проверялись путем проверки выживаемости клеток в 

сравнении с контролями (без антибиотика и с летальной дозой антибиотика 

для неинфицированных клеток) в 24-х луночных планшетах, где к клеткам 

добавляли разные соотношения вируса и среды, а затем добавляли антибиотик 

(0,5-10 мкг/мл). Летальная концентрация антибиотика подбиралась 

экспериментально. Выбирали то количество вируса, которое давало высокую 

степень выживаемости клеток, количество которых оценивали с помощью 

камеры Горяева. Инфицирование нейронов происходило на 5 или 7 день в 

культуре в зависимости от чувствительности клеток к вирусу (shRNA обычно 

экспрессировали не более 3-х суток, так как более долгая экспрессия 

приводила к гибели или плохому состоянию клеточной культуры). К клеткам 

добавляли культуральную среду с количеством ленти-вируса, дающим 

эффективность трансдукции не менее 90%. На следующий день или через 2 

дня после аппликации среды с вирусом, половина среды в чашке с клеточной 

культурой заменяли на свежую.  
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2.6.  Исследование передвижения внутриклеточных белков.  

Эксперименты проводились при комнатной температуре (22–25 °C). Для 

визуализации внутриклеточных флуоресцентных белков в живых клетках 

были использованы конфокальный микроскоп Zeiss с крутящимся диском, 

камера AxioCam MRm и программа AxioVision (Carl Zeiss, Германия). 

Изображения были получены каждые 5 секунд с фиксированного положения 

Z-stack на центре клетки. Лазерный луч был блокирован между снимками с 

помощью шаттера (Sutter Instruments, США), чтобы минимизировать 

негативное воздейсвие лазера на клетки. Клетки линии Neuro2a были рассеяны 

на 50-мм чашки со стеклянным дном, имеющим поли-лизиновое покрытие 

(MatTek Corporation, США). Перед измерением среда, в которой росли клетки, 

была заменена на HBSS (GIBCO). В течение эксперимента в чашку добавляли 

тапсигаргин с безкальциевым раствором HBSS (2 мМ EGTA) до финальной 

концентрации 1 мкМ. Анализ полученных изображений проводили с 

помощью программы ImageJ (W. S. Rasband, National Institutes of Health, 

rsb.info.nih.gov). Анализ был произведен путем подсчета соотношения 

уровней флуоресценции белка STIM1-Cherry в примембранной области (IПМ) 

к цитоплазматической флуориценции (IЦИТ) этого белка на сериях 

изображений одной клетки во времени, что позволяло оценить динамику 

перемещения белка.  

2.7.  Измерение внутриклеточной динамики кальциевых концентраций.  

Клетки были загружены 5 мкМ Fura2-AM (Life Technologies, США) в 

присутствии 0,025% Pluronic F-127 (Life Technologies) в растворе HBSS (10 мM 

HEPES, pH 7,4; 130 мM NaCl, 2,5 мM KCl, 1,2 мM MgCl2, 1,8 мM CaCl2) в 

течение 50 мин при комнатной температуре. Измерения проводили при смене 

возбуждающего света с длинами волн 340- и 380-нм с частотой 2 Гц. 

Эмиссионная флуоресценция измерялась на длине волны 510 нм с помощью 

программы InCyt Basic I/P (Intracellular Imaging Inc., США). Изменения 

цитоплазматической концентрации Ca2+ были измерены как отношение 
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интенсивностей при 340- и 380-нм возбуждающей длины волны (340/380). 

Выброс кальция из депо вызывали 1 мкМ тапсигаргина в безкальциевом 

растворе или опустошение депо осуществляли с помощью 1 мM TPEN в 

безкальциевом растворе (20 мM HEPES/KOH, pH 7,3; 130 мM NaCl, 5 мM KCl, 

1 мM MgCl2, 0,2 мM EGTA). Депо-управляемый вход кальция был измерен в 

растворе, содержащем 2 мМ кальция (20 мM HEPES/KOH, pH 7,3; 130 мM 

NaCl, 5 мM KCl, 1 мM MgCl2, 2 мM CaCl2). Растворы содержали также 0,01 

мМ тетродотоксина и нефедипина.  

2.8.  Метод локальной фиксации потенциала (patch-clamp).  

В работе использовали метод локальной фиксации потенциала (patch-

clamp) в конфигурации конфигурации «целая клетка» whole-cell. В этой 

конфигурации происходит разрушение части мембраны, ограниченный 

пипеткой, что позволяет записывать суммарный ток через все каналы 

плазматической мембраны. Подачу растворов в экспериментальную камеру 

производили путем перфузии камеры 3-5 кратным объемом раствора, что 

обеспечивало полную смену раствора менее чем за 1 с. Эксперименты 

проводили при комнатной температуре. В конфигурации whole-cell 

внутрипипеточный раствор содержал (в мM) 135 CsCl (для нейронов) / 120 

CsCl (для Neuro2a) 5 BAPTA-Cs, 30 Cs-HEPES (pH = 7,3), 5,5 Mg-ATP, and 1,63 

CaCl2 (pCa 7,0) или 120 CsCl, 10 BAPTA-Cs, 30 Cs-HEPES (pH = 7,3), 5,5 Mg-

ATP (pCa < 9). Внеклеточный раствор (раствор экспериментальной камеры) 

содержал (в мM): 120 NMDG-Asp, 10 BaCl2 (0 BaCl2 для экспериментов с 

TPEN), 10 Cs-HEPES, pH 7,3 с добавлением 0,01 тетродотоксина (tetrodotoxin, 

Tocris, США), 0,01 нифедипина (nifedipine, Sigma). Сопротивление пипеток 

после оплавления составляло 4–8 MОм. Во всех опытах whole-cell на мембране 

поддерживался потенциал, равный -40 мВ. С периодом в 5 с командный 

(управляющий) потенциал менялся по следующему алгоритму: сначала 

подавался потенциал -100 мВ в течение 50 мс, затем следовало линейное 

нарастание потенциала (voltage ramp) от -100 до +100 мВ в течение 500 мс, 
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после чего потенциал возвращался к -40 мВ. Регистрация токов была 

проведена с помощью усилителя Axopatch-200B и программного обеспечения 

pClamp9 (Axon Instruments, США), оцифрована на частоте 5 КГц при помощи 

Digidata 1332A (Axon Instruments). Интегральные токи нормировались на 

емкость клетки, которая отражает размер клетки. Среднее значение клеточной 

емкости для клеток нейробластомы 19 ± 4 пФ (n = 75), а для нейронов 15 ± 3 

пФ (n = 65). Аппликация тапсигаргина осуществлялось с помощью перфузии 

камеры, конечная концентрация тапсигаргина составляла 1 мкМ. Данные 

интегрального тока, записанные до подачи тапсигаргина, использовались для 

вычитания спонтанной активности и утечки для выделения токов, 

индуцированных аппликацией. Для аппликации 1 мM TPEN был использован 

внеклеточный раствор без бария, который добавляли в камеру с помощью 

перфузии, и инкубировали клетки в течение 2 минут, затем меняли раствор на 

содержащий барий. При анализе интегральные токи, записанные до подачи 

бария, вычитались для получения чистых значений входящего тока.  Для 

экспериментов с BAPTA был использован пипеточный раствор, содержащий 

10 мМ BAPTA. Запись токов начинали сразу после перехода в конфигурацию 

в whole-cell, для анализа использовали вычитание значений интегрального 

тока со стабильной минимальной амплитудой, развитие тока начиналось в 

среднем в течение 1 минуты, после прорыва мембраны. Вольтамперные 

характеристики для токов в ответ на действие активирующих агентов 

строились для момента времени, когда развитие тока достигало плато вблизи 

максимальных значений тока. Для анализа записей использовали программное 

обеспечение Clampfit (pClamp9, Axon Instruments) и Origin 8 (OriginLab, 

США). Приведенные в тексте данные представлены средними 

арифметическими значениями величин и их среднеквадратичными 

отклонениями. 
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2.9. Получение лизатов клеток. 

Клетки и тотальные препараты мозга дрозофил, лизировали в течение 10 

мин при 4 ºС в растворе, содержащем 150 мМ NaCl, 10 мМ Tris-HCl (pH 7,5), 

2 мМ EDTA, 1% тритон X-100, 1% NP40, 10% глицерин, 0,2 мМ PMSF, с 

добавлением коктейля ингибиторов протеаз PIC (Roche, Германия).  Лизат 

трижды центрифугировали с ускорением 22000 G при 4 ºС в течение 30 мин и 

отбирали супернатант, который впоследствии использовали в опытах.  

2.10. Электрофорез белков и иммуноблоттинг.  

Электрофорез белков проводили в денатурирующих условиях в 

полиакриламидном геле в вертикальной камере. Разделяющий гель: 0,1% SDS, 

0,1% PSA, 0,01% TEMED, Tris-HCl 0,375 M (рН 8,5), раствор акриламида и 

бис-акриламида (29/1 соответственно) до конечной концентрации 8-12%. 

Концентрирующий гель: 0,1% SDS, 0,1% PSA, 0,01% TEMED, Tris-HCl 0,133 

M (рН 6,8), раствор акриламида и бис-акриламида (29/1 соответственно) до 

конечной концентрации 5%. К белковым пробам добавляли 4× кратный буфер 

Tris-HCl (pH 6,8) 200 мM, β-MeEtOH 400 мM, SDS 4%, Bromphenol blue 0,1%, 

Glycerol 40% (до конечной концентрации 1×), полученный раствор 

инкубировали при температуре 99 ºС в течение 5 минут. Затем пробы 

охлаждали, центрифугировали с ускорением 15000 G 5 минут и наносили в 

лунки концентрирующего геля. Пока белки находились в концентрирующем 

геле, в расчете на один гель выставляли ток величиной 25 мА, в разделяющем 

геле – 60 мА.  

Перенос белков на мембрану осуществляли полусухим методом. 

Нитроцеллюлозную мембрану (Immobilon P, Millipore Inc., США) и гель 

прежде смачивали в буфере для переноса (TRIS 47,9 мM, глицин 38,6 мM, SDS 

0,0385%, метанол 20%). Белки массой около 70 кДа переносили в течение часа 

при токе в 0,8 мА/см2. 

После переноса мембрану ополаскивали в TTBS (0,1% Twееn, 10 мМ 

TRIS, 150 мМ NaCl, pH=7,6), и забивали на ней места неспецифической 
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сорбции белков 10% обезжиренным молоком, растворенным в TTBS. Для 

антител Orai1 и STIM2 забивка производилась с 5% молоком и 5% BSA. 

Мембрану инкубировали с первыми антителами один час при комнатной 

температуре или всю ночь при 4 ºС. Антитела разводили в TTBS, для антител 

Orai1 (Sigma, США) и STIM2 (Cell Signaling, США) к раствору добавлялось 

5% BSA. Использовалась концентрация антител, указанная в прописях фирмы-

производителя. После инкубации с первыми антителами мембрану отмывали 

3 раза по 10 минут в TTBS. Вторые антитела против мышиных или крысиных 

IgG, конъюгированные с пероксидазой хрена (Sigma), в 10% молоке добавляли 

на один час при комнатной температуре. Отмывка производилась 3 раза по 10 

минут в TTBS. Мембрану проявляли SuperSignal Chemiluminescent Substrate 

(Pierce, США). Положение белков отслеживали с помощью фотопленки. Были 

использованы поликлональные и моноклональные антитела для Orai1 (Sigma), 

поликлональные антитела для Orai2 (Alomone Labs, Израиль), TRPC1 

(Alomone Labs), STIM2 (Alomone Labs или Cell Signaling, США), 

моноклональные антитела против STIM1 (BD Transduction Laboratories, США) 

и против PS1 CTF или PS1 NTF (Millipore Inc.). Анти-α-тубулин 

моноклональные антитела (Sigma) были использованы для проверки 

одинакового уровня белка в нанесенных на мембрану пробах. Все антитела 

использовались согласно инструкциям производителей.  

2.11.  Ко-иммунопреципетация.  

Для экспериментов с ко-иммунопреципетацией эндогенных белков 

STIM1 и Orai1, клетки линии Neuro2a были инкубированы в течении 8 минут 

с раствором HBSS или с безкальциевым раствором (0 Ca) с добавлением 1 мкM 

тапсигаргина и затем были лизированы в буфере (20 мM Tris-HCl (pH 7,6), 150 

мM NaCl, 1% Triton X-100, 1 мM EDTA, 1 мM EGTA, 0,5 мM 

phenylmethylsulfonyl fluoride и ингибиторами протеаз. После инкубации в 

течение 10 минут на льду и центрифугирования на скорости 20000 G в течение 

5 минут и при температуре 4 °C, очищенные лизаты были преинкубированы с 
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30 мкл промытой G-Сефарозы (Sigma) в течение 3 часов и Т = 4 °C. 

Сефарозные шарики затем были осаждены центрифугированием (20000 G, 5 

мин, 4 °C). Очищенные лизаты были затем инкубированы в течение ночи при 

Т = 4 °C на вращающейся платформе с 3 мкг антител (анти-STIM1, BD 

Transduction Laboratories, анти-Orai1, Sigma), и затем 30 мкл промытой G-

Сефарозы были добавлены к лизатам, и инкубация продолжена еще 3 часа на 

вращающейся платформе при Т = 4 °C. Затем cефарозные шарики были 

дважды осаждены центрифугированием и промыты. Элюирование 

осуществлялось с в раствор 5× буфера Лэммли (Laemmli Buffer). Пробы были 

разделены на 10% SDS-полиакриламидном геле и проанализированы с 

помощью иммуноблоттнига. Блоты, полученные в трех независимых 

экспериментах, затем были проанализированы с помощью программы ImageJ 

(W.S. Rasband, National Institutes of Health; rsb.info.nih.gov). Все 

денситометрические показатели были нормализованы на пробы контрольных 

клеток, экспрессирующих PS1 дикого типа, инкубированные в HBSS. 

