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ВВЕДЕНИЕ 

 Освобождение нейромедиатора из пресинаптических нервных 

окончаний является ключевым этапом нейропередачи. Молекулы нейромедиатора 

упакованы в синаптические везикулы (СВ), которые путем экзоцитоза 

освобождают нейромедиатор в синаптическую щель в ответ на вход ионов 

кальция через потенциал-зависимые кальциевые каналы (Mateos-Aparicio, 

Rodriguez-Moreno, 2020). Экзоцитоз СВ – тонко регулируемый процесс, во 

многом определяющий пластичность нейропередачи. Эффективность экзоцитоза 

зависит не только от функционирования собственно аппарата слияния мембран, 

но и доставки (мобилизации) везикул в сайты экзоцитоза (активные зоны) 

(Brunger et al., 2019; Held et al., 2020; Bonnycastle et al., 2021). В качестве 

элементов, регулирующих экзоцитоз, выступают сами молекулы 

нейромедиаторов, ко-нейромедиаторы, а также разнообразные пептиды и 

гормоны. В итоге процесс нейросекреции тонко регулируется, что адаптирует 

синаптическую передачу к текущей электрической активности нейронов 

(Koroleva et al., 2020; Traina, 2020). 

 Потенциальными модуляторами нейропередачи, в том числе на 

уровне пресинаптической мембраны, являются холестерин-подобные молекулы. 

Отчасти это определяется высокой тропностью синаптических мембран к 

холестерину, который используется для построения липидных рафтов, где 

расположены важные белки, обеспечивающие экзо-эндоцитоз и рецепцию 

нейромедиатора. Особенно высоко содержание холестерина в мембранах СВ 

(Krivoi, Petrov, 2019). Ранее было показано, что важный метаболит мозгового 

холестерина – 24-гидроксихолестерин – способен через негеномный и геномный 

механизмы регулировать освобождение нейромедиатора (Ohyama et al., 2006; Paul 

et al., 2013; Kasimov et al., 2017; Mukhutdinova et al., 2018; Mukhutdinova et al., 

2019). В рамках представленной работы мы сосредоточились на схожей по 



8 
 

строению молекуле 25-гидроксихолестерине (25ГХ). 25ГХ в наномолярных 

концентрациях присутствует в норме в нейрональных тканях, и его уровень 

значительно возрастает при индукции воспаления. В последнем случае 

микроглиальные клетки и макрофаги начинают интенсивно продуцировать 25ГХ 

из холестерина (Liu et al., 2018). Уровень 25ГХ также возрастает при ряде 

нейродегенеративных заболеваний, в том числе при боковом амиотрофическом 

склерозе (БАС) (Zakyrjanova et al., 2021), который сопровождается ранним 

нарушением нервно-мышечной передачи, зачастую предшествующий гибели 

нейронов и последующей тяжелой мышечной атрофии (Kim et al., 2017). Однако 

влияние 25ГХ на нервно-мышечную передачу не изучено. Также в поле наших 

интересов попало синтетическое производное холестерина – олесоксим (4-

холестен-3-он оксим), поскольку это производное холестерина в ряде моделей 

нейродегенеративных заболеваний, в том числе при БАС, проявляет 

нейропротекторные свойства (Weber et al., 2019). Ранние работы нашей 

лаборатории выявили его способность усиливать экзоцитоз и стабилизировать 

липидные микродомены в пресинаптических нервных окончаниях лягушки 

(Kasimov et al., 2016). При этом данных о его влиянии на синаптическую передачу 

у млекопитающих нет.  

Цель и задачи исследования. Целью данного исследования являлось 

изучение эффектов и механизмов действия двух производных холестерина (25-

гидроксихолестерина и олесоксима) на синаптическую передачу в нервно-

мышечном соединении мыши.  

Задачи: 

1. С использованием электрофизиологического и флуоресцентного методов 

оценить влияние 25ГХ на экзоцитоз и мобилизацию синаптических везикул, а 

также на амплитудно-временные параметры постсинаптических ответов. 
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2. Выявить сигнальные молекулы и пути, задействованные в реализации 

эффекта 25ГХ на процессы экзоцитоза и мобилизации синаптических везикул. 

3. Изучить ранние структурные и функциональные изменения в нервно-

мышечном синапсе в модели БАС и оценить влияние на них 25ГХ. 

4. Выявить влияние и механизмы действия олесоксима на экзоцитоз и 

мобилизацию синаптических везикул, а также на амплитудно-временные 

параметры постсинаптических ответов. 

Положения, выносимые на защиту 

1. 25ГХ двунаправленно модулирует нервно-мышечную передачу, действуя 

пресинаптически через изменения в мобилизации СВ. Способность 25ГХ 

усиливать мобилизацию СВ зависит от ассоциированных с липидными рафтами 

LX-рецепторов, активация которых запускает сигнальный путь ЭРα/Gi-белок/βγ-

димер G-белка/ФЛС/Ca
2+

/ПКС путь. 

2. 25ГХ способен препятствовать альтерациям свойств синаптических 

мембран у мышей с моделью БАС. В частности, 25ГХ предотвращает разрушение 

липидных рафтов при остром применении, а при хроническом введении 

дополнительно препятствует появлению признаков дисфункции нервно-

мышечного соединения (повышение уровня внеклеточного холина, перекисное 

окисление липидов, фрагментация кластеров никотиновых ацетилхолиновых 

рецепторов). 

3. Нейропротекторная молекула олесоксим ограничивает высвобождение 

нейромедиатора через активацию анион-транспортного белка пресинаптической 

мембраны, транспорт хлора через который подавляет экзоцитоз и мобилизацию 

синаптических везикул. 

Научная новизна работы 

Исследования эффектов производных холестерина на различные клеточные 

процессы в последние годы становятся актуальными, поскольку холестерин и его 
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производные играют важную роль не только в построении мембраны, но и в 

межклеточной сигнализации и регуляции метаболизма липидов (Krivoi, Petrov, 

2019). Результаты проведенной нами работы позволили выявить эффекты двух 

оксистеринов в субмикромолярных концентрациях на нервно-мышечную 

передачу в диафрагме мыши и раскрыть механизмы их действия. Впервые нами 

было обнаружено, что 25-гидроксихолестерин (эндогенный гидроксистерин) 

способен усиливать мобилизацию синаптических везикул и последующий 

экзоцитоз, а полученный синтетическим способом олесоксим, наоборот, 

ограничивает этот процесс. Также был раскрыт новый сигнальный путь действия 

25ГХ, зависимый от активации мембранных Х-рецепторов печени (LX-

рецепторы), Gi-белка и его βγ-димера. В итоге это приводит к активации 

фосфолипазы С (ФЛС) с последующим выбросом кальция из депо и стимуляции 

протеинкиназы С (ПКС). Также впервые обнаружено, что на досимптомной 

стадии у мышей с моделью БАС (mSOD мыши), изменяются свойства 

синаптических мембран (снижение целостности липидных рафтов, увеличение 

текучести мембраны, перекисное окисление липидов), а 25ГХ способен устранять 

эти нарушения. Впервые нами было показано, что олесоксим способен замедлять 

нервно-мышечную передачу, а анион-транспортный белок плазматической 

мембраны (предположительно VDAC), активируемый олесоксимом, участвует в 

регуляции экзоцитоза и мобилизации синаптических везикул. Индуцируемый 

олесоксимом механизм пресинаптического ингибирования связан с притоком 

ионов хлора в пресинаптическое нервное окончание. Это впервые указывает на 

существование хлор-зависимого угнетения нервно-мышечной передачи в синапсе 

мыши.  

Научно-практическая значимость работы 

В работе впервые получены данные, расширяющие представление о 

влиянии производных холестерина, 25ГХ и олесоксима, на синаптическую 

передачу, в частности на нервно-мышечную. Ряд литературных данных 

свидетельствует о том, что 25ГХ является важным регулятором иммунного ответа 
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и усиленно вырабатывается при БАС (Cyster et al., 2014; Jang et al., 2016; Kim et 

al., 2017; Cao et al., 2020). В свою очередь, олесоксим имеет нейропротекторные 

свойства при различных нейродегенеративных заболеваниях за счет угнетения 

образования митохондриальной поры (Weber et al., 2019). В нашей работе было 

показано, что 25ГХ и олесокcим в субмикромолярных концентрациях имеют 

выраженные эффекты на нервно-мышечную передачу. Раскрытие механизмов 

действия этих стеринов позволило обнаружить новые пути регуляции нервно-

мышечной передачи, что может быть применено в будущем при разработке 

методов модуляции синаптической передачи. Основываясь на полученных в 

работе фактах, можно утверждать, что оксистерины являются важным классом 

нейромодуляторов, которые можно использовать для коррекции нервно-

мышечных дисфункций. Результаты научной работы вносят вклад в концепцию о 

производных холестерина, как мощных регуляторов физиологических процессов.  

Методология и методы исследования 

В экспериментах применялось несколько методов, позволяющих оценить 

взаимосвязанные аспекты синаптической передачи. Эксперименты проводились 

на изолированных нервно-мышечных препаратах диафрагмы мыши. 

Использовали электрофизиологический метод для регистрации миниатюрных 

(МПКП) и вызванных (ПКП) потенциалов концевой пластинки с помощью 

стеклянных микроэлектродов. Для слежения за динамикой везикулярных 

процессов экзо-эндоцитоза использовали краситель FM1-43. Для раскрытия 

механизма действия оксистеринов применяли различные флуоресцентные 

красители: MitoSox и CM-H2DCFDA (детекция активных форм кислорода), MEQ 

(изменение уровня хлора), Oregon Green® 488 BAPTA-1 (изменение уровня 

цитозольного кальция), Amplex® Red Hydrogen Peroxide Kit (изменение уровня 

перекиси водорода), Amplex® Red Acetylcholine Assay Kit (изменение уровня 

холина). Также применялись чувствительные к липидному микроокружению 

красители: субъединица B холерного токсина (ХТ-В), BODIPY FL C5-ганглиозид 



12 
 

GM1, 22NBD-холестерин, F2N12S, BODIPY™ FL C5-церамид, Image-iT BODIPY 

581/591 C11. 

Степень достоверности и апробация результатов 

Количество проведенных экспериментов, статистическая обработка данных 

и соответствие результатов поставленным задачам являются основанием для 

подтверждения достоверности. Все результаты исследования опубликованы в 

ведущих рецензируемых журналах, соответственно, прошли все этапы 

независимой экспертизы. 

Результаты диссертации представлены на следующих всероссийских и 

международных конференциях: I всероссийская конференция и школа с 

международным участием "Оптогенетика и оптофармакология" (Санкт-

Петербург, 2018); всероссийская научно-практическая конференции с 

международным участием "Фундаментальная и клиническая электрофизиология 

сердца" (Казань, 2018); FENS Forum (Berlin, Germany, 2018); всероссийская с 

международным участием школа-конференция молодых ученых "Биосистемы: 

организация, поведение, управление" (Нижний Новгород, 2019, 2021); 

международный молодежный научный форум "ЛОМОНОСОВ-2019" (Москва, 

2019); X всемирный конгресс нейробиологов IBRO (Южная Корея, 2019; Польша, 

2020); VII молодѐжная школа-конференция по молекулярной и клеточной 

биологии Института цитологии РАН (Москва, 2020). 

Публикации 

По материалам диссертации было опубликовано 20 работ, среди которых 11 

статей в журналах из списка, рекомендованного ВАК. 

Личный вклад диссертанта в исследования 

Планирование исследования, разработка схем эксперимента, выполнение 

экспериментов, обработка и анализ полученных данных и оформление 

публикаций проходили при личном участии диссертанта. 
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Структура и объем диссертации 

Диссертационная работа содержит 155 страниц машинописного текста и 

включает список сокращений, обзор литературы, описание материалов и методов, 

результаты, их обсуждение, заключение и выводы. Список литературы включает 

285 источника. В работе представлены 1 таблица и 30 рисунков. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 
 

ГЛАВА 1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Процесс синаптической передачи в нервно-мышечном соединении 

Химические синапсы высвобождают нейромедиатор из СВ кальций-

зависимым путем (рис. 1). СВ сливаются с плазматической мембраной и 

высвобождают молекулы нейромедиатора (экзоцитоз). Молекулы нейромедиатора 

диффундируют в синаптическую щель, что приводит к активации или 

ингибированию постсинаптического компартмента (Stojilkovic, 2005). Далее СВ 

вновь образуются из пресинаптической мембраны (в процессе эндоцитоза), после 

чего приобретают готовность повторно участвовать в экзоцитозе. Данный процесс 

носит название «рециклирование СВ» (Rizzoli, 2014).  

Периферический нервно-мышечный синапс является удобным объектом для 

исследования нейропередачи, в частности пресинаптических процессов, 

поскольку в отличие от большинства центральных синапсов он содержит намного 

больше СВ. Особенностью нервно-мышечного синапса является устройство 

синаптической щели, содержащей базальную мембрану, и постсинаптический 

аппарат, представленный складчатой мембраной (Slater, 2017). 

 

Рис. 1. Схематическое изображение нервно-мышечного синапса. В 

пресинаптической области СВ формируют скопления пулов (резервный, 
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рециклирующий пул, пул, готовый к высвобождению). СВ содержат 

нейромедиатор, который высвобождается в синаптическую щель после слияния 

СВ с пресинаптической мембраной в активной зоне. Нейромедиатор связывается 

с никотиновыми ацетилхолиновыми рецепторами, находящимися на гребнях 

складок постсинаптической мембраны, вызывая деполяризацию мембраны, с 

последующей активацией потенциал-зависимых Na-каналов (располагаются в 

углублениях складок). 

1.1.1 Механизмы, обуславливающие процессы экзо- и эндоцитоза 

синаптических везикул 

Экзоцитоз СВ включает себя несколько этапов и происходит с участием 

белкового SNARE-комплекса и регулируется синаптотагмином, Ca
2+

-

связывающим белком, встроенным в мембрану СВ (Sollner, 2003). На этапе 

докирования белки VAMP, закрепленные в мембране СВ, образуют связи с 

белками плазматической мембраны синтаксином и SNAP25 (Rothman, Warren, 

1994). В результате образования такого комплекса происходит скручивание 

SNARE-белков (VAMP, синтаксин, SNAP25), приводящее к максимальному 

сближению СВ и пресинаптической мембран вплоть до их слияния (Zefirov et al., 

2009). Вход ионов кальция активирует синаптотагмин, что приводит к 

доскручиванию SNARE-комплекса и экзоцитозу. После слияния синаптических 

везикул образованный белковый комплекс очень стабилен, и для нового раунда 

слияния необходима его разборка с участием шаперона NSF и энергии гидролиза 

АТФ (Rizo, 2018). 

После экзоцитоза и высвобождения нейромедиатора происходит 

образование СВ из пресинаптической мембраны эндоцитозом. Один из основных 

путей эндоцитоза зависит от сборки белкового покрытия из клатрина и 

адаптерных белков. Клатрин узнает адаптерные белки эндоцитоза (AP-2, АР-180, 

амфифизин, эпсин, аррестин). Субъединицы главного адаптерного белка AP-2 

образуют макромолекулярный комплекс, напоминающий голову c двумя гибкими 

симметрично расположенными придатками/ушками (Kirchhausen, 2002). АР-2 

соединяется с фосфолипидами мембраны, а также взаимодействует с 

определенными аминокислотными последовательностями (эндоцитозными 
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мотивами) и целыми доменами некоторых поглощаемых белков синаптических 

везикул. АР-2 с помощью Eps15 образует многоточечный крепеж (четыре AP-

2×Eps15) для привлечения и последующей сборки клатринового покрытия 

(Benmerah et al., 1998). Такой комплекс привлекает к себе другие клатриновые 

адапторы и везикулярные белки. На начальных этапах сборки клатрина с АР-2 

взаимодействуют дополнительные белки АР180/CALM и эпсин. Связывание 

Eps15 с АР-2 и AP-180 запускает быструю полимеризацию клатрина. За счѐт 

вытеснения эпсина в краевую область покрытой мембраны запускается 

формирование мембранных ямок. После достижения оптимальной кривизны в 

плазматической мембране образуется структура, напоминающая шею – это место 

разделения мембран, где присутствуют белки эндофилин, амфифизин и динамин. 

После разделения мембран везикулы быстро теряют клатриновое покрытие и 

происходит разборка поверхности с помощью ауксилина и шаперона Hsc70 

(Zefirov et al., 2009). Динамин составляет ядро комплекса разделения мембран, 

который обеспечивает отпочкование покрытых клатрином везикул от 

пресинаптической мембраны (Shupliakov, Brodin, 2010). 

1.1.2 Процессы, лежащие в основе постсинаптического электрогенеза  

Молекулы нейромедиатора после экзоцитоза диффундируют к рецепторам 

на постсинаптической мембране, приводя их в активное состояние (Waxenbaum et 

al., 2021). Плотность постсинаптических рецепторов может меняться, поскольку 

рецепторы перемещаются в синаптическую мембрану и из нее с высокой 

скоростью. Движение рецепторов регулируется взаимодействием рецепторов с 

каркасными белками, которые также очень динамичны. Вдобавок, липиды могут 

выступать как потенциальные модуляторы синаптической передачи, влияя на 

активность и сигнализацию рецепторов (Krivoi, Petrov, 2019). Распределение 

холестерина в плазматической мембране неоднородно. Холестерин, как один из 

основных компонентов мембран большинства клеток млекопитающих, составляет 

10–45% липидных молекул плазматической мембраны и имеет неоднородное 

распределение (Yeagle, 1985). Он образует богатые холестерином домены, 
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называемые липидными рафтами, как в пре-, так и в постсинаптической 

мембране. В липидных рафтах кластеризуется множество белков, в том числе и 

рецепторы. (Levitan et al., 2010; Krivoi, Petrov, 2019). Многочисленные 

ионотропные рецепторы (например, никотиновый ацетилхолиновый рецептор, 

NMDA-, AMPA-рецепторы и т.д.) локализуются в основном в липидных рафтах.  

Никотиновый ацетилхолиновый рецептор (нХР) высоко экспрессируется в 

скелетных мышцах и нервной системе и представляет собой лиганд-управляемый 

ионный канал, который индуцирует быстрые деполяризационные реакции, 

вызывая возбуждение нейронов или сокращение скелетных мышц (Akaike, Izumi, 

2018).  

Постсинаптическая мембрана состоит из складок, на гребнях которых 

располагаются нХР. Немного глубже сосредоточены потенциал-зависимые 

натриевые каналы (рис. 1). Na-каналы совместно с нХР преобразуют химический 

сигнал от двигательного нейрона и ацетилхолина (АХ) в электрический. 

Связывание АХ с нХР вызывает локальную деполяризацию концевой пластинки, 

которая стимулирует Na-каналы, вызывающие потенциал действия, 

распространяющийся по мышечному волокну (Ruff, Lisak, 2018).  

Было показано, что холестерин может быть ключевым модулятором 

кластеризации и функционирования нХР (Criado et al., 1982). Холестерин может 

влиять на структурные и функциональные свойства нХР, их перенос от места 

синтеза на поверхность клетки, кластеризацию в плазмалемме, скорость 

эндоцитоза, и даже на свойства нХР, как каналов (Barrantes, 2003, 2004, 2007). 

Холестерин важен не только для нХР, но и для других рецепторов. Например, 

было показано, что острое истощение холестерина из мембран культур клеток 

гиппокампа метил-β-циклодекстрином (МβЦД) индуцировало значительное 

снижение вероятности открытия глутаматных NMDA-рецепторов, в то время как 

функция AMPA/каинатных-рецепторов не затрагивалась. Это показало, что 

естественный холестерин контролирует функцию NMDA-рецепторов (Korinek et 

al., 2015). 
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Кластеризации нХР в постсинаптической мембране – сложный процесс, в 

котором участвуют комплексы белков, локализованные в липидных рафтах. Для 

кластеризации нХР необходимы три молекулы: агрин (внеклеточный 

гликопротеин, фактор роста мотонейронов), MuSK (мышечно-специфическая 

тирозинкиназа) и рапсин (внутриклеточный белок, который взаимодействует с 

нХР). Агрин активирует фосфорилирование MuSK и впоследствии индуцирует 

активность нескольких внутриклеточных ферментов. Однако агрин связывается 

не напрямую с MuSK, а с LRP4 (белок 4, связанный с рецепторами липопротеинов 

низкой плотности). Для активации MuSK также необходим внутриклеточный 

адаптерный белок Dok7 (Krivoi, Petrov, 2019; Xing et al., 2020). 

Рапсин напрямую взаимодействует с нХР и актином, тем самым нХР могут 

быть связаны с цитоскелетом. Действительно, ряд работ доказывает, что сети 

актина и микротрубочек участвуют в перемещении и кластеризации нХР (Dai et 

al., 2000; Lee et al., 2009; Schmidt et al., 2012). 

Не последнее место в модуляции взаимодействия рецепторов с актиновым 

цитоскелетом играет белок коронин-6, который важен при агрин- и ламинин-

индуцированной кластеризации нХР (Chen et al., 2014). 

Ламинин – гетеродимерная молекула внеклеточного матрикса, встроенная в 

базальную мембрану. Ламинин в нервно-мышечном соединении играет ключевую 

роль в организации пре- и постсинаптических структур. Ламинин способен 

связывать рецепторы, включая интегрины, дистрогликан и потенциал-

управляемые кальциевые каналы (Rogers, Nishimune, 2017). Комплекс агрин-

ламинин-1 с участием дистрогликана задействован в кластеризации нХР. Агрин 

способен приводить к увеличению количества кластеров нХР, однако совместно с 

ламинином агрин увеличивает размер кластеров нХР (Zhang et al., 2016). 

В свою очередь, дистрогликан функционирует как внеклеточный рецептор, 

который связывается с ламинином, а также с агрином, перлекином и 

нейрексином. β-цепочка дистрогликана связывает α-дистрогликан с белком 

дистрофином. Ламинины (цепи α4 и α5), по-видимому, ответственны за 

накопление дистрогликанового рецептора в постсинаптической мембране, что 
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важно для кластеризации нХР (Rogers, Nishimune, 2017). Также дистрогликан 

связывает дистрофин, образуя дистрогликановый комплекс, важный для 

поддержания структурной целостности мышечных волокон и стабильности 

нервно-мышечного синапса за счет связывания актинового цитоскелета с 

внеклеточным матриксом (Belhasan, Akaaboune, 2020). 

1.2 Классификация и функциональное значение пулов синаптических 

везикул 

В нервном окончании различных химических синапсов содержится от ста 

до нескольких сотен тысяч СВ. Некоторые пулы определяются функциональными 

характеристиками, другие структурными свойствами. Некоторые из них 

дискретны, некоторые являются «подмножествами», а третьи представляют собой 

объединения нескольких пулов (Fowler, Staras, 2015). 

С функциональной точки зрения выделяют три пула везикул: немедленно 

готовый к высвобождению (ready releasable pool, RRP), рециклирующий 

(мобилизационный) и резервный (рис.1). Считается, что RRP находится в 

состоянии стыковки с пресинаптической активной зоной и в первую очередь 

рекрутируется в синаптическую передачу, благодаря чему высвобождение 

везикул происходит с короткой задержкой. К тому же считается, что размер RRP 

и вероятность высвобождения положительно коррелируют между собой (Dobrunz, 

Stevens, 1997; Murthy et al., 2001; Dobrunz, 2002; Matz et al., 2010). 

Рециклирующий пул продолжает высвобождаться при стимуляции с умеренной 

частотой. Везикулы в рециклирующем пуле составляют примерно 10-20% от 

общего количества везикул. Резервный пул представляет собой «депо» 

синаптических везикул, высвобождение которых происходит только при 

интенсивной стимуляции. Эти везикулы составляют обычно ~80-90% везикул в 

большинстве пресинаптических терминалей (Rizzoli, Betz, 2005). 

Ранее полагалось, что везикулы спонтанного выброса не отличаются от 

везикул, участвующих в вызванном высвобождении. Однако в последние годы эта 

идея была подвергнута сомнению (Truckenbrodt, Rizzoli, 2014; Kavalali, 2015). 
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Вместо этого предполагают, что в спонтанном высвобождении участвует 

дискретный пул покоящихся везикул. Существуют доказательства, указывающие 

на то, что этот пул имеет специфический набор постсинаптических мишеней, 

различные механизмы слияния, пути рециклинга и молекулярный состав 

(Kavalali, 2015). 

Также существуют везикулы, которые находятся в состоянии стыковки с 

активной зоной, и полагается, что данный пул входит в состав RRP. В небольших 

синапсах гиппокампа средний размер пула состоит из ~10 пристыкованных 

везикул (Harris, Sultan, 1995; Schikorski, Stevens, 1997). Но не все везикулы 

устанавливают тесный мембранно-мембранный контакт с активной зоной, что 

подразумевает неоднородность пула. Благодаря положению везикул 

исследователи определили пристыкованный пул, как возможную основу для 

изменений синаптических функций, связанных с болезнями и пластичностью, 

поскольку было продемонстрировано, что фармакологически можно увеличить 

число пристыкованных везикул и вероятность синаптического высвобождения 

(Murthy et al., 2001), также было обнаружено увеличение активных зон, что 

способствует стыковке большего количества везикул. 

С использованием оптических методов был обнаружен новый пул – 

«суперпул», который функционально и организационно отличается от описанных 

выше. Суперпул состоит как из рециклирующих, так и из находящихся в 

состоянии покоя везикул (Darcy et al., 2006; Fernandez-Alfonso, Ryan, 2008). 

Суперпул перемещается вдоль аксона небольшими кластерами везикул путем 

свободной диффузии или транспорта, зависимого от актина или микротрубочек 

(Darcy et al., 2006; Westphal et al., 2008). Предполагается, что суперпул может 

представлять собой несинаптически рекрутируемый пул, который может 

поддерживать динамические изменения функциональных свойств терминали. 

В поисках ответа на вопрос, по какому принципу идѐт разделение везикул 

на пулы, начали изучать различия в белковом составе везикул. Было обнаружено, 

что везикулы резервного пула содержат высокие уровни VAMP7, а VGLUT1 и 
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VAMP2 оказались специфичными для рециклирующего пула (Hua et al., 2011). 

Также везикулы спонтанного выброса отличаются от везикул рециклирующего 

пула повышенными уровнями синтаксина 13 и VAMP4 и пониженными уровнями 

синаптотагмина 1, синапсина и VAMP2 (Revelo et al., 2014; Fowler, Staras, 2015). 

1.3 Нарушение синаптической передачи при БАС 

Боковой амиотрофический склероз (БАС) – это неврологическое 

заболевание с летальным исходом, поражающее как верхние мотонейроны коры 

головного мозга (глутаматергические нисходящие нейроны), так и нижние 

мотонейроны (холинергические нейроны, иннервирующие скелетные мышцы). 

