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ВВЕДЕНИЕ 

Общее увеличение продолжительности жизни людей в развитых странах со второй 

половины XX века определили достижения медицины, обеспечившие снижение смертности от 

ассоциированных с возрастом заболеваний. В результате меняется демографическая ситуация - 

увеличивается доля людей старших возрастов в общей численности населения. По данным 

ВОЗ, число людей в возрасте 80 лет и старше в период до 2050 года увеличится почти в четыре 

раза – до 395 миллионов человек. Соответственно, повышается частота «заболеваний 

преклонного возраста», в том числе сопровождающихся прогрессирующими дегенеративными 

процессами. Их развитие в более раннем возрасте рассматривается как проявление ускоренного 

старения, более позднее - становится основой успешного старения, долголетия. Необходимым 

условием существенного продления периода здоровой жизни людей, необходимым для 

разработки путей фармакологической коррекции заболеваний в направлении успешного 

старения, является выяснение как общих молекулярно-генетических механизмов старения, так 

и специфических механизмов развития ассоциированных с ним нейродегенеративных 

заболеваний.    

Несмотря на очевидную связь продолжительности жизни с наследственностью, сведения 

о генетических факторах детерминации преждевременного старения крайне ограничены. 

Ассоциированные с возрастом заболевания имеют многофакторную природу с полигенным 

наследованием, и для их начального генотипирования как у людей, так и у грызунов широко 

используется метод анализа локусов количественного признака (quantitative trait loci или QTL-

анализ). Выявлять метаболические пути и молекулярные мишени - гены, вовлеченные в 

этиологию и патогенез «заболеваний преклонного возраста», или ассоциированные с 

предрасположенностью к ним, позволяют также комплексные исследования с использованием 

возможностей современных масштабных технологий, в том числе – с изучением изменений 

транскриптома. Однако проведение фундаментальных и клинических исследований на людях 

связано с рядом определенных ограничений. Одной из очевидных проблем является 

существование у большинства заболеваний, ассоциированных с возрастом, протяженной 

доклинической стадии: манифестация заболевания происходит позднее, чем развиваются 

лежащие в их основе события на молекулярном уровне.  

Уникальной моделью для исследования преждевременного старения является линия 

крыс OXYS, созданная селекцией и инбридингом крыс Wistar, чувствительных к 

катарактогенному эффекту галактозы. Сцепленно с катарактой животные унаследовали 

комплекс признаков преждевременного старения, в том числе  раннее развитие ретинопатии и 

ускоренное старение мозга, проявляющееся формированием пассивного типа поведения, 

ростом тревожности, нарушением способности к ассоциативному обучению. Доказано, что  
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ретинопатия у крыс OXYS аналогична возрастной макулярной дегенерации (ВМД) у людей – 

нейродегенеративному заболеванию сетчатки, которое становится основной причиной потери 

зрения у людей старше 60 лет. Наши исследования также показали, что нейродегенеративные 

изменения в сетчатке и мозге крыс OXYS во многом воспроизводят картину болезни 

Альцгеймера [Stefanova et al., 2014a].  Комплексное проявление признаков старения у 

крыс OXYS уже в молодом возрасте предполагает существование общих молекулярно-

генетических основ у развивающихся фенотипических проявлений, однако патогенетические 

механизмы  остаются неясными. Известно, что развитие нейродегенеративных заболеваний 

тесно связано с нарушениями энергетического гомеостаза [Cabezas-Opazo et al., 2015]. 

Нарастающие с возрастом нарушения структуры и функции митохондрий рассматриваются как 

одна из возможных причин преждевременного старения крыс OXYS.  Тем не менее, на момент 

постановки задач настоящего исследования вопрос о причинно-следственной связи 

между нарушением энергетического метаболизма и «запуском» процессов преждевременного 

старения оставался открытым. 

Целью настоящей работы являлось выявление  генов, с которыми ассоциировано 

развитие  ранних нейродегенеративных изменений у крыс  OXYS.  

Были поставлены следующие задачи: 

1) Оценить возможную связь ускоренного старения крыс OXYS с нарушениями 

энергетического метаболизма, сравнив его состояние в мозге крыс OXYS и Wistar (контроль) 

методами P
31
ЯМР-спектроскопии. 

2) Провести поиск локусов на первой хромосоме, ассоциированных с  развитием у крыс 

OXYS признаков преждевременного старения: поведенческих, ранней катаракты и 

ретинопатии, - методом анализа локусов количественного признака (QTL-анализа).  

3) На основе генома крыс WAG (с нормальным темпом старения) сконструировать 

конгенные линии крыс, несущие каждая по одному из выявленных локусов первой хромосомы 

крыс OXYS, ассоциированных с развитием у линии-донора локуса признаков 

преждевременного старения. Охарактеризовать конгенных животных в сравнении с  крысами 

родительских линий:   а) по заболеваемости катарактой и ретинопатией; б) по поведению в 

тестах «открытое поле» и «приподнятый крестообразный лабиринт»  и по способности 

обучению в тесте «радиальный восьмирукавный лабиринт»; в) по морфофункциональным 

параметрам мозга методами магниторезонансной томографии (МРТ). 

4) Картировать перенесенные в сконструированные конгенные линии WAG/OXYS-1.1 и 

WAG/OXYS-1.2 локусы первой хромосомы крыс OXYS при помощи выявленных методом 

массового параллельного секвенирования (RNA-seq) однонуклеотидных полиморфизмов (SNP).  
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5) Выявить характерные для крыс OXYS несинонимичные относительно крыс WAG 

замены нуклеотидов в генах: а) расположенных в перенесенных от крыс OXYS локусах первой 

хромосомы у крыс OXYS и конгенных животных WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2; б) 

ассоциированных с развитием аутосомно-доминантной или спорадической формы болезни 

Альцгеймера согласно литературным данным. 

6) Провести сравнение транскриптома сетчатки конгенных животных WAG/OXYS-1.1, 

WAG/OXYS-1.2 и крыс OXYS методом массового параллельного секвенирования (RNA-seq); 

провести функциональную аннотацию дифференциально экспрессирующихся генов. 

 

Научная новизна.  В работе впервые установлено, что постнатальное развитие мозга 

крыс OXYS происходит на фоне характерных для адаптации к гипоксии изменений 

энергетического метаболизма при отсутствии дефицита высокоэнергетических фосфатов, 

который не проявляется и в период манифестации  признаков ускоренного мозга. Выявлены два 

локуса количественного признака на первой хромосоме, ассоциированные с развитием у крыс 

OXYS ранней катаракты, ретинопатии и характерных поведенческих признаков. Их влияние на 

развитие исследуемых признаков доказано экспериментально созданием конгенных линий 

WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2. На основании данных массового параллельного 

секвенирования (RNAseq) был проведен сравнительный анализ однонуклеотидных 

полиморфизмов, который позволил картировать конгенные локусы и выявить в 19-ти 

расположенных в них генах, а также в генах Casp3 и Sorl1, несинонимичные замены, 

потенциально ассоциированные с развитием ранней катаракты и ретинопатии у крыс  OXYS и 

конгенных животных. Сравнение профилей экспрессии генов в сетчатке 20-дневных крыс 

WAG/OXYS-1.1, WAG/OXYS-1.2 и OXYS методом RNA-seq выявило функциональные группы 

генов, с изменением экспрессии которых может быть связано развитие у крыс OXYS  ранних 

нейродегенеративных изменений: гены метаболического пути болезни Альцгеймера, Wnt -, и 

TGF-β - сигнальных путей. 

Теоретическая и научно-практическая ценность работы. Результаты исследования вносят 

вклад в фундаментальные знания о молекулярно-генетических механизмах комплексного 

развития признаков преждевременного старения и могут быть востребованы для поиска новых 

терапевтических мишеней при создании препаратов, направленных на профилактику 

преждевременного старения и связанных с ним  заболеваний. Сконструированные в ходе 

работы конгенные линии крыс WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 наряду с крысами OXYS 

являются уникальным инструментом для исследования механизмов развития ранних 

нейродегенеративных заболеваний сетчатки, в том числе - в случае их параллельного с 

катарактой развития. 
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Положения, выносимые на защиту:  

1) Манифестация признаков ускоренного старения мозга крыс OXYS не связана с 

нарушениями энергетического метаболизма - дефицитом высокоэнергетических 

фосфатов. 

2) Локусы количественного признака, расположенные на первой хромосоме, 

ассоциированы с развитием у крыс OXYS признаков преждевременного старения: 

ранней катаракты и ретинопатии. 