2.12.  Клонирование последовательности человеческого гена белка PS1 в 

вектор pUAST.  

Последовательности гена человека белка PS1 (дикого типа и с мутацией) 

была переклонирована в вектор pUAST rc (Brand et al., 1993) (Рисунок 15, A) 

из ленти-вирусных плазмид, использованных для экспериментов с 

клеточными культурами. Были использованы праймеры: прямой 5’ 

AAGAATTCATGGCGTACCCATACG 3’ (сайт EcoRI) и обрантый 5’ 

TTCTCGAGCTAGATATAAAATTGA 3’ (сайт XhoI). Для получения 

достаточного количества вставки была использована ПЦР с полимеразой Pfu 

polymerase (ThermoFisher, США). Объем реакции был 50 мкл, и состав реакции 

соответствовал протоколу производителя. ПЦР осуществляли по следующему 

алгоритму: 95 ºС – 3 мин; 40 циклов по 95 ºС 30 сек, 53 ºС 30 сек, 72 ºС 2 сек; 

72 ºС 3 мин; 4 ºС бесконечно. Реакционную смесь затем разделяли в 0,8% 

агарозном геле и вырезали участок геля с ДНК соответствующей вставке 
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(Рисунок 15, Б). ДНК вставки очищали из геля при помощи набора 

Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, США) согласно 

протоколу производителя.  Далее для вектора pUAST rc и ДНК вставки было 

осуществлено двойное разрезание (double digest) в реакции рестрикции при 

помощи рестриктаз XhoI и EcoRI (Fermentas, ThermoFisher, США) согласно 

протоколу производителя. Реакция была инактивирована при помощи 

инкубации на 65 ºС в течении 20 минут. Затем вектор pUAST обрабатывали 

щелочной фосфатазой (New England Biolab, США) и рекция была 

инактивирована инкубацией при 70 ºС в течение 5 минут. Лигирование 

проводили с помощью ligase T4 (New England Biolab) согласно протоколу 

производителя, а затем реакция была инактивирована при температуре 65 ºС в 

течение 10 минут. Лигированную ДНК использовали для трансформации 

бактериальных клеток DH5α™ Competent Cells (ThermoFisher) согласно 

протоколу производителя, и клетки были рассеяны на чашки с агарозной 

питательной средой с антибиотиком. В качестве контроля для трансформации 

использовали реакцию рестрикции с вектором. Полученные колонии затем 

отбирали, получали культуру в среде LB (Sigma) с антибиотиком, из которой 

выделяли ДНК с помощью набора для maxi-prep (Qiagen, США). Результат 

лигирования проверяли с помощью рестрикции по EcoRI и XhoI, а также ПЦР 

с праймерами к PS1 (см. в тексте выше) (Рисунок 15, В).  
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Рисунок 15. Клонирование последовательности человеческого гена белка PS1 

в вектор pUAST1 rc. А. Карта вектора pUAST1 rc со вставкой 

последовательности человеческого гена белка PS1 под контролем промотера 

GAL4 (подробнее в тексте). Б. Результаты ПЦР для получения вставки, 

визуализированные на 0,8% агарозном геле. В. Результаты рестрикции по 

сайтам XhoI и EcoRI векторов pUAST1 rc со вставкой последовательности 

человеческого гена белка PS1 дикого типа и с делецией 9-го экзона (PS1 Delta 

E9), визуализированные на 0,8% агарозном геле. 

2.13.  Создание трансгенных линий дрозофил.  

Для создания трансгенной модели БА на основе Drosophila melanogaster 

ДНК конструкция (pUAST rc) и Р-элемент с дефектными инвертированными 

повторами, использованный как источник транспозазы, P25.7wc (Karess and 

Rubin, 1984), инъецировались в линию y1w1118 на стадии пребластодермального 

эмбриона, как описано в (Rubin and Spradling, 1982; Spradling and Rubin, 1982). 

(Плазмиды и линии мух – подарок проф., акад. П.Г. Георгиева, ИБГ РАН). 

Выжившие мухи были скрещены с линией y1w1118. Трансгенных мух отбирали 

на основе фенотипического проявления экспрессии генов mini-white (красные 

глаза). Вектор pUAST rc содержит индуцибельный промотор – 5 сайтов 

связывания дрожжевого белка-активатора GAL4 (UAS) находятся в 

непосредственной близости от корового участка промотора Hsp70 (-43 +204 
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относительно старта транскрипции) и маркерный ген white. Вектор 

фланкирован концами P-элемента для встраивания в геном. Полученные 

трасгены выведены в гомозиготное состояние путем последовательных 

скрещиваний с мухами-балансерами с балансерными хромосомами, несущими 

запиратели кроссинговера по второй или третьей хромосоме, имеющими 

фенотипический маркер (укороченная длина щетинок или загнутые крылья). 

Полученные гомозиготные трасгены (далее в тексте трансгены с мутантным 

геном обозначены как UAS-PS1 ∆E9) скрещены с трансгенной линией: w[*]; 

P{w[+mC]=Cha-GAL4.7.4}19B P{w[+mC]=UAS-GFP.S65T}Myo31DF[T2] 

(FlyBase, Bloomington Drosophila Stock Center, США) (далее в тексте 

обозгачена как Cha-GAL4), имеющей вставку промотера холинэстеразы, 

специфического для холинэргических нейронов, контролирующего 

экспрессию транскрипционного фактора GAL и вставку, кодирующую 

флуоресцентный белок GFP под контролем промотера UAS. Все скрещивания 

и генетический анализ линий Drosophila melanogaster проводили при 

температуре 25 oC на стандартной питательной среде: агар, дрожжи, сахар. 

Скрещивания проводились в стандартных стеклянных пробирках, на одну 

пробирку брали 2-3 самца и 10-15 самок (Lindsley and Zimm, 1992). 

   

2.14.  Линии Drosophila melanogaster, использованные в данной работе. 

Обозначения аллелей даны согласно принятой символике (Lindsley and 

Zimm, 1992).   

Линии Drosophila melanogaster:  

Canton-S - лабораторная линия дикого типа.  

y1w1118 - лабораторная линия, несущая мутацию гена yellow с нарушенным 

инициаторным кодоном и мутацию гена white, представляющую собой 

делецию значительной его части.  

y1w1118; SM5/+ - лабораторная линия с балансерной хромосомой, несущая 

запиратели кроссинговера по второй хромосоме (доминантные маркеры 
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In(2RL),CyO). Использовалась для определения хромосомы, на которой 

произошло встраивание конструкции.  

y1w1118; TM3/+  - лабораторная линия с балансерной хромосомой, несущая 

запиратели кроссинговера по третьей хромосоме (доминантные маркеры 

In(3LR)TM3,Sb). Использовалась для определения хромосомы, на которой 

произошло встраивание конструкции.  

w[*]; P{w[+mC]=Cha-GAL4.7.4}19B P{w[+mC]=UAS-

GFP.S65T}Myo31DF[T2] – линия, источник GAL4-активатора дрожжей, 

содержащая также вставку гена GFP под контролем UAS (Salvaterra et al., 

2001). 

 

2.15. Фенотипический анализ экспрессии генов mini-white в трансгенных 

линиях. 

Ген white отвечает за пигментацию глаз, в геноме он находится под 

контролем тканеспецифичного энхансера, обеспечивающего высокую 

экспрессию гена white в глазах мух (Pirrotta et al., 1985). Уровень экспрессии 

гена white легко оценивать фенотипически по пигментации глаз. Пигментация 

глаз, зависящая от уровня экспрессии гена white, оценивается по следующей 

шкале: Кр – красный; тКор – темно-коричневый; Кор – коричневый; тОр – 

темно-оранжевый; Ор – оранжевый; тЖ – темно-желтый; Ж – желтый; сЖ – 

светло-желтый, Б – белый. Красная окраска соответствует пигментации глаз 

мух дикого типа (энхансер-зависимая экспрессия гена white); желтая и темно-

желтая окраски представляют собой средне-статистическое проявление 

базовой пигментации (экспрессия гена white в отсутствие энхансера), белая 

окраска глаз наблюдается в отсутствие пигментации (у мух с 

инактивированным геном white), остальные окраски глаз соответствуют 

промежуточным уровням экспрессии гена white (Рисунок 16). 



91 
 

 

Рисунок 16. Пигментация глаз, зависящая от уровня экспрессии гена 

white.  Объяснения в тексте. 

Для анализа фенотипов трансгенных мух использовали самцов в возрасте 

3-5 дней после вылупления, результаты сравнивали с контрольными мухами с 

известным фенотипом.  Эффекты тестируемых элементов на экспрессию генов 

оценивались сравнением фенотипов мух, несущих исходную конструкцию с 

фенотипами производных линий этой конструкции, содержащих делецию 

тестируемого элемента.  

 

2.16.  Генетические скрещивания. 

Определение хромосомы, на которой находится встроенная в геном 

конструкция:  

Для определения хромосомы, на которую произошло встраивание 

конструкций, использовались следующие линии мух: 

 y1w1118; SM5/+ - лабораторная линия с балансерной хромосомой, несущая 

запиратели кроссинговера по второй хромосоме (доминантные маркеры 

In(2RL),CyO). Фенотипически маркер CyO проявляется в загнутых крыльях. 
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y1w1118; TM3/+  - лабораторная линия с балансерной хромосомой, несущая 

запиратели кроссинговера по третьей хромосоме (доминантные маркеры 

In(3LR)TM3,Sb). Фенотипически маркер Sb проявляется в укороченных 

щетинках. 

 При последовательном скрещивании сначала с линией y1w1118; SM5/+, в 

следующем поколении с линией y1w1118;TM3/+, в зависимости от того, на какой 

хромосоме находилась встроенная в геном конструкция, получаются разные 

фенотипы мух. 

1) Если конструкция (K) находится на X хромосоме: 

F0: ♂ y1w1118 K;+;+  ♀ y1w1118; SM5/+;+ 

F1: ♀ y1w1118K;+;+  

  ♀  y1w1118K; SM5/+;+  

Обозначены только фенотипы мух, несущих конструкцию. 

В поколении F1 все мухи, несущие конструкцию, будут самками. 

2) Если конструкция (K) находится на второй хромосоме: 

F0: ♂ y1w1118; K/+;+  ♀ y1w1118; SM5/+;+ 

F1: ♂ y1w1118; SM5/K; +  ♀  y1w1118;+;TM3/+ 

F2: ♂  y1w1118; K/+; TM3/+ 

  ♀  y1w1118; K/+; TM3/+ 

      ♂  y1w1118; K/+; + 

      ♀  y1w1118; K/+; + 

Обозначены только фенотипы мух, несущих конструкцию. 

В поколении F2 у мух, несущих конструкцию, не будет балансера SM5. 

2) Если конструкция (K) находится на третьей хромосоме: 

F0: ♂ y1w1118; +; K/+  ♀ y1w1118; SM5/+;+ 

F1: ♂ y1w1118; SM5/+; K/+  ♀  y1w1118;+;TM3/+ 

F2: ♂  y1w1118; SM5/+; TM3/K 

  ♀  y1w1118; SM5/+; TM3/K 

      ♂  y1w1118; +; TM3/K 

  ♀  y1w1118; +; TM3/K 
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  ♂  y1w1118; SM5/+; K/+ 

  ♀  y1w1118; SM5/+; K/+ 

      ♂  y1w1118; +; K/+ 

      ♀  y1w1118; +; K/+ 

Обозначены только фенотипы мух, несущих конструкцию. 

В поколении F2 среди мух, несущих конструкцию, будут мухи с балансером 

SM5. 

 

2.17. Условия содержания дрозофил. 

 Насекомых содержали на стандартном пищевом субстрате (агар, манная 

крупа, сахар, изюм, дрожжи) в специальных пластиковых стаканчиках (высота 

95 мм, диаметр 25 мм). Поддерживали 12-часовой световой день, температуру 

25 °С и влажность ≈65%. Все эксперименты проводили в одинаковых условиях 

в одно и то же время с 10 до 18 часов. Экспериментальных насекомых 

собирали аспиратором в течение 5 часов после вылупления и содержали 

поодиночке или в группе до достижения ими необходимого возраста. 

 

2.18.  Регистрация поведения ухаживания. 

 Самцы, использованные в экспериментах, были собраны сразу же после 

вылупления и помещены в индивидуальные плексиглазовые емкости (диаметр 

– 25 мм, высота – 195 мм) до достижения возраста для эксперимента (5 и 21 

день). Для получения оплодотворѐнных самок Canton-S, используемых в 

качестве объекта ухаживания, использовали незрелых мух. За сутки до опыта, 

самок ссаживали с самцами Canton-S, собранными и содержавшимися 

аналогичным образом по 25 особей на стаканчик, для копуляции, которая 

приводила к временной потере способности к повторному спариванию 

(нерецептивности). Оплодотворенных самок отделяли от группы 

непосредственно перед помещением в экспериментальную камеру с помощью 

аспиратора. Стандартная методика тестирования поведения ухаживания 

самцов дрозофилы подразумевает использование стандартной 
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экспериментальной камеры из оргстекла (диаметр – 15 мм, высота – 5 мм), 

имеющей разделяющую ее пополам перегородку (Риc. 17). Самца с помощью 

аспиратора помещали в одну половину камеры, самку – в другую, и через 45 

секунд заслонку отодвигали и начинали тестирование. Этограмму поведения 

самца регистрировали в течение 300 секунд, фиксируя время начала 

отдельных элементов ухаживания (ориентация, вибрация, лапанье, лизание, 

попытка копуляции), а также элементов, не связанных с ухаживанием 

(побежка, прининг, покой). Для регистрации и анализа данных использовали 

программу «Drosophila Courtship» (автор Н. Г. Камышев). Данная программа 

позволяет измерить процент времени, занятого отдельными элементами 

поведения или их сочетаниями, а также их длительность (в секундах) и частоту 

(в пересчѐте на 100 секунд). Кроме этого, она вычисляет процент времени 

(индекс ухаживания, ИУ), частоту и длительность занятые всеми элементами 

ухаживания. ИУ находится по следующей формуле: 

 

В качестве показателя двигательной активности при тестировании поведения 

ухаживания использовали параметры побежки: время, занятое побежкой 

(индекс активности, %), частоту инициации побежки (в пересчете на 100 

секунд) и ее длительность (секунды). 