Следовательно, БАС приводит к прогрессирующей атрофии и слабости мышц и, в 

конечном итоге, к параличу. Чаще всего к летальному исходу ведет дыхательная 

недостаточность вследствие дисфункции диафрагмальной мышцы (главная 

респираторная мышца). Спорадический БАС составляет примерно 90% случаев, 

остальные 10% являются наследственными (Brown, Al-Chalabi, 2017). Открытие 

мутаций в гене супероксиддисмутазы-1 (SOD1), приводящий к БАС, в 1993 году 

привело к появлению трансгенных мышей, которые воспроизводят ключевые 

особенности болезни. 

Мутации в SOD1 ответственны за ~25% случаев наследственного БАС. 

SOD1 экспрессируется во многих типах клеток, где он нейтрализует 

супероксидные радикалы и является компонентом окислительно-

восстановительных сигнальных путей. Связанные с БАС мутации вызывают 

конформационные изменения в SOD1 из-за неправильной укладки белков (Bruijn 

et al., 1998) и аберрантных взаимодействий с другими белками (Urushitani et al., 

2006). При БАС могут возникать такие нарушения, как глутаматная 

эксайтотоксичность, повышение образования активных форм кислорода, 

неправильная сборка белков и их агрегация, митохондриальная дисфункция, 

стресс эндоплазматического ретикулума (за счет накопления белковых агрегатов), 

нарушение аксонального транспорта, нейровоспаление, метаболический стресс 

(Turner et al., 2013; Vucic et al., 2014).  
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Глутаматная эксайтотоксичность вызвана чрезмерной стимуляцией 

глутаматергических NMDA- и AMPA-рецепторов в постсинаптических нейронах. 

Глутамат является очень мощным нейромедиатором, и важно, чтобы его действие 

было кратковременным. Однако, было показано, что у пациентов с БАС уровень 

глутамата может быть намного выше, чем у здоровых, что приводит к 

эксайтотоксичности и гибели клеток (Vejux et al., 2018).  

Также есть сведения о нарушении функционирования нервно-мышечных 

синапсов у трансгенных SOD1-мышей. На досимптомной стадии заболевания 

наблюдались атрофия мышц и нарушения в мышечных волокнах. Совместно с 

этим по мере прогрессирования заболевания происходило снижение количества 

синапсов, что подтвердилось снижением маркерного пресинаптического белка 

SV2 (гликопротеин, трансмембранный белок СВ, важен для экзоцитоза (Talbot, 

Kubilus, 2018)) в нервно-мышечном соединении (НМС) (Narai et al., 2009). Также 

было установлено, что может происходить изменение спонтанного выброса 

ацетилхолина в двигательных терминалях mSOD мышей (Naumenko et al., 2011). 

Вероятно, это связано с нарушением регулирования спонтанного экзоцитоза со 

стороны аденозиновых рецепторов A1 и A2, активация которых подавляет 

экзоцитоз (Nascimento et al., 2015).  

При БАС наблюдаются глиальные изменения в НМС. Повышенная 

активация ацетилхолиновых мускариновых рецепторов приводит к усилению Ca
2+

 

ответов в пресинаптических шванновских клетах при синаптической активности у 

mSOD мышей. В результате тормозится экспрессия генов, необходимых для 

репарации НМС, что нарушает стабильность НМС. Неадекватная активация 

мускариновых рецепторов, вероятно, может быть связана с перераспределением и 

изменением плотности самих рецепторов. Вдобавок, белок SOD1 может влиять на 

функциональность мускариновых рецепторов через путь, связанный с активаций 

ФЛС (Arbour et al., 2015). 

У мышей с БАС присутствует гиполипидемия, которая может быть связана 

с нарушенным липидным метаболизмом, а не просто с феноменом нервно-
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мышечной дегенерации или энергетическим дисбалансом. В плазме и 

спинномозговой жидкости изменяется уровень различных липидов, включая 

холестерин и его метаболитов. Было показано, что более высокий уровень общего 

холестерина коррелируют с более низким риском смертности от БАС (Dupuis et 

al., 2008).  

При БАС патологические явления, включая гиперметаболизм, вызывают 

повышенную потребность в энергии, что приводит к большей затрате 

соответствующих метаболических субстратов в ЦНС. Доклинические 

исследования на мышах и клетках человеческого происхождения показывают, что 

происходят изменения в экспрессии генов метаболизма глюкозы и жирных 

кислот. Более того, снижается уровень глюкозы в головном и спинном мозге, 

подавляются транспорт и синтез лактата, повреждаются митохондрии нейронов, а 

митохондриальная электронно-транспортная цепь становится дисфункциональной 

у мышей и людей с БАС (Tracey et al., 2021).  

У пациентов с БАС, а также у мышей, моделирующих БАС, наблюдается 

значительное усиление перекисного окисления липидов (ПОЛ). ПОЛ снижает 

текучесть мембран за счет модификации соотношения 

полиненасыщенных/насыщенных липидов и способствует образованию липид-

липидных и липид-белковых связей. Изменения проницаемости, текучести и 

структуры мембран приводят к нарушению функций мотонейронов при БАС. 

Важно отметить, что нарушение структурных липидных компонентов запускает 

апоптоз клеток (Tracey et al., 2021). При БАС ПОЛ влияет на состав липидных 

рафтов. Так же происходит подавление активности белков, регулирующих 

метаболизм, везикулярный транспорт, рост нейритов и высвобождение/синтез 

нейромедиаторов (Zhai et al., 2009). 

Имеются убедительные доказательства того, что биологические процессы, 

связанные с полиненасыщенными жирными кислотами, сильно нарушены при 

БАС, что может быть связано с LX-рецепторами. LX-рецептор специфически 

контролирует уровень холестерина и, следовательно, играет важную роль в 
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поддержании липидного баланса, в том числе в ЦНС (Endo-Umeda, Makishima, 

2019). Дисфункция LX-рецепторов нарушает ряд сигнальных каскадов, что, в 

конечном итоге, приводит к повреждению как двигательных нейронов, так и 

глиальных клеток. Более того, нарушение LX-рецепторов вызывает 

воспалительные реакции, приводящие к потере двигательных нейронов и 

дефектам нервно-мышечных соединений (Tracey et al., 2021). 

1.4 Роль холестерина в регуляции синаптической передачи  

Холестерин – это липофильная молекула, важная составляющая клеточных 

мембран. Холестерин также является предшественником стероидных гормонов, 

оксистеринов и желчных кислот. Присутствие холестерина в мембранах 

регулирует функцию многих белков (транспортеров, рецепторов и ионных 

каналов). Холестерин напрямую связывается со многими белками, тем самым 

влияя на их конформацию и функцию (Arenas et al., 2017). Также известно 

опосредованное действие холестерина за счѐт физико-химического влияния на 

текучесть и толщину мембран, что, как следствие, воздействует на белковые 

процессы. Вдобавок, холестерин является ключевой молекулой в образовании 

липидных рафтов, участвующих во многих клеточных процессах, таких как 

апоптоз, передача сигналов и дифференцировка клеток (Krivoi, Petrov, 2019). 

Синтез холестерина энергозатратен и требует участия более 30 ферментов. 

В период активной миелинизации в олигодендроцитах наблюдается более 

интенсивный синтез холестерина, чем в астроцитах и нейронах (Arenas et al., 

2017). В постнатальный период способность нейронов к продукции холестерина 

сильно снижена, и нейроны зависят от поставки холестерина, синтезируемого в 

основном глией, в частности астроцитами (Pfrieger, Ungerer, 2011; Funfschilling et 

al., 2012). Исследования центральных и нервно-мышечных синапсов 

предполагают, что все этапы рециклирования СВ (экзоцитоз, эндоцитоз и 

везикулярный трафик) могут зависеть от содержания холестерина в 

пресинаптической мембране и мембране СВ (Egawa et al., 2016; Petrov et al., 2016). 

Пресинаптическая часть мотонейрона покрыта шванновской клеткой, которая 
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является лучшим кандидатом для обеспечения НМС холестерином, поскольку она 

может продуцировать аполипротеин и частицы, содержащие холестерин (Comley 

et al., 2011; Choi et al., 2013). 

Источниками холестерина для скелетных мышц является как местный 

биосинтез, так и поглощение из кровотока холестеринсодержащих 

липопротеиновых частиц. При этом базальный синтез эндогенного холестерина 

важен, так как ингибирование продукции холестерина приводило к мышечной 

слабости и утомлению (Yokoyama et al., 2007; Barrientos et al., 2017). Причиной 

может быть высокая потребность в холестерине для ремоделирования мембраны 

и важность промежуточных продуктов биосинтеза холестерина (убихинона, 

долихола, фарнезила и т.д.) (Norata et al., 2014). Скелетная мышца может 

накапливать эфиры холестерина в составе липидных капель, избыток которых 

может приводить к миопатии. Видимо, при физической нагрузке происходит 

выведение холестерина в форме оксистеринов за счет образования активных форм 

кислорода (АФК), которые могут окислять холестерин (Murphy, Johnson, 2008). 

Оксистерины, в свою очередь, активируют LX-рецепторы (Archer et al., 2014; 

Webb et al., 2017), которые запускают синтез или захват холестерина, что 

компенсирует выведение холестерина. Таким образом, метаболизм холестерина 

зависит от баланса между синтезом, потреблением, хранением и выведением.  

1.5 Оксистерины как особый класс производных холестерина 

Оксистерины могут модулировать множество процессов, связанных с 

воспалительными реакциями и нейродегенерацией (Egawa et al., 2016). Интересно 

отметить, что был выделен особый вариант гибели клеток, связанный с 

повышенным образованием оксистеринов – оксиапоптозофагия. Некоторые 

оксистерины (24-гидроксихолестерин, 7-кетохолестерин, 7β-гидроксихолестерин) 

в цитотоксических концентрациях инициируют гибель клетки, связанную с 

оксидативным стрессом и некоторыми характеристиками апоптоза и аутофагии 

(Nury et al., 2021). 
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24S-гидроксихолестерин (24ГХ) синтезируется в головном мозге и 

проходит в кровоток через гематоэнцефалический барьер. Уровень 24ГХ 

понижается на симптомных стадиях ряда нейродегенеративных заболеваний, в 

том числе болезни Альцгеймера (Arenas et al., 2017). В нервно-мышечных 

синапсах 24ГХ в концентрациях 0,4-4 мкМ при остром воздействии способен 

усиливать синаптическую передачу за счет ускорения рециклинга СВ. 24ГХ 

снижает продукцию NO (оксид азота) эндотелиальной NO-синтазой, активность 

которой зависит от ее ассоциации с липидными рафтами (Kasimov et al., 2017). У 

мышей с БАС 24ГХ также снижал продукцию NO, но имел обратный эффект на 

синаптическую передачу, поскольку повышение NO приводило к ускорению 

рециклинга СВ у мышей с БАС, в отличие от мышей дикого типа, у которых NO 

угнетал синаптическую передачу (Mukhutdinova et al., 2018). 

Другой оксистерин – 5α-холестан-3-он, продуцируется как промежуточный 

стерол в пути биосинтеза холестанола. Уровни 5α-холестан-3-она были 

повышены у пациентов с церебротендинальным ксантоматозом (DeBarber et al., 

2011), характеризующийся мышечной дисфункцией. 5α-холестан-3-он (0,2 мкМ) 

снижает количество вовлекаемых в экзо-эндоцитоз СВ, что было связано с 

уменьшением целостности липидных рафтов в нервно-мышечных синапсах 

лягушки и мыши (Kasimov et al., 2015, 2016). Напротив, полученный 

синтетическим способом нейропротекторный оксистерин олесоксим (холест-4-ен-

3-он, оксим; TRO19622) увеличивает вызванное высвобождение АХ, а также 

количество СВ, вовлеченных в экзо- и эндоцитоз, и скорость рециклинга СВ в 

НМС лягушки. Более того, олесоксим был способен увеличивать целостность 

липидных рафтов в этих синапсах (Kasimov et al., 2016).  

Таким образом, можно предполагать, что окисленные метаболиты 

холестерина могут представлять новый класс пресинаптических модуляторов 

высвобождения нейромедиатора, которые могут способствовать адаптации 

мышечной активности к текущему физиологическому состоянию организма 

(Krivoi, Petrov, 2019). 
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1.6 25-гидроксихолестерин: физиологическое значение и эффекты 

Холестерин-25-гидроксилаза (CH25H) принадлежит к семейству 

окислительно-восстановительных ферментов, в основном локализуется в 

эндоплазматическом ретикулуме (ЭПР) и аппарате Гольджи и катализирует 

окисление холестерина до 25ГХ (Walther, Farese, 2012). CH25H увеличивается при 

воспалительных процессах, например, в макрофагах и дендритных клетках при 

стимуляции липополисахаридами. Также было показано, что экспрессия CH25H 

может стимулироваться интерфероном (ИФН) через путь STAT1. В данном 

случае 25ГХ единственный синтезируемый и секретируемый макрофагом 

оксистерин (Blanc et al., 2013). 25ГХ сам по себе способен активировать 

экспрессию CH25H, что приводит к формированию петли положительно-

обратной связи, и этот эффект зависит от LX-рецепторов, которые являются 

ядерными рецепторами для 25ГХ (Liu et al., 2018). Кроме того, воспалительный 

цитокин интерлейкин-1 β, фактор некроза опухоли α и IL-6 также могут 

способствовать экспрессии CH25H через транскрипционный фактор STAT1 в 

инфицированных вирусом макрофагах человека (Magoro et al., 2019). Уровень 

25ГХ в плазме человека и мышей не высок (≥0.1 мкМ) (Karuna et al., 2015), однако 

при стимуляции вирусными инфекциями и при БАС концентрация 25ГХ может 

увеличиваться до 1 мкМ (Bauman et al., 2009; Shen et al., 2017).  

Хорошо изученная роль 25ГХ – это модулирование иммунного ответа, где 

он имеет разнонаправленные эффекты в зависимости от концентрации и других 

условий. С одной стороны, 25ГХ индуцирует секрецию провоспалительных 

цитокинов и хемокинов в моноцитах/макрофагах, таких как IL-1β, IL-6, IL-8, 

CCL5 и макрофагальный колониестимулирующий фактор. С другой стороны, 

25ГХ подавляет активность инфламмасом путем индукции ИФН1, который 

обладает мощной противовирусной активностью, оказывает ингибирующее 

действие на иммунитет, предотвращая неконтролируемое воспаление, 

приводящее к значительным повреждениям тканей при некоторых острых 

вирусных инфекциях (Kobasa et al., 2007; Morens, Fauci, 2007) и аутоиммунных 
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заболеваниях (Trinchieri, 2010; Inoue, Shinohara, 2013). Противоположный эффект 

25ГХ, вероятно, имеет концентрационно-зависимый характер, поскольку 25ГХ в 

наномолярных концентрациях оказывает противовоспалительное действие, а в 

микромолярных способствует провоспалительному эффекту (Jang et al., 2016). 

Повышенная концентрация 25ГХ была обнаружена при БАС. В этих 

условиях была увеличена экспрессия ферментов важных для синтеза и 

метаболизма 25ГХ. Об участии данного оксистерина в патогенезе БАС 

свидетельствуют данные о том, что 25ГХ индуцировал митохондриально-

зависимый апоптоз клеток посредством активации киназы GSK-3β (Choi et al., 

2008), фермента, который, как считается, участвует в прогрессировании БАС. При 

БАС увеличивается экспрессия Toll-подобного рецептора-4 в глии спинного 

мозга. В свою очередь, 25ГХ продуцируется в макрофагах и глии ферментом в 

ответ на передачу сигналов через Toll-подобный рецептор-4 (Zhang et al., 1997; 

Diczfalusy et al., 2009; Olah et al., 2012). Однако несмотря на многочисленные 

важные эффекты 25ГХ, его роль в БАС остается неизвестной. 

25ГХ является лигандом для ядерных LX-рецепторов, которые регулируют 

метаболизм холестерина через изменение транскрипции генов. Следовательно, 

25ГХ может модулировать метаболизм холестерина путем активации LX-

рецепторов (Lehmann et al., 1997). Лиганды LX-рецепторов повышают экспрессию 

мембранных транспортеров холестерина, таких как ABCA1 и ABCG1, которые 

опосредует отток клеточного холестерина и фосфолипидов, а также являются 

мишенями для терапии атеросклероза (Zhu et al., 2012). LX-рецептор-зависимым 

образом 25ГХ индуцирует экспрессию ИФНγ, а затем ИФНγ увеличивает 

экспрессию CH25H (Liu et al., 2018), а повышенный уровень CH25H впоследствии 

способствует продукции 25ГХ (Diczfalusy et al., 2009). В результате, 25ГХ может 

регулировать не только гомеостаз липидного метаболизма, но также 

опосредованные через ИФНγ иммунные ответы по LX-рецепторному пути (Glass, 

Saijo, 2010). 
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В качестве эндогенного лиганда 25ГХ также может связываться с такими 

рецепторами, как орфанные рецепторы, рецепторы ретиноевой кислоты, 

рецепторы эстрогена α (ЭРα), рецепторы 183, связанные с G-белком. В 

дополнение к рецепторам, 25ГХ способен связывать некоторые белки, 

связывающие оксистерины: индуцированный инсулином ген (INSIG), белок 

Ниманна-Пика (NPC), семейство оксистерин-связывающих белков (ORP) и 

стероидогенный регуляторный белок переноса липидов (START). Более подробно 

в таблице 1 (данные взяты из источника Cao et al., 2020).  

Таблица 1. Таргетные белки для 25ГХ (данные взяты из источника Cao et al., 

2020). 

Рецепторы  Роль Функции  

Х-рецепторы печени 

(LXα-, LXβ-рецепторы) 

Агонист для 

LXα-, LXβ-

рецепторы 

1. Отрицательно регулирует биосинтез 

холестерина и способствует оттоку 

холестерина (Janowski et al., 1999; Liu et 

al., 2018; Endo-Umeda, Makishima, 2019; 

Leussink et al., 2020).  

2. Воспалительная регуляция (Leussink 

et al., 2020). 

3. Способствует пироптозу (Derangere et 

al., 2014). 

Ретиноидные орфанные 

рецепторы (RORα, 

RORβ, RORγ) 

RORα – 

лиганд 

RORγ – 

агонист 

Дифференцировка T-хелперов-17 

(Dzhagalov et al., 2004; Soroosh et al., 

2014; Zhao et al., 2019). 

Рецептор эстрогена α 

(ЭРα) 

Агонист Опосредует изменения экспрессии 

генов и ростовые реакции в раковых 

клетках груди и яичников (Lappano et 

al., 2011). 

Рецептор, связанный с 

G-белком 183 (GPR183, 

EBI2) 

Агонист Направляет миграцию иммунных 

клеток (Hannedouche et al., 2011; Liu et 

al., 2011). 

Индуцированный 

инсулином ген 1 

(INSIG) 

Лиганд Удерживает SREBP в ЭПР и подавляет 

биосинтез холестерина (Ouyang et al., 

2020). 

Белок Ниманна-Пика Лиганд Клиренс холестерина в лизосомах 
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C1 (NPC1) (Frolov et al., 2003; Feng et al., 2019; 

Wheeler, Sillence, 2020). 

Семейство оксистерин-

связывающих белков 8 

(ORP8) 

Лиганд 1. Отток холестерина в макрофагах 

(Yan et al., 2008). 

2. Вызывает апоптоз клеточных линий 

гепатомы (гепатоцеллюлярная 

карцинома) (Li et al., 2016). 

Стероидогенный 

острый регуляторный 

белок переноса 

липидов (START) 

Лиганд Поддержание гомеостаза клеточного 

холестерина (Alpy, Tomasetto, 2005; 

Rodriguez-Agudo et al., 2005; Rodriguez-

Agudo et al., 2006). 

Как упоминалось ранее, 25ГХ усиленно вырабатывается при вирусной 

инфекции. Его мощная способность подавлять инвазию вируса в клетку 

осуществляется посредством ряда механизмов (Zhao et al., 2020). Метаболизм 

холестерина имеет большое значение для проникновения некоторых вирусов в 

клетку хозяина, их репликации и высвобождения, последнее происходит 

зависимым от липидных рафтов образом (Pombo, Sanyal, 2018). 25ГХ может 

напрямую изменять положение, ориентацию и доступность холестерина в 

мембране, тем самым блокируя проникновение вируса. Кроме того, 25ГХ может 

встраиваться в клеточную мембрану, изменять еѐ стабильность и целостность 

рафтов, тем самым ингибируя слияние вируса и мембраны клетки-хозяина 

(Bielska et al., 2014). В дополнение, 25ГХ может также непосредственно 

ингибировать репликацию вируса (Shibata et al., 2013). 

1.7 Олесоксим как синтетический нейропротектор 

4-холестен-3-он, оксим (олесоксим или TRO19622) – холестерин-подобное 

соединение, полученное синтетическим способом во время скрининга веществ 

для лечения нейродегенеративных расстройств. Один из механизмов действия 

олесоксима связан с ингибированием комплекса митохондриальной транзиторной 

поры (mPTP), который приводит к гибели клетки посредством высвобождения 

кальция и цитохрома С из митохондрий. Структура mPTP включает в себя белки 

наружной и внутренней митохондриальных мембран: VDAC (потенциал-



31 
 

зависимый анионный канал), TSPO (белок-транслокатор) и ADP/ATP-антипортер. 

TSPO и VDAC являются мишенями олесоксима. TSPO участвует в различных 

клеточных функциях, включая транспорт холестерина и синтез стероидных 

гормонов, открытие mPTP, митохондриальное дыхание, апоптоз, пролиферация, 

онкогенез и воспаление. Взаимодействие олесоксима и VDAC предотвращает 

образование комплекса mPTP, окислительного стресса и апоптоза (Bordet et al., 

2007; Bordet et al., 2010; Martin et al., 2011; Weber et al., 2019; Rovini et al., 2020). 

Кроме того, VDAC локализованы в плазматической мембране нейронов, особенно 

в микродоменах, богатых холестерином (Bahamonde, Valverde, 2003; Baker et al., 

2004; Rahbar, Fenselau, 2004; Elinder et al., 2005; Marin et al., 2007; Ramirez et al., 

2009). Функции VDAC плазматической мембраны могут быть связаны с 

контролем проницаемости для анионов, объема клеток, апоптоза, амилоидной 

токсичности, окислительно-восстановительного статуса и сигнализации, 

зависимой от ЭРα (De Pinto et al., 2010; Gonzalez-Gronow et al., 2013; Li et al., 

2014). Кроме того, VDAC были обнаружены в протеоме пресинаптической 

мембраны, в активных зонах и СВ (Morciano et al., 2005; Takamori et al., 2006; 

Morciano et al., 2009; Volknandt, Karas, 2012; Lassek et al., 2014). Однако значение 

VDAC в пресинаптической функции до сих пор не изучено. В то же время 

фундаментальная роль VDAC во многих клеточных процессах подразумевает 

возможное значение для нейропередачи, в частности, для регуляции 

высвобождения нейромедиатора. 

Еще один из возможных механизмов действия олесоксима может быть 

связан со снижением оксидативного стресса. Обе мишени олесоксима, VDAC и 

TSPO, участвуют в ответе и модуляции окислительного стресса (Batoko et al., 

2015), а избыточная продукция АФК может запускать формирование mPTP. 

Действительно, существуют исследования, подтверждающие влияние олесоксима 

на производство АФК (Bordet et al., 2010; Ma et al., 2014; Magalon et al., 2016). 

Некоторые нейродегенеративные заболевания сопровождаются изменением 

содержания холестерина в митохондриальной мембране (Eckmann et al., 2012), 
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что может быть связано с изменениями текучести мембраны и индукцией 

апоптоза (Colell et al,. 2003). Олесоксим приводил к снижению текучести 

мембраны, а также восполнял аномально низкие уровни холестерина в 

митохондриальных мембранах (Eckmann et al., 2014).  

Свои нейропротективные свойства олесоксим проявлял при БАС, также он 

был протестирован в качестве терапевтического средства для лечения других 

неврологических заболеваний, таких как болезнь Хантингтона и Паркинсона 

(Weber et al., 2019). 

Первые данные о терапевтическом потенциале олесоксима при БАС 

появились в ходе доклинического исследования, проведенного Bordet и его 

коллегами в 2007 году. Введение олесоксима предотвращало потерю веса тела и 

двигательную дисфункцию у mSOD мышей (мыши с моделью БАС), увеличивало 

длительность жизни за счет отложенной манифестации заболевания (Bordet et al., 

2007). У mSOD мышей олесоксим задерживает денервацию икроножных мышц и 

снижает астроглиоз, а также микроглиоз спинного мозга (Sunyach et al., 2012). В 

моторных нейронах, полученных из эмбриональных стволовых клеток человека 

или индуцированных плюрипотентных стволовых клеток пациентов с БАС, 

олесоксим противодействовал гибели мотонейронов (Yang et al., 2013). 

В рамках представленной работы мы сосредоточились на схожей по 

строению молекуле 25ГХ. 25ГХ в наномолярных концентрациях присутствует в 

норме в нервной ткани, однако ее уровень значительно возрастает при индукции 

воспаления. В последнем случае микроглиальные клетки и макрофаги начинают 

интенсивно продуцировать 25ГХ из холестерина (Liu et al., 2018). Уровень 25ГХ 

также возрастает при ряде нейродегенеративных заболеваний, в том числе при 

БАС (Zakyrjanova et al., 2021), который сопровождается ранним нарушением 

нервно-мышечной передачи, предшествующий гибели нейронов и тяжелой 

мышечной атрофии (Kim et al., 2017). До настоящего времени влияние 25ГХ на 

нервно-мышечную передачу не было изучено, хотя этот гидроксихолестерин 

может связывать изменения синаптической передачи с воспалительными 
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реакциями и нейродегенеративными патологиями, сопровождающиеся 

нейровоспалением. Также синтетическое производное холестерина – олесоксим 

(4-холестен-3-он оксим) попало в поле наших интересов, поскольку имеет 

нейропротекторные свойства в моделях нейродегенеративных заболеваний, в том 

числе при БАС (Weber et al., 2019). При этом нет данных о его влиянии на 

синаптическую передачу у млекопитающих. Хотя ранние работы нашей 

лаборатории указывали на его способность усиливать участие СВ в экзоцитозе и 

стабилизировать липидные микродомены в пресинаптических нервных 

окончаниях лягушки (Kasimov et al., 2016).  

Таким образом, ряд литературных данных свидетельствует о том, что 25ГХ 

имеет эффекты касательно иммунного ответа и усиленно вырабатывается при 

БАС. В свою очередь, олесоксим имеет нейропротекторные свойства при 

различных нейродегенеративных заболеваниях за счет угнетения образования 

митохондриальной поры. Однако неизвестно, каким образом эти 

гидроксихолестерины могут влиять на нервно-мышечную передачу.  
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ГЛАВА 2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1 Объект исследования и содержание животных 

В экспериментах использовались изолированные нервно-мышечные 

препараты диафрагмальной мышцы взрослых мышей (возраст 4-6 месяцев). 