3) Развитию нейродегенеративных изменений в сетчатке крыс конгенных линий 

WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 предшествуют изменения уровня мРНК генов, 

ассоциированных с метаболизмом жирных кислот,  липидов и ДНК, воспалительным 

ответом, морфогенезом кровеносных сосудов и генов, задействованных в Wnt - и 

TGF-β - сигнальных путях. 

 

Апробация результатов. Полученные результаты были представлены и обсуждены на 

российских и международных конференциях, в том числе: «Фундаментальные проблемы 

геронтологии и гериатрии» (Санкт-Петербург, 2014),  «FEBS» (Санкт-Петербург, 2013), 

«Фундаментальные науки – медицине» (Новосибирск, 2012), The XXth Biennial Meeting of the 

International Society for Eye Research (ISER, Берлин, 2012), «Генетика старения и 

продолжительности жизни» (Сыктывкар, 2008, 2010; Москва, 2012), «Постгеномные методы 

анализа в биологии, лабораторной и клинической медицине» (Казань, 2012), «International 

conference on bioinformatics of genome regulation and structure - BGRS» (Новосибирск, 2010, 

2014), IVсъезде Российского общества биохимиков и молекулярных биологов (Новосибирск, 

2008). 
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Глава 1: ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

В данной главе рассматриваются:  

1) современные подходы к изучению механизмов развития комплексных заболеваний, к  

которым относятся нейродегенеративные заболевания; 

2) современные представления об общих чертах и различиях в патогенетических 

механизмах развития нейродегенеративных заболеваний на примере болезни Альцгеймера (БА) 

и возрастной макулярной дегенерации (ВМД);  

3) исследования БА и ВМД на моделях животных в свете современных теорий 

этиопатогенеза; 

4) функциональные и морфологические особенности преждевременно стареющих крыс 

OXYS, как перспективной нетрансгенной модели нейродегенеративной патологии, 

воспроизводящей картину БА. 

1.1 Современные представления о нейродегенеративных заболеваниях  

Термином «нейродегенеративные заболевания» объединяется группа разнородных 

дегенеративных заболеваний, в основе которых лежит процесс прогрессирующей гибели 

нейронов, который ведет к развитию различных неврологических симптомов, однако не связан 

непосредственно с известными внешними или внутренними факторами (такими как 

интоксикация, сосудистая недостаточность, инфекции или метаболические расстройства). 

Наиболее известными представителями этого класса заболеваний человека являются болезни 

Альцгеймера (БА), Паркинсона, Гентингтона. К менее распространенным относятся болезнь 

Нимана-Пика, синдром Туретта, а также группа заболеваний, характеризующихся поражением 

двигательных нейронов головного и спинного мозга и нервных проводящих путей (боковой 

амиотрофический склероз). Изменения при нейродегенеративных процессах затрагивают как 

когнитивную сферу и психику человека (потеря памяти и, в конечном счете, деменция при 

болезни Альцгеймера), так и его способность свободно двигаться и обслуживать себя 

(скованность, дрожание, расстройства ходьбы при болезни Паркинсона). Симптомы 

нейродегенеративных заболеваний могут проявляться в различном возрасте, при этом для 

многих из них характерен более или менее длительный период бессимптомного развития и 

неуклонное прогрессирование нарушений когнитивных функций. Избирательное поражение 

нейронов вовлеченных систем объясняется структурными или биохимическими особенностями, 

свойственными непосредственно нейрональным клеткам или окружающим их элементам глии 

[Zhang et al., 2014b]. 

Патоморфологически нейродегенеративные заболевания характеризуются снижением 

численности нейронов в определённых структурах нервной системы, а также нарушением 
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метаболизма и изменением конформации клеточных белков с их последующим накоплением и 

агрегацией в определенных группах нейронов, выявляемой на определенной стадии 

заболевания [Andreasen, Lorenzen, Otzen, 2015; Lee et al., 2011]. Однако явных 

патоморфологических изменений может и не выявляться, например, при развитии 

идиопатической мышечной дистонии клинические признаки объясняются нарушением обмена 

нейромедиаторов. Причины агрегации белков могут быть связаны с каскадом патологических 

клеточных биохимических процессов: избыточного фосфорилирования, гликозилирования, 

активизации перекисного окисления липидов [Tenreiro, Eckermann, Outeiro, 2014; Vicente 

Miranda, Outeiro, 2010], а также носить установленный генетически детерминированный 

характер. Так, миссенс-мутации и мутации, изменяющие число копий гена, кодирующего 

нейронный цитозольный белок α-синуклеин,  который, как считается, участвует в регуляции 

синаптической передачи, ассоциированы с развитием аутосомно-доминантной формы болезни 

Паркинсона, хотя механизмы, приводящие в данном случае к нейродегенеративным 

изменениям остаются неясными [Sahay et al., 2015]. 

1.1.1 Основные факторы риска развития нейродегенеративных заболеваний 

Наиболее сильным и независимым фактором риска развития и прогрессии многих 

нейродегенеративных заболеваний является пожилой и старческий возраст. Старение оказывает 

влияние на многие клеточные процессы, повышая уязвимость мозга по отношению к 

патологическим воздействиям. С возрастом уменьшается масса мозга, снижается количество 

нейрональных клеток в определенных областях и число синапсов, изменяется активность 

нейротрансмиттерных систем [Dickstein et al., 2007; Rizzo, Richman, Puthanveettil, 2014; 

Xekardaki et al., 2015]. Эти инволютивные изменения способствуют снижению нейрональной 

пластичности и, в конечном  итоге, приводят к снижению 

компенсаторных возможностей головного мозга [Brehmer et al., 2014; Gutchess, 2014; Robertson, 

2013]. В совокупности с накоплением ассоциированных с возрастом соматических 

повреждений это может способствовать повышению вероятности развития 

нейродегенеративных процессов. В некоторых публикациях выдвигается предположение о том, 

что генетический дефект, запускающий развитие патологических нейродегенеративных 

процессов, возможно, предопределяет ограниченность ресурса жизнедеятельности 

определённых групп нейронов. 

Эпидемиологические данные свидетельствуют о том, что с повышенным риском 

развития нарушений памяти и когнитивных функций в пожилом и старческом возрасте могут 

быть связаны различные сосудистые факторы риска, включая артериальную гипертензию и 

сахарный диабет. При этом статистическая связь имеется не только с сосудистыми 

когнитивными нарушениями, но и с риском развития непосредственно БА.  Максимальный 
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риск закономерно отмечается при сочетании артериальной гипертензии, гиперлипидемии, 

абдоминального ожирения и сахарного диабета 2 типа, что нередко наблюдается у пациентов с 

так называемым «метаболическим синдромом» [Misiak, Leszek, Kiejna, 2012]. Однако 

клиническое значение сосудистых изменений в патогенезе нейродегенеративных заболеваний 

требует тщательного изучения. К доказанным факторам риска когнитивных нарушений в 

пожилом возрасте относятся также черепно–мозговые травмы, продолжительные стрессы и 

эпизоды депрессии в анамнезе, женский пол (в частности, для риска развития БА), дефицит 

витаминов группы В и фолиевой кислоты, низкая интеллектуальная и физическая активность в 

молодые и средние годы жизни, а также низкий уровень образования [Lenehan et al., 

2014; Morris et al., 2014; Zawia, Basha, 2005]. 

1.1.2 Генетическая архитектура нейродегенеративных заболеваний  

Результаты, полученные при проведении популяционных, генеалогических 

исследований, а также изучения близнецов и приемных детей в семьях однозначно указывают 

на существование наследственной предрасположенности к нейродегенеративным 

заболеваниям. Генетическая отягощенность является фактором риска развития когнитивных 

нарушений. Так, риск развития БА особенно велик при наличии ближайших родственников, 

диагноз которым был установлен до достижения 60 лет, поскольку «семейная» форма 

заболевания с ранним началом характеризуется аутосомно–доминантным типом наследования 

и высокой пенетрантностью. Однако «семейные» формы нейродегенеративных заболеваний 

достаточно редки. Так, в наиболее полной, периодически обновляемой базе данных по 

мутациям, ассоциированным с развитием БА и деменции (Frontotemporal Dementia) [Cruts, 

2012] по состоянию на 2014 год описано различных 450 мутаций, зарегистрированных у 1493 

пациентов и/или семей. Во многих случаях наследование форм заболевания со сходными 

клиническими и гистопатологическими признаками не укладывается в рамки моногенной 

модели, на что указывает, в частности, нелинейное снижение риска заболевания среди 

родственников больного по мере уменьшения степени родства. Огромная группа 

нейродегенеративных заболеваний представлена спонтанными, так называемыми 

спорадическими случаями, которые могут объясняться приобретенной патологией, 

возникающей в результате сосудистых, метаболических нарушений или инфекционного 

процесса. Сам термин «спорадический» возможно, дает здесь чересчур упрощенное 

представление, поскольку многие нейродегенеративные заболевания в определенной степени 

показывают семейную агрегацию [Fang et al., 2009; Mitsui, Tsuji, 2014; Thacker, Ascherio, 2008; 

Tsuji, 2013]. Риск заболеть у ближайших родственников пациентов, например, с 

диагностированной спорадической формой БА выше среднестатистического, что предполагает 
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вклад генетических факторов в патогенез спорадических форм нейродегенеративных 

заболеваний. 