Рисунок 17. Камера для регистрации 

поведения для определения ИУ (индекса 

ухаживания). Подробное объяснение в 

тексте.  
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2.19. Кормление дрозофил питательной смесью с 2-APB. 

 2-APB (Sigma) растворяли в ДМСО до концентрации 100 мМ. ДМСО 

или раствор 2-APB добавляли в дрожжевую питательную среду в 

соотношении 1:250, и распределяли ее кисточкой по поверхности стандартной 

смеси. Конечная концентрация для 2-APB была 400 мкМ, для ДМСО – 0,4%. 

Мух перемещали в емкости с едой и фармакологическими веществами на 13-

й день после вылупления, а затем каждый день в течение 7 дней. На седьмой 

день (один день до измерения ИУ) самцов перемещали в емкости со 

стандартным питанием, чтобы избежать присутствия запаха от веществ. Для 

регистрации ИУ в контрольной группе самцы помещались в камеру одни на 1 

час, или, если производилось обучение (экспериментальная группа), их 

помещали на 1 час вместе с 5-ти дневной нерецептивной (оплодотворенной) 

самкой Canton-S. Самцы после обучения или самцы из контрольной группы 

через час помещались в чистую камеру с другой нерецептивной самкой для 

измерения ИУ. ИУ был измерен для каждого самца в отдельности (Siegel et al., 

1979; Hall, 1994; Kamyshev et al., 1999). Данные были проанализированы с 

помощью теста на рандомизацию (Sokal and Rolf, 1995). Данные на картинках 

представлены как среднее со стандартной ошибкой среднего, значимость 

обозначена для p: *<0.05, **<0.01 и ***<0.001. 

 

2.20.  Статистический анализ. 

 Данные представлены как среднее и стандартная ошибка среднего. 

Анализ с использованием one-way ANOVA был использован для 

электрофизиологических данных и данных для измерений внутриклеточной 

концентрации кальция. Student’s t test был использован для иммуноблотов и 

данных полученных с помощью конфокальной микроскопии. Для анализа 

использовали программное обеспечение Origin8 (OriginLab, США). 

Значимыми считались различия при p: *<0.05, **<0.01 и ***<0.001. 
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3. РЕЗУЛЬТАТЫ. 

 

Болезнь Альцгеймера (БА) представляет собой прогрессирующее 

нейродегенеративное заболевание, которое ухудшает память и обучение, 

выборочно влияя на определенные группы нейронов, главным образом в 

гиппокампе и коре головного мозга. Мутации в гене белка пресенилин-1 (PS1) 

составляют около 50% мутаций, приводящих к развитию наследственной 

формы БА (НБА), что указывает на важность PS1 в патогенезе заболевания 

(Bekris et al., 2010). PS1 подвергается эндопротеолитическому разрезанию с 

образованием N- и C-концевых фрагментов (NTF и CTF). Эти фрагменты 

связываются друг с другом, образуя ферментативно активную форму PS1, 

которая функционирует как каталитическая субъединица комплекса γ-

секретазы, состоящей из PS1 и белков Nicastrin, Aph-1 и PEN-2 (Bekris et al., 

2010; Beher et al., 2001). Комплекс PS1/γ-секретазы последовательно 

расщепляет трансмембранный белок-предшественник амилоида (APP) с 

образованием пептида Aβ. Было показано, что мутации, связанные с НБА, в 

гене белка PS1 изменяют расщепление APP в пользу продуцирования 

нейротоксического пептида Aβ42 (Bekris et al., 2010). Существует также 

множество свидетельств того, что мутации в гене белка PS1 нарушают 

регуляцию внутриклеточного кальциевого гомеостаза, в частности в 

эндоплазматическом ретикулуме (ЭР) (Tu et al., 2006; Cheung et al., 2008; Green 

et al., 2008). Rybalchenko et al., 2008; Payne et al., 2010; Jin et al., 2010; 

Ryazantseva et al., 2013; Honarnejad et al., 2013; Sepulveda-Falla et al., 2014). 

Полноразмерный PS1 имеет размер около 50 кДа и в основном расположен на 

мембране ЭР, а также на плазматической мембране. Ранее повышенный 

уровень 50 кДа PS1, вызванный отсутствием или снижением эндопротеолиза, 

был обнаружен в тканях мозга пациентов с НБА, имеющих мутации в гене 

белка PS1. Кроме того, было показано, что повышенный уровень 

полноразмерного PS1 влияет на уровень выброса кальция из ЭР в клетках HEK 

(Honarnejad et al., 2013). Точный молекулярный механизм того, как мутации в 
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гене белка PS1 вызывают нарушения кальциевого гомеостаза в ЭР, полностью 

не разрешен. Было предложено, что неразрезанная полноразмерная форма PS1 

может образовывать канал пассивной утечки кальция в мембране ЭР (Tu et al., 

2006), регулировать активность рецептора к индозитол-1,4,5-триcфосфату 

(IP3R) (Cheung et al., 2008) и рианодинового рецептора (RyR) (Rybalchenko et 

al., 2008; Payne et al., 2010); взаимодействовать с насосом кальциевой АТФ-

азы сарко/эндоплазматического ретикулума (SERCA), которая активно 

переносит кальций из цитоплазмы в ЭР, и регулировать ее функцию (Green et 

al., 2008; Jin et al., 2010). Очевидно, что дисбаланс кальция в ЭР, вызванный 

PS1, может привести и к другим нарушениям в гомеостазе кальция. В 

частности, зависимые от депо кальциевые каналы в плазматической мембране, 

такие как депо-управляемые кальциевые каналы и потенциал-управляемые 

кальциевые каналы T- и L-типа (Harraz et al., 2014), могут быть затронуты 

дисбалансом кальция в ЭР. Депо-управляемые каналы опосредуют вход 

кальция в клетку в ответ на снижение концентрации кальция в просвете ЭР 

(депо-управляемый кальциевый вход). Активация депо-управляемых каналов 

управляется двумя сенсорами кальция, локализованными в мембране ЭР: 

белки STIM1 и STIM2, которые передают сигнал к каналам на плазматической 

мембране (ПМ) (Brandman et al., 2007). Активность депо-управляемых каналов 

необходима для реализации основных процессов в нейронах, включая 

долгосрочную потенциацию (LTP) и высвобождение нейротрансмиттера 

(Emptage et al., 2001; Baba et al., 2003; Majewski et al., 2015). Таким образом, 

существует возможность, что накопление полноразмерного белка PS1, в 

результате подавления эндопротеолиза, происходящее при патологических 

изменениях в мозге у пациентов с НБА, может приводить к нарушениям в 

активности депо-управляемых кальциевых каналов в нейронах, и, как 

следствие, к нарушениям происходящих в них базовых процессов. 
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3.1. Фармакологическое ингибирование эндопротеолиза PS1 влияет на депо-

управляемый вход кальция в клетках Neuro2a. 

Повышение уровня неразрезанного белка PS1 (50 кДа) было обнаружено 

в посмертных препаратах мозга пациентов, страдавших наследственной 

формой БА, связанной с мутациями в гене белка PS1 (Honarnejad et al., 2013). 

Повышенный уровень белка PS1 и уровень его мРНК также были обнаружены 

в мозговой ткани пациентов со спорадической формой БА (Borghi et al., 2010). 

Было показано, что ослабление уровня эндопротеолиза и накопление 

полноразмерного PS1 приводят к значительному снижению выброса кальция 

из ЭР в ответ на аппликацию тапсигаргина, вызывающего пассивное 

опустошение кальциевых депо (Tg, необратимый ингибитор кальциевых помп 

SERCA), в клетках HEK293 (Honarnejad et al., 2013). Для моделирования 

повышения уровня полноразмерного PS1 были использованы клетки 

нейробластомы мыши Neuro2a, в которых подавление эндопротеолиза PS1 

было вызвано фармакологическим ингибированием ферментативной 

активности PS1/γ-секретазы. После 18-часовой инкубации клеток с мощным 

ингибитором γ-секретазы L-658,458 (Sigma) (Beher et al., 2001) (7 мкМ в 0,1% 

ДМСО) уровень полноразмерного PS1 (50 кДа) в них значительно увеличился 

по сравнению с контрольными клетками (без обработки) и клетками, 

инкубированными только с 0,1% ДМСО (Рисунок 18, А). Измерение динамики 

внутриклеточной концентрации кальция с помощью Fura-2 выявило 

приблизительно 10% снижение выброса Ca2+ в ответ на пассивное 

опустошение кальциевых депо с помощью 1 мкМ Tg в клетках, 

инкубированных с L-658,458, что подтверждает ранее опубликованные 

данные в Honarnejad et al., 2013 (Рисунок 18, В). В тоже время депо-

управляемый вход кальция был значительно повышен в клетках Neuro2a, где 

эндопротеолиз PS1 был фармакологически ингибирован c L-658,458 (Рисунок 

18, Б, Г). Таким образом, можно сделать вывод, что ослабленный 

эндопротеолиз белка PS1 влияет на уровень депо-управляемого входа кальция 
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в клетки, и повышение уровня неразрезанного PS1 способствует более 

высокому уровню входа кальция.  

Рисунок 18. Подавление эндпротеолиза PS1 в клетках Neuro2a приводит 

к увеличению депо-управляемого кальциевого входа. Клетки Neuro2a 

инкубировали в течение 18 часов с 7 мкМ L-658,458 или 0,1% ДМСО, в 

качестве контроля использовали необработанные клетки. А. 

Иммуноблоттинг лизатов Neuro2a c моноклональными антителами к PS1 

CTF (С-терминальный фрагмент). Уровень белка контролировался 

иммуноблоттингом с моноклональными антителами к α-тубулину. Б. 

Эксперименты по измерению динамики внутриклеточной концентрации 

кальция. (0 Ca – безкальциевый раствор, Tg – тапсигаргин). Данные показаны 

как среднее ± SEM (p <0,05, n = 95-112). В, Г. Уровень выброса Ca2+ из Tg-

чувствительных депо (В) и уровень депо-управляемого входа (Г), выраженные 

в процентах от среднего уровня в клетках, обработанных ДМСО. Данные 

представлены как среднее ± SEM (p <0,05, n = 95-112). 
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3.2. Увеличение уровня полноразмерного белка PS1 при экспрессии 

неактивного PS1 D257A в клетках мышиных фибробластов MEF с двойным 

нокаутом генов белков PS1 и PS2 усиливает депо-управляемый вход кальция. 

Для того, чтобы подтвердить влияние ослабленного эндопротеолиза на 

депо-управляемый вход кальция, мутантный ген белка PS1, в котором замена 

ключевого аспартата D257A приводит к полной потере эндопротеолитической 

активности, был экспрессирован в клетках MEF DKO с двойным нокаутом 

генов белков PS1 и PS2. Белок с заменой PS1 D257A, который не подвергается 

эндопротеолизу (Brunkan et al., 2005), был обнаружен в клеточных лизатах в 

виде белка около 50 кДа, тогда как PS1 дикого типа подвергался нормальному 

эндопротеолизу и образовывал две полосы около 50 и 17 кДа (полноразмерный 

белок и С-терминальный фрагмент) на иммуноблоте (Рисунок 19, А). 

Эксперименты с измерением динамики внутриклеточной концентрации 

кальция показали значительное усиление депо-управляемого входа кальция в 

клетках DKO, экспрессирующих мутантный ген белка PS1, по сравнению с 

контрольными клетками DKO и DKO, экспрессирующими ген белка PS1 

дикого типа (Рисунок 19, Б). Принимая во внимание, что клетки DKO не 

обладают активной γ-секретазой из-за отсутствия обоих белков PS, 

образующих каталитический центр фермента γ-секретазы, и то, что PS1 D257A 

не способен к ферментативной активности, можно заключить, что увеличение 

уровня полноразмерного PS1 влияет на депо-управляемый вход кальция 

независимо от производства Aβ и, кроме того, независимо от PS2. Чтобы 

проверить, что сам ингибитор γ-секретазы не оказывает влияние на вход 

кальция, был проведен эксперимент по обработке клеток DKO с L-658,458. В 

результате эксперимента c клетками, инкубированными в течение 18 часов с 

L-658,458 или только с ДМСО не было обнаружено различий в уровне входа 

кальция в ответ на опустошение депо с Tg (Рисунок 19, В). 
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Рисунок 19. Увеличение уровня полноразмерного белка PS1 при 

экспрессии неактивного PS1 D257A в клетках мышиных фибробластов MEF 

с двойным нокаутом генов белков PS1 и PS2 (DKO) усиливает депо-

управляемый вход кальция. А. Иммуноблоттинг лизатов MEF DKO, 

экспрессирующих PS1 дикого типа (PS1 wt), PS1 D257A, или контрольных 

клеток c моноклональными антителами к PS1 CTF. Уровень белка 

контролировался иммуноблоттингом с моноклональными антителами к α-

тубулину. Б. Эксперименты по измерению динамики внутриклеточной 

концентрации кальция с клетками MEF DKO, экспрессирующих PS1 дикого 

типа (PS1 wt), PS1 D257A, или контрольных клеток (Tg – тапсигаргин). 