Животных содержали в условиях 12 часов света/12 часов темноты; вода и еда 

были предоставлены в свободном доступе. Для минимизации страданий мышей 

анестезировали с помощью внутрибрюшинной инъекции Na
+
-пентобарбитала (40 

мг/кг) и декапитировали гильотиной, после чего диафрагма с нервным 

окончанием быстро извлекалась. Протокол был одобрен комитетом по биоэтике 

Казанского медицинского университета и соответствует требованиям Директивы 

ЕС 2010/63/EU, а также Европейской конвенции о защите позвоночных 

животных, используемых в экспериментальных и других научных целях (Совет 

Европы № 123, г. Страсбург, 1985). 

В экспериментах по исследованию БАС использовались трансгенные mSOD 

мыши линии B6SJL-Tg (SOD1G93A)dl1Gur/J с экспрессией мутантной формы 

G93A (в 93 кодоне глицин заменен на аланин) человеческой 

супероксиддисмутазы-1 (SOD1); порода №002300, закуплены в лаборатории 

Джексона) и содержались как гемизиготные линии для разведения (Коллекция 

биоресурсов отделения РАН Института биоорганической химии Московской 

области). Использовали только гемизиготных мышей первого поколения F1 после 

скрещивания гемизиготных мышей-самцов Tg(SOD1
G93A

)dl1Gur/J с 

нетрансгенными самками линии мышей дикого типа B6SJL (Лаборатория 

Джексона). Соответствующие по полу мыши линии B6SJL одного помѐта 

служили контролем дикого типа. Проявление начальных симптомов заболевания 

в генотипе SOD1
G93A

 происходит с задержкой, по сравнению с исходной линией 

(SOD1
G93A

)1Gur с высоким числом копий, признаки БАС отсутствуют до 3-

месячного возраста (Pfohl et al., 2015). Эта модель мыши использовалась, чтобы 

сосредоточить внимание на ранних стадиях заболевания. У этих мышей 

парализуется, по крайней мере, одна конечность в возрасте 6-7 месяцев, а 
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ожидаемая продолжительность жизни обычно составляет 4-6 недель после начала 

паралича (Gurney et al., 1994; Pfohl et al., 2015). 

2.2 Растворы и реактивы 

Нервно-мышечный препарат диафрагмы быстро выделяли сразу после 

эвтаназии. Диафрагма была рассечена на две полудиафрагмы с отдельными 

нервами. Срезанный конец диафрагмального нерва свободно втягивали во 

всасывающую пипетку со стимулирующими электродами. Полудиафрагмы 

прикрепляли ко дну камеры с силиконовой подкладкой (объем ванночки 5 мл), 

которую непрерывно перфузировали со скоростью 5 мл⋅мин
-1

 физиологическим 

солевым раствором, насыщенным карбогеном и содержащим: NaCl-129 мМ, KCl-

2 мМ, CaCl2-2 мМ, MgSO4-1 мМ, NaH2PO4-1 мМ, NaHCO3-20 мМ, глюкоза-11 мМ 

и HEPES-3 мМ; pH=7.4. 

2.2.1 25ГХ и фармакологические вещества 

25ГХ (Sigma) растворяли в ДМСО и затем разводили в физиологическом 

растворе для получения конечной концентрации. Конечная концентрация ДМСО 

в рабочем растворе была крайне низкой, менее 0.0001% от объема. Сам по себе 

ДМСО (0.0001%) не менял ни один из оцениваемых параметров, что 

соответствует нашим предыдущим данным (Kasimov et al., 2016; Kasimov et al., 

2017; Mukhutdinova et al., 2019). Результаты, полученные с ДМСО, были 

объединены с контролем. 

Для раскрытия механизма действия 25ГХ были использованы следующие 

химические вещества: GSK 2033 (10 мкМ; 2,4,6-триметил-N-[[3'-

(метилсульфонил)[1,1′-бифенил]-4-ил]метил]-N-[[5-(трифторметил)-2-

фуранил]метил] бензенсульфонамид; антагонист LX-рецепторов, Tocris); D-AP5 

(40 мкМ; D-2-амино-5-фосфоновалериановая кислота, антагонист NMDA-

рецепторов, Sigma); NIBR 189 (1 мкМ, (2E)-3-(4-бромфенил)-1-[4-4-

метоксибензоил)-1-пиперазинил]-2-пропен-1-он, антагонист рецептора EBI2 

(GPR183), Tocris); дантролен (20 мкМ, 1-[(5-(п-Нитро-фенил)-фурфурил-иден)-
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амино] – гидантоин натриевая соль, антагонист рианодиновых рецепторов, 

Sigma); TMB8 (5 мкМ, 8-(диэтиламино)октил-3,4,5-триметоксибензоат 

гидрохлорид, блокатор инозитолтрифосфатных рецепторов, Sigma); 

миристоилированный пептид ингибитора ПКС (75 мкМ, Myr-

RFARKGALRQKNV, Sigma); хелеритрин хлорид (1 мкМ, ингибитор ПКС; Tocris); 

D609 (100 мкМ, ингибитор фосфатидилхолин-специфической ФЛС (ФХ-ФЛС); 

Tocris); U-73122 (10 мкМ, ингибитор фосфатидилинозитол-специфической ФЛС 

(ФИ-ФЛС), Sigma); галлеин (10 мкМ, 3′,4′,5′,6′-тетрагидроксиспиро 

[изобензофуран-1(3H),9'-(9H)ксантен]-3-один, ингибитор субъединицы βγ-димера 

G-белка, Tocris); NAC (200 мкМ N-ацетил-L-цистеин, антиоксидант, Sigma). GSK 

2033, D-AP5, NIBR 189, дантролен, TMB8, пептидный ингибитор ПКС, 

хелеритрин, D609, U-73122, галлеин и NAC были добавлены в раствор за 20 мин 

до аппликации 25ГХ и оставались в перфузате на протяжении всего 

эксперимента. 

В некоторых экспериментах для оценки влияния внеклеточного Ca
2+

 

препараты инкубировались в физиологическом солевом растворе без Ca
2+

, 

содержащий EGTA (1 мМ, этиленгликоль-бис(2-аминоэтилэфир)-N,N,N′,N'-

тетрауксусная кислота, Sigma), в течение 20 мин до и во время аппликации 25ГХ. 

Для проверки влияния внутриклеточного Ca
2+

 препараты предварительно 

обрабатывали клеточно-проницаемым Ca
2+

 хелатором EGTA-AM (0.2 мМ, EGTA 

Acetoxymethyl ester, Thermo Fisher Scientific) в физиологическом растворе без Ca
2+

 

в течение 40 мин, после чего EGTA-AM отмывали в течение 40 мин обычным 

физиологическим раствором перед обработкой 25ГХ. Перфузия с МβЦД (0.1 мМ, 

Sigma) в течение 20 мин перед добавлением 25ГХ или иммунофлуоресцентным 

мечением LX-рецепторов использовалась для частичного разрушения липидных 

рафтов (Kasimov et al., 2015). При добавлении МβЦД, EGTA или EGTA-AM 

корректировалась осмолярность растворов. Для ингибирования Gi-белка мышам 

за 72 ч до выделения препаратов делали внутрибрюшинную инъекцию 

коклюшного токсина (150 мкг/кг) в натрий-фосфатном буфере (Odnoshivkina et 
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al., 2017). Контрольных животных обрабатывали соответствующим количеством 

растворителя. 

2.2.2 Использование 25ГХ у мышей с моделью бокового амиотрофического 

склероза 

Базальная концентрация 25ГХ в плазме низкая (˂0.1 мкМ) и может 

увеличиваться до 1 мкМ в ответ на индукцию воспалительного ответа (Bauman et 

al., 2009; Shen et al., 2017). Таким образом, концентрация 1 мкМ и 

соответствующая доза для внутрибрюшинной инъекции (0.4 мг/кг) были выбраны 

для острого и хронического использования 25ГХ, соответственно. Острая 

аппликация 25ГХ длилась 1.5 ч до начала мечения флуоресцентными 

индикаторами. Для оценки длительного воздействия вводились 

внутрибрюшинные инъекции 25ГХ (0.4 мг/кг), разведенного в физиологическом 

растворе (общий объем 0.2 мл), один раз в четыре дня в течение одного месяца 

(всего восемь инъекций), в то время как контрольной группе животных вводили 

тот же раствор без 25ГХ. Хроническое введение 25ГХ продолжалось от 4.5 до 9-

недельного возраста. Последствия лечения ювенильных мышей были изучены с 

целью оценки влияния 25ГХ на появление у mSOD мышей аномалий на ранней 

стадии заболевания до появления двигательных симптомов. 

2.2.3 Олесоксим и фармакологические вещества 

Предварительная обработка олесоксимом 0.4 мкМ (Tocris) длилась 20 мин 

до стимуляции нерва при частотах 20 Гц или 5 Гц. Олесоксим растворяли в 

ДМСО (Tocris), и конечная концентрация растворителя составляла 0.001%. 

Использовали DIDS (50 мкМ, 4,4'-диизотиоцианатостильбен-2,2'-дисульфонат, 

Tocris) (Benítez-Rangel et al., 2015; Ben-Hail, Shoshan-Barmatz, 2016) и S-18 (1 

мкМ, рандомерный олигонуклеотид фосфоротиоата S-18, Trilink) (Tan et al., 2007; 

Stein et al., 2008) в качестве блокаторов белка VDAC и добавляли их в ванночку с 

раствором за 5 мин до аппликации олесоксима. Эти блокаторы VDAC 

присутствовали в растворе на протяжении всего эксперимента. Ротенон (10 мкМ, 
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30-минутная аппликация, Sigma) использовался для индукции митохондриальной 

дисфункции (Ragheb et al., 2003). (-)Везамикол (2 мкМ, Sigma) использовали в 

качестве блокатора везикулярного переносчика ацетилхолина, который отвечает 

за наполнение СВ ацетилхолином (Searl et al., 1991). 

2.3 Электрофизиологический метод регистрации потенциалов концевой 

пластинки 

Постсинаптические сигналы, ПКП и МПКП, регистрировались с помощью 

микроэлектродной техники (Mukhutdinova et al., 2018; Giniatullin et al., 2019). 

Внутриклеточные стеклянные микроэлектроды (сопротивление 3-5 МОм и 

диаметр кончика ~1 мкм) заполняли 2.5М KCl и помещали в синаптическую зону. 

Для предотвращения мышечных сокращений в раствор (за 20 минут до записи) 

добавляли блокатор мышечных потенциал-зависимых натриевых каналов μ-

conotoxin-GIIIB (0.5 мкМ, Alamone Lab). Диафрагмальный нерв стимулировали 

сверхпороговыми импульсами длительностью 0.1 мс через всасывающий 

электрод с частотой 0.2, 0.5 или 20 Гц. Постсинаптические ответы были 

оцифрованы на частоте 50 кГц и проанализированы в автономном режиме с 

использованием программного обеспечения Elph (Zakharov, 2019). Записывающая 

аппаратура состояла из усилителя Axoclamp 900 A (Molecular devices, США) и 

платы цифрового ввода-вывода LA II (Пущино, Россия). МПКП или ПКП (при 

частоте 0.2 Гц) были зарегистрированы в 25-30 различных мышечных волокнах. 

Затем данные отдельных мышечных волокон были объединены для получения 

средних значений параметров МПКП и ПКП в мышце. Электрофизиологические 

эксперименты проведены совместно с к.б.н. Ценцевицким А.Н. (КИББ ФИЦ 

КазНЦ РАН).  

2.4 Оптический метод 

2.4.1 Флуоресцентные подходы для оценки экзоцитоза 

Изображения регистрировали с помощью микроскопа (BX51WI Olympus), 

оснащенного конфокальным вращающимся диском (Olympus) и объективами 
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UPLANSapo 60хw/LumPlanPF 100xw. Изображения были получены с помощью 

CCD-камеры DP71 (Olympus) под управлением программы CellSens (Olympus). 

ImagePro (Media Cybernetics) использовался для анализа изображений.  

FM1–43. Для оценки темпа экзоцитоза СВ использовали краситель FM1–43 

(7 мкМ, Thermo Fisher). Этот краситель обратимо связывается с пресинаптической 

мембраной и затем захватывается эндоцитозом в СВ (Betz, Bewick, 1993). Чтобы 

загрузить FM1–43 в СВ, диафрагмальный нерв стимулировали с частотой 20 Гц в 

течение 3 минут или 5 Гц в течение 10 минут. Препараты подвергали воздействию 

FM1–43 во время и в течение 5 минут после окончания стимуляции, а затем 

перфузировали солевым раствором без красителя, содержащим 30 мкМ 

ADVASEP-7 (Biotium), в течение 20 минут для улучшения отмывки поверхности 

мембраны от красителя FM1–43. После воздействия веществ на препараты 

диафрагмальный нерв повторно стимулировали с частотой 20 Гц или 5 Гц в 

течение 10 минут, чтобы вызвать экзоцитоз СВ, что приводило к снижению 

флуоресценции красителя в нервных окончаниях. Изображения были сделаны до 

начала стимуляции (0) и во время стимуляции в разные моменты времени (5, 10, 

15, 20, 25, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 300, 420, 600 с). Интересующие 

области освещались только в моменты съемки изображения. Флуоресценцию 

FM1–43 детектировали с помощью возбуждающего фильтра 480/10 нм, 

дихроичного зеркала 505 нм и эмиссионного фильтра 535/40 нм. Фоновый сигнал 

оценивался как средняя интенсивность флуоресценции в области вне НМС (4х30 

мкм
2
). Сигнал нервных окончаний определялся как средняя интенсивность 

пикселей в интересующих областях после вычитания фонового значения (Petrov et 

al., 2008). Чтобы проиллюстрировать скорость потери красителя, начальное 

значение сигнала флуоресценции нервного окончания (до начала стимуляции) 

было принято равным 1.0. Эксперименты с использованием FM1–43 для оценки 

влияния олесоксима на экзоцитоз СВ частично выполнены с Гильмутдиновым 

А.И. (Казанский (Приволжский) федеральный университет). 
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MitoSox и CM-H2DCFDA для детекции активных форм кислорода. MitoSox 

использовался в качестве индикатора АФК в митохондриях. Краситель 

избирательно накапливается в митохондриях и излучает красную флуоресценцию 

после окисления супероксидом. Препараты инкубировали с MitoSox (2 мкМ) в 

течение 15 мин, а затем перфузировали физиологическим раствором (без 

красителя) в течение 40 мин (Odnoshivkina et al., 2015). Флуоресценцию 

визуализировали фильтром возбуждения 510/10 нм и фильтром эмиссии 590/20 

нм.  

Также временной ход продукции АФК определяли с помощью CM- 

H2DCFDA (производное H2DCFDA с меньшей пассивной утечкой из клеток; 

Invitrogen™). Этот краситель захватывается внутрь клетки после гидролиза до 

CM-H2DCF, флуоресценция которого усиливается при АФК-опосредованном 

окислении. Препараты инкубировали с CM-H2DCFDA (5 мкМ) в течение 25 мин, 

промывали физиологическим раствором в течение 40 мин и визуализировали. 

Флуоресценция красителя возбуждалась вспышками света длительностью 1 с при 

облучении светом 488/10 нм, а эмиссия регистрировалась с использованием 

фильтра 505-550 нм. Избегали избыточного освещения. Рассчитывали 

относительное изменение флуоресценции, по сравнению с исходным уровнем 

(ΔF/F0) (Giniatullin et al., 2019). 

Уровень внутриклеточного Cl
-
. Изменение уровня внутриклеточного Cl

-
 

визуализировали с помощью MEQ (AAT Bioquest). Флуоресценцию MEQ 

возбуждали светом с длиной волны 360–370 нм и регистрировали с помощью 

эмиссионного фильтра 420IF. Использовалось дихроичное зеркало 410 нм. 

Флуоресценция MEQ заметно подавляется в зависимости от концентрации Cl
-
 без 

смещения спектров излучения (Biwersi, Verkman, 1991; Chub et al., 2006). Для 

загрузки красителя в нервные окончания MEQ вводили на 3 часа в отрезанный 

конец диафрагмального нерва (около 2 мм в длину), используя кончик 

аспирационной пипетки, заполненный красителем (50 мМ, разведенный в натрий-

фосфатном буфере). Молекулы красителя проникают в аксоны и переносятся к 
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пресинаптическим окончаниям. Затем диафрагмальный нерв удаляли из 

отсасывающей пипетки путем приложения слабого положительного давления и 

препараты перфузировали в течение 20 минут физиологическим раствором. 

Культя нерва была повторно введена во всасывающий электрод, не содержащий 

красителя, чтобы избежать утечки красителя. Анализ интенсивности 

флуоресценции MEQ проводили в НМС. Начальная точка флуоресценции 

нервных окончаний принималась равной 0. Чтобы контролировать фотобличинг 

MEQ, флуоресценцию регистрировали без стимуляции при тех же условиях 

освещения, что и при стимуляции нервов полудиафрагм с частотой 20 Гц.  

Цитозольный кальций. Oregon Green®488 BAPTA-1 (Thermo Fisher 

Scientific) – это высокоаффинный клеточно-проницаемый индикатор Ca
2+

 (Kd~170 

нМ), который позволяет обнаружить небольшие изменения внутриклеточного 

Ca
2+

 в условиях, близких к состоянию покоя. Краситель возбуждался с помощью 

коротких (1 с) световых вспышек при 488/10 нм. Эмиссия регистрировалась с 

помощью полосового фильтра 505-550 нм. Oregon Green®488 BAPTA-1 был 

растворен в ДМСО и хранился в замороженном виде (не более двух недель). 

Непосредственно перед использованием добавляли плюроник F-127 для 

повышения растворимости индикатора в физиологическом солевом растворе. В 

загрузочном растворе концентрация Oregon Green®488 BAPTA-1 составляла 2 

мкМ, а содержание плюроник F-127 и ДМСО были менее 0.03%. Мышцы 

окрашивались красителем в течение 20 мин при комнатной температуре. Затем 

образцы промывали физиологическим солевым раствором в течение 40 мин и 

проводили измерения флуоресценции в синаптических областях. Значение 

флуоресценции до добавления 25ГХ было приравнено к 1. Эксперименты по 

оценке уровня цитозольного кальция в ответ на 25ГХ частично проведены с 

Кузнецовой Е.А. (Казанский (Приволжский) федеральный университет). 

Уровень перекиси водорода. Уровень внеклеточного H2O2 оценивали с 

помощью набора Amplex® Red Hydrogen Peroxide Kit (Molecular Probes), 

содержащего 10-цетил-3,7-дигидроксифеноксазин (реагент Amplex Red) и 
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пероксидазу хрена (HRP). В присутствии HRP реагент Amplex Red реагирует с 

H2O2 (стехиометрия 1:1) с образованием стабильного красно-флуоресцентного 

резоруфина, флуоресценция которого возбуждалась при 535/10 нм и 

регистрировалась при 590 нМ. Базальные уровни H2O2 определяли при инкубации 

образцов в физиологическом растворе (общий объем 300 мкл), содержащим 

Amplex Red (100 мкМ) и HRP (0.2 ед.акт./мл). Во время инкубации раствор 

постоянно перемешивали с помощью рециркуляционного механизма (общий 

объем 1.2 мл). Флуоресценцию регистрировали после инкубации собранного 

раствора (в темноте) при комнатной температуре в течение 50 мин. Калибровку 

проводили с набором различных концентраций H2O2. Фоновая флуоресценция, 

полученная в результате реакций, не связанных с H2O2, вычиталась из каждого 

значения (Kumar et al., 2007). Чтобы оценить 25ГХ-опосредованное увеличение 

уровня H2O2, реагент Amplex Red и HRP добавляли одновременно с 25ГХ (в 

течение 20 мин). 

Иммунофлуоресценция. Для иммунофлуоресцентного окрашивания мышцы 

фиксировали 3.7% параформальдегидом в течение 40 минут, пермеабилизировали 

с 1% Triton X-100 в PBS (натрий-фосфатный буфер) в течение 30 минут и затем 

инкубировали в блокирующем буфере (2% нормальная козья сыворотка, 0.1% 

Triton X-100, 0.05% Tween 20 и 1% бычьий сывороточный альбумин в PBS) в 

течение 1 ч (Petrov et al., 2014). Для иммуномечения VDAC и LX-рецепторов 

фиксированные образцы инкубировали в первичных кроличьих антителах против 

VDAC (1:400; #V2139, Sigma) и в первичных кроличьих анти-LXβ-рецептор 

антителах (1:500; #ab28479, Abcam), соответственно, при 4ºC в течение ночи. В 

качестве маркера синаптической области использовали конъюгированный с 

родамином α-бунгаротоксин (α-БТ) (1 нг/мл, Molecular Probes). Воздействие 

вторичных конъюгированных с AlexaFluor 488 антител против кролика (1:1000, 

Abcam) длилось 1 час. Все процедуры проводились при комнатной температуре, 

за исключением инкубации в первичных антителах. Первичные и вторичные 

антитела разводили в PBS, содержащим 1% BSA, 0.05% Triton X-100 и 0.05% 
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Tween 20. После каждого этапа процедуры иммуномечения мышцы промывали 

четыре раза в PBS в течение 1.5 ч. Флуоресцентное окрашивание VDAC не было 

обнаружено без добавления первичных антител. Флуоресценцию AlexaFluor 488 

(родамина) возбуждали светом с длиной волны 480 нм (555 нм), а эмиссию 

регистрировали с использованием светофильтра 530/15 нм (630/20 нм). 

2.4.2 Чувствительные к липидному микроокружению красители 

Субъединица B холерного токсина (ХТ-В). Липидные рафты были помечены 

ХТ-В, конъюгированным с Alexa Fluor 488 (Molecular Probes). ХТ-В 

специфически связывается с кластером ганглиозидов GM1, в основном 

содержащиеся в липидных рафтах. Мышцы подвергались воздействию 

физиологического солевого раствора с ХТ-В (1 мкг/мл) в течение 20 минут; затем 

образцы промывались в течение 30 минут и визуализировались (Kasimov et al., 

2015; Petrov et al., 2017).  

BODIPY FL C5-ганглиозид GM1. Для слежения за распределением 

ганглиозида GM1 в мембранах использовали зелено-флуоресцентный BODIPY FL 

C5-ганглиозид GM1 в комплексе с бычьим сывороточным альбумином (Molecular 

Probes) (Kasimov et al., 2016; Bryndina et al., 2018). BODIPY-ганглиозид GM1 

разводили в физиологическом растворе. Мышцы инкубировали в течение 20 мин 

с флуоресцентным ганглиозидом GM1 (0.1 мкМ) и затем промывали в течение 30 

мин перед регистрацией флуоресценции. 

22NBD-холестерин. 22-(N-(7-Nitrobenz-2-Oxa-1,3-Diazol-4-yl)Amino)-23,24-

Bisnor-5-Cholen-3β-Ol (22NBD-холестерин; Molecular Probes) – это 

чувствительный к окружающей среде зонд, флуоресценция которого усиливается 

в ответ на увеличение текучести мембраны, т.е. при изменении фазы мембраны от 

рафтовой к нерафтовой фракции. Мышцы инкубировали в течение 20 мин с 

22NBD-холестерином в концентрации 0.2 мкМ в физиологическом растворе, а 

затем перфузировали в течение 30 мин физиологическим раствором без красителя 

(Kasimov et al., 2016; Petrov et al., 2017). 
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F2N12S. (A35137T, ThermoFisher) – это фиолетовый флуоресцентный зонд 

для детекции снижения упорядоченности мембран и (или) асимметрии 

плазматической мембраны. Этот зонд избирательно связывается с внешним слоем 

плазматических мембран (Oncul et al., 2010). Препарат подвергали воздействию 

F2N12S (0.2 мкМ) в течение 5 мин, затем кратковременно перфузировали 

физиологическим раствором без красителя в течение 5 мин. Флуоресценцию 

F2N12S регистрировали в течение 20 мин, используя возбуждение при свете 

405/15 нм и детекцию эмиссии при 510/30 нм (зеленый канал) и 585/30 нм 

(красный канал). Рассчитывали соотношение флуоресценции красного/зеленого 

каналов. Уменьшение упорядоченности и (или) асимметрии мембраны приводит к 

уменьшению соотношения красного/зеленого каналов (Oncul et al., 2010; Petrov et 

al., 2019). 

Поглощение церамида и холестерина. Для оценки встраивания церамида в 

плазматические и внутриклеточные мембраны использовали зелено-

флуоресцентный BODIPY™ FL C5-церамид в комплексе с бычьим сывороточным 

альбумином (ThermoFisher) (Petrov et al., 2019). BODIPY-церамид растворяли в 

физиологическом растворе (конечная концентрация 0.1 мкМ). Препараты 

перфузировали в течение 1
1/2 

ч раствором, содержащим BODIPY-церамид (1 

мл·мин
-1

), а затем промывали (при скорости перфузии 5 мл·мин
-1

) в течение 1
1/2 

ч 

физиологическим раствором без красителя для удаления несвязанного 

флуоресцентного церамида. Для проверки способности поглощать холестерин и 

25ГХ использовали 25-(C4 TopFluor®) 25-OH-холестерин (BODIPY-холестерин; 

Avanti). Этот зонд имеет сходное с холестерином поведение (распределение в 

мембране, внутриклеточный трафик и хранение) и перемещается оксистерин-

связывающими белками (Holtta-Vuori et al., 2008; Jansen et al., 2011). Мышцы 

подвергались воздействию в течение 1.5 ч с 25-(C4 TopFluor) 25-OH-холестерина 

(1 мкМ), затем краситель отмывался в течение 1
1/2 

ч перед регистрацией 

флуоресценции. Флуоресценция BODIPY (C4 TopFluor) возбуждалась светом 
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488/10 нм, а эмиссия регистрировалась с помощью полосового фильтра 505-545 

нм. 

Анализ перекисного окисления липидов. Сенсор Image-iT (реагент BODIPY 

581/591 C11) использовался в качестве ратиометрического индикатора 

перекисного окисления липидов (Molecular Probes). При перекисном окислении 

мембранных липидов флуоресценция iT-сенсора изменяется от красного (590 нм) 

к зеленому (510 нм), что свидетельствует об окислении мембранных липидов. 

Мышцы инкубировали в красителе (10 мкМ) в течение 30 мин, промывали 

физиологическим раствором в течение 30 мин. Затем регистрировали 

изображения с использованием эмиссионных фильтров для флуоресцеина 

изотиоцианата и Texas Red. Исходя из интенсивности зеленой и красной 

флуоресценции рассчитывали соотношение между красным и зеленым сигналами 

(Giniatullin et al., 2019; Oncul et al., 2010). 

α-бунгаротоксин. Мечение родамин-конъюгированным α-БТ, 

специфическим маркером постсинаптических нХР, позволяло идентифицировать 

синаптическую область. α-БТ (100 нг/мл, ThermoFisher) добавляли в ванночку с 

раствором на 15 минут. α-БТ детектировали с помощью возбуждающего фильтра 

555/15 нм и полосового эмиссионного фильтра 630/20 нм. Флуоресценция в 

синапсе определялась по свечению α-БТ, внесинаптический сигнал оценивали на 

площади (~200 мкм
2
) за пределами синаптической мембраны. Флуоресценция ХТ-

В, BODIPY-ганглиозида, BODIPY-церамида и 22-NBD-холестерина возбуждалась 

светом 488/10 нм, эмиссия регистрировалась с использованием полосовых 

фильтров (505-545 нм или 510-590 нм). 