Многофакторная модель развития  сложных «не-менделевских» заболеваний в рамках 

теории о взаимодействии генетических факторов с факторами среды была предложена еще в 

1965 году [Falconer, 1965]. В настоящее время научное сообщество разделяет представление о 

том, что нейродегенеративные заболевания принадлежат к группе комплексных 

заболеваний, и развиваются в результате сочетанного действия генетических и средовых 

факторов, приводящих в конечном итоге к клиническим и патоморфологическим изменениям 

[Lill, Bertram, 2011; Wirth et al., 2014]. Для многих заболеваний наследование носит полигенный 

характер, а  вариация экспрессии генов и взаимодействие факторов может обуславливать 

существование многообразных  клинических вариантов.  

Гипотеза «распространенная болезнь – распространенный генетический вариант» 

(CDCV, Common Disease – Common Variant, [Hemminki, Försti, Bermejo, 2008], предложенная 

для объяснения характера наследования комплексных заболеваний, предполагает, что причиной 

их развития становятся один/несколько распространенных аллельных вариантов, 

взаимодействующих между собой, и, возможно с определенными факторами окружающей 

среды. Характерным примером может служить аллельный вариант e4 гена APOE в контроле 

развития БА [Seripa et al., 2011]. Собственно, эта гипотеза и явилась научной парадигмой для 

полногеномных исследований ассоциаций (GWAS) [Eichler et al., 2010; Risch, 2000; Yang et al., 

2010]. К настоящему времени эта модель показала свою несостоятельность в свете так 

называемой «проблемы недостающей наследственности», missing heretability [Gibson, 2010; 

Manolio et al., 2009; Zuk et al., 2014]. Так, при помощи GWAS выявлено более 20ти локусов, 

оказывающих влияние на риск развития болезни Паркинсона, которые, однако, объясняют 

только 3-5% фенотипической дисперсии, связанной с заболеванием. Эта оценка существенно 

меньше полученной в эпидемиологических исследованиях [Hamza, Payami, 2010; Keller et al., 

2012; Wirdefeldt et al., 2011], что является убедительным доказательством существования 

некоторого числа еще неидентифицированных генетических факторов риска. Концепция 

«распространенная болезнь – множественные редкие генетические варианты» (Common Disease 

– Multiple Rare Variants) [Auer, Lettre, 2015] исходит из того предположения, что многие 

функциональные генетические варианты, повышающие риск развития заболевания, обладают 

высокой пенетрантностью, однако чрезвычайно редко встречаются в популяции, возможно 

только у отдельных пациентов/семей. При этом разные пациенты/семьи могут нести редкие 

мутации в кодирующей области одного и того же гена. Так, недавний полно-экзомный анализ 

семейных форм БА (с последующим анализом данных в масштабных исследованиях типа 

«случай-контроль») выявил достаточно редкий аллельный вариант (частота встречаемости 
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менее 1%) – V232M в гене PLD3, сегрегированный в двух неродственных семьях. Этот вариант 

был ассоциирован с увеличением риска развития БА у носителей в 4 раза по сравнению с 

лицами старше 70-ти без признаков деменции [Cruchaga et al., 2014]. Однако подавляющее 

большинство идентифицированных вариантов, увеличивающих риск развития БА (за 

исключением APOE), связаны с увеличением/уменьшением риска у носителей  всего лишь в 

0,10-0,15 раз [Bertram, Lill, Tanzi, 2010]. 

Таким образом, в спектре частотных аллелей предполагается наличие  большого 

количества распространенных вариантов с малым эффектом [Visscher, Hill, Wray, 2008]; 

наличие редко встречающихся аллелей, обладающих значительным эффектом [Cirulli, 

Goldstein, 2010]; или учитывается влияние на риск развития заболевания комбинации 

генетических, эпигенетических и экологических факторов [Gemenetzi, Lotery, 2014; Sadee et al., 

2014; Sobrin, Seddon, 2014]. Однако в контроле комплексного заболевания могут участвовать 

как редкие, так и относительно распространенные аллели даже одного гена [Gibson, 2011]. 

Стратегии поиска генетических факторов риска, таким образом, должны учитывать, что 

следование одной из вышеупомянутых гипотез не подразумевает их взаимоисключаемость. 

Возможно, каждая из моделей генетической архитектуры в различной степени характеризует 

каждое определенное заболевание или комплексный признак. 

1.2 Молекулярно-генетические методы выявления генов, задействованных в 

патогенетических механизмах комплексных заболеваний 

В случае «семейных» форм нейродегенеративных заболеваний, наследующихся по 

менделевскому типу, достаточно успешной для определения кандидатных генов показала себя 

стратегия позиционного клонирования [Collins, 1992]. В общей сложности по состоянию на 

апрель 2014 были описаны 3195 генов, мутации в которых являются причиной развития 

определенных фенотипических проявлений [McKusick, 2007]. В течение последнего 

десятилетия процессы поиска кандидатных вариантов ускорены развитием технологий 

секвенирования нового поколения, next generation sequencing (NGS)  [Ishiura et al., 2012]. На 

сегодняшний день, достигнут значительный прогресс в плане скорости, пропускной 

способности, и снижения себестоимости исследований. Вместе взятые, эти успехи 

предопределили путь для широкого применения технологий NGS в фундаментальных научных 

исследованиях, а также в клинической диагностике [Buermans, Dunnen den, 2014; Dijk van et al., 

2014; Keogh, Chinnery, 2013], в том числе при исследовании ассоциаций с развитием 

нейродегенеративных заболеваний или с предрасположенностью к ним [Antonell et al., 2013; 

Bettens, Sleegers, Broeckhoven Van, 2013; Humphries, Kohli, 2014; Tian et al., 2015; Whitmore et 

al., 2014].  
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В настоящее время массовое параллельное секвенирование осуществляется с 

использованием платформ, использующих различные стратегии приготовления матриц, 

секвенирования и визуализации данных, в том числе секвенирование путем синтеза (Illumina),  

секвенирование путем лигирования (SOliD), пиросеквенирование (454 Life Sciences). Следует 

отметить, что развитие и интеграция в фундаментальный научный процесс технологий «нового 

поколения» предъявляет особые требования к биоинформатическим алгоритмам выравнивания 

и обработки данных, и прогресс в этой области только набирает обороты. Разработка новых 

алгоритмов для аннотации коротких прочтений [Dijk van et al., 2014; Hatem et al., 2013], сборки 

геномов de novo [Zhang et al., 2011], выявления однонуклеотидных полиморфизмов (SNP) [Li et 

al., 2013b], анализа данных иммунопреципитации хроматина с последующим секвенированием, 

ChIP-seq [Rougemont, Naef, 2012] и транскриптомных исследований, RNA-seq [Kvam, Liu, Si, 

2012], а также корректировки технических погрешностей [Hansen, Brenner, Dudoit, 2010], в 

конечном итоге способствуют увеличению объема получаемой информации и улучшению 

интерпретации данных NGS. 

В число основных подходов к картированию генов-кандидатов для комплексных (в том 

числе, нейродегенеративных) заболеваний входят также анализ локусов количественных 

признаков (QTL, quantitative trait loci) и полногеномный анализ ассоциаций (ПГАА, Genome-

Wide Association Studies, GWASs).  