Данные показаны как среднее ± SEM (p <0.05, n = 63–75). В.  Эксперименты 

по измерению динамики внутриклеточной концентрации кальция с клетками 

MEF DKO, инкубированных в течение 18 часов с 7 мкМ L-658,458 или 0,1% 

ДМСО. Данные показаны как среднее ± SEM (p <0.05, n = 54–57). 

3.3. Подавление эндопротеолиза PS1 вызывает усиление активации депо-

управляемых кальциевых каналов клетках Neuro2a. 

Для оценки влияния подавления эндопротеолиза PS1 на токи депо-

управляемых каналов (ISOC; Store-Operated Calcium Current) были проведены 

серии электрофизиологических экспериментов. На первом этапе клетки 

Neuro2a инкубировали в течение 18 часов с 7 мкМ L-658,458 или 0,1% ДМСО, 

а затем уровень эндопротеолиза оценивали путем иммуноблоттинга 

клеточных лизатов c антителами к C-терминальным фрагментам (CTF) PS1. 
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Данные денсиметрических измерений на иммуноблотах были затем выражены 

как отношение уровня полноразмерного PS1 к уровню его концевого 

фрагмента, чтобы оценить уровень эндопротеолиза (Рисунок 20, А). 

Рисунок 20. Снижение уровня эндопротеолиза вызывает повышение 

амплитуды тока депо-управляемого входа кальция (ISOC) в клетках Neuro2a. 

Клетки Neuro2a инкубировали в течение 18 часов с 7 мкМ L-658,458 или 0,1% 

ДМСО, в качестве контроля использовали необработанные клетки. А. 

Результаты оценки соотношения полноразмерного белка (PS1 FL) к его 

терминальному фрагменту (CTF) в лизатах Neuro2. Данные показаны как 

среднее ± SEM (p <0.05, n = 3) Б. Вольтамперные характеристики ISOC. 

Данные показаны как среднее ± SEM (p <0.05, n = 7–10).  Г. Примеры развития 

амплитуды ISOC во времени на потенциале -80 мВ. 

При записи токов с целых клеток (в конфигурации whole-cell) пассивное 

опустошение депо с 1 мкМ Tg в клетках Neuro2a приводило к активации 

входящих токов (ISOC) с линейной формой вольтамперных характеристик, 

обладающих потенциалом реверсии (Erev) около 35 мВ (Рисунок 20, Б). Было 

обнаружено, что амплитуда токов ISOC практически неразличима в 

контрольных (необработанных) клетках и в клетках, инкубированных с 

ДМСО: не более -0,79 ± 0,264 и -0,65 ± 0,135 пА/пФ соответственно при 

потенциале -70 мВ (Рисунок 20, Б, В). Напротив, амплитуда Tg-
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индуцированных токов ISOC в клетках с подавлением эндопротеолиза 

эндогенного PS1 была значительно увеличена по сравнению с контрольными 

клетками, достигая максимума -1,41 ± 0,286 пА/пФ при -70 мВ (Рисунок 20, Б, 

В) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 21. Подавление эндопротеолиза Neuro2a с экспрессией PS1 (PS1 

wt) дикого типа человека. Клетки Neuro2a инкубировали в течение 18 часов с 

7 мкМ L-658,458 или 0,1% ДМСО, в качестве контроля использовали 

необработанные клетки. А. Иммуноблоттинг лизатов Neuro2a, 

экспрессирующих PS1 дикого типа c антителами к PS1 CTF. Уровень белка 

контролировался иммуноблоттингом с моноклональными антителами к α-

тубулину. Б. Результаты оценки соотношения полноразмерного белка (PS1 

FL) к его терминальному фрагменту (CTF) в лизатах Neuro2. Данные 

показаны как среднее ± SEM (p <0.05, n = 3).  

 Чтобы подтвердить влияние уровня эндопротеолиза PS1 на ISOC, 

эксперименты по инкубации с 7 мкМ L-658,458 или 0,1% ДМСО были 

повторены с клетками Neuro2a, экспрессирующими PS1 человека дикого типа 

(Рисунок 21, А, Б). Как и в нетрансфицированных клетках, фармакологическое 
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ингибирование эндопротеолиза PS1 в клетках, экспрессирующих PS1 дикого 

типа, привело к усилению амплитуды ISOC (Рисунок 22, А, Б): при потенциале 

-70 мВ максимальная амплитуда Tg-индуцированного тока в 

трансфецированных клетках с ингибированным эндопротеолизом PS1 

достигала -1,7 ± 0,36 пА/пФ, по сравнению с 0,71 ± 0,136 пА/пФ в клетках, 

инкубированных с ДМСО и -0,77 ± 0,243 пА/пФ в необработанных клетках 

(Рисунок 22, А, Б). 

Рисунок 22. Повышение амплитуды тока депо-управляемого входа 

кальция (ISOC) в клетках Neuro2a с экспрессией PS1 дикого типа (PS1 wt) 

человека в результате подавления эндопротеолиза PS1. Клетки Neuro2a 

инкубировали в течение 18 часов с 7 мкМ L-658,458 или 0,1% ДМСО, в 

качестве контроля использовали необработанные клетки. А. Вольтамперные 

характеристики ISOC. Данные показаны как среднее ± SEM (p <0.05, n = 8–11).  

Б. Примеры развития амплитуды ISOC во времени на потенциале -80 мВ. 

 Следовательно, подавленный эндопротеолиз экзогенного 

человеческого PS1, также, как и нативного мышиного PS1, увеличивает 

амплитуду ISOC в клетках Neuro2a (Рисунок 22). Потенциалы реверсии 

интегральных токов не отличались значительно между контрольными и 

экспериментальными группами клеток. Депо-управляемые каналы 
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образованы двумя группами белков: TRPC и Orai. Потенциал реверсии (Erev) 

токов каналов, образованных TRPC составляет не более 20 мВ (Strübing et al., 

2003; Storch et al., 2012), тогда как у каналов, образованных Orai, может 

превышать 50 мВ (DeHaven et al., 2007). Наблюдаемый Erev около 35 мВ 

(Рисунок 22, А) может быть следствием совместной работы каналов, 

образованных TRPC и Orai, которая регистрировалась как интегральный ток 

от всей клеточной мембраны. Поэтому изменения амплитуды ISOC без 

изменений в Erev, вероятно, является следствием одновременной 

гиперактивации всех депо-управляемых кальциевых каналов, без 

доминирования каналов, образованных Orai, или каналов, образованных 

TRPC. 

Рисунок 23. Увеличение количества полнормазмерного PS1 

относительно его терминального фрагмента в результате экспрессии PS1 

D257A, не обладающего ферментативной активностью в клетках Neuro2a. 

(PS1 wt – PS1 дикого типа, контроль – клетки без транфекции) А. 

Иммуноблоттинг лизатов Neuro2a c антителами к PS1 NTF. Уровень белка 

контролировался иммуноблоттингом с моноклональными антителами к α-

тубулину. Б. Результаты оценки соотношения полноразмерного белка (PS1 

FL) к его терминальному фрагменту (NTF) в лизатах Neuro2. Данные 

показаны как среднее ± SEM (p <0.05, n = 3). B. Иммуноблоттинг лизатов 
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Neuro2a c антителами к PS2. Уровень белка контролировался 

иммуноблоттингом с моноклональными антителами к α-тубулину.   

3.4. Увеличение отношения полноразмерного PS1 к его терминальному 

фрагменту увеличивает ISOC в клетках Neuro2a. 

В связи с тем, что экспрессия экзогенного человеческого PS1 с 

нормальным уровнем эндопротеоза не влиял на амплитуду ISOC, было сделано 

предположение, что изменения в активации депо-управляемых кальциевых 

каналов могут быть связаны с увеличением уровня полноразмерного PS1 

относительно его концевого фрагмента. Для достижения увеличения уровня 

полноразмерного PS1 без влияния на уровень эндогенных терминальных 

фрагментов PS1 в клетках Neuro2a был экспрессирован PS1 D257A, который 

не подвергался эндопротеолизу из-за полной потери ферментативной 

активности (Brunkan et al., 2005). Экспрессия PS1 D257A привела к 

увеличению уровня полноразмерного PS1 (Рисунок 23, А, Б), не влияя на 

уровень эндопротеолиза PS2 (Рисунок 23, В). Электрофизиологический анализ 

ISOC в клетках, экспрессирующих PS1 D257A, показал увеличение амплитуды 

токов, которая достигла -1,27 ± 0,239 пА/пФ при потенциале -70 мВ. Для 

сравнения, амплитуда токов в клетках с экспрессией человеческого PS1 дикого 

типа была почти такой же, как и в контрольных (нетрансфицированных 

клетках): -0,73 ± 0,241 и -0,71 ± 0,236 пА/пФ, соответственно, при потенциале 

-70 мВ (Рисунок 24, А, Б). Таким образом, можно сделать вывод о том, что 

повышенный уровень полноразмерного PS1 в клетках приводит к 

гиперактивации депо-управляемых каналов.  
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Рисунок 24. Повышение амплитуды тока депо-управляемого входа 

кальция (ISOC) в клетках Neuro2a с экспрессией PS1 D257A, не обладающего 

ферментативной активностью. (PS1 wt – PS1 дикого типа, контроль – 

клетки без трансфекции) А. Вольтамперные характеристики ISOC. Данные 

показаны как среднее ± SEM (p <0.05, n = 9–12).  Б. Примеры развития 

амплитуды ISOC во времени на потенциале -80 мВ. 

Такой же эффект на ISOC был обнаружен в клетках DKO с экспрессией 

мутанта PS1 D257A. Амплитуда токов достигала -2,52 ± 0,401 пА/пФ при 

потенциале -70 мВ, то время как в контрольных клетках и клетках с 

экспрессией PS1 дикого типа амплитуды составляли 1,02 ± 0,145 пА/пФ и 1,47 

± 0,230 пА/пФ соответственно, при потенциале -70 мВ (Рисунок 25, А, Б). 

Следовательно, изменение количественного отношения полноразмерного PS1 

к его концевому фрагменту в пользу полноразмерной формы, по-видимому, 

являются ключевым фактором, ответственным за наблюдаемое увеличение 

амплитуды токов депо-управляемого входа кальция. 
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Рисунок 25. Повышение амплитуды тока депо-управляемого входа 

кальция (ISOC) в клетках MEF DKO с экспрессией PS1 D257A, не обладающего 

ферментативной активностью. (PS1 wt – PS1 дикого типа) А. 

Вольтамперные характеристики ISOC. Данные показаны как среднее ± SEM (p 

<0.05, n = 4–5).  Б. Примеры развития амплитуды ISOC во времени на 

потенциале -80 мВ. 

3.5. Гиперактивация депо-управляемых кальциевых каналов в клетках 

Neuro2a, вызванная накоплением полноразмерного PS1, не является 

следствием изменений уровней экспрессии основных белков, определяющих 

депо-управляемый вход кальция.  

Известно, что многие белки участвуют в регуляции депо-управляемого 

входа кальция, причем основные роли играют члены трех белковых семейств: 

Orai, TRPC и STIM (Hoth et al., 2013; Cheng et al., 2013). Семейство Orai 

состоит из трех белков: Orai1, Orai2 и Orai3. Все три белка являются 

субъединицами депо-управляемых каналов (Hoth et al., 2013). Для выявления 

возможных особенностей экспрессии белков Orai в клетках Neuro2a, с 

повышенным уровнем полноразмерного человеческого PS1, лизаты клеток, 

экспрессирующих PS1 дикого типа или PS1 D257A, анализировали путем 

иммуноблоттинга с антителами к Orai1, Orai2 и Orai3 (Рисунок 26). В 
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результате не было выявлено никаких различий в уровнях этих белков между 

клетками, экспрессирующими PS1 дикого типа или PS1 D257A, а также между 

этими и контрольными клетками. Было показано, что семейство TRPC также 

участвует в образовании депо-управляемых каналов (Sundivakkam et al., 2012; 

Cheng et al., 2013; Sun et al., 2014), причем каналы TRPC1 и TRPC4 

активируются сенсором STIM1 (Sundivakkam et al., 2012). Уровни экспрессии 

TRPC1 и TRPC4 также оказались одинаковыми в клетках Neuro2, 

экспрессирующих PS1 дикого типа или PS1 D257A, и в нетрансфицированных 

клетках (Рисунок 26). Кроме того, был проведен иммуноблоттинг для анализа 

уровня белков STIM, которые являются проводниками сигнала от ЭР до депо-

управляемых каналов в плазматической мембране (Brandman et al., 2007) и для 

белка IP3R 1, который также, как было показано, регулирует депо-

управляемые каналы (Kiselev et al., 1999; Kaznacheyeva et al., 2000). Никаких 

изменений в уровнях этих белков по сравнению с контролем не было выявлено 

ни в клетках, экспрессирующих PS1 дикого типа, ни в клетках 

экспрессирующих PS1 D257A (Рисунок 26). Никаких изменений уровней 

белков STIM относительно контроля не выявлено и в клетках DKO, 

экспрессирующих либо PS1 дикого типа, либо PS1 D257A (Рисунок 26). Таким 

образом увеличение уровня полноразмерного PS1 в клетках не влияет на 

экспрессию основных субъединиц каналов и их регуляторных белков.  
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Рисунок 26. Анализ уровня экспрессии основных белков, вовлеченных в 

депо-управляемый вход кальция, в летках Neuro2a и MEF DKO, 

экспрессирующих человеческий PS1 дикого типа (PS1 wt) или мутант PS1 

D257A, и нетрансфицированные (контрольные) клетки. Загрузка белка 

контролировалась иммуноблоттингом с моноклональными антителами к α-

тубулину. Результаты представлены как минимум тремя независимыми 

экспериментами A. Иммуноблоттинг лизатов Neuro2a с поликлональными 

антителами к Orai1, Orai2 и Orai3 Б. Иммуноблоттинг лизатов Neuro2a с 

поликлональныvb антителами к TRPC1 и TRPC4. В. Иммуноблоттинг 

лизатов Neuro2a с поликлональными антителами к IP3R 1 и STIM2 и 

моноклональными антитела к STIM1. Г. Иммуноблоттинг лизатов клеток 

MEF DKO с поликлональными антителами к STIM2 и моноклональными 

антителами к STIM1.  
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3.6. Пониженный уровень эндопротеолиза PS1 усиливает активацию депо-

управляемых каналов в нейронах гиппокампа мыши. 