2.4.3 Анализ уровня холина/ацетилхолина во внеклеточном растворе 

Набор Amplex® Red Acetylcholine Assay Kit (Molecular Probes) 

использовали для оценки холина/АХ (ацетилхолин), гидролизуемого эндогенной 

ацетилхолинэстеразой (АХЭ) в диафрагме мыши. Свежевыделенные мышцы 

инкубировали в течение короткого периода времени (15 мин) в физиологическом 
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растворе (0.4 мл), содержащим холиноксидазу (EC 1.1.3.17, 1 ед.акт/мл), HRP (EC 

1.11.1.7, 2 ед.акт/мл) и 400 мкМ Amplex® Red при 37°C. Раствор непрерывно 

перемешивали с помощью рециркуляционного механизма. Подход основан на 

измерении холина, образуемого в результате гидролиза АХ эндогенной АХЭ в 

синаптической щели. Холиноксидаза расщепляет холин до бетаина и H2O2; затем 

HRP, утилизируя H2O2, катализирует окисление реагента Amplex® Red до 

стабильного флуоресцентного соединения резоруфина. Кроме того, общие 

внеклеточные уровни АХ оценивали в тех же условиях, но с добавлением 

экзогенной АХЭ (1 ед.акт/мл; E.C. 3.1.1.7.) в реактивную смесь. Экзогенная АХЭ 

разрушает остаточный негидролизованный АХ (часть, которого не подвергается 

ферментативной деградации эндогенной АХЭ). После 15-минутной инкубации 

раствор из ванночки собирали и хранили в темноте в течение 45 минут перед 

измерением конечного сигнала резоруфина (спектры возбуждения – 535 нм и 

эмиссии – 590 нм). Для каждого измерения мы вносили поправку на 

неспецифический сигнал, вызванный эндогенной H2O2 из-за реакций, отличных от 

окисления холина. Уровень холина определяли по калибровочным кривым, 

которые строили по флуоресценции при 590 нм в зависимости от возрастающих 

концентраций АХ в присутствии смеси реагентов (плюс экзогенная АХЭ 1 

ед.акт./мл). В некоторых экспериментах для насыщения мембраны холином 

мышцы подвергались воздействию комплекса МβЦД-холестерин (5 мМ) в 

течение 15 минут, а затем промывались перед измерением холина (Kasimov et al., 

2017; Petrov et al., 2017). 

2.5 Статистическая обработка результатов 

Статистический анализ проводился с помощью программного обеспечения 

Origin Pro. Исключение выбросов не проводилось. Данные представлены как 

среднее±стандартное отклонение; размер выборки (n – количество независимых 

экспериментов на отдельных мышцах отдельных мышей) и количество 

проанализированных мышечных волокон указаны в надписях к каждому рисунку. 

Статистическая значимость различий между средними значениями оценивалась с 
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помощью параметрических (t-критерий Стьюдента, дисперсионный анализ 

ANOVA с коррекцией методом Бонферрони) и непараметрических тестов (U-

критерий Манна-Уитни). Выбор теста происходил на основании оценки 

нормальности распределения и вариации дисперсии. Статистическая значимость 

определялась как *P˂0.05, **P˂0.01 и ***P˂0.001. 
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ГЛАВА 3 РЕЗУЛЬТАТЫ 

3.1 25ГХ и синаптическая передача 

3.1.1 Влияние 25ГХ на электрофизиологические параметры 

Влияние 25ГХ на высвобождение нейромедиатора. Мы оценили влияние 

25ГХ в различных концентрациях (0.1, 1 и 10 мкМ) на постсинаптические 

сигналы, возникающие в результате квантового выброса нейромедиатора. 

Инкубация 25ГХ (0.1-10 мкМ) не влияла на амплитуду МПКП и их временные 

характеристики, что свидетельствует об отсутствии изменений свойств 

постсинаптических нХР (рис. 2А). Мембранный потенциал покоя в данных 

условиях был стабилен. Частота МПКП также не изменилась, за исключением ее 

незначительного снижения в ответ на 25ГХ в концентрации 10 мкМ (рис. 3А). Эти 

данные свидетельствуют о том, что только высокая концентрация 25ГХ (10 мкМ) 

может негативно модулировать спонтанное высвобождение АХ. 

 

Рис. 2. Влияние 25ГХ на параметры постсинаптических потенциалов. А – 

амплитудно-временные параметры МПКП. Б – временные параметры ПКП при 

стимуляции с частотой 0.2 Гц. A, Б: ось Y – нормированный эффект 25ГХ, 

исходное значение до добавления 25ГХ установлено как 1.0. Б – изменения 

амплитуды ПКП в результате парной стимуляции в контрольных и обработанных 

25ГХ НМС. В – соотношение амплитуд ПКП, вызванных парными импульсами 

(ПКП2/ПКП1), построенные в зависимости от межимпульсных интервалов. n=9 

мышей на группу. 

Вызванное высвобождение нейромедиатора. ПКП вызывали 

низкочастотной стимуляцией нерва (0.2 Гц), которая высвобождает СВ, 
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принадлежащих к готовому к высвобождению пулу. Оценка квантового состава 

(путем деления ПКП на амплитуду МПКП) показала, что 25ГХ (0.1-10 мкМ) не 

изменяет вызванный выброс нейромедиатора при низкой частоте стимуляции 

нерва (рис. 3Б). Также 25ГХ не влиял на параметры ПКП (при 0.2 Гц) (рис. 2Б). 

Соответственно, 25ГХ не влиял на экзоцитоз СВ в ответ на одиночные стимулы. 

Аналогично, 25ГХ в концентрации 1 мкМ не изменял угнетение и облегчение при 

парной стимуляции, что свидетельствует об отсутствии выраженного изменения 

вероятности экзоцитоза (рис. 2В).  

 

Рис. 3. Влияние 25ГХ на высвобождение нейромедиатора. A – 

концентрационно-зависимое влияние 25ГХ на частоту МПКП и квантовый 

состав ПКП в отдельных синапсах. Ось Y – нормированный эффект 25ГХ (1.0 – 



50 
 

значение непосредственно перед аппликацией 25ГХ). n=6–9 на каждую группу. 

Б – примеры МПКП и ПКП до и через 20 мин после аппликации 25ГХ 

(оранжевый). В – нормированная кривая изменения квантового состава ПКП в 

течение 3-минутной стимуляции с частотой 20 Гц до и после добавления 25ГХ. 

n=12 на каждую группу. Справа ПКП записанные на 0, 60, 180 с стимуляции (20 

Гц). Ось Y – квантовый состав относительно начального значения (1.0), 

полученного непосредственно перед началом стимуляции. Г – суммарное 

количество квантов, высвобожденных при стимуляции с частотой 20 Гц в 

течение 3 мин. A, В и Г – результаты выражены как среднее 

значение±стандартное отклонение. n=6–12 на группу. **P˂0.01, ***P˂0.001, по 

сравнению с контролем. 

Высвобождение нейромедиатора при стимуляции с частотой 20 Гц. По 

сравнению с низкочастотной стимуляцией, длительная активность двигательного 

нерва на более высоких частотах вызывает мобилизацию СВ из рециклирующего 

и резервного пулов. В таких условиях эффективность нейропередачи зависит от 

доставки СВ к сайтам экзоцитоза. При стимуляции с частотой 20 Гц квантовый 

состав ПКП быстро уменьшался, а затем снижался медленнее, достигая значений 

47.6±14.2% (p˂0.001, n=12) к 3 минуте стимуляции (рис. 3В). Такое изменение 

квантового состава отражает доставку СВ к активной зоне после быстрого 

истощения готового к высвобождению пула.  

При низкой концентрации 25ГХ (0.1 мкМ) усиливалась депрессия 

квантового высвобождения во время активности с частотой 20 Гц. В частности, в 

этих условиях скорость снижения квантового состава была заметно выше, 

начиная с ~30 с после стимуляции (рис. 3В). В результате, оценка общего 

количества квантов, высвобожденных за 3 мин при частоте 20 Гц, показала, что 

25ГХ в концентрации 0.1 мкМ снижает высвобождение нейромедиатора на ~23% 

(p˂0.01; n=12) (рис. 3Г). Напротив, более высокие концентрации (1 и 10 мкМ) 

25ГХ уменьшают депрессию квантового состава ПКП во время стимуляции с 

частотой 20 Гц (рис. 3С), тем самым вызывая увеличение общего количества 

квантов (~27%; p˂0.001, n=12 для каждой группы), выделяемых в течение 3 мин 

стимуляции (рис. 3Г). Таким образом, 25ГХ может модулировать высвобождение 

нейромедиатора при умеренно-частотной активности в концентрационно-



51 
 

зависимой манере: низкая концентрация (0.1 мкМ) уменьшает высвобождение 

АХ, более высокие концентрации (1 и 10 мкМ) увеличивают его. 

3.1.2 Влияние 25ГХ на кинетику экзоцитоза FM1-43 

Для оценки влияния 25ГХ на экзоцитоз использовали краситель FM1-43. 

Терминали двигательных нервов первоначально загружали красителем FM1-43 и 

после 40-минутного периода покоя нерв повторно стимулировали с частотой 20 

Гц, чтобы вызвать высвобождение FM1-43 из СВ в процессе экзоцитоза 

(выгрузка) (рис. 4A и Б). В низких концентрациях (0.1 и 0.01 мкМ) 25ГХ снижал 

скорость выгрузки FM1-43 при стимуляции с частотой 20 Гц (рис. 4А), и через 3 

мин после стимуляции потеря красителя из нервных терминалей была ниже на 

43±8% (p˂0.001, n=15) и 57±4% (p˂0.001, n=15), соответственно, по сравнению с 

контролем (рис. 4В). Напротив, более высокие концентрации (1 и 10 мкМ) 25ГХ 

ускоряли выгрузку FM1-43 (рис. 4Б), и через 3 мин после стимуляции потеря 

FM1-43 была выше на 33±8% (p˂0.001, n=15) и 44±6% (p˂0.001, n=15), 

соответственно, по сравнению с контролем (рис. 4В).  

 

Рис. 4. Влияние 25ГХ на выгрузку красителя FM1-43 при стимуляции с 

частотой 20 Гц. A и Б – кинетика потери красителя FM1-43 во время стимуляции 

двигательного нерва. После 20-минутного воздействия низких (А) или высоких 

(Б) концентраций 25ГХ НМС, предварительно загруженные FM1-43, 

стимулировали (20 Гц) для массивного экзоцитоза СВ, что приводило к 

высвобождению FM1-43 вместе с нейромедиатором. Снизу и сверху от кривых 

характерные изображения НМС, загруженных FM1-43, непосредственно перед 
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стимуляцией (0) и в разные временные точки (60, 180, 300 с) во время 

стимуляции. Масштабные линейки – 10 мкм. Временной ход выгрузки FM1-43 в 

контроле показан на А и Б. А-Б: ось Y – интенсивность флуоресценции 

(ΔF/ΔFmax) относительно значения перед началом стимуляции с частотой 20 Гц. 

Среднее значение±стандартное отклонение; n=13-15 для каждой группы. В – 

влияние 25ГХ на выгрузку красителя FM1-43, высвобожденного во время 180-

секундной стимуляции с частотой 20 Гц, относительно потери красителя в 

контроле за тот же период стимуляции. Значения нормированы относительно 

контроля. Более низкие концентрации 25ГХ снижали относительную выгрузку 

красителя за 3 мин стимуляции, тогда как более высокие концентрации 

увеличивали. ***P˂0.001, по сравнению с контролем. 

Эти результаты согласуются с электрофизиологическими данными и 

указывают на снижение и увеличение участия СВ в экзоцитозе после аппликации 

25ГХ в низких (0.01 и 0.1 мкМ) и высоких (1 и 10 мкМ) концентрациях, 

соответственно. Следует обратить внимание, что эффекты 25ГХ были более четко 

выражены в экспериментах по выгрузке FM1-43, по сравнению с регистрацией 

постсинаптических потенциалов. Обработка препаратов 25ГХ в концентрациях 

0.01-10 мкМ (без стимуляции, в течение 20 мин в период покоя), предварительно 

загруженных FM1-43, не влияла на флуоресценцию терминалей двигательных 

нервов (по сравнению с контролем), что указывает на отсутствие значительных 

изменений в потере FM1-43 вследствие спонтанного высвобождения (рис.5). 



53 
 

 

Рис.5. Влияние 25ГХ на спонтанную 

выгрузку FM1-43 (без стимуляции). n=15 для 

каждой группы. Изменение флуоресценции FM1-43 

в растворе с различными концентрациями 25ГХ и 

без 25ГХ после аппликации в течение 20 мин. Ось 

Y – нормированный эффект, где 1.0 – 

интенсивность свечения до экспозиции в растворе с 

25ГХ и без него. 

 

3.1.3 Зависимость эффектов 25ГХ от глутаматных NMDA- и LX-рецепторов 

В базальном состоянии концентрация 25ГХ в плазме и тканях очень низкая 

и может увеличиваться до 1 мкМ во время воспалительных реакций, поэтому в 

данной работе внимание было сосредоточено на изучении влияния 25ГХ в 

концентрации 1 мкМ на динамику экзоцитоза СВ при стимуляции с частотой 20 

Гц. 25ГХ может модулировать глутаматные NMDA-рецепторы в ЦНС 

(Linsenbardt et al., 2014) и является мощным агонистом ядерных LX-рецепторов 

(Cyster et al., 2014). Последние также могут присутствовать в плазматической 

мембране в эндотелиальных клетках и тромбоцитах (Ishikawa et al., 2013; 

Unsworth et al., 2018). Считается, что и NMDA-, и LX-рецепторы необходимы для 

стабильности и функционирования НМС (Bigini et al., 2010; Personius et al., 2016; 

Kasimov et al., 2017; Mukhutdinova et al., 2019). 

GSK 2033, селективный антагонист LX-рецепторов, не влиял на скорость 

выгрузки FM1-43 при стимуляции с частотой 20 Гц, но устранял 25ГХ-

опосредованное усиление выгрузки FM1-43 (рис. 6A). Более того, в этих условиях 

25ГХ снижал скорость потери красителя при активности с частотой 20 Гц (рис. 
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6А). D-AP5, специфический блокатор NMDA-рецепторов, немного увеличивал 

выгрузку красителя. В присутствии антагониста NMDA-рецепторов 25ГХ 

дополнительно ускорял скорость потери FM1-43 (рис. 6Б). Таким образом, 

потенцирующий выгрузку эффект 25ГХ в НМС может зависеть от LX-, но не от 

NMDA-рецепторов.  

 

Рис. 6. Участие LX- и NMDA-рецепторов в реализации эффекта 25ГХ (1 

мкМ) на экзоцитоз при частоте 20 Гц. A, Б – временной ход выгрузки FM1-43 при 

стимуляции с частотой 20 Гц. Показано влияние антагонистов LX- (GSK2033) и 

NMDA-рецепторов (D-AP5), а также влияние 25ГХ в присутствии этих 
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антагонистов на выгрузку FM1-43. Ось Y – относительная флуоресценция 

(ΔF/ΔFмакс), где значение до начала 20 Гц стимуляции установлено как 1.0. n=14-

15 для каждой кривой. Контрольная кривая и действие 25ГХ (из рис. 3) показаны 

на А. В – снижение квантового состава при стимуляции (20 Гц). Показана 

динамика в присутствии антагониста LX-рецепторов отдельно и в комбинации с 

25ГХ. n=10-11 для каждой кривой. Справа показаны примеры ПКП на 0, 60, 180 с 

стимуляции с частотой 20 Гц. Ось Y – нормированный квантовый состав, где 

исходное значение непосредственно перед стимуляцией принято за 1.0. Кроме 

того, указаны контрольные кривые и кривые при аппликации 25ГХ (из рис. 3В). Г 

– кумулятивные кривые квантового состава, показывающие общее количество 

квантов, высвобожденных за 3 мин стимуляции с частотой 20 Гц (из В). **P˂0.01, 

по сравнению с контролем. На рисунках A-Г данные представлены как среднее 

значение±стандартное отклонение. 

Электрофизиологические эксперименты подтвердили роль LX-рецепторов в 

опосредовании эффекта 25ГХ (1 мкМ) на высвобождение нейромедиатора в ответ 

на стимуляцию с частотой 20 Гц. В соответствии с нашими предыдущими 

данными (Mukhutdinova et al., 2019) антагонист LX-рецепторов не изменял 

параметры МПКП и ПКП (при 0.2 Гц) (рис. 7), а также динамику снижения 

квантового состава при стимуляции с частотой 20 Гц (рис. 6В). Ослабляющий 

эффект 25ГХ на депрессию секреции квантов устранялся в присутствии 

антагониста LX-рецепторов при стимуляции с частотой 20 Гц. Более того, при 

ингибировании LX-рецепторов 25ГХ усиливал снижение квантового состава во 

время стимуляции (рис. 6В), вызывая снижение общего количества квантов, 

высвобождаемых к 3 минуте тетануса (рис. 6Г). Следовательно, при 

блокировании LX-рецепторов эффект 25ГХ на нейропередачу был обратным и 

напоминал эффект более низких концентраций 25ГХ. 
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Рис. 7. Влияние ингибитора LX-рецепторов (GSK2033) отдельно и в 

комбинации с 25ГХ (1 мкМ). А – влияние на частоту МПКП и квантовый состав 

ПКП. Б, В – влияние на параметры МПКП и ПКП. A-В: ось Y – нормированный 

эффект, где значение до аппликации веществ (GSK2033 или 25ГХ+GSK2033) 

принимается за 1.0. 

3.1.4 Роль липидных рафтов в эффектах 25ГХ и локализация LX-рецепторов 

в НМС 

Существует две изоформы LX-рецепторов – α и β. LXα-рецепторы в 

основном экспрессируются в печени, макрофагах, почках, жировой ткани и 

надпочечниках, тогда как LXβ-рецепторы экспрессируются повсеместно (Wang, 

Tontonoz, 2018). Кроме того, было обнаружено, что мыши с нокаутом LXβ-

рецепторов страдают от БАС-подобной патологии, связанной с потерей НМС 

(Bigini et al., 2010). Принимая во внимание эти наблюдения, была оценена 

иммуноэкспрессия LXβ-рецепторов в НМС. В НМС наблюдались LXβ-рецептор-

позитивные флуоресцентные точки, что указывает на локализацию этих 

рецепторов в плазматических мембранах (верхние изображения на рис. 8A). Это 

согласуется с расположением неядерных LXβ-рецепторов в богатых 

холестерином липидных рафтах, наблюдаемых в сосудистых эндотелиальных 

клетках (Ishikawa et al., 2013). Действительно, предварительная обработка 

препаратом, снижающий уровень холестерина, МβЦД в низкой концентрации (0.1 

мМ) нарушала картину точечного окрашивания, размывая флуоресцентный 

сигнал (нижние изображения на рис. 8A). Мечение маркером липидных рафтов 
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ХТ-В также показало точечное окрашивание в НМС, а МβЦД заметно уменьшал 

окрашивание ХТ-В (рис. 8Б). Это согласуется с нашими предыдущими данными, 

указывающими на способность МβЦД (0.1 мМ) частично дестабилизировать 

липидные рафты в НМС грызунов (Petrov et al., 2017; Mukhutdinova et al., 2018). 

Таким образом, LXβ-рецептор может находиться в липидных рафтах 

пресинаптической мембраны в НМС.  
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Рис. 8. Роль липидных рафтов и ЭРα в эффекте 25ГХ (1 мкМ), а также 

локализация LXβ-рецепторов в НМС. A – иммунолокализация LXβ-рецепторов в 

НМС в контрольных и МβЦД-обработанных препаратах. Показана 

флуоресценция образцов, меченных родамин-конъюгированным α-БТ (красный – 
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синаптический маркер) и антителами против LXβ-рецепторов (зеленый). Б – 

окрашивание липидных рафтов в НМС контрольных мышц и мышц, 

обработанных МβЦД. Показана флуоресценция α-БТ (красный) и ХТ-В (зеленый 

– маркер липидных рафтов). Справа – количественная оценка флуоресценции ХТ-

В (в о.е.). n=8 на группу (214 и 221 НМС для контроля и группы МβЦД, 

соответственно). A, Б: масштабная линейка – 20 мкм. В, Г – влияние 25ГХ на 

кинетику выгрузки FM1-43 при стимуляции с частотой 20 Гц в препаратах, 

предварительно обработанных МβЦД (В) и ингибитором ЭРα TBPM (Г). 

Контрольная кривая (из рис. 4А) показана на В. Ось Y – относительная 

интенсивность флуоресценции (ΔF/ΔFмакс). n=13-14 для каждой группы. Д, Е – 

влияние 25ГХ на квантовую секрецию в препаратах, обработанных МβЦД. Д – 

изменение нормированного квантового состава при стимуляции с частотой 20 Гц. 

Справа – характерные ПКП на 0, 60, 180 с стимуляции с частотой 20 Гц. Ось Y – 

квантовый состав ПКП, где исходное значение перед стимуляцией установлено 

как 1.0. Контрольная кривая (из рис. 3В) показана на Д. Е – суммарный квантовый 

состав, указывающий на общее количество квантов, высвобожденных при 

стимуляции с частотой 20 Гц в течение 3 мин (из Д). Б-Е – данные представлены 

как среднее значение±стандартное отклонение; Б, Е: **P˂0.01, по сравнению с 

контролем. В верхней части справа показана примерная схема, иллюстрирующая 

расположение LX-рецепторов в липидных рафтах и их взаимодействие с ЭРα, 

также показаны последствия предварительной обработки МβЦД. 

3.1.5 Значение липидных рафтов в стимулирующем экзоцитоз эффекте 25ГХ 

Чтобы проверить значение липидных рафтов в реализации эффектов 25ГХ, 

использовали агент МβЦД (0.1 мМ), оказывающий разрушающее действие на 

рафты. В соответствии с нашими предыдущими данными (Kasimov et al., 2015) 

предварительная обработка МβЦД (0.1 мМ) сама по себе не оказывала заметного 

влияния на скорость потери FM1-43 (рис. 8В). В то же время эта предварительная 

обработка предотвращала 25ГХ-зависимое (1 мкМ) усиление выгрузки FM1-43 

при стимуляции с частотой 20 Гц (рис. 8В). 

Неядерные LX-рецепторы могут непосредственно активировать ЭРα в 

липидных рафтах эндотелиальных клеток (Ishikawa et al., 2013). TPBM, 

селективный ингибитор ЭРα, значительно увеличивал скорость выгрузки 

красителя, и он, как и предварительная обработка МβЦД, предотвращал 25ГХ-

опосредованное увеличение скорости выгрузки FM1-43 (рис. 8Г). Можно 
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предположить, что целостность липидных рафтов и активация ЭРα необходимы 

для способности 25ГХ потенцировать вовлечение содержащих краситель СВ в 

экзоцитоз. Отметим, что в условиях ингибирования LX-рецепторов как после 

предварительного воздействия МβЦД, так и в присутствии ингибитора ЭРα, 25ГХ 

подавлял выгрузку FM1-43 при стимуляции с частотой 20 Гц, по сравнению с 

соответствующими контрольными группами. В совокупности эти данные 

подтверждают идею о том, что 25ГХ в концентрации 1 мкМ активирует LX-

рецепторы, которые могут взаимодействовать с ЭРα в липидных рафтах.  

Микроэлектродная регистрация постсинаптических потенциалов, как и 

эксперименты по выгрузке FM1-43, указывает на зависимость стимулирующего 

эффекта 25ГХ от состояния липидного рафта. Действительно, предварительная 

обработка МβЦД существенно не изменяла динамику квантового выброса при 

частоте 20 Гц, но предотвращала способность 25ГХ ускорять высвобождение 

нейромедиатора (рис. 8Д и Е). Более того, после воздействия МβЦД 25ГХ 

вызывал более заметное снижение содержания квантов ПКП при частоте 20 Гц и 

уменьшал количество квантов, высвобождаемых в течение 3 мин стимуляции 

(рис. 8Д и Е). 

3.1.6 Влияние 25ГХ на уровень внутриклеточного Ca
2+

 и роль Ca
2+

 в 

стимулирующем экзоцитоз эффекте 25ГХ 

Ключевые этапы рециклирования СВ, включая мобилизацию СВ, зависят от 

внутриклеточного Ca
2+

 и активности Ca
2+

-зависимых ферментов (Rizzoli, 2014). 

Для проверки влияния 25ГХ (1 мкМ) на цитозольный Ca
2+

 использовали 

индикатор Ca
2+

 Oregon Green BAPTA 1. Добавление 25ГХ вызывало транзиторное 

увеличение внутриклеточного Ca
2+

 с пиковым уровнем (на 1½ мин), за которым 

следовало возвращение к базальному уровню в течение 7-9 мин (рис. 9А). Этот 

подъем [Ca
2+

]in был частично ослаблен антагонистом LX-рецепторов и не 

изменился в присутствии блокатора NMDA-рецепторов (рис. 9Б). 25ГХ может 

активировать G-белок-связанный рецептор GPR183 (известный как EBI2), 

который экспрессируется в основном в иммунных клетках и необходим для 
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управления миграцией В-клеток и дендритных клеток (Cyster et al., 2014). NIBR 

189, селективный антагонист GPR183, не изменял эффект 25ГХ на 

внутриклеточный уровень Ca
2+

 (рис. 9Б). Таким образом, 25ГХ-опосредованное 

увеличение цитозольного Ca
2+

 может частично происходить из-за активации LX-

рецепторов.  

Приток внеклеточного Са
2+

 через кальциевые каналы плазматической 

мембраны и высвобождение Са
2+

 из ЭПР через рианодиновые рецепторы (Ри-

рецептор) или инозитолтрифосфатные рецепторы (ИТФ-рецептор) являются 

основными путями повышения цитозольного Са
2+

 в синапсе. 25ГХ-

индуцированное увеличение цитозольного Ca
2+

 сохранялось в растворе без Ca
2+

, 

содержащим внеклеточный буфер Ca
2+

 (EGTA), а также в присутствии блокатора 

Ри-рецепторов дантролена (рис. 9В). TMB-8, ингибитор ИТФ-рецепторов, 

предотвращал увеличение цитозольного Ca
2+

 в ответ на аппликацию 25ГХ (рис. 