1.2.1 Анализ сцепления локусов количественного признака (QTL) 

QTL-анализ, или анализ локусов количественного признака (quantitative trait loci) - 

эффективная стратегия, применяемая для анализа и генотипирования фенотипических 

количественных признаков (в том числе поведенческих) и у грызунов [Cook et al., 2015; Maga et 

al., 2015; Sher et al., 2014; Yamashita et al., 2005], и у человека [Chaum, Winborn, Bhattacharya, 

2015; Franceschini et al., 2014]. Метод основан на принципах мейотической рекомбинации и 

свободной сегрегации аллелей и известен в двух основных вариантах. Первый – метод генов-

кандидатов – предусматривает использование полиморфных ДНК-маркеров, тесно сцепленных 

с генами, о которых известно, что белковый продукт принимает участие в формировании 

фенотипического эффекта/признака. Второй – сканирование генома или отдельных хромосом 

при помощи анонимных ДНК-маркеров. Исторически в качестве первых доступных ДНК-

маркеров использовались полиморфизмы по длине рестрикционных фрагментов [Otsen et al., 

1996]. Вплоть до сегодняшнего дня для QTL-анализа широко используются микросателлитные 

повторы -SSR (SimpleSequenceRepeats) или STR (SimpleTandemRepeats). Эти короткие 

тандемные ДНК-повторы достаточно многочисленны в ДНК эукариот [Sharma, Grover, Kahl, 

2007; Tóth, Gáspári, Jurka, 2000], распространены чаще в некодирующих областях ДНК, 

вследствие чего высоко полиморфны по длине и легко генотипируются с помощью 
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полимеразной цепной реакции. Однонуклеотидные полиморфизмы (SNP), имеют определенные 

преимущества в качестве ДНК-маркеров, в том числе благодаря удобству картирования 

хромосом, высокой плотности доступных маркеров и развитию автоматизированных методов с 

использованием SNP-чипов и объединенных баз данных [Hashimoto et al., 2013; Jensen et al., 

2013].  

Идентификация локусов, ассоциированных с количественным признаком, проводится с 

использованием сконструированных гибридных популяций, однако требуется, чтобы исходные 

родительские линии животных были инбредны и контрастны по исследуемому 

фенотипическому признаку. Для каждого представителя гибридной популяции статистически 

устанавливается связь между количественным значением признака и аллельным составом 

кандидатного локуса: анализ сцепления QTL [Redina et al., ]. На графике в координатах 

«вероятность сцепления маркера с геном-кандидатом/ позиция на карте хромосомы» (LOD 

score, логарифм отношения правдоподобия, logarithm off the odds ratio) выявляется пик, 

расположение которого соответствует наиболее вероятному расположению QTL. Высота пика 

отражает меру статистической значимости, при этом значимым считается LOD ≥ 3 [Rapp, 2000]. 

Метод имеет определенные ограничения. Во-первых, точность картирования локуса 

определяется такими параметрами, как точность оценки проявления количественного признака 

в индивидуальном фенотипе, плотность расположения молекулярных маркеров, а также размер 

и половой состав исследуемой популяции [Clark et al., 1996; Rapp, 2000]. С увеличением 

расстояния между маркером и сцепленным с ним кандидатным геном увеличивается 

вероятность ошибки, связанной с вероятностью рекомбинационного события между ними. 

Уплотнение маркеров (увеличение их количества для анализа) уменьшает расстояние между 

ними на карте хромосомы. Однако показано, что, начиная с 5-10 сМ, такое уплотнение лишь 

незначительно уточняет локализацию  QTL. На практике интервал между маркерами на карте 

хромосомы составляет в среднем 20-35 сМ. С целью более точного картирования QTL в 

дальнейшем применяется, в частности, позиционное картирование и построение 

сегрегационных конгенных линий [Rapp, Deng, 1995]. Во-вторых, как правило, выявляемые 

локусы QTL охватывают протяженные участки хромосом, которые либо содержат  сотни генов 

– либо, напротив,  в них не картируется ни одного аннотированного гена. Ситуации такого типа 

заложили основы современного представления о том, что эффект выявленного QTL может 

отражать регуляторные взаимодействия, в том числе - эффекты посттрансляционных 

модификаций и регуляции на уровне микроРНК [Bao et al., 2007; Barakat et al., 2012]. 

Ограничения метода QTL-анализа могут быть связаны также с возможностью существования в 

пределах исследуемой хромосомы нескольких локусов количественного признака, 

направленность и степень влияния каждого из которых на проявление фенотипического 
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признака может разниться. К примеру, если два QTL расположены близко, но их аллельные 

эффекты в дублирующей фазе, возможны несколько вариантов наблюдаемых графиков LOD: 1) 

одиночный пик; 2) плато; 3) 2 отдельных пика; 4) так называемый «призрачный» пик («ghost»), 

располагающийся на карте между двумя QTL. В последнем случае интервал между QTL 

обычно составляет порядка 40 сМ, а между маркерами – порядка 20 сМ. При этом выявленный 

с использованием одной гибридной популяции QTL может не подтвердиться при 

использовании другой [Rapp, 2000; Saad et al., 2007]. Существует предположение о том, что 

количество локусов QTL, которые могут быть выявлены для любого количественного признака 

с использованием сегрегационного анализа, ограничено 12 локусами [Hyne, Kearsey, 1995]. 

Ограничивающим фактором для выявления QTL может служить и его слабое влияние на 

исследуемый признак. 

Тем не менее, QTL-анализ успешно используется в качестве метода первого выбора, в 

том числе в фундаментальных исследованиях нейродегенеративных заболеваний [Goldowitz et 

al., 2014; Jiao et al., 2012; Ryman, Gao, Lamb, 2008; Swanberg et al., 2009]. Следует отметить, что 

QTL-анализ помогает построить гипотезу о существовании в выявленном локусе гена, 

оказывающего влияние на проявление исследуемого количественного признака, причем поиск 

может быть осуществлен без принятия априорной гипотезы. Однако LOD score отражает лишь 

вероятность сцепления ДНК-маркера с потенциальным геном-кандидатом. Дальнейшие 

исследования чаще всего заключаются в получении конгенных линий животных, 

различающихся лишь небольшими хромосомными сегментами. Проявление у конгенных 

животных исследуемого признака считается доказательством существования в выявленных 

локусах гена/генов, участвующих в формировании фенотипического признака у родительской 

линии-донора QTL [Rapp, 2000]. Для подтверждения роли определенного кандидатного гена 

используется получение животных, которые проявляют ожидаемый фенотип и несут мутацию 

кандидатного гена, расположенного в пределах QTL. 

1.2.2 Полногеномный анализ ассоциаций (GWAS) 

В ходе полногеномного анализа ассоциаций  установливается связь между геномным 

вариантом (часто только для однонуклеотидных полиморфизмов, SNPs) и фенотипическим 

признаком. При этом используемые генетические варианты могут располагаться в 

некодирующих областях генома. Основная цель при исследовании заболеваний человека 

заключается в идентификации генетических факторов риска, что позволяет дать обоснованный 

прогноз о предрасположенности к заболеванию. Не менее важной областью применения ПГАА 

является фармакокинетика, а именно поиск аллельных вариантов, ассоциированных с 

метаболизмом, эффективностью и проявлением побочных эффектов лекарственных средств 

[Athanasiu et al., 2015; Chung et al., 2014]. Высокая мощность анализа обеспечивается 
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исключительной масштабностью иследований. В связи с этим одной из главных проблем 

является аккуратный анализ и правильная биологическая интерпретация массивов данных. 

Национальный институт геномных исследований США устанавливает крайне строгие критерии 

качества исследований: количество проанализированных индивидуальных полиморфизмов 

должно составлять не менее 100 000, а уровень значимости ассоциации – не более 0,00001 

[Hindorff et al., 2009].  

Мета-анализ GWAS успешно выявил, по крайней мере, 19 генов и метаболических путей 

патогенеза возрастной макулярной дегенерации (ВМД), включая ассоциированные с системой 

комплемента (CFH, C2 / CFB, C3 и CFI), липопротеинами высокой плотности (LIPC и СЕТР), 

внеклеточным или коллагеновым матриксом (TIMP3, COL8A1and COL10A1) и сигнальным 

путем ангиогенеза (Vegfa) [Fritsche et al., 2013]. К сожалению, метод позволяет выявлять 

достаточно мало функциональных SNP [Cirulli, Goldstein, 2010], а его разрешающая 

способность, похоже, ограничена распространенными аллелями, обладающими малыми 

эффектами [Maher, 2008].  ПГАА не дает окончательного ответа на вопрос, продукт какого 

именно гена участвует в контроле комплексного признака. Более того, зачастую по результатам 

исследования невозможно указать ни на какие определенные патогенетические механизмы 

[Gibson, 2010; Mitsui, Tsuji, 2014]. 