Болезнь Альцгеймера поражает преимущественно нейроны гиппокампа 

и коры (Bekris et al., 2001). Для исследования эффекта пониженного уровня 

эндопротеолиза PS1 и накопления его полноразмерной формы на активацию 

депо-управляемых каналов в нейронах гиппокампа, человеческий PS1 D257A 

был экспрессирован в первичной культуре нейронов гиппокампа мыши с 

помощью ленти-вирусной трансдукции. В качестве контроля использовали 

первичную культуру гиппокампа с экспрессией PS1 дикого типа.  

  

 

 

 

 

 

 

Рисунок 27. Увеличение уровня полноразмерного белка PS1 в нейронах 

гиппокампа мыши, экспрессирующих неактивный белок PS1 D257A. (PS1 wt – 

PS1 дикого типа, контроль – нейроны без трансдукции) А. Иммуноблоттинг 

лизатов первичной культуры нейронов гиппокампа мыши c антителами к PS1 

NTF. Уровень белка контролировался иммуноблоттингом с моноклональными 

антителами к α-тубулину. Б. Результаты оценки соотношения 

полноразмерного белка (PS1 FL) к его терминальному фрагменту (NTF) в 

лизатах первичной культуры нейронов гиппокампа мыши. Данные показаны 

как среднее ± SEM (p <0.05, n = 3). 
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Экспрессия PS1 D257A вызвала увеличение отношения 

полноразмерного PS1 к NTF (Рисунок 27, А, Б) и усиление амплитуды ISOC 

(Рисунок 28, А, Б): при потенциале -70 мВ, этот показатель достиг -1,85 ± 0,418 

пА/пФ, по сравнению с -0,9 ± 0,27 пА/пФ в контрольных нейронах, 

экспрессирующих PS1 дикого типа. Таким образом, увеличение отношения 

полноразмерного PS1 к его терминальным фрагментам приводит к усилению 

активации депо-управляемых каналов в нейронах (Рисунок 28).   

 Рисунок 28. Повышение амплитуды тока депо-управляемого входа 

кальция (ISOC) в нейронах гиппокампа мыши с экспрессией PS1 D257A, не 

обладающего ферментативной активностью. (PS1 wt – PS1 дикого типа) А. 

Вольтамперные характеристики ISOC. Данные показаны как среднее ± SEM (p 

<0.05, n = 11–12).  Б. Примеры развития амплитуды ISOC во времени на 

потенциале -80 мВ. 

3.7. Создание клеточных моделей наследственной БА.  

Связанная с наследственной БА мутация PS1 ΔE9 приводит к 

исключению 28 аминокислот из цитоплазматической петлевой области белка, 

которая содержит сайт эндопротеолитического расщепления. Отсутствие 

сайта расщепления в последовательности белка PS1 ΔE9 приводит к 

накоплению его полноразмерной нерасщепленной формы (Hiltunen et al., 
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2000). Продолжительность жизни PS1 ΔE9 превышает таковую для белка 

дикого типа; действительно, PS1 ΔE9 обладает относительно высокой 

стабильностью и более длительным периодом полураспада (~ 40 часов) по 

сравнению с периодом полураспада PS1 дикого типа (~ 1,5 часа) (Ratovitski et 

al., 1997). Значительно повышенный уровень полноразмерного белка PS1 ΔE9 

был продемонстрирован в человеческих стволовых клетках у пациентов с этой 

формой наследственной БА (Woodruff et al., 2013). Сообщалось, что PS1 ΔE9 

увеличивал амплитуду депо-управляемого входа кальция в клеточной линии 

нейробластомы человека SH-SY5Y (Boyle et al., 2012). Для изучения 

клеточных механизмов нарушений регуляции активности депо-управляемых 

каналов при НБА были созданы клеточные модели. Для этого были 

использованы первичные культуры нейронов гиппокампа, полученные из 

мозга мышей линии С3НА (постнатальный период P0-1), а также клетки 

нейробластомы мыши линии Neuro2a. Для экспрессии мутантных белков 

использовали методы трансфекции и ленти-вирусной трансдукции (см. 

Материалы и методы). Экспрессию белков в клетках подтверждали с 

помощью иммуноблота или иммуноокрашивания с антителами, 

сепецифичными к PS1 человека или HA-tag, который был добавлен к 

последовательности белка PS1 в ленти-вирусных конструкциях (Рисунок 29).  

   

Рисунок 29. Подтверждение экспрессии мутантного белка PS1 (PS1 

Delta E9) и PS1 дикого типа в первичной культуре нейронов гиппокампа. 

Иммуноокрашивание фиксированных нейронов гиппокампа мышей с 

антителами к HA-tag, а затем антителами, конъюгированными с Cy3.   
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Рисунок 30. Характеристики тока депо-управляемого входа кальция 

(ISOC) в нейронах гиппокампа мыши в условиях опустошения кальциевых депо 

с пмощью тапсигаргина (Tg), хелатора BAPTA или хелатора TPEN. А. 

Вольтамперные характеристики ISOC. Данные показаны как 

репрезентативные записи (n = 10). Б. Примеры развития амплитуды ISOC во 

времени на потенциале -80 мВ. 

3.8. Каналы, образованные белками TRPC1 и Orai1, формируют депо-

управляемые кальциевые каналы в нейронах гиппокампа мыши.  

В нейронах гиппокампа мыши аппликация 1 мкМ Tg активировала 

входящие токи с линейными вольтамперными характеристиками и Erev около 

30 мВ (Рисунок 30, А). Снижение концентрации кальция в ЭР путем 

пассивного опустошения депо помощью хелатирования кальция в цитоплазме 

с 10 мМ BAPTA в пипеточном растворе или хелатирования кальция в ЭР с 

помощью аппликации 1 мМ TPEN (1 минута в растворе 0 Ba) привело к 

активации токов с теми же свойствами (Рисунок 30, А). В связи с тем, что Erev 

токов каналов, образованных белками TRPC, составляет не более 20 мВ 

(Strübing et al., 2003; Storch et al., 2012), а для Orai - превышает 50 мВ, то 

суперпозиция TRPC и Orai может привести к токам с умеренным Erev. Чтобы 
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рассмотреть роль Orai1 и TRPC1 в депо-управляемом входе кальция в 

нейронах гиппокампа, мы использовали knock-down со специфическими 

shRNA, которые были экспрессированы в нейронах с помощью ленти-

вирусной трансдукции.  

Рисунок 31. Белки TRPC1 и Orai1 являются субъединицами депо-

управляемых каналов в нейронах гиппокампа мыши. Подавление экспрессии 

белков осуществляли с помощью shRNA против Orai1 (Orai1 shRNA) против 

TRPC1 (TRPC1 shRNA) против Orai1 и TRPC1 (TRPC1 shRNA + Orai1 shRNA), 

Mock shRNA - контрольная shRNA. А Иммуноблоттинг лизатов культуры 

нейронов гиппокампа с моноклональными (Orai1) и поликлональными (TRPC1) 

антителами. Загрузка белка контролировалась иммуноблоттингом с 

моноклональными антителами к α-тубулину. Б.  Измерение динамики 

внутриклеточной концентрации кальция в нейронах гиипокампа. (0 Ca2+ - 

безкальциевый раствор, 2 Ca2+ - расствор с 2 мМ кальция, Tg - тапсигаргин). 

Данные показаны как среднее ± SEM (p <0,05, n = 31-46). В. Измерение 

динамики внутриклеточной концентрации кальция в нейронах гиппокампа. (0 

Ca2+ - безкальциевый раствор, 2 Ca2+ - раствор с 2 мМ кальция). Данные 

показаны как среднее ± SEM (p <0,05, n = 21). 
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Снижение уровней экспресии белков Orai1 или TRPC1 привело к 

значительному уменьшению депо-управляемого входа кальция, 

активированного пассивным опустошением депо с 1 мкМ Tg в нейронах в 

экспериментах с измерением динамики внутриклеточной концентрации 

кальция (Рисунок 31, А, Б). Одновременное понижение уровней белков Orai1 

и TRPC1 привело к тому же уровню снижения входа кальция (Рисунок 31, Б). 

Ранее было продемонстрировано, что активация TRPC1 зависит от наличия 

функционального Orai1 (рассмотрено в Ambudkar et al., 2016). Наши данные 

также совпадают с этим наблюдением, так как эффект knock-down второго 

белка не был аддитивным. TRPC1 может быть активирован с помощью 

опустошения кальциевых депо с хелатором TPEN (Ambudkar et al., 2016). 

Подавление экспрессии TRPC1 привело к значительному уменьшению входа 

кальция, активированного аппликацией TPEN (Рисунок 31, B). В целом, 

данные электрофизиологических экспериментов и измерение динамики 

внутриклеточной концентрации кальция показывают, что депо-управляемый 

вход кальция в нейронах гиппокампа мыши поддерживается общей работой 

каналов, образованных субъединицами Orai1 и TRPC1.  

3.10. Экспрессия PS1 ΔE9 увеличивает амплитуду ISOC в нейронах гиппокампа 

мыши. 

Ранее было показано, что экспрессия PS1 ΔE9 увеличивает амплитуду 

депо-управляемого входа кальция в клетках нейробластомы человека линии 

SH-SY5Y (Boyle et al., 2012). В то же время данный эффект никогда не 

изучался в нейронах гиппокампа, и свойства каналов, которые участвуют в 

патологическом входе кальция были не известны. Для подтверждения влияния 

PS1 ΔE9 на кальциевый вход, он был экспрессирован в первичной культуре 

мышей нейронов гиппокампа. В качестве контроля использовали нейроны с 

экспрессией PS1 дикого типа, и интактные нейроны. Эксперименты с 

измерением динамики внутриклеточной концентрации кальция показали 

увеличение амплитуды депо-управляемого входа в ответ на опустошение депо 
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с 1 мкМ Tg (Рисунок 32, А). В электрофизиологических экспериментах с 

нейронами гиппокампа пассивное опустошение кальциевых депо с 1 мкМ Tg 

активировало токи с линейными вольтамперными характеристиками и Erev 

около 30 мВ во всех группах нейронов (Рисунок 32, Б). Было обнаружено, что 

амплитуда токов ISOC значительно выше в нейронах, экспрессирующих PS1 

ΔE9 по сравнению с контрольными нейронами и нейронами, 

экспрессирующими PS1 дикого типа (Рисунок 32, Б, В), достигая максимума - 

3,76 ± 1,057 пА/пФ по сравнению с -1,41 ± 0,286 пА/пФ и - 1,05 ± 0,242 пА/пФ, 

соответственно, при -70 мВ.  

 

Рисунок 32. Экспрессия PS1 ΔE9 увеличивает амплитуду депо-

управляемого входа кальция и ISOC в нейронах гиппокампа мыши. (PS1 wt – PS1 

дикого типа, контроль – нейроны без трансдукции) А. Измерение динамики 

внутриклеточной концентрации кальция в нейронах гиипокампа. (0 Ca2+ - 
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безкальциевый раствор, 2 Ca2+ - раствор с 2 мМ кальция, Tg - тапсигаргин). 

Данные показаны как среднее ± SEM (p <0,05, n = 33-57). Б. Вольтамперные 

характеристики ISOC. (n = 7-10). Данные показаны как среднее ± SEM В. 

Примеры развития амплитуды ISOC во времени на потенциале -80 мВ.  

Эксперименты со снижением экспрессии канальных субъединиц 

показали, что высокая амплитуда входа кальция обеспечивалась активностью 

TRPC1 и Orai1, так как снижение уровней экспрессии этих белков (Рисунок 

33, А) значительно уменьшало амплитуды входа (Рисунок 33, Б), что также 

согласуется с электрофизиологическими данными.   

Рисунок 33. Депо-управляемый вход кальция в нейроны с экспрессией PS1 

ΔE9 опосредован активацией Orai1 и TRPC1. А. Подавление экспрессии белков 

осуществляли с помощью shRNA против Orai1 (Orai1 shRNA) против TRPC1 

(TRPC1 shRNA), Mock shRNA - контрольная shRNA. А Иммуноблоттинг 

лизатов культуры нейронов гиппокампа с моноклональными (Orai1) и 

поликлональными антителами (TRPC1). Загрузка белка контролировалась 

иммуноблоттингом с моноклональными антителами к α-тубулину. Б. 

Измерение динамики внутриклеточной концентрации кальция в нейронах 
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гиипокампа. (0 Ca2+ - безкальциевый раствор, 2 Ca2+ - раствор с 2 мМ 

кальция). Данные показаны как среднее ± SEM (p <0,05, n = 29-37). 

3.11. Экспрессия PS1 ΔE9 увеличивает амплитуду ISOC и усиливает 

перемещение сенсоров STIM1 к плазматической мембране в клетках Neuro2a. 