9В). Таким образом, 25ГХ может провоцировать высвобождение Ca
2+

 из ЭПР 

через ИТФ-рецепторы.  
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Рис. 9. Роль Ca
2+

 сигнализации в эффекте 25ГХ (1 мкМ). A-В – изменение 

флуоресценции внутриклеточного Ca
2+

-индикатора (Oregon Green® 488 BAPTA-
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1) в синаптической зоне. Показаны эффекты 25ГХ в контроле и в условиях 

ингибирования NMDA- (D-AP-5), LX-рецепторов (GSK2033), GPR183 (NIBR189), 

Ри-рецепторов (дантролен), ИТФ-рецепторов (TMB8), а также удаления 

внеклеточного Ca
2+

 (физиологический солевой раствор без Ca
2+

, содержащий 

внеклеточный Ca
2+

 буфер EGTA). В верхнем правом углу показаны изображения, 

иллюстрирующие изменения флуоресценции в синаптической области в ответ на 

обычный раствор (контроль) или раствор с 25ГХ. Также показаны 

флуоресцентные изображения, полученные до аппликации (0′); масштабная 

линейка – 10 мкм. На схеме указаны молекулярные мишени для используемых 

фармакологических веществ. A-В: ось Y – нормированная флуоресценция, где 

значение, соответствующее 1 мин (до аппликации 25ГХ или обычного раствора), 

принимается за 1.0. Момент начала аппликации 25ГХ (или контрольного 

раствора) указан стрелкой. n=10-11 для каждой кривой. Г-Е – временной ход 

выгрузки FM1-43 при стимуляции с частотой 20 Гц. Графики иллюстрируют 

влияние 25ГХ в условиях внутриклеточного хелатирования Ca
2+

 медленным 

буфером EGTA-AM (Г) и ингибирования ПКС ингибиторным пептидом (Д) или 

хелеритрином (Е). n=14 для каждой кривой. Контрольная кривая (из рис. 4A) 

показана пунктирной линией. Ось Y – относительная интенсивность 

флуоресценции (ΔF/ΔFмакс). A-Е – данные выражены как среднее 

значение±стандартное отклонение. 

3.1.7 Роль внутриклеточного Ca
2+

 и Ca
2+

-зависимой протеинкиназы C в 

стимулирующем экзоцитоз эффекте 25ГХ 

Для проверки роли цитозольного Ca
2+

 в эффекте 25ГХ (1 мкМ) на экзоцитоз 

предварительно загруженные FM1-43 нервно-мышечные препараты загружали 

медленным внутриклеточным Ca
2+

 буфером EGTA-AM. В контроле 

хелатирование цитозольного Ca
2+

 существенно не изменяло динамику выгрузки 

FM1-43 при стимуляции с частотой 20 Гц. Это согласуется с данными о том, что в 

отличие от быстрого цитозольного Ca
2+

 буфера BAPTA-AM, EGTA-AM не влияет 

на высвобождение нейромедиатора в ответ на высокочастотную стимуляцию в 

НМС мышей (Miteva et al., 2020). Предварительная обработка EGTA-AM 

устраняла 25ГХ-опосредованное увеличение скорости выгрузки FM1-43. В этих 

условиях 25ГХ не оказывал заметного влияния на выгрузку красителя (рис. 9Г). 

Таким образом, увеличение цитозольного Ca
2+

 может способствовать 25ГХ-

зависимому усилению мобилизации СВ.  
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Повышение цитозольного Ca
2+

 может влиять на нейропередачу через 

активацию сигнальных ферментов. Учитывая, что 25ГХ-индуцированное 

повышение Ca
2+

 зависело от активации ИТФ-рецепторов, мы проверили участие 

ПКС в эффекте 25ГХ. Мембранопроницаемый пептидный ингибитор Ca
2+

 и 

фосфолипид-зависимой ПКС сам по себе не влиял на выгрузку FM1-43, но 

полностью предотвращал эффект 25ГХ на потерю красителя при частоте 20 Гц 

(рис. 9Д). Аналогично, хелеритрин хлорид, мощный изоформ-неспецифический 

ингибитор ПКС, предотвращал 25ГХ-опосредованные изменения в выгрузке FM1-

43 (рис. 9Е). Таким образом, 25ГХ может модулировать участие СВ в экзоцитозе 

Ca
2+

 и ПКС-зависимым образом.  

Отметим, что отсутствие собственных эффектов ингибиторов ПКС 

свидетельствует об отсутствии выраженной ПКС-опосредованной регуляции 

мобилизации СВ в базальных условиях в НМС мышей. В то же время 

ингибирование ПКС не влияло на KCl-индуцированную выгрузку FM1-43 в НМС 

лягушки (Petrov et al., 2015). 

3.1.8 Сигнальные молекулы, участвующие в эффекте 25ГХ на выгрузку 

FM1-43 

В целом, приведенные выше данные свидетельствуют о том, что 25ГХ (1 

мкМ) увеличивает скорость экзоцитоза СВ через активацию LX-рецепторов, 

которые стимулируют нисходящий путь, приводящий к высвобождению Ca
2+

 из 

ЭПР, а затем к активации ПКС. Далее был проведен ряд экспериментов для 

выявления сигнальных молекул, которые могут образовать мост между LX-

рецепторами и ПКС.  

Потенциально, комплекс LX-рецептор/ЭРα на плазматической мембране 

может влиять на сигнальный путь Gi-белков, поскольку мембранно-

ассоциированный ЭРα может напрямую связывать и активировать Gi-белок 

(Kumar et al., 2007). Фармакологическое ингибирование Gi-белков путем 

предварительной обработки коклюшным токсином не повлияло на кинетику 

выгрузки FM1-43 при стимуляции с частотой 20 Гц, но отменило 25ГХ-
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опосредованное увеличение скорости потери FM1-43 (рис. 10A). Таким образом, 

LX-рецептор-зависимая активация Gi-белков может быть вовлечена в 

стимулирующий экзоцитоз эффект 25ГХ. 

 

Рис. 10. Вовлечение сигнального пути Gi-белок/βγ-димер G-белка/ФЛС в 

эффект 25ГХ (1 мкМ) на скорость экзоцитоза СВ. A-В – кинетика выгрузки FM1-

43 при стимуляции с частотой 20 Гц в препаратах, предварительно обработанных 

ингибиторами Gi-белка (PTX), βγ-димера G-белка (галлеин) и ФЛС (D609 и U-

73122). n=14 для каждой кривой. Ось Y – относительная интенсивность 

флуоресценции (ΔF/ΔFмакс). Г – нормированный эффект 25ГХ на выгрузку FM1-

43 после стимуляции с частотой 20 Гц в течение 3 мин. Этот график указывает на 
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количество красителя, высвобожденного за 3 мин стимуляции при частоте 20 Гц, 

по сравнению с контролем. ***P˂0.001, по сравнению с контролем. A-Г – данные 

выражены как среднее значение±стандартное отклонение. ДАГ – 

диацилглицерин, РТХ – коклюшный токсин. 

Возможная молекулярная связь между Gi-белком и ПКС может 

основываться на способности βγ-димера Gi-белка активировать ФЛС (Smrcka, 

2008). В соответствии с этой идеей галлеин (ингибитор βγ-димера), D609 

(ингибитор ФХ-ФЛС) и U-73122 (ингибитор ФИ-ФЛС) действовали так же, как и 

ингибирование Gi-белка (рис. 10Б). В частности, ингибиторы βγ-димера или ФЛС 

предотвращали 25ГХ-индуцированное увеличение выгрузки FM1-43, тогда как 

сами по себе ингибиторы не влияли на потерю красителя. Следует обратить 

внимание, что 25ГХ оказывал обратный эффект (подавлял высвобождение FM1-

43 при активности с частотой 20 Гц) при ингибировании Gi-белка, βγ-димера G-

белка или ФХ-ФЛС (рис. 7C).  

Таким образом, потенцирующий эффект 25ГХ на участие СВ в экзоцитозе 

может вовлекать Gi-белок/βγ-димер G-белка/ФХ-ФЛС, ФИ-ФЛС/[Ca
2+

]in/ПКС 

путь. В то же время 25ГХ может подавлять нейропередачу, когда эти сигнальные 

молекулы (за исключением ФИ-ФЛС, [Ca
2+

]in, ПКС) блокируются (рис. 10Г). 

3.1.9 Активные формы кислорода модулируют эффект 25ГХ на выгрузку 

FM1-43 

Повышение уровня [Ca
2+

]in, а также активация ПКС могут привести к 

увеличению продукции АФК. В свою очередь, АФК могут повышать как уровень 

цитозольного Ca
2+

, так и активность ПКС (Gorlach et al., 2015; Ursan et al., 2020). 

Таким образом, АФК может служить потенциальным усилителем Ca
2+

-ПКС 

сигнализации. Аппликация 25ГХ вызывало увеличение флуоресценции CM-

H2DCF (индикатор АФК) с пиком через 5-6 мин после добавления 25ГХ (рис. 

11А). Это говорит о том, что повышение уровня цитозольной АФК происходит 

после увеличения [Ca
2+

]in. Более того, хелатирование внутриклеточного Ca
2+

 (с 

помощью EGTA-AM) предотвратило увеличение флуоресценции CM-H2DCF в 

ответ на 25ГХ (рис. 11Б). Аналогично, эксперименты с AmplexRed, 
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чувствительным к H2O2, также показали, что 25ГХ может увеличивать 

внеклеточный уровень H2O2 в Ca
2+

-зависимой манере (рис. 11В). АФК может 

играть как физиологическую, так и патологическую роль. Перекисное окисление 

мембранных липидов является одним из проявлений или последствий 

токсического действия АФК. Оценка ПОЛ с помощью ратиометрической метки iT 

показала отсутствие окислительного повреждения липидов в результате 

применения 25ГХ (рис. 11Г). Это согласуется с данными о том, что низкая 

концентрация H2O2 не способна вызвать ПОЛ в НМС мышей (Giniatullin et al., 

2019). 

 

Рис. 11. Влияние 25ГХ (1 мкМ) на продукцию АФК. А – динамика 

флуоресценции индикатора АФК (CM-H2DCFDA) в ответ на 25ГХ или ДМСО. 

Момент добавления обозначен стрелкой; жирная горизонтальная линия 

обозначает стимуляцию при частоте 20 Гц. n=11 на каждую кривую. Справа 
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представлены изображения, иллюстрирующие изменения флуоресценции в 

синаптической зоне; масштабная линейка – 10 мкм. Б – изменения флуоресценции 

CM-H2DCFDA в контроле и в ответ на 25ГХ в условиях нормального 

внутриклеточного Ca
2+

 и хелатирования [Ca
2+

]in с помощью EGTA-AM. Ось Y – 

нормированная флуоресценция, значения до 25ГХ и ДМСО установлены как 1.0. 

В – флуоресценция резоруфина (индикация внеклеточного уровня H2O2). Ось Y – 

флуоресценция при 590 нм в о.е. Г – соотношение зеленой/красной 

флуоресценции iT-сенсора (соотношение G/R – показатель ПОЛ). n=6 мышей для 

каждой группы (88/70 НМС в группах контроль/25ГХ). Д – временной ход 

выгрузки FM1-43 при стимуляции с частотой 20 Гц в мышцах, обработанных 

NAC (антиоксидант). n=12-14 для каждой кривой. Ось Y – относительная 

интенсивность флуоресценции (ΔF/ΔFмакс). Также обозначены кривые контроля и 

25ГХ (из рис. 3). A-Д – данные выражены как среднее значение±стандартное 

отклонение. *P˂0.05, **P˂0.01, ***P˂0.001, по сравнению с контролем.  

Увеличение АФК может модулировать многочисленные пресинаптические 

аспекты нейропередачи в НМС (Petrov et al., 2014; Giniatullin et al., 2019; 

Tsentsevitsky et al., 2020). Чтобы проверить вклад АФК, был использован 

антиоксидант NAC. Сам NAC не оказывал заметного влияния на выгрузку FM1-

43, но частично снижал 25ГХ-опосредованное ускорение потери красителя при 

активности с частотой 20 Гц (рис. 11Д). Это говорит о том, что АФК может 

частично способствовать влиянию 25ГХ на мобилизацию СВ, которая в основном 

зависит от внутриклеточного сигнального пути, включающего Gi-белок/βγ-димер 

G-белка/ФЛС/Ca
2+

/ПКС. 

3.2 Боковой амиотрофический склероз и 25ГХ 

3.2.1 Уровень внеклеточного холина во внеклеточном растворе 

В условиях покоя большая часть внеклеточного АХ поступает за счет 

невезикулярной (неквантовой) секреции, которая опосредуется транспортерами 

нейромедиаторов, встроенными в пресинаптическую мембрану (Fletcher, Forrester, 

1975; Vyskocil et al., 2009; Petrov et al., 2011). В синаптической щели молекулы 

АХ быстро гидролизуются АХЭ, высвобождая ацетат и холин. Внеклеточный 

уровень холина точно отражает неквантовое высвобождение АХ в НМС (Petrov et 

al., 2011). Таким образом, был оценен внеклеточный уровень холина, 
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накопленный в течение 15 минут. Интересно отметить, что внеклеточное 

содержание холина было заметно выше (на 43±17%, p=0.0009) у mSOD мышей, 

по сравнению с мышами дикого типа (рис. 12A). Большинство модуляторов 

нервно-мышечной передачи (АТФ, глутамат, мускариновые агонисты) подавляют 

неквантовое высвобождение в НМС млекопитающих (Vyskocil et al., 2009). 

Напротив, даже незначительное истощение мембранного холестерина может 

увеличить невезикулярное высвобождение АХ из-за повышенной активности 

транспортера АХ в пресинаптической мембране НМС крысы (Petrov et al., 2011). 

Соответственно, потенциальной причиной повышения уровня внеклеточного 

холина могут быть изменения, связанные с текучестью мембраны в НМС у mSOD 

мышей. В соответствии с этой идеей, насыщение мембраны экзогенным 

холестерином с использованием комплекса МβЦД-холестерин (Petrov et al., 2014; 

Petrov et al., 2017) снизило содержание внеклеточного холина у mSOD мышей до 

контрольного значения, в то время как добавление холестерина не оказало 

существенного влияния на уровень холина у мышей дикого типа (рис. 12А). 

Заманчиво предположить, что изменения свойств мембраны НМС могут 

проявляться на ранних стадиях БАС. 

Остаточный АХ (негидролизованный эндогенной АХЭ) оценивали в 

экспериментах с добавлением экзогенной АХЭ (рис. 12Б). В этих экспериментах 

уровень холина был на 37±13% (p=0.0015) выше, чем в условиях без добавления 

экзогенной АХЭ у мышей дикого типа. Это означает, что ~37% АХ не 

подвергалось действию эндогенной АХЭ. В присутствии экзогенной АХЭ 

уровень холина был выше на 43±15% (p=0.0022) у mSOD мышей, по сравнению с 

мышами дикого типа, а добавление холестерина снижало содержание холина у 

mSOD мышей, тогда как у мышей дикого типа не оказывало никакого эффекта 

(рис. 12Б). Эти результаты согласуются с данными, полученными без добавления 

экзогенной АХЭ, и указывают на увеличение высвобождения АХ в покоящихся 

нервно-мышечных препаратах. Отметим, что сходная степень увеличения уровня 

холина, оцененная без (рис. 12А) и с добавлением экзогенной АХЭ (рис. 12Б), 
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свидетельствует об отсутствии существенной разницы в активности эндогенной 

АХЭ у mSOD мышей, по сравнению с мышами дикого типа.  

 

Рис. 12. Изменение уровня внеклеточного холина/АХ в состоянии покоя. А 

– показана флуоресценция резоруфина (при 590 нм; в о.е.), отражающая уровень 

холина во внеклеточном растворе после 15-минутной инкубации мышц мышей 

дикого типа (WT) и mSOD мышей. Б – те же измерения в присутствии экзогенной 

АХЭ, которая превращает остаточный АХ (негидролизованный эндогенной АХЭ) 

в холин. Некоторые мышцы были обогащены холестерином до начала 15-

минутной инкубации (+холестерин). Флуоресценция сравнивалась с 

калибровочной кривой для АХ для оценки уровней АХ/холина (ось Y справа). 

n=7-8 мышей для каждой группы. Данные представлены как среднее 

значение±стандартное отклонение; **P˂0.01, ***P˂0.001. 

3.2.2. Различия в свойствах мембран синаптического и внесинаптического 

региона 

Флуоресцентные подходы позволяют селективно оценивать свойства 

мембран в синаптическом компартменте живых мышечных волокон. Для 

проверки гипотезы о том, что изменения липидных рафтов являются ранним 

событием при БАС, был использован флуоресцентно-меченный ХТ-В, который 

избирательно связывается с кластерами ганглиозида GM1, расположенными 

преимущественно в липидных рафтах (Margheri et al., 2014), и флуоресцентный 
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ганглиозид GM1, который преимущественно встраивается в липидные рафты 

(Ichikawa et al., 2009; Kasimov et al., 2016). Окрашивание плазматической 

мембраны ХТ-В было заметно ниже в синаптических областях (рис. 13A) у mSOD 

мышей, по сравнению с мышами дикого типа. Во внесинаптических областях 

флуоресценция ХТ-В существенно не отличалась (p=0.185) у mSOD мышей, по 

сравнению с мышами дикого типа. Флуоресценция ганглиозида GM1 была 

снижена как в синаптических, так и во внесинаптических регионах у mSOD 

мышей (рис. 13Б). Эти данные позволяют предположить, что снижение 

целостности липидных рафтов может происходить на ранних стадиях в НМС 

mSOD мышей. NBD-холестерин является красителем, чувствительным к 

окружающей среде, и повышение текучести мембран увеличивает 

флуоресценцию NBD-холестерина, встроенного в плазматическую мембрану 

(Ostasov et al., 2013; Kasimov et al., 2016; Petrov et al., 2016). У mSOD мышей 

флуоресценция NBD-холестерина была значительно выше, чем у животных 

дикого типа (рис. 13В). Следовательно, в плазматических мембранах mSOD 

мышей на стадии до начала заболевания может происходить увеличение 

текучести мембран, т.е. дезорганизация. Это согласуется с предполагаемым 

нарушением липидной упорядоченности мембран (липидных рафтов) в НМС 

mSOD мышей.  

Чтобы дополнительно проверить различия в упорядоченности 

плазматических мембран, использовалась ратиометрическая метка F2N12S. 

Снижение соотношения красной и зеленой флуоресценции F2N12S указывает на 

увеличение липид-неупорядоченной фазы и (или) потерю асимметрии мембраны 

(Shynkar et al., 2007; Kilin et al., 2015; Petrov et al., 2019). У mSOD мышей это 

соотношение флуоресценции F2N12S уменьшилось в синаптических областях 

(рис. 13В). Таким образом, использование четырех различных красителей 

свидетельствует о выраженном снижении липидной упорядоченности 

(целостности рафтов) в мембранах диафрагмы у mSOD мышей до манифестации 

заболевания. 
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Рис. 13. Свойства плазматической мембраны в синаптической (НМС) и 

внесинаптической областях (МВ) у mSOD мышей и мышей дикого типа. A – 

мечение липидных рафтов флуоресцентным ХТ-В. n=9 мышей на группу (258 и 

263 мышечных волокон для мышей дикого типа (WT) и mSOD мышей, 

соответственно). Б – окрашивание флуоресцентным ганглиозидом GM1, 

нацеленным на липидные рафты. n=8 мышей на группу (209 и 231 мышечных 

волокон для мышей дикого типа и mSOD мышей, соответственно). В – 

флуоресценция чувствительной к текучести мембран метки NBD-холестерина. 

Увеличение флуоресценции NBD-холестерина указывает на увеличение текучести 

мембраны (т.е. уменьшение упорядоченности липидов). n=9 мышей на группу 

(261 и 267 мышечных волокон для дикого типа и mSOD, соответственно). A-Б – 

представлены значения флуоресценции (в о.е.) и типичные флуоресцентные 
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изображения синаптической области; масштабные линейки – 20 мкм. Г – 

соотношение красной и зеленой флуоресценции красителя F2N12S – показатель 

упорядоченности и (или) асимметрии мембран. n=9 мышей на группу (202 и 214 

мышечных волокон для мышей дикого типа и mSOD мышей, соответственно). 

Данные представлены как среднее значение±стандартное отклонение; *P˂0.05, 

**P˂0.01, ***P˂0.001. 

3.2.3 Различия в поглощении флуоресцентного церамида у мышей с моделью 

БАС 

Оценка уровня холестерина и церамида в гомогенате мышцы указала на 

отсутствие изменений в содержании холестерина, но повышение уровня церамида 

(Zakyrjanova et al., 2021). Нарушенный метаболизм церамида и его накопление 

могут способствовать нарушению липидных рафтов, синаптической дисфункции, 

а также метаболической дисрегуляции в скелетных мышцах (Rohrbough et al., 

2004; Bryndina et al., 2018; Petrov et al., 2019; Reidy et al., 2020). Содержание 

церамида было выше в мышцах диафрагмы у mSOD мышей, по сравнению с 

мышами дикого типа. 

Кроме того, использование BODIPY-церамида показало его большее 

накопление избирательно в синаптическом регионе у mSOD мышей (рис. 14). 

Флуоресцирующий церамид образовывал «горящие точки» флуоресценции в 

синаптической зоне у mSOD мышей. Это указывает на накопление церамида в 

плазматической и внутриклеточной мембранах (эндоплазматический ретикулум и 

эндосомы) в НМС. Соответственно, повышение уровня церамида и его 

синаптическое накопление могут происходить у mSOD мышей на ранней стадии. 
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Рис. 14. Различия в поглощении 

флуоресцентного церамида у mSOD 

мышей и мышей дикого типа. Слева 

представлена флуоресценция (в о.е.) в 

синаптической и внесинаптической 

областях; справа – изображения 

синаптического компартмента, 

масштабная линейка – 20 мкм. n=8 

мышей на группу (192 и 208 мышечных 

волокон для дикого типа (WT) и mSOD 

мышей, соответственно). Данные 

представлены как среднее 

значение±стандартное отклонение; 

***P˂0.001. 

3.2.4 Влияние острой аппликации оксистерина на свойства мембран 

Оксистерины могут влиять как на свойства синаптических мембран, так и 

на нервно-мышечную передачу (Kasimov et al., 2015; Kasimov et al., 2017; 

Mukhutdinova et al., 2018). Последние исследования свидетельствуют о 

вовлечении 25ГХ в БАС, связанного с иммунитетом, выработка которого 

индуцируется различными лигандами толл-подобных рецепторов и ИФН (Abdel-

Khalik et al., 2017; Kim et al., 2017), а также гиперхолестеринемией и диетой, 

обогащенной холестерином (Johnson et al., 1994; Dias et al., 2018). Несмотря на 

многочисленные эффекты 25ГХ (антивирусный, кардиопротекторный, 

противораковый, регуляция гомеостаза холестерина), его роль в БАС остается 

неизвестной. 

Воздействие 25ГХ (1 мкМ) в течение 1.5 ч не изменило ни окрашивания 

ганглиозида GM1 (рис. 15А), ни флуоресценцию NBD-холестерина (рис. 15Б) в 

синаптическом и внесинаптическом областях у мышей дикого типа. Напротив, у 

mSOD мышей 25ГХ заметно усиливал мечение ганглиозидом GM1 и снижал 

флуоресценцию NBD-холестерина в мембранах как синаптического, так и 

внесинаптического региона (рис. 15А, Б). Эти данные позволяют предположить, 

что 25ГХ может усиливать формирование мембранных микродоменов и снижать 

текучесть мембран у mSOD мышей. В подтверждение этого предположения, 25ГХ 
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увеличивал соотношение красной и зеленой флуоресценции F2N12S в 

синаптическом (более выраженное) и внесинаптическом регионе у mSOD мышей, 

но не у мышей дикого типа (рис. 15В). Это указывает на 25ГХ-индуцированное 

увеличение упорядоченности плазматических мембран у mSOD мышей. Таким 

образом, плазматические мембраны mSOD мышей более восприимчивы к 25ГХ, 

что может способствовать образованию мембранных микродоменов. Кроме того, 

25ГХ снижал поглощение BODIPY-церамида в синаптической области у mSOD 

мышей (рис. 15Г). У мышей дикого типа 25ГХ не оказывал заметного влияния на 

флуоресценцию церамида.  

 

Рис. 15. Влияние острого воздействия 25ГХ на свойства мембран в 

синаптической и внесинаптической областях. Показан нормированный эффект на 
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флуоресценцию BODIPY-GM1 (A), NBD-холестерина (Б), красителя F2N12S (В), 

BODIPY-церамида (Г). По оси Y представлен нормированный эффект 

оксистерина (1.0 – среднее значение интенсивности флуоресценции (A, Б и Г) или 

соотношение красной/зеленой флуоресценции (В) в образцах мышей дикого типа 

(WT) или mSOD мышей без обработки 25ГХ). A, В, Г: n=8 мышей для каждой 

группы (A/В/Г: 216/177/202 и 224/185/211 мышечных волокон (МВ) для мышей 

дикого типа и mSOD мышей, соответственно). Б: n=9 в каждой группе (249 и 253 

мышечных волокон для мышей дикого типа и mSOD мышей, соответственно). 

Данные представлены как среднее значение±стандартное отклонение; *P˂0.05, 

**P˂0.01, ***P˂0.001. 

Таким образом, 25ГХ изменяет свойства мембран, связанные с липидными 

рафтами (поглощение ганглиозида GM1, упорядоченность и текучесть мембраны) 

и поглощением церамида, противоположно, по сравнению с изменениями, 

наблюдаемыми в синаптических мембранах mSOD мышей. Заманчиво 

предположить, что повышение уровня 25ГХ может подавлять ранние изменения 

свойств мембран НМС, связанные с БАС.  

 

Рис. 16. Влияние 25ГХ на поглощение 25-(C4 TopFluor®)25-OH-

холестерина. А – количественная оценка флуоресценции 25-(C4 TopFluor®)25-

OH-холестерина. n=6 на группу (172 и 178 мышечных волокон для мышей дикого 

типа и mSOD мышей, соответственно). Б – типичное флуоресцентное 

изображение синаптической области в контрольных и обработанных 25ГХ 

мышцах мышей дикого типа и mSOD мышей. Масштабная линейка – 20 мкм. Б – 

влияние 25ГХ на поглощение 25-(C4 TopFluor®)25-OH-холестерина. По оси Y 
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представлен нормированный эффект 25ГХ (1.0 – среднее значение интенсивности 

флуоресценции в мышцах мышей дикого типа и mSOD мышей, не обработанных 

25ГХ). n=6 для каждой группы (167 и 173 мышечных волокон для мышей дикого 

типа и mSOD мышей, соответственно); ***P˂0.001. 

Примечательно, что в отличие от mSOD животных 25ГХ не оказывал 

значительного влияния на свойства мембран у мышей дикого типа. Чтобы 

проверить возможность того, что 25ГХ может более эффективно связываться с 

мембранами mSOD мышей, использовался 25-(C4 TopFluor®)25-OH-холестерин, 

который перемещается оксистерин-связывающими белками (Holtta-Vuori et al., 

2008; Jansen et al., 2011), ответственными за внутриклеточный трафик 

эндогенного 25ГХ и холестерина (рис. 16). Поглощение 25-(C4 TopFluor®)25-OH-

холестерина было значительно выше в синаптических областях у mSOD мышей, 

по сравнению с мышами дикого типа (рис. 16A, Б). Более того, предварительная 

обработка 25ГХ заметно ослабляла поглощение 25-(C4 TopFluor®)25-OH-

холестерина (рис. 16Б, В), что свидетельствует о конкуренции между этими двумя 

стеринами и, следовательно, об одном и том же механизме, ответственном за их 

накопление в НМС.  