Многие нейродегенеративные заболевания связаны с рядом сопутствующих заболеваний 

и/или изменений в уровне лабораторно определяемых маркеров, некоторые из которых, в свою 

очередь, ассоциированы с генетическими факторами восприимчивости, занесенными в  каталог 

NHGRI GWAS (http://www.genome.gov/26525384).  Например, болезнь Паркинсона 

ассоциирована с наличием в анамнезе  аффективных расстройств и уровнем урата в сыворотке. 

Такие ассоциации дают возможность изучать генетические профили риска, связанные с 

коморбидными клиническими фенотипами в качестве факторов риска нейродегенеративных 

заболеваний. Так, при выявлении генетических профилей риска для дополнительных 

эпидемиологических и клинических факторов с использованием данных GWAS, варианты, 

ассоциированные с развитием шизофрении и болезни Крона, оказались в значительной степени 

связанными с риском развития болезни Паркинсона [Nalls et al., 2014]. Интересно, что, 

несмотря на существенное сходство клинических и патологических особенностей многих 

нейродегенеративных заболеваний, на удивление мало идентифицированных в исследованиях 

GWAS генетических вариантов показывают кросс-ассоциации. На примере болезни 

Паркинсона и болезни Альцгеймера показано, что таким образом можно выявлять гены, 

расположенные в патологическом каскаде событий «ниже» генов, отвечающих за основную 

часть предрасположенности к развитию заболеваний [Moskvina et al., 2013]. При этом гены, 

функционально объединенные участием в одном метаболическом пути, вероятно, могут 

http://www.genome.gov/26525384
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совместно влиять на предрасположенность к развитию нейродегенеративных заболеваний, даже 

в тех случаях, когда для отдельно взятых SNPs значимых ассоциаций не выявляется [Baranzini 

et al., 2009; Hong et al., 2010; Lambert et al., 2013; O’Dushlaine et al., 2011; Ramanan, Saykin, 

2013; Wang, Li, Hakonarson, 2010]. Некоторые гены, идентифицированные при помощи такого 

подхода, обладают незначительным влиянием на риск развития заболевания, однако 

представляются  более перспективными терапевтическими мишенями [Hirschhorn, 2009; Penrod, 

Cowper-Sal-lari, Moore, 2011]. Таким образом, концепция интегративных  исследований с 

привлечением результатов GWAS представляется мощным инструментом для повышения 

эффективности приложения результатов фундаментальных исследований к клинической 

практике [Ramanan, Saykin, 2013]. 

1.2.3 Технологии массового параллельного секвенирования транскриптома  

Транскриптомный анализ - исследование совокупности всех кодирующих и 

некодирующих последовательностей РНК в данном типе клеток или конкретной ткани, - 

является ценным инструментом для характеризации и понимания молекулярных основ 

вариации фенотипа и позволяет исследовать первый уровень реализации генетической 

информации, заключенной в геноме [Buil et al., 2015; Chen et al., 2015; Costa et al., 2013; Hassan, 

Saeij, 2014; Melé et al., 2015]. Структура транскриптома сложно организована и постоянно 

изменяется в зависимости от стадий клеточного цикла, от типа клеток и тканей, от стадий 

развития организма, от состояния тканей и органов. На сегодняшний день задачи 

транскриптомики как науки частично перекрываются с задачами функциональной геномики и 

заключаются прежде всего в выявлении и изучении условий для формирования характерной 

для определенных клеток и тканей структуры транскриптома, предопределенной геномными 

сигналами, в том числе регуляторными сигналами транскрипции (промоторы, сайленсеры, 

энхансеры, граничные элементы/инсуляторы, сигналы завершения синтеза РНК-полимеразой и 

т. д .), сплайсинга и пост-транскрипционных процессов (взаимодействия с микроРНК (miRNA) 

или короткими интерферирующими РНК (siRNA)  и т.д.). 

Методология массового параллельного секвенирования позволяет проводить 

транскриптомные исследования с высокой эффективностью и высоким уровнем разрешения 

[Dijk van et al., 2014; Dong, Chen, 2013; Finotello, Camillo Di, 2015; Wang, Gerstein, Snyder, 2009]. 

Тем не менее, анализ изменения экспрессии генов при помощи технологии RNA-seq 

осложняется вариацией, создаваемой большим количеством сложно взаимодействующих 

факторов биологической и экспериментальной природы [Fonseca, Marioni, Brazma, 2014; Sultan 

et al., 2014]. В частности, источником вариации могут служить синтезирование кДНК при 

помощи random-праймеров или процессы лигирования адаптеров [Dijk van, Jaszczyszyn, 

Thermes, 2014]. Считается, что формирование вторичных структур РНК может создавать 
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неравномерность покрытия, но такого рода ошибки сложно обнаружить. Известно, что 

различные технологические платформы характеризуются определенными систематическими 

ошибками секвенирования [Frey et al., 2014; Hansen, Brenner, Dudoit, 2010; Pickrell et al., 2010], 

к примеру, Illumina -  некоторой избирательностью по отношению к генам с более протяженной 

последовательностью [Oshlack, Wakefield, 2009]. Интересно, что в условиях эксперимента на 

достоверность результатов  анализа дифференциальной экспрессии может оказывать влияние 

не столько увеличение глубины прочтения [Bashir, Bansal, Bafna, 2010; Liu et al., 2013], сколько 

количество биологических реплик [Rapaport et al., 2013].  

Результаты исследований показывают, что исследование профилей экспрессии генов в 

качестве эндофенотипов заболеваний со сложным характером наследования [Gottesman, Gould, 

2003; Leboyer et al., 1998; Zou et al., 2010], способствует выявлению ассоциированных с риском 

развития заболевания кандидатных генов. Для приоритизации дифференциально 

экспрессирующихся генов используются данные о функциональной аннотации [Tiffin et al., 

2005], экспрессии генов [Codina-Solà et al., 2015; Curtis, Oresic, Vidal-Puig, 2005], изменений 

последовательности гена [Adie et al., 2005; Yousef, Moghadam Charkari, 2015], белок-белковых 

взаимодействиях [Guney, Oliva, 2012; Smedley et al., 2014] и/или их комбинации [Doncheva, 

Kacprowski, Albrecht, ], а также результаты полногеномных исследований [Holmans et al., 2009]. 

Такой подход показал себя чрезвычайно эффективным, в частности, при изучении генетических 

факторов, влияющих на риск развития спорадических форм БА [Zou et al., 2010].  

Генетические варианты, располагающиеся в транскрибируемых (кодирующих или 

некодирующих) областях генома способны оказывать влияние на экспрессию или 

функциональность кодируемой последовательности. Сочетание определенных полиморфизмов 

у одного человека может привести к развитию патологического процесса [Zou et al., 2012]. При 

этом, поскольку подавляющее большинство ассоциированных с заболеваниями 

полиморфизмов, по результатам исследований GWAS, располагается в некодирующих областях 

генома, потенциально такие варианты способны выступать в качестве маркеров 

экспрессионных локусов количественного признака, eQTL [Cheung et al., 2005]. 

Секвенирование транскриптома показало свою эффективность также в определении профилей 

специфичных полиморфизмов (SNPs) в транксрибируемых кодирующих и некодирующих РНК 

(мРНК и нкРНК), хотя некоторые варианты, приводящие к потере продукта гена, не могут быть 

выявлены. Совместный анализ результатов генотипирования и данных RNA-seq предоставляет 

уникальную возможность для определения и сопоставления генетических вариаций и уровня 

экспрессии генов в ассоциированных локусах при развитии заболевания [Majewski, Pastinen, 

2011; Marriage et al., 2014]. Секвенирование пула кДНК (RNA-seq) позволяет также 

аннотировать новые белок-кодирующие гены, и альтернативные сплайс-варианты генов, 
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играющие роль в развитии комплексных заболеваний [Licatalosi, Darnell, 2010; Wang, Cooper, 

2007]. Так, доказано участие ретинальных изоформ генов RPGR и BBS3 [Kirschner et al., 1999; 

Pretorius et al., 2010] и мутаций в генах, кодирующих компоненты сплайсосомы - PRPF31, 

PRPF3, PRPF8 [Mordes et al., 2006], в развитии дегенеративных заболеваний сетчатки. 