Для исследования клеточный механизм гиперактивации депо-

управляемых кальциевых каналов в клеточной модели НБА, PS1 ΔE9 был 

экспрессирован в клетках Neuro2a. Экспрессия PS1 ΔE9 приводила к 

увеличению уровня полноразмерного белка (Рисунок 34, А). С помощью 

электрофизиологических экспериментов было обнаружено, что амплитуда 

ISOC значительно увеличена в клетках, экспрессирующих PS1 ΔE9 по 

сравнению с контрольными клетками, экспрессирующими только PS1 дикого 

типа или GFP, достигая максимума - 4,24 ± 0,179 пА/пФ , - 0,73 ± 0,163 пА/пФ 

и - 1,09 ± 0,29 пА/пФ соответственно при -70 мВ (Рисунок 34, Б, В). 

Рисунок 34. Увеличение амплитуды ISOC в клетках Neuro2, 

экспрессирующих PS1 ΔE9. А. Иммуноблоттинг лизатов Neuro2a c 

моноклональными антителами к PS1 CTF (С-терминальный фрагмент). 

Уровень белка контролировался иммуноблоттингом с моноклональными 

антителами к α-тубулину. Б. Вольтамперные характеристики ISOC. (n = 5-8). 

Данные показаны как среднее ± SEM В. Примеры развития амплитуды ISOC во 

времени на потенциале -80 мВ.   
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Депо-управляемые каналы регулируются сенсорами STIM, которые 

передают сигнал от ЭР к каналам в ПМ. Предполагалось, что в основном 

активность депо-управляемых каналов в нейронах регулирует STIM1, в 

отличие от STIM2, который, как считалось, регулирует спонтанную 

активность депо-управляемых каналов для поддержания входа кальция в 

клетку, необходимого для заполнения внутриклеточных кальциевых депо 

(Gruszczynska-Biegala et al., 2011).  

Рисунок 35. Перемещение STIM1 к примембранной области ПМ усилено 

в клетках Nuero2a, экспрессирующих PS1 ΔE9. А. Изображения клеток 

Neuro2a, экспрессирующих STIM1-Cherry и PS1 ΔE9 или PS1 дикого типа (PS1 

wt), полученные на конфокальном микроскопе до и после опустошения 

кальциевых депо с 1 мкМ Tg (8 минут). Б. Динамика внутриклеточного 

перемещения STIM1-Cherry, выраженная как соотношение флуоресценций в 

области ПМ IПМ и цитоплазмы IЦИТ в клетках Neuro2a, экспрессирующих 

STIM1-Cherry и PS1 ΔE9 или PS1 дикого типа (PS1 wt). Данные нормированы 

на значения в клетках, экспрессирующих PS1 дикого типа, и показаны как 

среднее ± SEM (p <0,05, n = 10-12). 
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Клетки Neuro2a были использованы для анализа внутриклеточной 

активности сенсоров STIM1 с помощью конфокальной микроскопии на живых 

клетках, в которых был экспрессирован флуоресцентный белок STIM1-Cherry. 

После опустошения кальциевых депо с 1 мкМ Tg белок STIM1-Cherry 

перемещался из центра клетки (области ЭР) в примембранную область ПМ 

(Рисунок 35, А). Динамика перемещения STIM1-Cherry была 

проанализирована как отношение флуоресценции в примембранной области 

(IПМ) к флуоресценции цитоплазматической области (IЦИТ). В клетках с 

экспрессией PS1 ΔE9 было обнаружено усиленное перемещение STIM1 по 

сравнению с клетками с экспрессией PS1 дикого типа (Рисунок 35, А, Б).  

Рисунок 36. Ко-иммунопреципитация эндогенных STIM1 и Orai1 из 

лизатов Neuro2a. Клетки обрабатывали раствором HBSS или 0 Ca с 1 мкМ 

тапсигаргина (Tg) в течение 8 мин. Клеточные лизаты 

иммунопреципитировали (IP) с моноклональными антителами к STIM1 или 

моноклональными антителами против Orai1. Представлены результаты 

иммуноблоттинга и его денситометрических измерений, отражающих 

уровень иммунопреципитации относительно контроля (PS1 дикого типа - 

PS1 wt) до опустошения депо с 1 мкМ тапсигаргина (Tg), принятого за 100%. 

Результаты были выражены как средства ± SEM. (p <0,05, n = 3).  

Для подтверждения усиленной активации STIM1 и его взаимодействия 

с каналами в ПМ после опустошения кальциевых депо, была проведена ко-
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иммунопреципитация STIM1 и Orai1 в клетках Neuro2a. После того как клетки 

обрабатывали HBSS или 0 Ca раствором с 1 мкг Tg в течение 8 мин при 

комнатной температуре, наблюдалось большее количество 

взаимодействующих STIM1 и Orai1 в клетках, экспрессирующих PS1 ΔE9 по 

сравнению с клетками, экспрессирующими PS1 дикого типа (Рисунок 36). 

Таким образом, данные свидетельствуют в пользу того, что изменения в 

амплитуде интегральных токов депо-управляемых каналов происходит в 

результате усиленной активации и перемещения сенсоров STIM1 к 

примембранной области, где они взаимодействуют с каналами Orai1. 

 Рисунок 37. Экспрессия PS1 ΔE9 не влияет на уровни экспрессии 

основных белков, регулирующих депо-управляемый вход. Клетки Neuro2a, 

экспрессирующие PS1 (PS1 wt) дикого типа человека или мутантный PS1 ΔE9, 

и нетрансфицированные (контрольные) клетки, анализировали путем 

иммуноблоттинга с поликлональными антителами к Orai1, Orai2, TRPC1, 

STIM2 и моноклональным антителам к STIM1. Уровень белка 

контролировалась иммуноблоттингом с моноклональными антителами к α-

тубулину. 
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3.12. Экспрессия PS1 ΔE9 не влияет на уровни экспрессии основных белков, 

регулирующих депо-управляемый вход, в клетках Neuro2a.  

Лизаты клеток Neuro2a, экспрессирующих PS1 ΔE9 или PS1 дикого 

типа, были проанализированы путем иммуноблоттинга с антителами к Orai1, 

Orai2 (Рисунок 37). Никаких различий в уровнях этих белков не было 

выявлено между клетками, экспрессирующими PS1 дикого типа или 

мутантный ген, а также между этими и контрольными клетками. Уровни 

экспрессии TRPC1 также оказались одинаковыми в клетках Neuro2, 

экспрессирующих мутантный ген или PS1 дикого типа, а также в 

нетрансфицированных клетках (Рисунок 37). Кроме того, мы провели 

иммуноблоттинг для белков STIM, которые являются переносчиками сигнала 

от ЭР к каналам в ПМ. Никаких изменений в уровнях этих белков по 

сравнению с контролем не было выявлено (Рисунок 37). Таким образом, 

экспрессия PS1 ΔE9 не влияет на уровень экспрессии основных субъединиц 

депо-управляемых каналов и их регуляторных белков в клетках Neuro2a. 

Следовательно, можно заключить, что гиперактивация депо-управляемых 

каналов была вызвана усилением перемещения STIM1 к области ПМ, но не 

вызвана изменениями уровня белков STIM1 или STIM2. 

Рисунок 38. Снижение экспрессии STIM1, но не STIM2, восстанавливает 

нормальную амплитуду ISOC в нейронах гиппокампа мыши с экспрессией PS1 
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ΔE9. Экспрессию белков подавляли с помощью shRNA против STIM1 (STIM1 

shRNA), против STIM2 (STIM2 shRNA), mock shRNA - контрольная shRNA. А. 

Вольтамперные характеристики ISOC в гиппокампальных нейронах с 

экспрессией PS1 Δ E9. Данные показаны как среднее ± SEM (p <0,05, n = 6-9). 

Б. Примеры развития амплитуды ISOC во времени на потенциале -80 мВ.    

3.13. Понижение экспрессии STIM1 восстанавливает амплитуду ISOC до 

контрольных значений в нейронах гиппокампа мыши, экспрессирующих PS1 

ΔE9. 

Для исследования роли STIM1 в гиперактивации депо-управляемых 

каналов в нейронах гиипокампа в мыши, экспрессирующих PS1 ΔE9, был 

осуществлен knock-down STIM1 с помощью специфической shRNA. 

Снижение экспрессии STIM1 уменьшило амплитуду ISOC до уровня 

контрольных значений (Рисунок 38, А, Б). Амплитуда токов ISOC при 

потенциале -70 мВ достигала максимума - 3,18 ± 0,729 пА/пФ в клетках с 

экспрессией мутантного гена и неактивной shRNA и -1,69 ± 0,404 пА/пФ в 

клетках с экспрессией мутантного гена и shRNA STIM1 (Рисунок 38, А, Б).  

Рисунок 39. Снижение экспрессии STIM1 или STIM2 не влияют на 

амплитуду ISOC в нейронах гиппокампа мыши. Экспрессию белков подавляли с 

помощью shRNA против STIM1 (STIM1 shRNA), против STIM2 (STIM2 shRNA), 

mock shRNA - контрольная shRNA. А. Вольтамперные характеристики ISOC в 
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гиппокампальных нейронах. Данные показаны как среднее ± SEM (p <0,05, n = 

7-9). Б. Примеры развития амплитуды ISOC во времени на потенциале -80 мВ.   

При этом снижение уровня экспрессии STIM1 в контрольных клетках и 

клетках, экспрессирующих PS1 дикого типа, не влияло ни на амплитуду тока, 

ни на другие его характеристики (Рисунок 39; Рисунок 40). Иммуноблоттинг 

показал отсутствие компенсационной избыточной экспрессии STIM2 в 

нейронах гиппокампа с нокаутом STIM1 (Рисунок 41).  

Рисунок 40. Снижение экспрессии STIM1 или STIM2 не влияют на 

амплитуду ISOC в нейронах гиппокампа мыши, экспрессирующих PS1 дикого 

типа (PS1 wt). Экспрессию белков подавляли с помощью shRNA против STIM1 

(STIM1 shRNA), против STIM2 (STIM2 shRNA), mock shRNA - контрольной 

shRNA А. Вольтамперные характеристики ISOC в гиппокампальных нейронах, 

экспрессирующих PS1 дикого типа (PS1 wt). Данные показаны как среднее ± 

SEM (p <0,05, n = 5-7). Б. Примеры развития амплитуды ISOC во времени на 

потенциале -80 мВ.   

Эти данные говорят о том, что STIM1 гиперактивирует депо-

управляемые каналы в нейронах гиппокампа с экспрессией PS1 ΔE9 

(«клеточной модели НБА»), но в контрольных («здоровых») нейронах STIM1, 

по всей вероятности, либо вообще не играет центральной роли в активации 

депо-управляемых каналов, либо его knock-down может быть полностью 
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скомпенсирован активностью STIM2. Преобладающую роль STIM2 в 

нейронах гиппокампа можно объяснить более чем двукратной разницей в 

уровне экспрессии по сравнению со STIM1 (Skibinska-Kijek et al., 2009). В то 

же время снижение экспрессии STIM2 с помощью shRNA не уменьшало 

амплитуду ISOC в клетках с экспрессией PS1 ΔE9, которая достигла максимума 

- 3,84 ± 0,405 пА/пФ (Рисунок 38). Иммуноблоттинг показал отсутствие 

компенсационной избыточной экспрессии STIM1 в нейронах гиппокампа с 

knock-down STIM2 (Рисунок 41). Понижение экспрессии STIM2 в 

контрольных клетках и клетках с экспрессией PS1 дикого типа не влияла на 

амплитуду тока (Рисунок 39; Рисунок 40). В то же время, важно отметить, что 

knock-down STIM2 привел к изменению формы вольтамперных характеристик 

токов, которые вместо линейных стали подобны ICRAC и имели характерный 

для токов, образованных Orai, Erev> 60 мВ (Рисунок 38; Рисунок 39; Рисунок 

40). Ранее было показано, что активация TRPC1 абсолютно зависит от наличия 

функционального Orai в клетках (Ambudkar et al., 2016). Роль активности Orai1 

для перемещения и встраивания каналов TRPC1 в ПМ также была 

продемонстрирована ранее (Cheng et al., 2011). Возможно, что STIM2 

регулирует активность Orai, которая необходима для перемещения и 

встраивания TRPC1 в ПМ в нейронах гиппокампа. 

 

 Рисунок 41. Результаты иммуноблоттинга лизатов культуры нейронов 

гиппокампа с экспрессией shRNA против STIM1 (STIM1 shRNA), против STIM2 

(STIM2 shRNA) или контрольной shRNA (Mock shRNA) в дополнение к 

экспрессии PS1 ΔE9 или PS1 дикого типа (PS1 wt) или в контрольных нейронах. 
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Белок STIM1 детектировали моноклональными антителами, а STIM2 

детектировали поликлональными антителомами. Уровень белка 

контролировался иммуноблоттингом с моноклональными антителами к α-

тубулину. 

3.13. Трансгенные Drosophila melanogaster, экспрессирующие мутантный ген 

PS1 ΔE9 в холинергических нейронах, демонстрирует зависимую от возраста 

потерю кратковременной памяти. 