3.2.5 Эффекты хронического введения 25ГХ у mSOD мышей 

Для оценки эффектов введения 25ГХ в течение месяца в очень низкой дозе 

(0,4 мг/кг; одна внутрибрюшинная инъекция раз в 4 дня) использовали F2N12S и 

флуоресцентный церамид. Как и острая аппликация, месячное введение 25ГХ 

привело к увеличению соотношения красной и зеленой флуоресценции F2N12S в 

синаптической области у mSOD мышей (рис. 17A).  

В результате соотношение флуоресценции в синаптической областях было 

одинаковым у mSOD мышей, обработанных 25ГХ, и мышей дикого типа 

(1.26±0.08, n=7 и 1.15±0.07, n=8, соответственно). Поглощение флуоресцентного 

церамида в НМС уменьшалось под воздействием введения 25ГХ (рис. 17Б). В 

конечном итоге флуоресценция церамида в мышцах mSOD мышей, получавших 

25ГХ, была такой же, как у мышей дикого типа (83.9±4.7, n=9 и 84.1±6.7, n=8). 
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Эти данные свидетельствуют о том, что хроническое введение 25ГХ действует 

так же, как и острая аппликация 25ГХ, и может предотвратить ранние 

мембранные нарушения у mSOD мышей. Кроме того, введение 25ГХ снизило 

общее содержание церамида в мышцах mSOD мышей, приблизив его к значению 

мышей дикого типа (Zakyrjanova et al., 2021). Это указывает на высокий эффект 

лечения. 

 

Рис. 17. Влияние хронического введения 25ГХ на мембранные свойства. 

Показаны данные, полученные от мышей, обработанных 25ГХ, и контрольных 

mSOD мышей. А и Б – соотношение красной и зеленой флуоресценции F2N12S и 

флуоресценции BODIPY-церамида в синаптической и внесинаптической 

областях. A, Б: n=7 мышей на группу (A/Б: 149/187 и 152/193 мышечных волокон 

для контроля mSOD и +25ГХ, соответственно). Данные представлены как среднее 

значение±стандартное отклонение; **P˂0.01, ***P˂0.001. 

Кроме того, острая аппликация 25ГХ не повлияла на соотношение красной 

и зеленой флуоресценции F2N12S, а также на поглощение церамида в мышцах 

mSOD мышей, которым хронически вводили 25ГХ (рис. 18). Это предполагает, 

что острое и длительное введение 25ГХ может действовать на сходные мишени у 

mSOD мышей. 

Также были проанализированы морфология (Chibalin et al, 2018), уровень 

АХ и перекисное окисление липидов в НМС на фоне длительного введения 25ГХ 

(рис. 19). 
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Рис. 18. Влияние острого воздействия 

25ГХ на свойства мембран у mSOD мышей, 

получавших хроническое введение 25ГХ. 

Показано нормированное влияние 25ГХ на 

флуоресценцию F2N12S и BODIPY-церамида. 

По оси Y: 1.0 – среднее соотношение 

красной/зеленой флуоресценции (F2N12S) или 

интенсивности флуоресценции (BODIPY-

церамида) у мышей с хроническим введением 

25ГХ, но не подвергавшихся острой аппликации 

25ГХ. n=7 мышей для каждой группы (F2N12S и 

BODIPY-церамид: 151 и 189 мышечных 

волокон, соответственно). Данные представлены 

как среднее значение±стандартное отклонение. 

 

Рис. 19. Влияние хронического введения 25ГХ на патологические признаки 

в НМС у mSOD мышей. A – анализ фрагментации НМС (слева) и характерные 

изображения меченных αБТ НМС (справа) у мышей дикого типа и mSOD мышей 

(контроль и введение 25ГХ). Б – различия в уровне внеклеточного холина/АХ. В – 

перекисное окисление липидов. Показано соотношение зеленой и красной 

флуоресценции iT-сенсора (G/R), индикатора перекисного окисления мембранных 

липидов. A, В: n=8 мышей для каждой группы (A/В: 225/164, 233/171 и 236/174 

мышечных волокон для мышей дикого типа, контроля mSOD и +25ГХ, 

соответственно). Г: n=8 мышей на группу. Данные представлены как среднее 

значение±стандартное отклонение. **P˂0.01, ***P˂0.001. 



80 
 

Увеличение числа островков концевых пластинок (фрагментация) 

происходит с возрастом, а также на ранней стадии у мышей с моделью мышечной 

дистрофии (Li et al., 2011; van der Pijl et al., 2016) и у SOD
G37R

 мышей (Tremblay et 

al., 2017). Кроме того, фрагментация может быть вызвана повреждением 

мышечных волокон из-за механического давления или лазера (Rich, Lichtman, 

1989; Li et al., 2011). У пациентов с БАС фрагментация постсинаптического 

аппарата наблюдается на ранней стадии заболевания (Bruneteau et al., 2015). У 

симптомных SOD
G93A

 мышей фрагментация концевой пластинки вместе с 

уменьшением плотности постсинаптических нХР наблюдалась в длинном 

разгибателе пальцев (Valdez et al., 2012), но не в камбаловидной мышце (Narai et 

al., 2009). В настоящее время фрагментация НМС может рассматриваться как 

форма регенерации (Slater, 2020). Морфометрический анализ распределения нХР 

показал увеличение количества островков концевых пластинок в диафрагме 

mSOD мышей (рис. 19A). Месячное введение 25ГХ предотвратило фрагментацию 

НМС у mSOD мышей. Средняя площадь НМС была одинаковой во всех группах 

(рис. 20). Важно отметить, что хроническое введение 25ГХ подавляло повышение 

внеклеточного уровня холина в мышцах mSOD мышей (рис. 19Б), что 

свидетельствует о снижении дисрегуляции неквантового высвобождения 

нейромедиатора. 

Окислительное повреждение липидов мембран является ранним признаком 

БАС, а также дисфункции НМС (Parakh et al., 2013; Tsentsevitsky et al., 2020). iT-

индикатор показал усиление перекисного окисления липидов в синаптической 

области у mSOD мышей до начальной стадии заболевания (рис. 19В). 

Аналогичным образом уровень гидропероксида в мышцах (но не в спинном 

мозге) был в два раза выше у mSOD мышей, по сравнению с мышами дикого типа 

(Zakyrjanova et al., 2021). Длительное введение 25ГХ предотвратило увеличение 

соотношения зеленой и красной флуоресценции iT-сенсора в синаптических 

областях, что указывает на исключение окисления липидов. Таким образом, 

хроническое введение 25ГХ, по-видимому, смягчает ранние аномалии в 

диафрагмальных мышцах у mSOD мышей. 
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Рис. 20. Влияние 25ГХ на площадь αБТ-

меченых НМС. Показаны данные для мышей 

дикого типа, mSOD мышей (контроль и 

хроническое введение 25ГХ). n=8 мышей для 

каждой группы (225, 233 и 236 мышечных волокон 

для дикого типа, контроля и +25ГХ, 

соответственно). Данные представлены как 

среднее значение±стандартное отклонение.  

3.3 Олесоксим 

3.3.1 Влияние модуляторов VDAC на спонтанное и вызванное 

высвобождение нейромедиатора 

Олесоксим, связываясь с митохондриальным VDAC (потенциал-зависимый 

анионный канал), угнетает образование митохондриальной поры, тем самым 

оказывает нейропротекторный эффект. В данной работе мы рассмотрели эффект 

самого олесоксима и на фоне модуляторов VDAC на нервно-мышечную передачу. 

Постсинаптические потенциалы, отражающие спонтанное (МПКП) и 

вызванное (ПКП, 0.5 Гц) высвобождение АХ, регистрировали до и после 20 мин 

аппликации веществ (рис. 21). В этих условиях мембранный потенциал покоя был 

стабилен. Олесоксим (0.4 мкМ) не изменял параметров МПКП, а именно 

амплитуду, время нарастания, время спада и частоту (рис. 21А). 

Аналогично DIDS, ингибитор транспорта анионов, в том числе активности 

VDAC (Godbole et al., 2003; Benitez-Rangel et al., 2015), не влиял на параметры 

МПКП. Совместная аппликация олесоксима и DIDS не влияла на МПКП (рис. 

23А). Олесоксим статистически значимо снижал амплитуду ПКП при 

низкочастотной стимуляции (0.5 Гц), не влияя на время нарастания и спада ПКП 

(рис. 23Б). Сам DIDS не влиял на амплитуду ПКП, но предотвращал угнетающее 
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действие олесоксима. Интересно, что олесоксим при более высоких 

концентрациях снижал амплитуду ПКП (без влияния на амплитуду МПКП) в той 

же степени, что и олесоксим (0.4 мкМ) (рис. 22А, Б). Следовательно, можно 

предположить, что эффект олесоксима в концентрации 0.4 мкМ был близок к 

максимальному. 

Стимуляция двигательного нерва на более высокой частоте приводит к 

мобилизации синаптических везикул (СВ) из рециклирующего и резервного 

пулов (Rizzoli, Betz, 2005; Zefirov et al., 2009). Во время длительной стимуляции с 

частотой 20 Гц эффективность высвобождения нейромедиатора зависит от 

транспорта СВ к активной зоне и их рециклирования во время непрерывной 

активности. Стимуляция с частотой 20 Гц приводила к двухфазному изменению в 

амплитуде ПКП: после быстрого уменьшения амплитуда продолжала снижаться, 

но в более медленном темпе. Предварительная обработка олесоксимом в течение 

20 мин вызвала более сильное снижение амплитуды ПКП, особенно это было 

выражено в начальный период (рис. 21В; рис. 22В). В результате кумулятивная 

кривая амплитуды ПКП снизилась примерно до 80% (P<0.001), по сравнению с 

контролем, что позволяет предположить, что олесоксим подавляет вызванное 

высвобождение нейромедиатора при активности с частотой 20 Гц (рис. 21Г). Сам 

DIDS не изменял скорость снижения амплитуды ПКП при стимуляции с частотой 

20 Гц, но предотвращал действие олесоксима (рис. 21В, Г; рис. 22В). Таким 

образом, олесоксим селективно подавляет вызванный выброс нейромедиатора в 

ответ на низкочастотную (0.5 Гц) и высокочастотную (20 Гц) активности, при 

этом не влияет на спонтанное высвобождение. Эти эффекты олесоксима 

блокировались антагонистом VDAC. 
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Рис. 21. Эффект олесоксима и блокатора анионного транспорта DIDS на 

спонтанный и вызванный выброс нейромедиатора. А, Б – гистограмма, 

показывающая эффект вещества на амплитуду (А), время нарастания (Rt), время 

спада (τ) и частоту (F) МПКП, а также на пик амплитуды, время нарастания и 

спада ПКП (Б). ПКП вызван стимуляцией с частотой 0.5 Гц. Ось Y – 

нормированный эффект вещества (1.0 – значение до добавления вещества). А, Б – 

справа представлены МПКП (А) и ПКП (Б) до и после 20 мин (в цвете) 

экспозиции вещества. В – депрессия амплитуды ПКП (мВ) при стимуляции с 

частотой 20 Гц в контроле и при обработке мышц веществом. Справа показаны 

ПКП на 0, 1, 3 мин при стимуляции с частотой 20 Гц. Г – кумулятивные 

амплитуды ПКП (мВ, получены путем суммации ПКП из графика В) при 

стимуляции с частотой 20 Гц. А-Г – все результаты представлены в средних 

значениях±стандартная ошибка, посчитанные в каждом животном (n=8-11 на 

группу). *P˂0.05, **P˂0.01, ***P˂0.001 – статистическая достоверность 
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оценивалась критерием Стьюдента или ANOVA для повторных измерений с 

последующей коррекцией Бонферрони (В). Числа над столбцами представляют 

снижение (в %) средних значений, по сравнению со значениями до аппликации 

вещества (Б) или со значениями в контрольной группе (Г). 

 

Рис. 22. Влияние модуляторов VDAC на амплитуды МПКП и ПКП. А, Б – 

влияние разных концентраций олесоксима на амплитуды МПКП и ПКП (при 0.5 

Гц). Олесоксим не изменял амплитуду МПКП, но снижал амплитуду ПКП в 

дозозависимой манере. Олесоксим-индуцированное снижение амплитуды ПКП 

было схоже в диапазоне концентраций 0.4-30 мкМ. Каждое значение 

представлено для отдельных животных (кружки), диапазон прямоугольников – 

стандартная ошибка, отрезки – стандартное отклонение. Ось Y показывает 

нормированный эффект олесоксима (1.0 – значение до аппликации олесоксима). В 
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– уменьшение амплитуды ПКП во время стимуляции с частотой 20 Гц в 

контрольных мышцах и мышцах, предварительно обработанных веществом. 

Вставка в верхней правой части рисунка В показывает изменение амплитуд ПКП 

в течение первой минуты стимуляции. Результаты выражаются в процентах от 

исходного значения (100%), полученного до начала стимуляции с частотой 20 Гц. 

Результаты представлены в средних значениях±стандартная ошибка для 

отдельных мышей; на группу приходится n=9, за исключением олесоксима (n=11). 

A-В: *P˂0.05, **P˂0.01, ***˂P0.001 – статистическая достоверность оценивалась 

с помощью двустороннего непарного t-критерия (A, Б) или повторного 

дисперсионного анализа с коррекцией методом Бонферрони (В). 

3.3.2 Влияние модуляторов VDAC на кинетику экзоцитоза красителя FM1-43 

Нервные окончания были загружены красителем FM1-43 при стимуляции с 

частотой 20 Гц в течение 3 мин. После 50-минутного перерыва диафрагмальные 

нервы повторно стимулировались с частотой 20 Гц. Эта стимуляция приводит к 

снижению флуоресценции выгрузки, что отражает высвобождение красителя из 

СВ путем экзоцитоза (рис. 23А). Олесоксим снижал скорость выгрузки красителя. 

Замедление выгрузки FM1-43 было явно выражено в первые минуты активности 

(рис. 23А). DIDS не изменял потерю красителя при стимуляции с частотой 20 Гц, 

но полностью предотвращал влияние олесоксима на выгрузку FM1-43 (рис. 23Б). 

Это указывает на то, что олесоксим ослаблял экзоцитоз СВ во время стимуляции 

и это может зависеть от мишени, чувствительной к DIDS. DIDS эффективно 

подавляет активность канала VDAC в различных типах клеток и может влиять на 

VDAC, локализованный как в митохондриях, так и на плазматической мембране 

(Shafir et al., 1998; Godbole et al., 2003). Чтобы проверить роль VDAC 

плазматической мембраны в эффекте олесоксима на экзоцитоз СВ, использовали 

фосфоротиоат рандомерный олигонуклеотид S-18 (S-18) (рис. 23В), который 

специфически блокирует VDAC плазмалеммы и не может проходить через 

клеточные мембраны (Tan et al., 2007; Stein, Colombini, 2008). Сам S-18 и в 

сочетании с DIDS не оказал влияния на выгрузку FM1-43, но S-18 полностью 

предотвратил эффект олесоксима. 
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Нейропередача в физиологических условиях в основном зависит от 

повторного использования СВ, принадлежащих к небольшому рециклирующему 

пулу. Этот пул участвует в высвобождении нейромедиатора в начальный период 

длительной стимуляции с частотой 20 Гц и может непрерывно поддерживать 

нейропередачу на более низких частотах (<10 Гц) стимуляции в НМС (Richards et 

al., 2003; Rizzoli, Betz, 2005). Олесоксим оказывал более заметное влияние как на 

амплитуду ПКП, так и на потерю FM1–43, особенно в течение первых минут 

стимуляции с частотой 20 Гц. Это предполагает, что олесоксим может снизить 

доставку СВ из рециклирующего пула к активной зоне. В соответствии с этим, 

олесоксим уменьшал скорость выгрузки FM1-43 при активности с частотой 5 Гц 

(рис. 23Г), и это действие олесоксима полностью предотвращалось S-18, а сам S-

18 не влиял на выгрузку красителя при 5 Гц (рис. 23Д). 

Электрофизиологические эксперименты с везамиколом (ингибитором 

заполнения СВ нейромедиатором) (Searl et al., 1991) также предполагают, что 

олесоксим может подавлять высвобождение нейромедиатора из рециклирующих 

СВ, вклад которых в высвобождение нейромедиатора зависит от их повторного 

пополнения нейромедиатором во время активности (рис. 24). Действительно, 

везамикол усиливал снижение амплитуды ПКП при частоте 20 Гц, а в мышцах, 

обработанных везамиколом, олесоксим не оказывал дополнительного эффекта на 

депрессию амплитуды ПКП (рис. 23Б). В результате кумулятивные кривые 

амплитуды ПКП (стимуляция в течение 3 мин с частотой 20 Гц) были 

одинаковыми в группах с везамиколом и олесоксимом+везамиколом (рис. 24). 

Таким образом, олесоксим ослабляет экзоцитоз СВ как при частоте 5 Гц, так 

и при частоте 20 Гц. Кроме того, этому действию олесоксима препятствует S-18 

(блокатор белка VDAC, непроникающий внутрь клеток). Соответственно, 

основной мишенью олесоксима может быть VDAC, локализованный на 

плазматической мембране. Иммунофлуоресцентное мечение показало 

присутствие VDAC в НМС (рис. 23Е), а паттерн иммунофлуоресценции 

указывает на экспрессию VDAC на плазматической мембране. 
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Рис. 23. Влияние модуляторов VDAC на выгрузку красителя FM1-43. А-Д – 

временной ход выгрузки красителя FM1-43 во время стимуляции с частотой 20 Гц 

(A-В) и 5 Гц (Г, Д). После обработки веществами НМС, загруженные красителем, 

были повторно простимулированы (20 Гц или 5 Гц) для индукции экзоцитоза, 



88 
 

приводящий к выбросу нейромедиатора и красителя FM1-43 из СВ. А, Г – эффект 

олесоксима. А – справа изображение НМС в псевдоцвете до стимуляции с 

частотой 20 Гц (0) и в разное время стимуляции (мин); соответствующая шкала 

интенсивности представлена справа (о.е.). Масштабная линейка – 10 мкм. Б – 

собственное и в сочетании с олесоксимом влияние DIDS. В, Д – собственное и в 

сочетании с олесоксимом влияние S-18. Контрольные кривые выгрузки FM1-43 

показаны на Б, В, Д пунктирными линиями. А-Д, ось Y – интенсивность 

флуоресценции (ΔF/Fmax) относительно значения до начала стимуляции с частотой 

20 Гц (А-В) и 5 Гц (Г, Д). Среднее значение±стандартная ошибка; n=12 для 

каждой группы. *P˂0.05, **P˂0.01, ***P˂0.001 – использовался критерий 

ANOVA для повторных изменений с последующей коррекцией Бонферрони. Е – 

иммунолокализация белка VDAC в НМС. В представленном изображении НМС 

помечены антителами к VDAC и αБТ (для мечения нХР в НМС). На наложенном 

изображении интенсивность αБТ снижена. Масштабная линейка – 10 мкМ. 

 

Рис. 24. Эффект везамикола и олесоксима на выброс нейромедиатора. А – 

влияние самого везамикола и везамикола+олесоксима на амплитуды МПКП и 

ПКП (при 0.5 Гц). Ось Y показывает нормированный эффект веществ (1.0 – 

значение до аппликации вещества). Б – спад амплитуды ПКП (в мВ) во время 

стимуляции с частотой 20 Гц в контрольных и предварительно обработанных 

веществами мышцах. Данные представляют собой измерения средних 

значений±стандартная ошибка на отдельных мышах (n=6 на группу, исключая 

контроль, где n=9). В – кумулятивные амплитуды ПКП (мВ; из Б). A-В: *P˂0.05, 

***P˂0.001 – статистическая достоверность оценивалась с помощью 

двустороннего непарного t-критерия (A, В) или повторного дисперсионного 
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анализа с последующим тестом Бонферрони (Б). A, В – представлены значения от 

отдельных животных (кружки), диапазон прямоугольников – стандартная ошибка, 

отрезки – стандартное отклонение. Цифры над прямоугольниками представляют 

собой снижение среднего значения (%), по сравнению со значением до 

аппликации вещества (A) или значением в контрольной группе (В). Сверху схема, 

иллюстрирующая действие ингибитора везикулярного переносчика ацетилхолина 

(ВАЧТ) везамикола, который ингибирует пополнение СВ ацетилхолином. 

Везамикол уменьшал вклад СВ рециклирующего пула в высвобождение 

нейромедиатора при длительной стимуляции. Во время интенсивной активности 

СВ, принадлежащие к рециклирующему пулу, неоднократно подвергаются циклу 

экзо-эндоцитоза, поддерживая высвобождение нейромедиатора. Одним из 

ключевых этапов везикулярного цикла является заполнение СВ нейромедиатором 

после эндоцитоза. 

3.3.3 Участие митохондрий в эффекте олесоксима на экзоцитоз СВ 

Клеточные эффекты олесоксима могут быть связаны с функцией 

митохондрий. Ротенон вызывает дисфункцию митохондрий путем ингибирования 

комплекса I электрон-транспортной цепи, что приводит к истощению АТФ, 

повышению продукции АФК, снижению поглощения цитозольного Ca
2+

, 

открытию транзиторной митохондриальной поры проницаемости и потере 

потенциала митохондриальной мембраны (Landolfi et al., 1998; Chauvin et al., 

2001; Li et al., 2003).  

Действительно, 30-минутная аппликация ротенона в концентрации 10 мкМ 

приводила к увеличению флуоресценции MitoSox, показателя продукции 

митохондриальной АФК (рис. 25A). Это усиление флуоресценции MitoSox может 

быть частично подавлено мембранопроницаемым DIDS, но не олесоксимом или 

клеточно-непроницаемым S-18. Ротенон значительно подавлял выгрузку FM1-43 

при частоте 20 Гц (рис. 25B), олесоксим и S-18 не изменяли эффект ротенона. В 

то же время DIDS частично ослаблял действие ротенона на флуоресценцию 

MitoSox и выгрузку FM1-43 (рис. 25C).  
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Рис. 25. Роль митохондрий в эффектах модуляторов VDAC. А – продукция 

митохондриального супероксида в нервно-мышечном соединении. Изменения 

флуоресценции MitoSox в ответ на аппликацию митохондриального яда ротенона 

и в сочетании с модуляторами VDAC. Ось Y – относительная флуоресценция, где 

1.0 – значение до аппликации вещества или физиологического раствора в качестве 

контроля. Посчитаны средние значения±стандартная ошибка для каждой группы 

(n=5). **P˂0.01, ***P˂0.001 – двусторонний непарный t-критерий. Справа 

показаны изображения до и через 30 минут после экспозиции препарата в 

контрольном растворе и ротеноне; соответствующая шкала интенсивности 

представлена справа (о.е). Масштабная линейка – 10 мкм. Б, В – действие самого 

ротенона и в комбинации с модуляторами VDAC на выгрузку FM1–43 при 

стимуляции с частотой 20 Гц. Контрольная кривая выгрузки FM1–43 (рис. 23A) 

показана на рис. 27Б в виде пунктирной кривой. Б, В: ось Y – интенсивность 

флуоресценции (ΔF/ΔFmax) относительно значения до начала стимуляции. 

Результаты представлены в средних значениях±стандартная ошибка; n=12 для 
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каждой группы. Для оценки достоверности использовали повторный 

дисперсионный анализ с последующим тестом Бонферрони (*P˂0.05, 

***P˂0.001). 

Следует отметить, что ротенон увеличивал частоту МПКП и потерю FM1-

43 в условиях покоя (без стимуляции), что указывает на усиление спонтанного 

экзоцитоза (рис. 26A, Б). Кроме того, ротенон незначительно снижал амплитуду 

ПКП при частоте 0,5 Гц (рис. 26В) и заметно увеличивал депрессию амплитуды 

ПКП при активности с частотой 20 Гц (рис. 27Г, Д). Эффекты ротенона как на 

спонтанное высвобождение, так и на снижение амплитуды ПКП при частоте 20 

Гц не были чувствительны к олесоксиму (рис. 26A, Б, Г-Е). Таким образом, острая 

экспозиция олесоксима не может предотвратить индуцированную ротеноном 

продукцию митохондриальной АФК и нарушение экзоцитоза СВ. Эти результаты 

свидетельствуют о независимом от митохондрий действии олесоксима на 

экзоцитоз в НМС. 
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Рис. 26. Влияние на спонтанный выброс нейромедиатора самого ротенона и 

ротенона в комбинации с олесоксимом. А, Б – представлены значения влияния 



93 
 

самого ротенона и ротенона+олесоксима на спонтанный экзоцитоз от отдельных 

синапсов. A – изменение амплитуды и частоты МПКП. Б – изменения 

флуоресценции FM1-43 после 30 мин перфузии в физиологическом растворе 

(контроль) и в физиологическом растворе, содержащим ротенон или 

ротенон+олесоксим. А, Б – эти данные указывают на то, что ротенон может 

увеличивать спонтанное высвобождение нейромедиатора и красителя FM1-43 из 

СВ. Олесоксим не влиял на действие ротенона. В-Д – эффект самого ротенона и 

ротенона+олесоксима на вызванный выброс нейромедиатора. В – амплитуда ПКП 

при часототе 0.5 Гц. Г – депрессия амплитуды ПКП (в мВ) при стимуляции с 

частотой 20 Гц. Результаты представляют собой средние значения±стандартная 

ошибка от отдельных мышей (n=6 на группу, исключая контроль n=9). Вставка 

справа показывает снижение амплитуды ПКП в %, где амплитуда ПКП перед 

началом стимуляции взята как 100%. Д – кумуляты амплитуд ПКП (в мВ; из Б). В-

Д – эти результаты показывают, что ротенон может заметно подавлять вызванный 

выброс нейромедиатора при интенсивной (20 Гц) активности. Олесоксим не мог 

модулировать этот эффект ротенона. Е – схематическое изображение 

предполагаемых путей, с помощью которых митохондрии могут влиять на 

спонтанное и вызванное высвобождение нейромедиатора. Поглощение Ca
2+

 

митохондриями способствует поддержанию цитозольного Ca
2+

 и, таким образом, 

ограничивает спонтанное высвобождение, которое зависит от Ca
2+

 в состоянии 

покоя. Производство АТФ митохондриями обеспечивает энергию, необходимую 

для вовлечения СВ в вызванный выброс нейромедиатора во время интенсивной 

активности. Кроме того, митохондриальные АФК могут влиять на высвобождение 

нейромедиатора, действуя прямо или косвенно на белки экзоцитоза. Вероятно, 

ротенон может увеличивать спонтанное и уменьшать вызванное высвобождение 

за счѐт нарушения функции митохондрий. A-В, Г – результаты представлены в 

виде значений для отдельных животных (кружки), диапазон прямоугольников – 

стандартная ошибка, отрезки – стандартное отклонение. Цифры над полями 

представляют изменение среднего значения (%), по сравнению со значением до 

аппликации вещества (A-В) или значением в контрольной группе (Д). Ось Y 

показывает нормированное действие веществ, где 1.0 – значение до аппликации 

вещества (A, В); относительные изменения флуоресценции FM1-43 (Б), 

абсолютное значение в мВ (Г, Д). *P˂0.05, ***P˂0.001 рассчитаны с помощью 

двустороннего непарного t-критерия (A-В, Д) или повторного дисперсионного 

анализа с последующей коррекцией Бонферрони (Г). 
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3.3.4 Анион (Cl
–
) -зависимый эффект олесоксима 

Увеличение концентрации Cl
–
 в растворе угнетало выгрузку FM1–43 (на 

~15%) при стимуляции с частотой 20 Гц (рис. 27А). Угнетающее действие 

олесоксима на выгрузку FM1-43 было заметно усилено в растворе, содержащим 

высокую концентрацию Cl
–
 (рис. 27A). 