Большую ценность представляет и возможность проведения базовых исследований 

разнообразных функций некодирующих РНК в норме и в патологических процессах с помощью 

технологий NGS [Deo et al., 2006; Nielsen et al., 2014; Soreq et al., 2014; Xu et al., 2007]. Так, 

показано, что инактивация DICER1, эндонуклеазы, необходимой для производства и 

функционирования зрелых микроРНК, оказывает влияние на процессы дегенерации сетчатки 

[Damiani et al., 2008], а токсичность РНК Alu играет роль в развитии ВМД [Kaneko et al., 2011].  

Принципиально важно, что технологии NGS сделали осуществимой идентификацию 

редких аллелей предрасположенности. Фактически, реализацией проектов «1000 геномов» 

[Abecasis et al., 2012] и NHLBI Exome Sequencing Project [Fu, O’Connor, Akey, 2013] была 

открыта новая эра ассоциативных исследований комплексных заболеваний. Так, направленное 

ре-секвенирование локусов GWAS в соответствии с гипотезой о том, что редкие генетические 

варианты, влияющие на развитие комплексного признака, могут быть колокализованы с 

распространенными аллелями [Gibson, 2011], привело к идентификации ассоциированных с 

ВМД редких кодирующих вариантов:  R1210C в гене CFH [Raychaudhuri et al., 2011] и G119R в 

гене CFI [Koolwijk van et al., 2012]. Однако, несмотря на огромный объем данных и широкие 

границы масштабируемости, массовое параллельное секвенирование остается дорогостоящей 

технологией, с достаточно высокими требованиями к планированию и контролю качества на 

каждом этапе эксперимента [Ratnapriya, Swaroop, 2013; Yang et al., 2015]. 

Результаты межвидового анализа экспрессии генов, даже с учетом принадлежности 

генов к определенному семейству, совместимы с центральной гипотезой функциональной 

аннотации геномов, которая утверждает, что при одном уровне расхождения 

последовательности функционально ортологичные гены более схожи, чем паралогичные [Chen, 

Zhang, 2012]. Возможно, функциональное сходство гомологичных генов в первую очередь 

определяется их «сетевыми» взаимодействиями, а не эволюционной историей [Rogozin et al., 

2014]. Установлено, что экспрессия генов часто консервативна, и между транскрипционными 

профилями одной и той же ткани человека и мыши, возможно,  больше сходства, чем между 

транскрипционными профилями разных тканей в пределах одного вида [Ala et al., 2008; 

Bergmann, Ihmels, Barkai, 2004; Tsaparas et al., 2006; Xing et al., 2007].  А вот набор 

преимущественно используемых альтернативных изоформ транскриптов между видами 

разительно отличается [Barbosa-Morais et al., 2012; Merkin et al., 2012]. Эти данные были 

дополнительно подтверждены анализом ассоциированных гистоновых меток [Lin et al., 2014]. 
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По данным транскриптомных исследований на микрочипах показано, что глобальные сети  

дифференциально экспрессирующихся генов, характерных, в частности, для мозга, достаточно 

консервативны у различных биологических видов [Bergmann, Ihmels, Barkai, 2004], и – что 

особенно ценно - позволяют выделить маркерные гены даже для доклинических стадий 

заболевания. Так, при анализе транскриптома 5XFAD трансгенных мышей в возрасте, 

предшествующем образованию характерных внеклеточных депозитов амилоидного пептида, 

были определены специфические функциональные аннотации для дифференциально 

экспрессирующихся генов фронтальной коры, повреждающейся при развитии БА, и мозжечка, 

который, как правило, патологические изменения не затрагивают [Kim et al., 2012]. 

Интересно, что межвидовые различия транскрипционных профилей могут давать 

представление об отдельных генах, контролирующих развитие заболевания. Так, было 

показано, что ген пресенилина 1 (PSEN1) в сильной степени ко-экспрессируется с маркерами 

олигодендроцитов у человека, но не у мыши [Miller, Horvath, Geschwind, 2010]. Исследователи 

предполагают, что с эволюционными изменениями в экспрессии форм PSEN1 в контексте 

нейрон-олигодендроцитных взаимодействий могут быть связаны различия патологических 

изменений, выявляемые при развитии БА у человека и моделировании заболевания с 

использованием мышей. Однако, основные модули высоко-коэкспрессирующихся у мыши 

генов были выявлены в этом исследовании и у человека.  

Известно о существовании расовых различий в распространенности заболеваний 

человека, в частности ВМД [Bressler et al., 2008], глаукомы [Quigley, Broman, 2006] и болезни 

Бехчета [Zouboulis, 1999], а также о линейных различиях в биологических реакциях, таких как 

индуцированная гибель фоторецепторных клеток [Matsumoto et al., 2014] и ангиогенез [Rohan et 

al., 2000] у мыши, что свидетельствует о влиянии различных генетических факторов. Поэтому 

при использовании в транскриптомном исследовании модельных животных (по крайней мере, 

трансгенных мышей) возможно, требуется проводить  комплексный одномоментный анализ с 

использованием нескольких групп линейных животных. 

1.3 Роль метаболического состояния мозга в нейродегенеративных процессах 

Нарушения метаболического состояния мозга и нейрональной пластичности считаются 

одной из ведущих причин развития психических расстройств и нейродегенеративных 

заболеваний [Kondo et al., 2014; Martin et al., 2010; Stork, Renshaw, 2005; Wood et al., 2009; 

Yildiz-Yesiloglu, Ankerst, 2006]. В качестве неинвазивных инструментов визуализации 

метаболитов используются методы магнитно-резонансной спектроскопии [Kondo et al., 2011; 

Maddock, Buonocore, 2012], и протонного магнитного резонанса, (1)H-MRS [Chen et al., 2012], в 

том числе в сочетании со стандартными тестами на когнитивные функции. Показано, что 

изменения соотношения содержания определенных метаболитов можно рассматривать в 
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качестве надежных диагностических маркеров различных патологических процессов. Так, 

снижение энергетического метаболизма в головном мозге больного является одним из наиболее 

документированных отклонений при БА, а снижение метаболизма глюкозы используется для 

прогнозирования развития в будущем когнитивных нарушений [Landau et al., 2011; Shokouhi et 

al., 2013; Yamane et al., 2014].  Показано, что у людей, страдающих БА, повышение содержания 

креатинфосфата (КФ) в тканях мозга сопровождает прогрессирующее слабоумие. Достоверная 

взаимосвязь обнаружена также между значением соотношения концентраций 

КФ/неорганический фосфат и результатами нейропсихологических тестов [Wyss, Kaddurah-

Daouk, 2000]. Некоторые исследователи связывают увеличение отношения  содержания 

миоинозитола к содержанию креатина (mI/Cr) - с возникновением β-амилоидных бляшек при 

развитии БА [Murray et al., 2014], причем изменение этого параметра регистрируются на более 

ранних стадиях заболевания, чем изменения содержания метаболитов N-ацетиласпартата 

(NAA).  

Важной особенностью является то, что АТФ, по крайней мере, в некоторых областях 

головного мозга, генерируется в результате расходования пула креатинфосфата (КФ) в 

результате креатин-киназных реакций [Tsuji et al., 1995], таким образом, значение отношения 

КФ/АТФ может указывать на возможность регенерации запасов АТФ [Perings et al., 2000; 

Rabchevsky et al., 2003]. При этом система КФ/креатин/изоферменты креатинкиназы выступает 

в качестве системы, буферизующей энергию и осуществляющей транспорт энергии от сайтов ее 

производства к сайтам активного потребления [Jost et al., 2002; Wyss, Kaddurah-Daouk, 2000], в 

том числе при реализации синаптической передачи. В качестве показателя доступности 

трифосфатов для клеток ткани может выступать фосфатный потенциал – соотношение 

содержания АТФ/(АДФ*НФ). Энергетическое состояние мозга, таким образом, отражается в 

обеспеченности высокоэнергетическими соединениями, в особенности АТФ и КФ [Nakai et al., 

2000; Plaschke et al., 1999], которые необходимы для поддержания энергозатратных клеточных 

функций: активного транспорта, белкового синтеза, фосфорилирования и процессинга белков, 

поддержания внутриклеточного ионного гомеостаза, регуляции градиентов ионных 

концентраций, задействованных в генерации аксонного потенциала. Доказательством того, что 

метаболизм креатина непосредственно задействован в процессах высшей умственной 

деятельности, может считаться экспрессия большинства изоферментов креатинкиназы в 

гиппокампе и лобной коре [Kaldis et al., 1996]. В качестве одной из вероятных причин развития 

метаболических нарушений, наблюдающихся при нейродегенеративных процессах, называется 

окислительный стресс. В частности показано, окислительная модификация сульфгидрильных 

групп активного центра изоферментов креатинкиназы снижает эффективность 
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креатинкиназных реакций  вплоть до полного ингибирования активности фермента [Wyss, 

Kaddurah-Daouk, 2000].  