Трансгенные Drosophila melanogaster широко используются для 

моделирования БА. Поскольку у мух не образуются Aβ-пептиды, как у 

человека, из-за существенной разницы в аминокислотной последовательности 

белка APP и пониженной активности β-секретазы, функция PS1 может быть 

изучена вне его роли в производстве Aβ (Moloney et al., 2010). Чтобы 

исследовать влияние экспрессии мутантного гена PS1 на потерю памяти в 

клетках, которые вовлечены в патологию БА, были выбраны холинергические 

нейроны ЦНС, поскольку их потеря является ярким признаком БА (Geula et 

al., 1989). В ЦНС дрозофил основная передача возбуждения обеспечивается 

холинергической системой. Используемая линия Cha-GAL4, содержит 

промотор холинэстеразы для экспрессии GAL4, который затем может 

запустить экспрессию генов под контролем промотера UAS специфически в 

холинергических нейронах (Salvaterra et al., 2001). Для создания модели НБА 

была создана трансгенная линия со вставкой в геном человеческого 

мутантного гена PS1 ΔE9 под контролем промотора UAS (UAS-PS1 ΔE9). Для 

этого осуществляли вставку в геном линии y1w1118. Скрещивание линии Cha-

GAL4 с UAS-PS1 ΔE9 затем дало линию с экспрессией человеческого PS1 ΔE9 

в холинергических нейронах (Cha-GAL4 UAS-PS1 ΔE9), что подтверждено 

иммуноблоттингом лизата головного мозга дрозофил с антителами, 

специфичным к человеческому PS1 (Рисунок 42, Б). Линия с экспрессией 

только GFP в холинергических нейронах (Cha-GAL4 UAS-GFP) 

использовалась в качестве контроля.  
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Половое поведение и ухаживание часто используются в качестве 

критерия в исследовании обучения и памяти у дрозофил (Siegel et al., 1979; 

Hall, 1994; Kamyshev et al., 1999; McBride et al., 2005; Bolduc et al., 2008; Choi 

et al., 2010; Chakraborty et al., 2011; Vartiainen et al, 2014). Самцы дрозофил 

выполняют характерную последовательность действий в поведении с самкой: 

ориентация, вибрация, лапанье, лизание, попытка копуляции (Hall, 1994). 

Процент времени, в течение которого самец проводит какое-либо из этих 

действий по отношению к цели называется Индекс Ухаживания (ИУ) (см. 

Материалы и методы) (Siegel et al., 1979). С помощью поведения ухаживания 

возможно осуществлять обучение самцов мух, которые учатся не 

воспринимать нерецептивную самку, которая была уже оплодотворена (Siegel 

et al., 1979; Hall, 1994). Неоплодотворенные самки обычно реагируют на 

ухаживания путем спаривания. Однако недавно спарившиеся самки 

невосприимчивы и имеют перекрывающийся, но измененный феромонный 

профиль, который самцы находят менее привлекательным, чем у девственных 

самок (Ejima et al., 2005; Ejima et al., 2007). Необученный самец в паре с 

оплодотворенной самкой изначально будет осуществлять ухаживание, но со 

временем снизит его интенсивность. После тренировки с оплодотворенной 

самкой память измеряется как уменьшение ИУ в отношении другой 

нерецептивной самки по сравнению с необученным контролем.  

Продолжительность жизни Drosophila melanogaster составляет около 60 

дней (во взрослой форме после вылупления); поэтому взрослая летящая 5-ти 

дневная муха относительно «молода», а муха 21-го дневная относительно 

«умеренно состарившаяся». Поскольку мутация PS1 ΔE9 приводит к 

проявлению симптомов от 40 до 45 лет (Hiltunen et al., 2000), для анализа 

памяти и обучения были использованы умеренно состарившиеся самцы в 

сравнении с молодыми самцами. Сначала были проанализированы самцы 5-ти 

дневного возраста, для которых определяли ИУ для проверки краткосрочной 

памяти после обучения. Через 1 час тренировки самцы сразу же перемещались 
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в чистую камеру с другой нерецептивной самкой. Для эксперимента 

использовали линию с экспрессией мутантного гена человека в 

холинэргических нейронах (Cha-GAL4 UAS-PS1 ΔE9), а в качестве контроля 

линию с экспрессией GFP в холинэргических нейронах (Cha-GAL4 UAS-GFP) 

и линию со вставкой человеческого гена, но без его экспрессии (UAS-PS1 

ΔE9).  

Рисунок 42. Трансгенные дрозофилы с экспрессией PS1 ΔE9 в 

холинэргической нервной системе демонстрируют нарушения 

кратковременной памяти с возрастом. А. Иммуноблоттинг лизатов мозга 

дрозофил линий y1w1118, UAS-PS1 ΔE9 и Cha-GAL4 UAS-PS1 ΔE9 с 

моноклональными антителами к PS1 CTF. Б. Анализ ИУ у дрозофил с 

экспрессией PS1 ΔE9 в холинэргической нервной системе (Cha-GAL4 UAS-PS1 

ΔE9) и контрольных линий (Cha-GAL4-GFP и UAS-PS1 ΔE9) в возрасте 5 и 21 

день. (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001, n=20).   

После обучения все линии продемонстрировали снижение ИУ по 

сравнению с необученными (Naïve) самцами, что доказывает нормальное 

состояние кратковременной памяти у молодых животных (Рисунок 42, Б). 

Затем мы проанализировали кратковременную память у 21-го дневных 

самцов. У всех линий было отмечено понижение ИУ по сравнению с 

молодыми самцами, что, по-видимому, связано с возрастными изменениями 

половой активности. Контрольные линии продемонстрировали снижение ИУ 
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после тренировки по сравнению с необученными самцами. В тоже время, 

линия с экспрессией мутантного гена человека PS1 ΔE9 не показывала 

изменений уровня ИУ после тренировки (Рисунок 42, Б). Таким образом, 

можно заключить, что экспрессия PS1 ΔE9 в холинергических нейронах 

самцов дрозофил приводила к потере кратковременной памяти, зависящей от 

возраста. 

Рисунок 43. 2-Аминоэтоксидифенилборат (2-APB) возвращает 

амплитуду ISOC к контрольным значениям в нейронах гиппокампа мыши, 

экспрессирующих PS1 ΔE9. А. Пример развития амплитуды ISOC во времени. К 

нейронам подавали 50 мкМ 2-APB для ингибирования тока. Б. Вольтамперные 

характеристики ISOC в нейронах гиппокампа мыши, экспрессирующих PS1 

ΔE9, после аппликации 50 мкМ 2-APB и контрольных интактных нейронов 

гиппокампа. Данные показаны как среднее ± SEM (p <0.05, n = 7–9) 

3.14. Ингибитор депо-управляемых кальциевых каналов 2-APB 

предотвращает потерю кратковременной памяти у трансгенных Drosophila 

melanogaster. 

2-Аминоэтоксидифенилборат (2-APB) является мощным и хорошо 

известным ингибитором депо-управляемых каналов (Bootman et al., 2002). 

Ингибирующая активность 2-APB на депо-управляемые каналы была доказана 

для нейронов (Koss et al., 2013). Аппликация 50 мкМ 2-APB для нейронов 

гиппокампа, экспрессирующих PS1 ΔE9 человека, понижала амплитуду ISOC 

до уровня контрольных значений. Амплитуда тока уменьшалась до - 1,46 ± 
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0,601 пА/пФ, что почти соответствовало контрольной величине - 1,05 ± 0,242 

пА/пФ (Рисунок 43 А и Б).  Гиперактивация депо-управляемых каналов 

нейронах может быть причиной дефицита памяти у мух с экспрессией 

человеческого мутанта PS1 ΔE9. Чтобы исследовать роль депо-управляемых 

каналов в патологических изменениях в модели БА, мухам ежедневно 

добавляли в пищу 400 мкМ 2-APB, растворенные в ДМСО. Препарат 

добавляли в пищу самцов, которых кормили новой смесью с пищей каждый 

день в течение 7 дней до начала теста. В качестве контроля использовали 

кормление с нормальной пищей и кормление с добавлением ДМСО в пищу. 

Мы наблюдали значительное снижение половой активности после кормления 

ДМСО, что можно объяснить отрицательным эффектом ДМСО на здоровье 

дрозофил (Mollet et al., 1974; Nazir et al., 2003). Однако принципиально, что 

для обоих контролей – обычной пищи и ДМСО – в возрасте 21-го дня не было 

обнаружено существенной разницы в ИУ между обученными и необученными 

самцами, экспрессирующими PS1 ΔE9 в холинергических нейронах, что 

указывает на дефицит памяти. В тоже время, у группы, в пищу которой 

добавляли 2-APB, было обнаружено сохранение работы кратковременной 

памяти в том же возрасте (Рисунок 44). 

  

 

 

 

 

 

Рисунок 44. Предотвращение потери кратковременной памяти у 

дрозофил с экспрессией PS1 ΔE9 в холинэргической нервной системе с 

помощью 2-APB.  В течение 7 дней в еду для мух добавляли 400 мкМ 2-APB или 
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в качестве контроля добавляли ДМСО 0,4% или давали обычную еду. ИУ 

оценивали на 21-й день жизни мух. Данные показаны как среднее ± SEM (** p 

<0,01, n = 20) 

3.15. Активность депо-управляемых каналов, образованных субъединицами 

Orai, может быть связана с чувствительностью нейронов к окислительному 

стрессу.  

Окислительный стресс - процесс, вовлеченный во многие 

патологические состояния нервной системы, такие как Болезнь Альцгеймера 

и Паркинсона, инсульт и травма. Окислительный стресс происходит из-за 

дисбаланса между производством супероксида в митохондриях и 

недостаточного уровня инактивации реактивных форм кислорода (ROS). Один 

из основных путей защиты нейронов от ROS зависит от продукции глутатиона 

(GSH), трипептида, состоящий из глутамата, цистеина и глицина, в 

образовании которого участвуют ферменты глутамат-цистеин-лигаза и GSH-

синтетаза. В своем восстановленном состоянии GSH служит донором 

электрона для инактивации ROS и, таким образом, окисляется с образованием 

GSH-дисульфида. Восстановление GSH из дисульфида опосредуется GSH-

редуктазой в реакции с потреблением NADPH (Dringen et al., 2000). 

Рисунок 45. Чувствительные (S) и резистентные (R) к окислительному 

стрессу клетки линии HT22 имеют разные характеристики ISOC.  А. 
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Вольтамперные характеристики ISOC в клетках HT22S и HT22R. Данные 

показаны как среднее ± SEM (p <0,05, n = 7-9) 

Модели с истощением GSH служат для изучения эффектов эндогенного 

окислительного стресса. В экспериментах in vitro обработка нервных клеток 

глутаматом приводит к ингибированию поглощения цистина через систему 

антипорта глутамат/цистин. В клетках, цистин быстро превращается в 

цистеин, который используется для синтеза GSH. Понижение уровня цистина 

вызывает вторичное истощение GSH и программируемую смерть клетки 

путем окситоза/ферроптоза (Albrecht et al., 2010; Dixon et al., 2012) Для 

изучения окситоза/ферроптоза хорошо зарекомендовала себя модельная 

система глутамат-индуцированной гибели клеток в клеточной линии 

гиппокампа мыши HT22, которая широко использовалась для изучения 

сигнального каскада гибели клеток (Albrecht et al., 2010). В процессе 

программируемой гибели клетки путем окситоза/ферроптоза в таких клетках 

происходит сильный вход кальция через ПМ. Было обнаружено, что этот вход 

кальция блокируется фармакологическим агентом 2-APB, который повышает 

выживаемость клеток при высоких концентрациях глутамата (Henke et al., 

2013). Из линии HT22 были выделены две линии HT22S и HT22R, которые 

отличались своей чувствительностью к окислительному стрессу (S-

чувствительные и R-резистентные) (Sahin et al., 2006; Dittmer et al., 2008; 

Toutzaris et al., 2010; Noack et al., 2012). Было обнаружено, что депо-

управляемый вход кальция значительно снижен в резистентных клетках, что, 

по всей вероятности, связано с меньшим уровнем экспрессии белка Orai1. 

Снижение экспрессии Orai1 в этих клетках также увеличивал выживаемость 

чувствительных клеток в условиях высокой концентрации глутамата (Henke et 

al., 2013). Для того, чтобы подтвердить роль Orai1 в депо-управляемом входе, 

активируемом при окситозе, были проведены электрофизиологические 

эксперименты с опустошением кальциевых депо с помощью 1 мкМ Tg в 

клетках линии HT22S и линии HT22R. Полученные данные 
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продемонстрировали различия в характеристиках токов депо-управляемого 

входа кальция в этих двух линиях. Обнаружено, что вольтамперные 

характеристики токов в клетках HT22R имели линейную форму, характерную 

для каналов, образованных TRPC, в то время как у линии HT22S они имели 

форму, характерную для токов ICRAC и Orai1 (Рисунок 45 А). Остальные 

характеристики токов не отличались между двумя линиями (Рисунок 45, А, Б). 

Следовательно, депо-управляемый вход кальция через каналы Orai1 может 

влиять на чувствительность нейронов к окислительному стрессу.  Также 

полученные данные согласуются с описанной ранее нейропротекторной 

ролью TRPC1 (Selvaraj et al., 2009). Более того, данные могут служить 

возможным объяснением положительного эффекта 2-APB для нейронов 

животных моделей наследственной БА.  
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4. ОБСУЖДЕНИЕ 

4.1. Изменения в активности каналов при повышении уровня неразрезанного 

белка PS1 связаны с уровнем его эндопротеолиза, но не связаны с активностью 

γ-секретазы и с уровнем Aβ. 

Повышение уровня PS1 путем экспрессии PS1 D257A привело к 

увеличению депо-управляемого входа кальция в клетках мышиных 

фибробластов MEF DKO с двойным нокаутом PS1 и PS2. Поскольку PS1 

D257A не функционирует как субъединица γ-секретазы, а в фибробластах 

DKO нет эндогенной функциональной γ-секретазы, наблюдаемый эффект не 

мог быть связан с изменением уровня Aβ. Более того, именно повышенный 

уровень полноразмерного PS1 был связан с повышением активации депо-

управляемых каналов и входа кальция в клетках MEF DKO, клетках Neuro2a и 

нейронах гиппокампа, что позволяет исключить роль PS2. Эти данные важны 

для понимания роли PS1 в патологии БА, помимо его участия в расщеплении 

APP γ-секретазой для образования Aβ. Фактически, наследственная БА не 

связана с мутациями в других субъединицах γ-секретазы, что указывает на то, 

что, может быть, не только потеря или изменение функции γ-секретазы 

отвечает за патогенность мутаций PS1. Важным фактом является также то, что 

экспрессия PS1 дикого типа не вызывала изменений входа кальция в нейронах 

и клетках Neuro2a. Это, по-видимому, происходит потому, что уровень 

эндопротеолиза в случае белка дикого типа был нормальным, как это следует 

из отношения количества полноразмерного PS1 к его концевому фрагменту. 