Аналогичным образом, повышение внеклеточного уровня Cl
–
 усиливало 

снижение амплитуды ПКП в ответ на высокочастотную стимуляцию, а 

депрессивный эффект олесоксима на амплитуду ПКП при стимуляции с частотой 

20 Гц заметно усиливался в присутствии раствора с высоким содержанием Cl
–
 

(рис. 27). Соответственно, олесоксим и увеличение внеклеточной концентрации 

Cl
–
 имели сходные депрессантные эффекты на экзоцитоз СВ при активности с 

частотой 20 Гц. Кроме того, увеличение внешнего уровня Cl
–
 увеличивало 

способность олесоксима подавлять экзоцитоз нейромедиатора. S-18, ингибитор 

плазматических VDAC, уменьшал отрицательный эффект олесоксима (рис. 27B). 

Чтобы оценить изменение внутриклеточного уровня Cl
–
, нервные окончания 

были загружены флуоресцентным индикатором Cl
–
 MEQ, флуоресценция 

которого подавляется при поступлении анионов Cl
–
 (Biwersi, Verkman, 1991; Chub 

et al., 2006). Флуоресценция в нервных окончаниях была относительно 

стабильной в условиях покоя и увеличивалась в ответ на воздействие раствора, 

содержащего более низкую концентрацию Cl
–
 (из-за использования Na

+
-

глюконата вместо NaCl в физиологическом растворе). Это указывает на 

чувствительность красителя MEQ, загруженного в нервные окончания, к 

изменению уровня Cl
–
. Олесоксим незначительно и временно снижал 

флуоресценцию MEQ в условиях покоя (рис. 24C). Этот эффект олесоксима 

предотвращался ингибиторами белка VDAC (DIDS и S-18). Сами по себе DIDS и 

S-18 не влияли на флуоресценцию (рис. 24Г). Стимуляция с частотой 20 Гц 

немного снизила сигнал MEQ; олесоксим вызывал более значительное падение 

флуоресценции во время серии стимулов (рис. 27Д). Ингибиторы VDAC 

предотвращали это действие олесоксима, в то время как DIDS или S-18 по 

отдельности не изменяли временной ход флуоресценции MEQ при частоте 
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активности 20 Гц (рис. 27Е). Следовательно, олесоксим может увеличивать 

проницаемость пресинаптической мембраны для Cl
–
 как в условиях покоя, так и 

во время синаптической активности, и это действие олесоксима зависит от белка 

VDAC.  

 

Рис. 27. Роль Cl
-
 в эффектах модуляторов VDAC. A, Б – эффекты 

модуляторов белка VDAC (олесоксим и S-18) на выгрузку FM1–43 при частоте 
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стимуляции 20 Гц в присутствии высокого внеклеточного Cl
-
 (↑[Cl

−
]o). Кривые 

выгрузки FM1–43 контрольных мышц и мышц, обработанных олесоксимом (из 

рис. 24A), показаны на A в виде пунктирных кривых. A, Б: ось Y – интенсивность 

флуоресценции (ΔF/ΔFmax), где 1.0 – значение до стимуляции с частотой 20 Гц. В-

Е – изменения флуоресценции чувствительного к Cl
- 
красителя (MEQ) в покое (В, 

Г) и во время стимуляции с частотой 20 Гц (Д, Е) на фоне модуляторов VDAC. 

MEQ загружается в двигательные нервные окончания, и его флуоресценция 

подавляется при связывании с Cl
-
. Снижение уровней внеклеточного Cl

-
 (↓[Cl

-
]o) 

вызывало усиление флуоресценции MEQ (В). Острое воздействие олесоксима 

временно уменьшило сигнал MEQ (В). Кроме того, стимуляция с частотой 20 Гц 

более заметно снижала флуоресценцию MEQ в мышцах, предварительно 

обработанных олесоксимом (Д). В, Д – справа изображения, иллюстрирующие эти 

изменения интенсивности флуоресценции; соответствующие шкалы 

интенсивности приведены справа (о.е.). Г, Е – эффекты олесоксима не 

наблюдались в присутствии ингибиторов VDAC (DIDS и S-18). Стрелки (В, Г) и 

горизонтальные линии (Д, Е) указывают на момент добавления олесоксима и 

последовательность стимулов с частотой 20 Гц, соответственно. В-Е: ось Y – 

относительная интенсивность флуоресценции, рассчитанная по формуле (F-F0)/F0, 

где F0 – изначальная флуоресценция перед добавлением олесоксима (В, Г) или 

началом стимуляции с частотой 20 Гц (Д, Е). A-Е – среднее значение±стандартная 

ошибка; n=12 для каждой группы. *P˂0.05, **P˂0.01, ***P˂0.001 – повторный 

дисперсионный анализ с последующим тестом Бонферрони. 

 

Рис. 28. Собственное влияние высокого внеклеточного Cl
-
 ([Cl

-
]o) и в 

сочетании с олесоксимом на высвобождение нейромедиатора. A – влияние 

высокой [Cl
-
]o и высокой [Cl

-
]o+олесоксима на амплитуды МПКП и ПКП (при 
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частоте стимуляции 0.5 Гц). Ось Y – нормированный эффект высокой [Cl
-
] o и 

высокой [Cl
-
]o+олесоксима (1.0 – значение до аппликации). Б – изменение 

амплитуды ПКП (в мВ) во время стимуляции с частотой 20 Гц в контроле и в 

мышцах, предварительно обработанных высокой [Cl
-
]o и высокой [Cl

-

]o+олесоксимом. Вставка показывает снижение амплитуды ПКП, выраженная в %, 

где амплитуда ПКП непосредственно перед началом стимуляции установлена как 

100%. Данные представляют собой среднее значение±стандартная ошибка на 

отдельных мышах (n=6 на группу, исключая контроль n=9). В – кумуляты 

амплитуд ПКП (в мВ; из Б). A-В: ***P˂0.001 – использовался двусторонний 

непарный t-критерий (A, В) или повторный дисперсионный анализ с 

последующим тестом Бонферрони (Б). A, В – результаты представлены в виде 

значений для отдельных животных (кружки), диапазон прямоугольников – 

стандартная ошибка, отрезки – стандартное отклонение. Числа над полями 

представляют собой уменьшение (%) среднего значения, по сравнению со 

значением до аппликации (A) или со значением в контрольной группе (В). 
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ГЛАВА 4 ОБСУЖДЕНИЕ 

4.1 Механизм действия 25ГХ на нервно-мышечную передачу 

4.1.1 Потенциальная роль 25ГХ в скелетной мышце 

Появляется все больше доказательств того, что оксистерины и холестерин-

подобные соединения являются мощными регуляторами синаптической передачи, 

включая нервно-мышечную (Linsenbardt et al., 2014; Krivoi, Petrov, 2019; 

Zakyrjanova et al., 2020). Различные патологические состояния, в том числе 

связанные с окислительным стрессом, могут быть связаны со специфическими 

изменениями в составе оксистеринов в тканях и (или) плазме крови. 

Гипотетически, некоторые оксистерины, особенно те, которые экспрессируются 

определенными типами клеток, могут выполнять пара- и (или) эндокринную 

функцию. 

В нормальных условиях выработка 25ГХ незначительная, но его 

содержание заметно увеличивается во время воспаления. Это происходит в 

основном из-за повышения уровня C25CH в активированных макрофагах и 

дендритных клетках (Cyster et al., 2014). Избыток АФК, генерируемые 

активированными макрофагами, могут непосредственно окислять холестерин до 

оксистеринов, включая 25ГХ (Sottero et al., 2019). ИФН и провоспалительные 

цитокины, а также сам 25ГХ способствуют экспрессии C25CH в макрофагах (Cao 

et al., 2020). В скелетных мышцах макрофаги могут вступать в тесный контакт с 

НМС после повреждения нервов или в случае денервирующих патологий, 

включая БАС и спинальную мышечную атрофию. В этом случае активация 

макрофагов (например, в результате инъекции липополисахарида, который также 

усиливает экспрессию C25CH) (Sottero et al., 2019) может способствовать 

реиннервации (Rios et al., 2021). Следует отметить, что воспаление, нервно-

мышечные дефекты и денервация могут вызвать резистентность к 

недеполяризующим нервно-мышечным блокирующим препаратам (Bolton, 1993; 

Fink et al., 2003; Fink et al., 2008). Соответственно, 25ГХ может опосредовать 
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влияние макрофагов, а также системного воспаления на нервно-мышечную 

передачу.  

Действительно, мы обнаружили, что 25ГХ в физиологических и более 

высоких концентрациях, связанных с воспалением, заметно влияет на 

нейропередачу в НМС. Низкие концентрации (0.01-0.1 мкМ) 25ГХ подавляли 

нейропередачу, в то время как более высокие концентрации 25ГХ (1-10 мкМ) 

оказывали противоположный эффект. Вероятно, эффект низких концентраций 

25ГХ связан с базальной продукцией 25ГХ неиммунными клетками, в то время 

как эффект более высоких концентраций связан с продукцией 25ГХ иммунными 

клетками при воспалительных процессах. С этой идеей согласуется тот факт, что 

базальные концентрации 25ГХ в тканях и плазме оцениваются в диапазоне 0.01-

0.1 мкМ, а при воспалении уровень 25ГХ может повышаться до 1 мкМ (Dodge et 

al., 2021; Zakyrjanova et al., 2021). Кроме того, возможно, что уровень 25ГХ, 

образующегося в ходе иммунного ответа, определяет, будет ли преобладать 

угнетающее или стимулирующее действие 25ГХ на нейропередачу. Аналогичным 

образом, двойное действие 25ГХ проявляется и в отношении иммунных 

процессов. Действительно, противовоспалительное или провоспалительное 

действия 25ГХ, а также его анти- или проапоптотические эффекты могут иметь 

концентрационно-зависимый характер (Cyster et al., 2014; Dodge et al., 2021). 

4.1.2 Ключевые этапы синаптической передачи, чувствительные к 25ГХ 

25ГХ-опосредованная модуляция нервно-мышечной передачи основывается 

на изменениях в высвобождении нейромедиатора во время умеренно-частотной 

активности. Наномолярная концентрация 25ГХ увеличивала угнетение 

высвобождения нейромедиатора при стимуляции с частотой 20 Гц, тогда как 

микромолярные концентрации оказывали противоположный эффект. В то же 

время высвобождение нейромедиатора в ответ на одиночные стимулы, а также 

спонтанное высвобождение и постсинаптическая рецепция нейромедиатора не 

изменялись. Такие данные позволяют предположить, что 25ГХ может влиять в 

основном на мобилизацию СВ. В поддержку этого предположения 25ГХ в 
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наномолярной и микромолярной концентрациях снижал и повышал скорость 

выгрузки FM1-43, что указывает на замедление или ускорение рекрутирования 

СВ в экзоцитоз, соответственно. Другие оксистерины, например, 24ГХ и 5α-

холестан-3-он, также могут модулировать вовлечение СВ в экзоцитоз (Kasimov et 

al., 2015; Mukhutdinova et al., 2019; Zefirov et al., 2020). 

4.1.3 Рецепторы и сигнальные молекулы, вовлеченные в эффект 25ГХ 

В настоящем исследовании мы сосредоточились на оценке механизма, 

лежащего в основе стимулирующего действия 25ГХ в концентрации 1 мкМ 

(характерная концентрация при воспалениях). Ранее мы обнаружили, что 

стимулирующее действие кратковременной аппликации 24ГХ на мобилизацию 

СВ зависит от активности NMDA-рецепторов в НМС мышей (Kasimov et al., 

2017). Предполагается, что, как и 24ГХ, 25ГХ может взаимодействовать с NMDA-

рецепторами (Linsenbardt et al., 2014). Однако ингибирование NMDA-рецепторов 

не модулировало стимулирующий эффект 25ГХ, в то время как антагонист LX-

рецепторов предотвратил его. Известно, что ядерные LX-рецепторы опосредуют 

ряд геномных эффектов 25ГХ (Kasimov et al., 2016; Cao et al., 2020) и могут играть 

защитную роль, усиливая антиоксидантный ответ через гены-мишени Nrf 2 в 

периферической нервной системе (Hichor et al., 2018). Однако синаптическое 

действие 25ГХ происходило в течение 1/3 ч, что указывает на негеномный путь. 

Ранее было обнаружено, что LX-рецепторы могут быть связаны с 

плазматическими мембранами, и активация мембранно-связанных LX-рецепторов 

опосредует быстрый ответ в эндотелии сосудов (Ishikawa et al., 2013) и 

тромбоцитах (Unsworth et al., 2018). Более того, в эндотелиальных клетках LXβ-

рецептор (повсеместно распространенный подтип (Wang, Tontonoz, 2018)) 

преимущественно находится во фракциях липидных рафтов, где LXβ-рецептор 

образует комплекс с ЭРα (Ishikawa et al., 2013). В соответствии с этим, в НМС был 

обнаружен точечный паттерн иммунопозитивного окрашивания на LXβ-рецептор, 

и окрашивание LXβ-рецепторов было размыто после разрушения липидных 

рафтов с помощью МβЦД. Кроме того, дестабилизация липидных рафтов и 
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ингибирование ЭРα предотвратили стимулирующий эффект 25ГХ на 

рекрутирование СВ в экзоцитоз. В совокупности эти данные позволяют 

предположить, что существуют пресинаптические рафт-ассоциированные LX-

рецепторы, через активацию которых 25ГХ увеличивает мобилизацию СВ в НМС 

рафт- и ЭРα-зависимым образом. Отметим, что в эндотелиальных клетках 

стимуляция LX-рецепторов синтетическим агонистом T1317 может привести к 

активации ЭРα благодаря прямому взаимодействию LX-рецепторов с активным 

сайтом ЭРα в липидных рафтах (Ishikawa et al., 2013). Мало что известно о роли 

LX-рецепторов в синаптической передаче, особенно в НМС. Однако дефицит 

LXβ-рецепторов приводит к ранней денервации и гибели двигательных нейронов 

(Bigini et al., 2010), что позволяет отметить его важную роль для нервно-

мышечной функции. Более того, генетическая абляция как LXα-, так и LXβ-

рецепторов, вызывает локомоторный дефицит, сопровождающийся повышенной 

продукцией супероксид анионов, окислением липидов и карбонилированием 

белков в седалищных нервах (Hichor et al., 2018). 

4.1.4 Роль Ca
2+ 

в эффекте 25ГХ на синаптическую передачу 

Внутриклеточный Ca
2+

 является главным регулятором всех этапов 

рециклирования СВ, включая вовлечение СВ в экзоцитоз (Rizzoli, 2014). Оценка 

цитозольного Ca
2+

 показала, что 25ГХ (1 мкМ) вызывает транзиторное 

повышение уровня Ca
2+

 (с пиком на ~75 сек после начала аппликации), которое 

частично подавляется антагонистом LX-рецепторов, но не ингибиторами других 

чувствительных к 25ГХ рецепторов, в частности NMDA-рецепторов и GPR183. 

Кроме того, ингибирование ИТФ-рецепторов полностью предотвратило 25ГХ-

индуцированное увеличение цитозольного Ca
2+

, в то время как ингибитор Ри-

рецепторов, а также удаление внеклеточного Ca
2+

 (в присутствии внешнего Ca
2+

 

буфера) не повлияли на всплеск Ca
2+

. Таким образом, 25ГХ может увеличивать 

высвобождение Ca
2+

 из ЭПР в LX- и ИТФ-рецептор-зависимой манере в НМС. 

Интересно, что в макрофагах 25ГХ (10 мкМ) может вызывать апоптоз через 
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снижение активности антиапоптотического пути ORP4L/Gαq/11/ФЛСβ3/ИТФ-

рецептор/Са
2+

 (Zhong et al., 2016). 

Потенциально, повышение внутриклеточного Ca
2+

 может способствовать 

усилению мобилизации СВ. Действительно, хелатирование внутриклеточного 

Ca
2+

 медленным буфером EGTA-AM, а также ингибирование Ca
2+

-зависимой ПКС 

предотвратили влияние 25ГХ на высвобождение красителя экзоцитозом при 

стимуляции с частотой 20 Гц. Следовательно, 25ГХ, вызывая увеличение 

внутриклеточного Ca
2+

 и последующую активацию ПКС, усиливал вовлечение СВ 

в экзоцитоз в НМС. В синапсах Хельда (гигантский синапс ЦНС) нокаут Ca
2+

-

зависимых изоформ ПКС ингибировал мобилизацию СВ в готовый к 

освобождению пул, предполагая, что ПКС может опосредовать Ca
2+

-зависимое 

облегчение мобилизации СВ (Jin et al., 2019). 

Потенциальный сигнальный путь, посредством которого комплекс LX-

рецептор/ЭРα вызывает высвобождение Ca
2+

 через ИТФ-рецептор и 

последующую активацию Ca
2+

/ДАГ-зависимой ПКС, может основываться на 

стимуляции Gi-белка и ФЛС. Ранее было установлено, что 

мембраноассоциированный ЭРα напрямую связывается с α-субъединицей и βγ-

димером Gi-белка, и эти взаимодействия с последующей активацией G-белка 

необходимы для негеномных эффектов эстрадиола в эндотелиальных клетках 

(Kumar et al., 2007). Кроме того, во многих случаях сигнальных событий, 

связанных с сопряженными с G-белками рецепторами, βγ-димер Gi-белка может 

стимулировать активность различных изоформ ФИ-ФЛС, что приводит к 

продукции ИТФ и ДАГ (Smrcka, 2008). Использование специфических 

ингибиторов позволило идентифицировать сигнальные молекулы, участвующие в 

действии 25ГХ в НМС. Действительно, ингибирование Gi-белка, а также βγ-

димера Gi-белка и ФЛС предотвратило стимулирующий эффект микромолярной 

концентрации 25ГХ на темп экзоцитоза СВ при стимуляции с частотой 20 Гц. 

Таким образом, 25ГХ может усиливать мобилизацию СВ через путь LX-

рецептор/ЭРα/Gi-белок/βγ-димер Gi-белка/ФЛС/Ca
2+

/ПКС. Удивительно, но 
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ингибитор ФХ-ФЛС также подавлял эффект 25ГХ. Одна из возможностей 

заключается в том, что βγ-димер Gi-белка может также активировать ФХ-ФЛС. 

4.1.5 Роль АФК и альтернативные пути сигнализации в эффекте 25ГХ 

Ca
2+

 сигнализация тесно связана с окислительно-восстановительными 

процессами, и повышенный уровень Ca
2+

 может вызвать увеличение продукции 

АФК через множество механизмов (Gorlach et al., 2015; Ursan et al., 2020). В 

соответствии с этим, в ответ на аппликацию 25ГХ было обнаружено относительно 

медленное Ca
2+

-зависимое увеличение внутриклеточной продукции АФК, 

сопряженное с повышением внеклеточного уровня H2O2. В то же время 

перекисного окисления липидов не наблюдалось, что указывает на чисто 

сигнальное действие АФК в этих условиях. Действительно, антиоксидант 

частично подавлял стимулирующее действие 25ГХ на скорость высвобождения 

красителя из СВ при стимуляции с частотой 20 Гц. Следовательно, Са
2+

-

индуцированное усиление продукции АФК может способствовать эффекту 25ГХ. 

Один из возможных механизмов заключается в том, что АФК наряду с Ca
2+

 и ДАГ 

может повышать активность ПКС (Giniatullin, Giniatullin, 2003; Cosentino-Gomes 

et al., 2012; Ursan et al., 2020). 

Следует отметить, что ингибирование LX-рецепторов, ЭРα, Gi-белка, βγ-

димера Gi-белка или ФХ-ФЛС, а также разрушение липидных рафтов не только 

предотвращало стимулирующее действие микромолярной концентрации 25ГХ на 

мобилизацию СВ, но и инвертировало эффект 25ГХ (1 мкМ). Вероятно, когда этот 

зависящий от рафтов сигнальный путь LX-рецептор/ЭРα/Gi-белок/βγ-димер Gi-

белка/ФХ-ФЛС блокируется, 25ГХ может действовать через альтернативный 

путь, который обычно активируется 25ГХ при наномолярных концентрациях. Это 

переключение со стимулирующего на ингибирующий эффект предполагает 

существование перекрестного взаимодействия между этими путями, 

индуцируемые низкими и высокими концентрациями 25ГХ. Более того, в 

условиях ингибирования ФИ-ФЛС или ПКС, а также внутриклеточного 

хелатирования Ca
2+

, 25ГХ полностью терял способность влиять на скорость 
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экзоцитоза СВ. Можно предположить, что ФИ-ФЛС/Ca
2+

/ПКС могут быть общим 

«сегментом», где происходит конвергенция сигнальных путей, индуцированных 

нано- и микромолярными концентрациями 25ГХ в НМС. 

4.2 Вовлечение 25ГХ в боковой амиотрофический склероз 

Интересно, что гиполипидемия присутствует у mSOD мышей на 

досимптомной стадии (Kim et al., 2011). Кроме того, было показано, что 

накопление церамида в спинном мозге предшествовало развитию фенотипа у 

mSOD мышей (Cutler et al., 2002). Эти данные согласуются с нарушением 

липидного обмена у пациентов с БАС и с тем, что гиперлипидемия отрицательно 

коррелирует с тяжестью БАС (Cutler et al., 2002; Dupuis et al., 2008; Krivoi, Petrov, 

2019; Ingre et al., 2020). Вероятно, повышение уровня холестерина в плазме крови 

может влиять на свойства мембран и тем самым облегчить прогрессирование 

БАС. Это согласуется со способностью холестерин-подобной и рафт-

стабилизирующей молекулы олесоксима проявлять защитные свойства в моделях 

БАС (Kasimov et al., 2016; Weber et al., 2019; Zakyrjanova et al., 2020). Более того, 

нейрон-специфическая сверхэкспрессия рафт-организующего белка кавеолина-1 

увеличила локализацию TrkB в рафтах, улучшила функционирование НМС и 

выживаемость mSOD мышей (Sawada et al., 2019). Липидные рафты могут 

модулировать сигналы, зависящие от TrkB и аденозиновых рецепторов A2, тем 

самым защищая нейроны от токсичности, вызванной мутацией SOD1 (Mojsilovic-

Petrovic et al., 2006). Заманчиво предположить, что изменения свойств мембран в 

НМС могут происходить на ранних стадиях БАС, тем самым приводя к 

нарушению «нормальной» сигнализации и способствуя патологическим 

изменениям. 

4.2.1 Ранние липидные альтерации в патологии БАС 

Нами были обнаружены ранние липидные аномалии у mSOD мышей. Они 

представляли собой снижение мечения маркерами липидных рафтов, увеличение 

текучести мембран и нарушение упорядоченности. Все эти изменения указывают 
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на нарушение целостности липидных рафтов у mSOD мышей. Учитывая, что 

изменения были более выражены в синаптической области, по сравнению с 

внесинаптическими участками, мембрана НМС кажется более уязвимой для 

связанного с заболеванием липидного дисбаланса. В соответствии с нашими 

данными, многочисленные изменения (в основном подавление) в экспрессии 

белков во фракции рафтов были продемонстрированы в спинном мозге mSOD 

мышей на начальной стадии. Среди этих белков (с измененным уровнем) около 

20% участвовали в пресинаптическом везикулярном траффике и высвобождении 

нейромедиатора (Zhai et al., 2009). Потеря функции сигма-рецепторов, 

наблюдаемая при спорадическом БАС, вызвала дестабилизацию липидных рафтов 

в двигательных нейроноподобных клетках NSC34, тем самым приводя к 

нарушению мобилизации [Ca
2+

]in и эндосомального траффика (Vollrath et al., 

2014). 

4.2.2 Предполагаемый механизм изменения мембранных свойств при БАС. 

Связь с нарушениями нервно-мышечной передачи 

Снижение целостности липидных рафтов может быть опосредовано 

истощением холестерина, который служит «клеем» для формирования рафтов. 

Однако уровень холестерина в гомогенатах мышц у mSOD мышей не изменился 

(Zakyrjanova et al., 2021). Аналогично, содержание холестерина в первичных 

нейронах коры головного мозга mSOD мышей было таким же, как у мышей 

дикого типа (Antonini et al., 2018). Накопление церамида может снизить 

стабильность липидных рафтов в мышцах при двигательной разгрузке до начала 

атрофии (Petrov et al., 2017; Bryndina et al., 2018; Petrov et al., 2019). В данном 

случае мы обнаружили значительно более высокие уровни церамида у mSOD 

мышей до начальной стадии атрофии (Zakyrjanova et al., 2021), что 

сопровождалось повышенной способностью накапливать экзогенный церамид 

избирательно в НМС. Важно отметить, что избыток церамида был обнаружен в 

спинном мозге у пациентов с БАС (Cutler et al., 2002). Накопление церамида в 

спинном мозге у двух вариантов mSOD мышей (SOD1
G93A

 и SOD1
G86R

) 
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наблюдалось до проявления признаков БАС (Cutler et al., 2002; Henriques et al., 

2015). Отложение церамида и нарушение липидных рафтов в НМС указывают как 

на потенциально взаимосвязанные события на стадии, предшествующие началу 

развития патологии. 

Исследования, использующие экстракцию или окисление холестерина в 

качестве подходов для разрушения рафтов, показывают, что нервно-мышечная 

передача весьма чувствительна к снижению целостности липидного рафта (Krivoi, 

Petrov, 2019). В НМС незначительное истощение холестерина заметно 

увеличивало внеклеточные уровни холина/АХ (из-за усиления неквантового 

высвобождения) (Petrov et al., 2011). Соответственно, наблюдаемые на 

предначальной стадии изменения в высвобождении АХ (а именно, заметное 

увеличение уровня внеклеточного холина) могут быть вызваны потерей 

целостности липидных рафтов. В пользу этого предположения говорит тот факт, 

что добавление холестерина к плазматической мембране (метод стабилизации 

рафтов) снизило содержание внеклеточного холина у mSOD мышей. Это может 

отражать подавление неквантового высвобождения АХ. Отметим, что избыток 

АХ может усугубить дегенерацию НМС у mSOD мышей и вызвать 

преждевременные возрастные структурные изменения (включая фрагментацию 

концевой пластинки) НМС (Sugita et al., 2016). 