Важная, порой критическая роль состояния энергетического метаболизма  мозга в 

развитии и прогрессии возрастных изменений памяти и патогенезе нейродегенеративных 

заболеваний подтверждается исследованиями, показывающими, что соединения, 

увеличивающие резерв энергии, могут служить нейропротекторами. Увеличение способности 

генерирования АТФ в ходе расходования пула КФ способно отсрочить истощение запасов 

АТФ, таким образом, защищая мозг от губительного влияния ишемии, гипоксии или аноксии.  

Так, введение креатина крысятам в течение трех дней перед содержанием их в условиях 

гипоксии повышало в мозге отношение концентраций КФ/трифосфаты, снижало количество 

приступов и смертей, индуцированных гипоксией, ускоряло восстановление пула КФ и АТФ в 

мозге после гипоксии [Wyss, Kaddurah-Daouk, 2000].  Интересно, что у здоровых добровольцев, 

низкий уровень КФ был ассоциирован с более высокой производительностью при решении 

познавательных задач, связанных с активным функционированием  лобной коры, возможно 

также в результате эффективного восстановления резервов АТФ [Volz et al., 1998]. При 

развитии нейродегенеративных процессов, сопровождающихся дисфункцией митохондрий, 

нейроны переключаются на менее эффективный, трудозатратный механизм гликолиза. 

Предполагается, что регистрируемые в таких ситуациях метаболические изменения, связанные  

со значительным увеличением образования в мозге нейропротекторных метаболитов (в т.ч. 

креатина и таурина),  представляют компенсационный механизм, используемый нейронами для 

поддержания энергетического гомеостаза [Kondo et al., 2014; Stork, Renshaw, 2005]. Так, в 

простейшей трансгенной модели БА – у мышей Tg2576, - снижение когнитивных функций 

регистрируется начиная с возраста 6 мес, а отложения амилоидного пептида в форме бляшек – к 

возрасту 10 мес.  При этом показано, что уже в возрасте 1-3 мес, задолго до манифестации 

поведенческих нарушений, во всех проанализированных районах мозга (за исключением 

фронтальной коры) трансгенных мышей выявляются многочисленные метаболические 

нарушения по сравнению с контрольной группой дикого типа [Lalande et al., 2014]. Интересно, 

что изменения в метаболизме креатина ассоциированы с функциональным полиморфизмом 

гена важного медиатора синаптической пластичности -нейротрофического фактора мозга 

(BDNF), приводящего к замене валина на метионин в 66 кодоне [Dincheva, Glatt, Lee, 2012]. 

Таким образом, возможно, существуют генетические факторы предрасположенности к 

изменениям в энергетическом метаболизме мозга, наблюдаемым при развитии 

нейродегенеративных заболеваний.  
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1.4 Общность и различия патогенетических механизмов развития нейродегенеративных 

заболеваний в мозге и в сетчатке на примере болезни Альцгеймера (БА) и возрастной 

макулярной дегенерации (ВМД) 

На сегодняшний день установлен ряд универсальных механизмов нейродегенерации как 

при естественном старении, так и при развитии заболеваний [Pahnke et al., 2014; Sivak, 2013; 

Xie et al., 2014]. При этом многие исследования направлены на разрешение актуальной 

проблемы, связанной с установлением диагноза на самых ранних стадиях заболевания, когда 

клинические симптомы еще не проявляются [Jicha, Carr, 2010; Sperling, Mormino, Johnson, 

2014]. Несмотря на заметное различие клинических картин и патологических особенностей 

нейродегенеративных заболеваний, показано, что в их развитии и прогрессии помимо 

нарушения фолдинга белков с их агрегацией [Bolshette et al., 2014], задействованы одни и те же 

процессы, в том числе изменения многочисленных сигнальных каскадов [Bowles, Jones, 2014; 

Cruz e Silva da et al., 2010], нарушения функций системы убиквитин-зависимой деградации 

белка [Zhang et al., 2014a] и шаперон-опосредованной защиты [Blair et al., 2015; Ou et al., 2014], 

окислительный стресс [Thanan et al., 2015], нарушения процессов окислительного 

фосфорилирования в митохондриях [Cavallucci, Nobili, D’Amelio, ; Celardo, Martins, Gandhi, 

2014], гиперпродукция оксида азота [Virarkar et al., 2013], перегрузка нейронов кальцием [Brini 

et al., 2013; Zündorf, Reiser, 2011], активация микроглии [Guillot-Sestier, Town, 2013; Mosher, 

Wyss-Coray, 2014; Perry, Holmes, 2014], избирательная апоптотическая гибель нейронов. В то 

же время в исследовании на 10-ти различных животных моделях, охватывающих все основные 

группы наследственной дегенерации сетчатки, было показано, что  апоптоз играет лишь 

незначительную роль в нейродегенеративных процессах [Arango-Gonzalez et al., 2014], в 

отличие от альтернативных механизмов клеточной гибели, имеющих общие особенности для 

основных модельных мутаций. 

Высказано предположение о том, что вероятным триггером развития спорадических 

форм нейродегенеративных заболеваний являются некодирующие РНК, в частности, 

микроРНК [Hébert et al., 2009; Hébert, Strooper De, 2009; Savvateeva-Popova et al., 2008]. 

Важными патофизиологическими событиями, способствующими возникновению и развитию 

нейродегенеративных заболеваний, являются также воспаление и активация иммунной 

системы [Hickman, Khoury El, 2014; Latta, Brothers, Wilcock, 2015; Serpente et al., 2014], причем 

данное представление поддерживается и данными комплексных исследований [Crespo et al., 

2012]. В серии исследований с привлечением лабораторных животных было убедительно 

продемонстрировано, что индукция воспаления в мозге может приводить к развитию 

патоморфологических и клинических симптомов, аналогичных симптомам 

нейродегенеративных процессов, а экзогенные и эндогенные противоспалительные факторы 
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оказывают нейропротекторное действие [Lista, Dubois, Hampel, 2015; Sabharwal, Wisniewski, 

2014]. При сравнении результатов количественной оценки генной экспрессии с данными 

полногеномного ассоциативного исследования было показано, что во многих случаях развитие 

нейродегенеративных заболеваний связано с чрезмерно повышенной или, наоборот, 

недостаточной активностью определенных генов [Zou et al., 2012]. Ниже общие черты и 

различия в патогенетических механизмах развития нейродегенеративных заболеваний 

рассматриваются на примере болезни Альцгеймера (БА) и возрастной макулярной дегенерации 

(ВМД). 

1.4.1 Болезнь Альцгеймера 

Болезнь Альцгеймера (БА) – нейродегенеративное заболевание, признанное на 

сегодняшний день одной из самых распространенных причин старческого слабоумия. По 

прогнозируемым данным, в связи со старением населения Российской Федерации количество 

пациентов с БА к 2020 г. увеличится на 28% и приблизится к 1% населения страны [Кадыков 

А.С., 2009]. Нарушения когнитивных функций существенно снижают качество жизни 

пациентов и их родственников. С учетом ограниченных возможностей диагностики, лечения и 

социальной помощи больным, очевидно, что связанные с болезнью Альцгеймера 

экономические затраты общества огромны. 

Характерным патоморфологическим изменением является диффузное распространение 

в головном мозге белковых агрегатов: экстраклеточных «сенильных» амилоидных бляшек 

[Tiraboschi et al., 2004a; Tiraboschi et al., 2004b] и нейрофибриллярных клубков в цитоплазме 

нейронов [Hernández, Avila, 2007]. Гистологические исследования показывают значительное 

уменьшение числа нейронов коры мозга, гиппокампа, а также базального ядра Мейнерта и 

голубого пятна ствола мозга. У пациентов с диагностированной БА наблюдается церебральная 

атрофия с уменьшением объема и массы мозга, атрофией и сужением извилин коры головного 

мозга, углублением борозд, а также расширением желудочковой системы. Отмечается 

дегенерация синапсов и дендритов сохранившихся нейронов. На ранних стадиях заболевания 

изменения выявляются в энторинальной коре (медиобазальные отделы лобных долей), затем 

распространяются на структуры гиппокампа, базальные ганглии и височную кору [Braak, 

Braak, 1991; Braak, Braak, 1998; Jicha, Carr, 2010; Riley, Snowdon, Markesbery, 2002]. 