Таким образом, снижение уровня эндопротеолиза PS1 является ключевым 

фактором, ответственным за наблюдаемое увеличение активации депо-

управляемых кальциевых каналов. Также следует отметить, что 

фармакологическое ингибирование эндопротеолиза нативного мышиного PS1 

или экспрессированного человеческого PS1 дикого типа приводило к 

усилению активации каналов также, как и в экспериментах с PS1 D257A не 

имеющего ферментативной активности. Принимая во внимание, что 
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большинство связанных с наследственной БА мутаций в гене белка PS1 

являются мутациями с потерей функции (Kim et al., 2008), наблюдаемые 

эффекты могут быть общими для таких наследственных форм. 

4.2. Изменения в активности депо-управляемых каналов может быть связано с 

патологией наследственной БА.  

Растущее количество доказательств указывает на то, что нарушения 

гомеостаза кальция в нейронах играет роль в патологии при 

нейродегенеративных заболеваниях. Многие исследования показали, что 

нарушение гомеостаза кальция является частью клеточной патологии при 

болезни Альцгеймера (Berridge et al, 2013). Депо-управляемый вход кальция 

участвует в важных процессах в нейронах: от дифференциации клеток-

предшественников нейронов, до роста аксона, высвобождения 

нейротрансмиттеров, LTP, экспрессии генов, регуляции возбудимости и 

энергетического метаболизма (Emptage et al., 2001; Baba et al., 2003; Emptage 

et al., 2001; Baba et al., 2003; Kann et al., 2012; Mitchell et al., 2012; Shim et al., 

2013; Somasundaram et al., 2014; Sun et al., 2014). В связи с этим нарушение 

регуляции депо-управляемых каналов может стать основой патологических 

процессов, сопровождающих болезнь Альцгеймера. Увеличение депо-

управляемого входа кальция было продемонстрировано на лимфоцитах 

пациентов со спорадической болезнью Альцгеймера (Jaworska et al., 2013). В 

клеточных моделях БА с экспрессией белков PS1 c пониженной 

энзиматической активностью и эндопротеолизом, которые приводят к 

накоплению полноразмерного белка были смоделированы условия, 

обнаруженные в тканях головного мозга пациентов с БА, имеющих мутации в 

гене белка PS1. В частности, мутация ΔE9 приводит к потере эндопротеолиза 

и накоплению полноразмерного белка PS1, также как фармакологическое 

ингибирование эндопротеолиза или экспрессия белка PS1 D257A с 

отсутствием ферментативной активности. Вне зависимости от способа 

увеличения количества полноразмерного белка, в результате в клетках 
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происходило увеличение депо-управляемого входа кальция. Данные, 

полученные на трасгенных дрозофилах, также говорят в пользу того, что 

увеличенная активность депо-упраляемых каналов может быть причиной 

развития патологии при НБА, в частности потери кратковременной памяти. 

Данные полученные другой группой на трансгенных мышах, 

экспрессирующих PS1 с той же мутацией, подтверждают, что и в нейронах 

млекопитающих усилинная атктивность депо-управляемых каналов может 

приводить к патологии синаптической пластичности (Hu et al., 2014).  

4.3. Сенсор STIM1 является ключевым переносчиком патологического 

сигнала к депо-управляемым каналам и вызывает их гиперактивацию. 

 Депо-управляемые каналы регулируются сенсорами кальция STIM, 

которые передают сигнал от ЭР к кальциевым каналам в ПМ. В результате 

экспериментов на клеточных моделях БА были обнаружены усиленное 

перемещение STIM1 к ПМ и увеличенное количество взаимодействующих 

белков STIM1-Orai1. В тоже время, в клеточных моделях не было обнаружено 

изменений в экспрессии STIM1. Кроме того, снижение экспрессии STIM1 

восстанавливало амплитуду тока ISOC в нейронах, с экспрессией мутантного 

человеческого гена PS1 ΔE9, до контрольных значений. Напротив, снижение 

экспрессии STIM2 не изменяло амплитуду токов. Эти данные указывают на 

специфическую роль STIM1 в качестве переносчика патологического сигнала 

на депо-управляемые каналы.  

Интересно, что понижение экспрессии STIM2 меняло форму 

вольтамперных характеристик тока на характерную для ICRAC, Erev которого 

находится в значительно более положительных значениях. Это может быть 

связано с изменениями в регуляции каналов, образованными TRPC. STIM1 и 

STIM2 могут действовать синергически, если оба активируются в случае 

опустошения депо сильными рецепторными стимулами. В тоже время STIM2 

может работать, как переносчик сигнала, независимо от STIM1 (Brandman et 

al., 2007). Полученные данные не исключают, что в нормальных нейронах 
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гиппокампа оба сенсора STIM1 и STIM2 регулируют депо-управляемые 

каналы. Поскольку перекрестная активность STIM1 и STIM2 в отношении 

каналов была продемонстрирован ранее (Shalygin et al., 2015), мы 

предполагаем, что снижение уровня экспрессии STIM1 может быть 

скомпенсировано активацией STIM2 в контрольных нейронах. Кроме того, 

возможно, что STIM2 играет более важную роль в регуляции депо-

управляемых каналов в гиппокампальных нейронах, поскольку STIM2 

экспрессируется в них практически вдвое больше, чем STIM1. Эти данные 

согласуются с ранее продемонстрированной ролью STIM2 в регуляции депо-

управляемого входа кальция в нейроны гиппокампа (Berna-Erro et al., 2009). 

Ингибитор 2-APB снижает активность депо-управляемых каналов в 

гиппокампальных нейронах, экспрессирующих мутантный ген человека PS1 

ΔE9, понижая амплитуду тока до контрольных значений. Ранее было показано, 

что 2-APB ингибирует активированный Tg депо-управляемый вход кальция в 

нейронах, экспрессирующих YFP-STIM1/Orai1, но не оказывает такого же 

ингибирующего эффекта в нейронах, экспрессирующих YFP-STIM2/Orai1 

(Gruszczynska-Biegala et al., 2011). Это наблюдение согласуется с 

полученными данными, так как патологический депо-управляемый ток был 

чувствителен к 2-APB, а также к снижению экспрессии STIM1 с помощью 

shRNA. 

STIM1 способен регулировать как каналы, образованные Orai, так и 

образованные TRPC (Strübing et al., 2003; Asanov et al., 2015). Следовательно, 

усиление его активации может привести к одновременному усилению 

активности каналов, образованных как одним, так и другим типом 

субъединиц. Erev для токов каналов TRPC составляет не более 20 мВ (Ambudkar 

et al., 2016; Ong et al., 2016), тогда как Erev для Orai превышает 50 мВ (DeHaven 

et al., 2007). В клетках Neuro2a и нейронах гиппокампа мы наблюдали Tg-

индуцированную активацию токов с Erev примерно 35 мВ или 30 мВ. 

Возможно, что при записи интегрального тока оба типа каналов (TRPC и Orai), 
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активируются одновременно. При этом другие исследования показывают, что 

участие и TRPC, и Orai в формировании гетеромерного канала маловероятно 

(Shalygin et al., 2017). При этом активность TRPC зависит от Orai (Shalygin et 

al., 2017). Данные полученные на контрольных нейронах и нейронах, 

моделирующих НБА, в которых было осуществлено снижение экспрессии 

белков TRPC1 и Orai1, также говорят в пользу того, что каналы, образованные 

этими белками, работают одновременно в случае нормального и 

патологического депо-управляемого входа кальция.  

4.4. Трасгенные Drosophila melanogaster с экспрессией мутантного гена 

человека PS1 ΔE9 в холинэргической нервной системе демонсрируют потерю 

кратковременной памяти. 

Drosophila melanogaster имеет только один гомолог dSTIM, который 

структурно подобен белку STIM человека (Williams et al., 2001) и аналогичным 

образом регулирует депо-управляемые кальциевые каналы (Roos et al., 2005). 

Было показано, что депо-управляемые кальциевые каналы играют важную 

роль в нейронах дрозофилы (Venkiteswaran et al., 2009). Данные полученные 

на моделях НБА с экспрессией мутантного гена человека PS1 ΔE9 в 

холинергических нейронах продемонстрировали зависимую от возраста 

потерю кратковременной памяти. Поскольку ранее было показано, что 

фармакология депо-управляемых каналов в нейронах дрозофилы сходна с 

каналами в клетках млекопитающеих, 2-APB может использоваться как 

ингибитор (Wu et al., 2011). Семь дней кормления с 2-APB предотвращали 

нарушения памяти мух, моделирующих HБА, по сравнению с контрольными 

группами, употреблявшими обычную пищу или пищу с ДМСО. В целом 

результаты показывают важную роль депо-управляемых каналов и 

кальциевого гомеостаза в патологических изменениях памяти у модельных 

дрозофил. Похожие данные были ранее получены с другой моделью БА на 

основе дрозофилы: у мух была обнаружена потеря памяти, развивающаяся с 

возрастом, в связи с экспрессией PS1 с потерей ферментативной активности в 
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нейронах. Был предложен клеточный механизм, включающий сигнал 

рецептора IP3R (McBride et al., 2010). Фактически депо-управляемые каналы 

могут регулироваться IP3R. Более того для нейронов дрозофил было показано, 

что активность депо-управляемых каналов также оказывает влияние на 

уровень выброса кальция через IP3R, а dSTIM может компенсировать 

изменения в кальциевом гомеостазе нейронов при потере функции IP3R 

(Venkiteswaran et al., 2009; Agrawal et al., 2010). Таким образом, 

гиперактивация депо-управляемых каналов может быть вовлечена в 

нарушения памяти, обнаруженные и у этих моделей БА, так как, фактически, 

вовлечена в один и тот же сигнальный путь. Относительно недавно 

исследование с трансгенными мышам APPswe / PS1 ΔE9 показало, что 2-APB 

уменьшал дефицит LTP в срезах гиппокампа (Hu et al., 2014). Таким образом, 

данные полученные на разных моделях свидетельствуют в пользу того, что 

изменения активности депо-управляемых каналов могут быть вовлечены в 

потерю памяти при наследственной форме БА. 

4.5. Производные 2-APB могут использованы для разработки новых 

потенциальных лекарственных препаратов для лечения нейродегеннерации 

при НБА. 

 Данные с использованием 2-APB в качестве ингибитора патолгического 

входа кальция в клеточных и животных моделях НБА убедительно 

демонсрируют потенциал этого вещества и его производных для дальнейших 

разработок потенциальных лекарственных препаратов. Очевидно, что свою 

активность 2-APB проявляет за счет регуляции клеточного кальциевого 

гомеостаза. Возможным механизмом действия против нейродегенеравтиных 

процессов является снижение чувствительности нейронов к окислительному 

стрессу (Henke et al., 2013).  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В целом, результаты работы показывают, что нарушения регуляции 

кальциевого гомеостаза действительно играют важное значение в процессах 

нейродегенерации при НБА. Важным аспектом этих процессов являются 

нарушения активности депо-управляемых кальциевых каналов, 

фармакологическое действие на которые, возможно использовать в качестве 

механизма действия новых препаратов. В качестве молекулярной мишени для 

разработок может быть использован кальциевый сенсор STIM1, 

регулирующий активность депо-управляемых кальциевых каналов, и 

вызывающий их гиперактивацию в случае с патологией НБА, вызванной 

накопление полноразмерного PS1. Более того, впервые было 

продемонстрировано, что кальциевые каналы, участвующие в патологическом 

входе кальция при НБА, образованы белками Ora1 и TRPC1. Поскольку 2-APB 

способен предотвращать потерю кратковременной памяти, блокируя 

активность  депо-управляемых кальциевых каналов, то возможно, что 

производные 2-APB могли бы послужить перспективным предметом 

дальнейшего исследования, а также разработки лекарств. 

  



142 
 

ВЫВОДЫ 

1. Экспрессия гена человека с мутацией PS1 DE9, связанной с НБА,  

в нейронах гиппокампа мышей и нейробластоме мыши линии Neuro2a 

приводит к увеличению амплитуды депо-управляемого входа кальция.    

4.  Патологические изменения в регуляции депо-управляемых 

кальциевых каналов в клеточных моделях НБА происходят за счет 

гиперактивности кальциевых сенсоров STIM1. 

3. Изменения в активности депо-управляемых каналов и амплитуде 

входа кальция в клеточных моделях НБА не связано с изменениями уровня 

экспрессии основных каналообразующих и регуляторных белков депо-

управляемого входа кальция. 

4. Патологические изменения в регуляции депо-управляемых 

кальциевых каналов в клеточных моделях НБА происходят за счет активности 

кальциевых сенсоров STIM1, передающим патологический сигнал к каналам 

в плазматической мембране. 

5.  Белки TRPC1 и Orai1 участвуют в образовании депо-управляемых 

каналов в нейронах гиппокампа мыши и вовлечены в патологически 

увеличенный вход кальция в клеточных моделях НБА.  

6. Экспрессия мутантного гена человека PS1 DE9 в нейронах 

холинергической нервной системы трансгенных Drosophila melanogaster 

приводит к возрастным нарушениям кратковременной памяти, что 

подтверждает фенотипическое проявление НБА в этой модели. 

7. Ингибитор депо-управляемых кальциевых каналов 2-APB, 

действующий на сенсор STIM1, восстанавливает функцию памяти в 

трансгенных Drosophila melanogaster, экспрессирующих мутантный ген 

человека PS1 DE9 в нейронах холинергической нервной системы. 
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