Предыдущие исследования показали увеличение амплитуды и уменьшение 

времени нарастания миниатюрных потенциалов концевой пластинки в диафрагме 

mSOD мышей на предначальной стадии (Rocha et al., 2013). Эти аномалии могут 

быть связаны с изменением кластеризации нХР, а именно с фрагментацией 

концевых пластинок у mSOD мышей. Следует отметить, что липидные рафты 

участвуют в контроле распределения и активности нХР (Pato et al., 2008; Krivoi, 

Petrov, 2019). Следовательно, дезинтеграция липидных рафтов может 

способствовать фрагментации кластеров нХР и изменению их функциональности. 

Добавление холестерина может стабилизировать кластеры нХР, спасая 
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синаптические области от фрагментации в денервированной мышце (Willmann et 

al., 2006). 

В одном исследовании было обнаружено снижение активности АХЭ в 

биопсии мышц пациентов с БАС (Fernandez et al., 1986). Фракция АХЭ может 

быть закреплена в синаптических мембранах благодаря взаимодействию с 

липидными рафтами (Moral-Naranjo et al., 2008). Однако добавление экзогенной 

АХЭ не изменило процент увеличения уровня холина у mSOD мышей, по 

сравнению с животными дикого типа. Этот факт свидетельствует об отсутствии 

выраженной разницы в активности нативной АХЭ у mSOD мышей, по сравнению 

с мышами дикого типа. 

Нарушение липидных рафтов может вызывать окислительный стресс через 

различные механизмы (Petrov et al., 2014; Ursan et al., 2020). В частности, 

истощение холестерина вызвало рост продукции АФК, зависимой от НАДФН-

оксидазы, а также перекисное окисление липидов в НМС (Petrov et al., 2014). В 

данном случае мы обнаружили повышенный уровень гидроперекисей в 

гомогенатах мышц (Zakyrjanova et al., 2021) и признаки перекисного окисления 

липидов в НМС mSOD мышей. Гипотетически, они могут представлять собой 

последствия дезорганизации липидных рафтов. Примечательно, что 

гидроперекиси липидов могут модифицировать белок SOD1, способствуя его 

агрегации, что может иметь пагубные последствия (Dantas et al., 2020). 

4.2.3 Эффект 25ГХ на мембранные свойства при БАС 

Окисленные производные холестерина являются важным классом 

модуляторов многочисленных клеточных функций, включая нервно-мышечную 

передачу (Krivoi, Petrov, 2019; Brown et al., 2021). Выраженные изменения 

уровней некоторых оксистеринов при нейродегенеративных заболеваниях 

позволяют рассматривать оксистерины как маркеров нарушений и (или) 

факторов, способствующих их патогенезу (Petrov et al., 2017; Griffiths, Wang, 

2019). Среди оксистеринов уровень 25ГХ в сыворотке и СМЖ был выше у 
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пациентов с БАС с продолжительностью заболевания около одного года, по 

сравнению со здоровыми людьми. Кроме того, экспрессия мРНК 25ГХ-

продуцирующих ферментов была повышена в мозге mSOD мышей на стадии, 

предшествующей началу заболевания, но позже снижалась (Kim et al., 2017). 

Уровень 7α,25-дигидроксихолест-4-ен-3-она, производного 25ГХ, также был 

выше в сыворотке, но ниже в СМЖ у пациентов с БАС (Abdel-Khalik et al., 2017). 

Таким образом, 25ГХ может быть связан с БАС. Концентрация 25ГХ резко 

повышается под воздействием многочисленных воспалительных стимулов 

(Bauman et al., 2009; Cyster et al., 2014, Shen et al., 2017). В свою очередь, 

повышение уровня 25ГХ может регулировать многочисленные аспекты 

иммунного ответа, формируя петли отрицательной и положительной обратной 

связи (Cyster et al., 2014). В целом, 25ГХ обладает противовирусной и 

кардиопротекторной активностью, а также модулирует воспаление и метаболизм 

холестерина (Bauman et al., 2009; Cyster et al., 2014; Civra et al., 2018; Lv et al., 

2020). В данном случае мы обнаружили, что острая аппликация 25ГХ увеличивает 

упорядоченность липидов и встраивание ганглиозида GM1 в плазматическую 

мембрану, а также снижает текучесть мембраны и поглощение церамида в НМС 

mSOD мышей. Следовательно, 25ГХ способствует формированию липидных 

рафтов и может подавлять накопление церамида в НМС mSOD мышей. Эти 

результаты согласуются с предыдущими исследованиями, показавшими, что 25ГХ 

способствует образованию микродоменов в модельных мембранах из смесей 

насыщенных и ненасыщенных липидов (Xu, London, 2000) и изменяет трафик 

церамида через мембранные контактные сайты (Perry, Ridgway, 2006; Goto et al., 

2018). Кроме того, 25ГХ может влиять на клеточное перераспределение 

холестерина за счет изменения транспорта холестерина через мембранные 

контактные сайты (Civra et al., 2018).  

Важно отметить, что 25ГХ воздействовал на мембраны только у mSOD 

мышей, тогда как у мышей дикого типа он не оказывал заметного влияния. 

Функциональные изменения сайтов связывания 25ГХ (например, многочисленные 
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оксистерин-связывающие белки) могут быть причиной более высокой 

чувствительности мембран mSOD мышей к 25ГХ. Два наблюдения указывают на 

участие оксистерин-связывающих белков в развитии БАС. Во-первых, важный 

регулятор оксистерин-связывающих белков везикула-ассоциированнный 

мембранный белок В (VAPB) снижен в спинном мозге пациентов с БАС и mSOD 

мышей на начальной стадии заболевания (Teuling et al., 2007). Во-вторых, 

мутации в VAPB вызывают наследственную форму БАС, а сверхэкспрессия 

оксистерин-связывающих белков может уменьшить фенотип мутантного VAPB в 

клетках HeLa (Moustaqim-Barrette et al., 2014; Darbyson, Ngsee, 2016). Отметим, 

что оксистерин-связывающие белки могут опосредовать влияние 25ГХ на трафик 

церамида и распределение холестерина в мембране (Perry, Ridgway, 2006; Civra et 

al., 2018; Goto et al., 2018). В данном случае мы обнаружили, что флуоресцентный 

25ГХ – 25-(C4 TopFluor®) 25-OH-холестерин, который селективно 

взаимодействует с оксистерин-связывающими белками (Holtta-Vuori et al., 2008; 

Jansen et al., 2011), более эффективно поглощается в НМС mSOD мышей, а 25ГХ 

может конкурировать с 25-(C4 TopFluor®) 25-OH-холестерином. Соответственно, 

более высокая способность улавливать оксистерин может быть причиной того, 

что 25ГХ преимущественно влияет на свойства мембран у mSOD мышей. Важно 

отметить, что 25ГХ в НМС у mSOD мышей изменял липидные свойства в 

противоположном направлении, в отличие от мышей дикого типа. Это позволяет 

предположить, что длительное введение 25ГХ может влиять на НМС у мышей с 

моделью БАС. Действительно, хроническое введение 25ГХ предотвратило 

снижение липидной упорядоченности, а также повышение поглощения 

флуоресцентного церамида в НМС mSOD мышей. Кроме того, длительное 

введение 25ГХ предотвратило появление синаптических аномалий, а именно 

перекисного окисления липидов, повышения уровня внеклеточного холина и 

фрагментации кластеров нХР. 

Таким образом, 25ГХ может противодействовать ранним изменениям в 

НМС, связанным с БАС, и, следовательно, повышение 25ГХ у пациентов с БАС 
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может представлять собой компенсаторный механизм. В случае БАС наблюдается 

уникальная ситуация, когда гиперхолестеринемия оказывает благоприятное 

воздействие, в то время как препараты, снижающие уровень холестерина, 

усугубляют патологию (Cutler et al., 2002; Dupuis et al., 2008; Zheng et al., 2013; 

Krivoi, Petrov, 2019; Ingre et al., 2020). Уровень 25ГХ повышен в сыворотке крови 

при гиперхолестеринемии и снижается в ответ на лечение статинами (Johnson et 

al., 1994; Dias et al., 2018). Предположительно, повышение уровня 25ГХ может 

быть причиной положительного эффекта гиперхолестеринемии при БАС. 

4.3 Механизм действия синтетического производного холестерина 

олесоксима 

4-холестен-3-он, оксим (олесоксим или TRO19622) представляет собой 

производное холестерина, который считается многообещающим средством 

лечения нейродегенеративных заболеваний, включая боковой амиотрофический 

склероз, периферическую невропатию, спинальную мышечную атрофию, болезни 

Хантингтона и Паркинсона (Bordet et al., 2007; Weber et al., 2019). Ранее мы 

обнаружили, что олесоксим может модулировать нейропередачу в НМС лягушки, 

но лежащий в основе механизм не был идентифицирован (Kasimov et al., 2016). 

Теоретически механизм обеспечения синаптической передачи может 

способствовать нейропротекторным свойствам олесоксима и представлять собой 

новый путь регуляции нейропередачи холестерин-подобными молекулами.  

4.3.1 Предполагаемая роль VDAC в эффекте олесоксима 

Олесоксим нацелен на VDAC на внешней митохондриальной мембране, и 

это взаимодействие необходимо для предотвращения образования комплекса 

транзиторной митохондриальной поры, окислительного стресса и апоптоза 

(Bordet et al., 2007; Bordet et al., 2010; Martin et al., 2011; Weber et al., 2019; Rovini 

et al., 2020). Однако несколько исследований указали на локализацию белка 

VDAC в плазмалемме (Bahamonde et al., 2003; Bahamonde, Valverde, 2003; Baker et 

al., 2004; Rahbar, Fenselau, 2004; Elinder et al., 2005), включая нейрональные и 
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синаптические плазматические мембраны (Stevens et al., 2003; Jordan et al., 2004; 

Phillips et al., 2005; Xiong et al., 2009). В соответствии с этими исследованиями, в 

НМС обнаружено иммуномечение VDAC. Омические методы показали, что 

VDAC является белком пресинаптической активной зоны (Morciano et al., 2009; 

Volknandt, Karas, 2012; Lassek et al., 2014), и все три изоформы VDAC были 

обнаружены во фракциях активных зон (Morciano et al., 2005; Morciano et al., 

2009), а также в мембранах СВ (Takamori et al., 2006). Эти данные указывают на 

наличие роли VDAC белка, локализованного на пресинаптической мембране. 

Высокий уровень холестерина в нервных окончаниях и мембранах СВ (Krivoi, 

Petrov, 2019) может быть одним из механизмов закрепления VDAC в 

пресинаптических мембранах. На самом деле, VDAC содержат множество сайтов 

связывания холестерина (Weiser et al., 2014; Cheng et al., 2019) и 

преимущественно располагаются в богатых холестерином микродоменах 

плазматической мембраны (Bahamonde, Valverde, 2003; Bahamonde et al., 2003; 

Marin et al., 2007; Ramirez et al., 2009). Наблюдаемый неоднородный 

флуоресцентный сигнал от иммуномеченых VDAC может отражать 

кластеризацию VDAC в липидных рафтах или мембранных контактных сайтах 

НМС. Последние также обогащены рафтами и холестерином (Petrov et al., 2011; 

Petrov et al., 2017; Krivoi, Petrov, 2019). В данной работе мы обнаружили, что 

VDAC-связывающая холестерин-подобная молекула олесоксим (Bordet et al., 

2007; Bordet et al., 2010; Rovini et al., 2020) может подавлять вызванный экзоцитоз 

СВ и их рекрутирование в сайты экзоцитоза. Это действие олесоксима полностью 

предотвращалось ингибиторами VDAC, мембранопроникающим DIDS (Godbole et 

al., 2003; Benitez-Rangel et al., 2015) и мембранонепроникающим S-18 (Stein, 

Colombini, 2008). Стоит отметить, что на спонтанное высвобождение 

нейромедиатора не влиял ни один из модуляторов VDAC. Соответственно, мы 

предполагаем, что стимуляция плазмаллемального VDAC может специфически 

ограничивать вызванный выброс нейромедиатора, подавляя участие СВ в 

экзоцитозе. Во время умеренной (физиологической) активности нейропередача в 

основном зависит от экзоцитоза СВ, принадлежащих к рециклирующему пулу 



112 
 

(Richards et al., 2003; Rizzoli, Betz, 2005). Эти СВ проходят несколько раундов 

экзо-эндоцитоза, связанного с дозаправкой молекулами нейромедиатора во время 

активности (Rizzoli, Betz, 2005). Олесоксим был способен подавлять темп 

экзоцитоза СВ при умеренной стимуляции, и этот эффект олесоксима 

предотвращался непроницаемым для клеток ингибитором VDAC. Кроме того, 

если повторное заполнение рециклирующих СВ ацетилхолином блокировалось 

везамиколом, то олесоксим не вносил дополнительного вклада в высвобождение 

нейромедиатора во время продолжительной активности. Следовательно, VDAC 

плазматической мембраны может негативно регулировать нейропередачу при 

физиологической активности, которая зависит от рециклирования синаптических 

везикул. Это согласуется с наблюдением, что у мух, лишенных порина (гомолог 

VDAC млекопитающих), наблюдается неврологическая дисфункция, аберрантный 

электрофизиологический ответ в НМС личинок и аномалия скелетных мышц 

(Graham et al., 2010; Raghavan et al., 2012). Стоит отметить, что у мутантных мух 

наблюдалось значительное увеличение вызванного постсинаптического 

потенциала (в присутствии низкого внеклеточного Ca
2+

) и количества стимулов, 

на которые развивался постсинаптический ответ (Graham et al., 2010). Это говорит 

о том, что отсутствие белка VDAC может привести к повышенной возбудимости 

на синаптическом уровне. Однако Graham с соавторами связали наблюдаемые 

изменения с нехваткой митохондрий в пресинаптических окончаниях из-за 

нарушения аксонального митохондриального транспорта (Graham et al., 2010). 

Аналогичным образом, многие исследования предполагают, что положительные 

эффекты олесоксима реализуются через действие на митохондриальные VDAC 

(Bordet et al., 2007; Bordet et al., 2010; Rovini et al., 2020). В настоящей работе мы 

использовали модель митохондриальной дисфункции, индуцированный 

ротеноном, которая приводит к открытию митохондриальной транзиторной поры 

и увеличению продукции митохондриальных АФК (Chauvin et al., 2001; Li et al., 

2003). Действительно, острое воздействие ротенона привело к увеличению 

выработки митохондриального супероксида, которое сопровождалось заметным 

подавлением вызванного экзоцитоза СВ в НМС. Сходным образом 



113 
 

ингибирование митохондриального комплекса I с помощью ротенона вызывало 

нарушение экзоцитоза СВ и рециклирования в синаптосомах и первичной 

культуре гиппокампа (Ivannikov et al., 2013; Hrynevich et al., 2015; Pathak et al., 

2015). Олесоксим или мембранонепроникающий ингибитор VDAC (S-18) не 

подавляли эффекты ротенона как на уровни АФК, так и на экзоцитоз СВ, в то 

время как мембранопроникающий антагонист VDAC DIDS частично ослаблял 

действие ротенона. Это согласуется со способностью DIDS ингибировать 

вызванное ротеноном высвобождение супероксид-аниона из матрикса 

митохондрий в цитозоль через белок VDAC (Lustgarten et al., 2012). Вероятно, 

острая аппликация олесоксима может модулировать экзоцитоз СВ путем, не 

зависимым от митохондриального VDAC. Это согласуется с тем, что олесоксим 

не предотвращал увеличения спонтанного высвобождения нейромедиатора в 

ответ на использование ротенона. 

4.3.2 Роль мембранной проницаемости для анионов в эффектах олесоксима 

Теоретически существует несколько механизмов, лежащих в основе 

негативной регуляции вызванного экзоцитоза СВ с помощью белка VDAC, 

локализованных на пресинаптической мембране. Эти VDAC могут служить в 

качестве Cl
-
-каналов, которые могут активироваться антиэстрогенами (Bahamonde 

et al., 2003; Bahamonde, Valverde, 2003). Также плазмалеммальные VDAC могут 

способствовать оттоку анионов в апоптотических нейронах, а также действуют 

как НАДН-феррицианид-редуктазы, тем самым способствуя окислительно-

восстановительному гомеостазу в базальных условиях (Bahamonde et al., 2003; 

Elinder et al., 2005). VDAC могут влиять на сигнализацию Ca
2+ 

и активность 

протеинкиназ (например, AKT, GSK3β) (Gonzalez-Gronow et al., 2003; Gonzalez-

Gronow et al., 2013; Li et al., 2014), а также быть негативными регуляторами 

нейропротекторного эстрогенового рецептора α (Marin et al., 2007; Ramirez et al., 

2009). Наконец, VDAC плазматической мембраны может прямо или косвенно 

способствовать высвобождению АТФ из клеток млекопитающих (Okada et al., 

2004). В настоящем исследовании мы проверили гипотезу о том, что олесоксим, 
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действующий на VDAC, может изменять поток аниона (Cl
-
), тем самым влияя на 

экзоцитоз СВ. Действительно, повышение уровней Cl
-
 во внеклеточной среде 

заметно усиливает депрессантный эффект олесоксима на экзоцитоз, и в этих 

условиях мембранонепроникающий блокатор VDAC (S-18) полностью 

предотвращает действие олесоксима. Эксперименты с Cl
-
 индикатором MEQ, 

загруженным в нервные окончания, подтвердили, что олесоксим может повышать 

внутриклеточный уровень Cl
-
 в состоянии покоя и во время синаптической 

активности. Кроме того, ингибиторы VDAC (DIDS и S-18) предотвращали 

эффекты олесоксима на пресинаптические уровни Cl
-
. Интересно, что ни S-18, ни 

DIDS сами по себе не влияли на экзоцитоз СВ, а также на содержание Cl
-
 в 

цитозоле, предполагая, что VDAC не участвуют в контроле нейропередачи в 

базовых условиях без активации экзогенными или эндогенными соединениями. 

Нейроактивные стероиды, плазминоген, тканевой активатор плазминогена и 

церамид могут быть естественными лигандами, которые могут влиять на 

активность VDAC плазматических мембран (Gonzalez-Gronow et al., 2003; 

Darbandi-Tonkabon et al., 2004; Gonzalez-Gronow et al., 2013; Dadsena et al., 2019). 

Заманчиво предположить, что VDAC могут служить ионотропными 

пресинаптическими рецепторами, ответственными за негативную регуляцию 

экзоцитоза СВ из-за повышенной проводимости Cl
-
 во время активности. 

Соответственно, некоторые нейропротекторные свойства олесоксима (Bordet et 

al., 2007; Bordet et al., 2010; Weber et al., 2019) можно объяснить действием на 

пресинаптические VDAC и предотвращением избыточного высвобождения 

нейромедиатора. Последнее может вызывать синаптические повреждения, как в 

центральных синапсах, так и в НМС во время патологических процессов, включая 

нейродегенеративные расстройства (например, болезнь Альцгеймера) и 

отравление некоторыми нейротоксинами (Crawford, Mennerick, 2012; Davletov et 

al., 2012; Sugita et al., 2016; Tremblay et al., 2017; Ovsepian et al., 2019; Ovsepian et 

al., 2019). Теоретически, доставку олесоксима и других терапевтических 

соединений в синаптический компартмент можно осуществить с помощью 

липосом, связанных с атоксическими формами нейротропных нейротоксинов 
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столбняка и ботулина (Edupuganti et al., 2012; Ovsepian et al., 2015; Ovsepian et al., 

2016). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В данном исследовании открыты механизмы действий на нервно-

мышечную передачу двух производных холестерина, 25ГХ и олесоксима. 25ГХ 

образуется интенсивно эндогенно иммунными клетками, его уровни 

увеличиваются при воспалении и БАС. Олесоксим – искусственно 

синтезированная молекула, обладающая нейропротекторными свойствами при 

БАС. Учитывая, что при БАС поражаются НМС, была проверена гипотеза, что 

эти два стерина, 25ГХ и олесоксим, могут модулировать нервно-мышечную 

передачу.  

 

Рис. 29. Предположительный механизм стимулирующего действия 25ГХ на 

высвобождение нейромедиатора в процессе экзоцитоза в НМС. 25ГХ активирует 

связанные с липидными рафтами LX-рецепторы, которые через ЭРα могут 

активировать сигнальный путь Gi-белок/βγ-димер G-белка/ФЛС, что приводит к 

зависимому от ИТФ-рецептора высвобождению Ca
2+

 из ЭПР и затем к активации 

ПКС. Последнее может увеличить мобилизацию СВ во время активности. Ca
2+

-

индуцированная продукция АФК может усилить этот эффект, вероятно, через 

дополнительную стимуляцию ПКС. Таким образом, связанный с иммунитетом 
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оксистерин, может увеличивать нейропередачу, действуя пресинаптически через 

мембраносвязанные LX-рецепторы. 

Основываясь на полученных данных, можно сделать вывод, что иммунный 

оксистерин 25ГХ является мощным модулятором нервно-мышечной передачи и 

регулирует рекрутирование СВ в экзоцитоз. Следовательно, эффекты этого 

оксистерина проявляются при относительно интенсивной активности. 

Наномолярные концентрации 25ГХ подавляют нейропередачу, тогда как 

микромолярные концентрации обладают стимулирующим действием, которое 

опосредуется активацией LX-рецепторов, связанных с липидными рафтами. 

Оказалось, что эти пресинаптические рецепторы могут запускать сигнальный 

путь ЭРα/Gi-белок/βγ-димер G-белка/ФЛС/Ca
2+

/ПКС. Кроме того, 25ГХ может 

действовать как прооксидант, увеличивая АФК в Ca
2+

-зависимой манере; далее, 

генерируемые АФК могут дополнительно способствовать экзоцитозу СВ (рис. 

30). Этот LX-рецептор-зависимый путь может быть новым регуляторным 

механизмом, с помощью которого иммунные клетки, продуцирующие 25-ГХ, 

влияют на нейропередачу и моторную функцию.  

Моторная функция нарушается при БАС. Известно, что уровни 25ГХ 

повышаются при БАС, но роль этого оксистерина при данной патологии не ясна. 

Результаты данной работы показали, что 25ГХ может предотвратить изменения 

свойств мембран (нарушение липидных рафтов, увеличение захвата церамида, 

перекисное окисление липидов), уровня холина и кластеризации нХР в НМС в 

модели БАС. Это указывает на возможное протективное значение 25ГХ при 

данном нейродегенеративном заболевании. Более того, НМС мышей с моделью 

БАС характеризовались высокой способностью связывать 25-ГХ. Следовательно, 

25ГХ не только модулятор нервно-мышечной передачи, но и соединение, 

способствующее поддержанию структурных свойств нервно-мышечного синапса.  

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/oxysterol
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/neuromuscular-transmission
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/liver-x-receptor
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Рис. 30. Предполагаемый механизм VDAC-зависимой регуляции 

высвобождения нейромедиатора в НМС. Стимуляция VDAC плазматической 

мембраны олесоксимом увеличивает проницаемость мембраны для анионов     

(Cl
-
). Повышенный поток Cl

-
 в нервной терминали может подавлять вызванный 

экзоцитоз СВ и их мобилизацию из рециклирующего и резервного пулов в сайты 

экзоцитоза (AЗ – активная зона). Как мембранопроникающий (DIDS), так и 

мембранонепроникающий (S-18) ингибиторы белка VDAC могут полностью 

устранить влияние олесоксима как на экзоцитоз СВ, так и на уровень 

внутриклеточного Cl
-
. Ротенон вызывает митохондриальную дисфункцию, 

которая связана с усилением продукции АФК и открытием митохондриальной 

поры. Это может нарушить вовлечение СВ в вызванный экзоцитоз. 

Ингибирование VDAC с помощью мембранопроникающего соединения DIDS 

может частично предотвращать действие ротенона на уровень 

митохондриальной АФК и мобилизацию СВ. Олесоксим и S-18 не 

противодействуют эффекту ротенона. Эти результаты предполагают, что 

олесоксим влияет на вызванный экзоцитоз СВ, воздействуя на VDAC 

пресинаптической мембраны. Мт – митохондрия. 

С другой стороны, было обнаружено, что нейропротективная молекула 

олексоксим может негативно регулировать нейропередачу, подавляя вызванный 

экзоцитоз СВ и их рекрутирование в сайты экзоцитоза. Механизм, лежащий в 

основе действия олесоксима, может быть связан с активацией белка VDAC на 

пресинаптической мембране и увеличением проницаемости мембраны для 
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анионов (Cl
-
). Установление механизма подавления нейропередачи, 

опосредованного олесоксимом, позволило обнаружить новый механизм 

пресинаптического ингибирования, основанный на изменении анионной 

проницаемости мембраны.  

Таким образом, два производных холестерина, действуя через отличные 

механизмы, в субмикромолярных концентрациях могут разнонаправленно 

регулировать нервно-мышечную передачу. Это открывает новые возможности для 

направленной коррекции дисфункций нервно-мышечной передачи за счет 

применения 25ГХ и олесоксима. 

ВЫВОДЫ 

1. 25ГХ оказывает разнонаправленный эффект на нейропередачу при 

умеренно-частотной активности: в низких концентрациях потенцирует, а в 

высоких угнетает секрецию нейромедиатора и экзоцитоз синаптических везикул. 

Основным процессом, на который действует 25ГХ, является мобилизация 

синаптических везикул. При этом 25ГХ не имеет постсинаптических эффектов.  

2. Потенцирующий эффект 25ГХ на мобилизацию синаптических везикул и 

их последующий экзоцитоз зависит от активации мембранных LX-рецепторов с 

дальнейшим запуском сигнального пути рецептор эстрогена α/Gi-белок/βγ-димер 

G-белка/фосфолипаза С/Ca
2+

/протеинкиназа С. В дополнение, Са
2+

-зависимое 

увеличение продукции активных форм кислорода под влиянием 25ГХ вносит 

вклад в усиление мобилизации синаптических везикул.  

3. 25ГХ подавляет ранние альтерации свойств синаптических мембран 

(нарушение липидных рафтов, перекисное окисление липидов, усиленный захват 

церамида), а также ранние признаки дисфункции нервно-мышечного синапса 

(повышение уровня внеклеточного холина и фрагментацию кластеров 

никотиновых ацетилхолиновых рецепторов) в модели бокового 

амиотрофического склероза. 
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4. Олесоксим, не влияя на постсинаптические процессы, угнетает секрецию 

нейромедиатора, мобилизацию и рециклирование синаптических везикул путем 

активации анион-транспортирующего белка плазматической мембраны и 

усиления потока ионов хлора в двигательные нервные окончания при 

синаптической активности. 
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