Клинически нарушение связей между энторинальной корой и гиппокампом выражается 

нарушениями кратковременной памяти [Kirkby, Higgins, 1998; Triarhou, 2008]. Дальнейшее 

распространение процессов нейродегенерации  с вовлечением структур, ответственных в том 

числе за осуществление связей между корой и другими отделами центральной и 

периферической нервной системы, проявляется более грубыми нарушениями когнитивных 

функций [Haj El et al., 2015] и приводит к полной деградации личности. Таким образом, 
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биологическое распространение патологических процессов предшествует и определяет 

развитие клинического фенотипа заболевания от первой до конечной стадии [Gomez-Isla et al., 

2008]. Специфический патологический процесс в мозге неизбежно развивается на фоне 

действия ряда неспецифических патологических факторов, в частности атеросклероза сосудов 

головного мозга и недостаточности антиоксидантных систем. Следует отметить, что у 

когнитивно-сохранных людей пожилого возраста могут присутствовать гистопатологические 

изменения, неотличимые от наблюдаемых при БА [Nelson et al., 2012; Price, Morris, 1999]. 

Кроме того,  в мозге пациентов с диагностированной БА могут выявляться сосудистые 

нарушения [Bell, Zlokovic, 2009; Hommet et al., 2011; la Torre de, 2002] и участки 

гиперинтенсивности белого вещества [Kandiah et al., 2015], которые - согласно принятым на 

сегодняшний день стандартам - не являются патогномоничными особенностями БА [Nelson et 

al., 2012]. 

Определенный успех в выяснении механизмов развития БА связан с генетическими 

исследованиями. Так называемые «семейные» формы заболевания, составляющие лишь около 

10% случаев БА, характеризуются ранним началом (условно до 65 лет, но чаще в возрасте 40–

55 лет) и аутосомно-доминантным характером наследования. В настоящее время 

идентифицированы три гена, мутации которых приводят к возникновению аутосомно-

доминантных форм БА: ген амилоидного предшественника (АРР) на 21-й хромосоме; а также 

гены, кодирующие ферменты метаболизма амилоида: пресенилин-1 (PSN1) - на   14-й;  и 

пресенилин-2 (PSN2) - на 1-й хромосоме человека [Chouraki, Seshadri, 2014; Hardy, Selkoe, 

2002; Tanzi, 2013]. Носители мутаций в гене АРР встречаются в 3–5% всех семей; мутации в 

гене PSN1 - в 60–70% всех случаев семейной формы БА и характеризуются полной 

пенетрантностью. Мутации в гене PSN2 характеризуются неполной пенетрантностью и 

встречаются намного реже [Zou et al., 2014]. Впоследствии было показано, что  пресенилины 

участвуют в процессинге APP, и мутации в соответствующих генах приводят к увеличению 

продукции амилоидогенной формы Aβ42 [Borchelt et al., 1996]. Среди множества выявленных 

генетических факторов, ассоциированных с предрасположенностью к спорадическим формам 

БА, наиболее сильным и единственным четко доказанным эффектом обладает аллель  ε4 гена 

аполипопротеина Е, АРОЕ, продукт которого является компонентом сенильных бляшек 

[Kleiman et al., 2006]. АРОЕ кодирует один из ключевых белков метаболизма 

липопротеинов и холестерола, участвующий в образовании и 

секреции липопротеинов [Swertfeger, Hui, 2001], и, предположительно,  в процессах клеточного 

роста, а также регенерации  тканей [Rebeck et al., 1993]. ApoE имеет три распространенные 

изоформы (E2-4), кодируемые тремя аллелями гена (ε2, ε3,и ε4, соответственно) в локусе 

19q13.2, причем аллели различаются по частоте распространения в популяции. Хотя во многих 

http://humbio.ru/humbio/b-amiloid/00008852.htm
http://humbio.ru/humbio/biochem/001ee6cd.htm
http://humbio.ru/humbio/biochem/001ee6cd.htm
http://humbio.ru/humbio/biochem/00236125.htm
http://humbio.ru/humbio/eclin/00158df2.htm
http://humbio.ru/humbio/01122001/pankov2/x0001cc3.htm
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независимых исследованиях было подтверждено, что аллель ε4 гена АРОЕ у больных с поздней 

формой БА встречается чаще, чем у людей пожилого возраста без признаков деменций, в то же 

время в ряде этнических групп такая ассоциация слабо выражена [Duara et al., 1996; Hendrie et 

al., 1995; Sayi et al., 1997]. При этом до 75% носителей одной копии ε4 не заболевают БА, и до 

50% пациентов с диагностированной БА не несут ни одной аллели ε4. Было отмечено, что при 

развитии БА у носителей генотипа ε4ε4 количество амилоидных отложений на 20-30% выше, 

чем у носителей генотипов ε3ε4 и ε3ε3 [Corder et al., 1993], возможно вследствие влияния 

аллели ε4 на процессы агрегации белка. Исследования на клеточных моделях и трансгенных 

животных показывают, что мутантные формы генов  пресенелинов, APP и APOE изменяют 

чувствительность клеток различного типа, в том числе нейронов, к апоптозу и 

внутриклеточный Са
2+

-гомеостаз, могут влиять на различные системы сигнальной 

трансдукции, на процессинг белка-предшественника амилоида APP и аккумуляцию наиболее  

нейротоксичных форм Аβ. Впрочем, хотя белок-предшественник амилоида, несомненно, 

играет значительную роль в патогенетических процессах при развитии БА, сведения о 

генетических сетях, регулирующих его эффекты, ограничены [Wang et al., ]. 

Согласно данным исследований GWAS, риск развития спорадических форм БА может 

быть ассоциирован с генами, продукты которых участвуют в липидном метаболизме (APOE, 

CLU, PICALM и ABCA7), в гомеостазе клеточной мембраны (SORL1, BIN1, CD2AP), в иммуных 

процессах (TREM2, CR1, CD33, MS4A4A, MS4A6A, MS4A6E), и процессах нейрогенеза (EPHA1) 

[Bertram et al., 2007]. Их влияние на риск развития заболевания, в-основном, гораздо слабее, 

чем у аллелей APP, PSEN1, PSEN2, APOE [Chouraki, Seshadri, 2014], при этом выявляется 

синергическое взаимодействие эффекта некоторых полиморфизмов с эффектом аллельного 

варианта APOE [Barral et al., 2012; Jun et al., 2010]. В ряде исследований установлено, что  

полиморфизмы ядерного гена митохондриального фактора транскрипции А (TFAM), 

ассоциированы с риском БА [Alvarez et al., 2008; Belin et al., 2007; Günther et al., 2004]. 

Мутация TREM2 R47H выявляется редко, и ее наличие не означает стопроцентной вероятности 

развития БА, однако эффект сравним с эффектом аллельной вариации ε4 гена APOE [Guerreiro 

et al., 2013]. Следует отметить, что известные ограничения метода геномных ассоциаций часто 

не позволяют получать убедительные данные, подтверждаемые в независимых исследованиях. 

Несмотря на огромный объём накопленных в последние десятилетия знаний о 

биологических основах болезни Альцгеймера, этиология заболевания до сих пор остается 

неясной. Более 20 лет ведущей гипотезой в области исследования БА оставалась «амилоидная» 

гипотеза, согласно которой формирование амилоидных бляшек и является основной причиной, 

вызывающей гиперфосфорилирование тау-белка с последующим образованием 

нейрофибриллярных клубков, разрушением синапсов, гибелью нейронов и, как следствие, 
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прогрессирующей когнитивной дисфукцией. С появлением новых экспериментальных данных 

положения «амилоидной» гипотезы подвергаются ревизии. Так в настоящее время формами 

амилоида, проявляющими наибольшую токсичность, принято считать растворимые 

амилоидные олигомеры, содержащие в основном Aβ42 (см. ниже). В рамках амилоидной 

гипотезы белок-предшественник амилоида APP подвергается в несколько этапов 

протеолитическому процессингу либо по амилоидогенному пути, либо по неамилоидогенному 

с участием различных ферментов-секретаз. Амилоидогенный путь процессинга APP 

инициируется под действием β-секретазы BACE1 с расщеплением белка-предшественника по 

специфическому внеклеточному домену. Далее в результате действия γ-секретазного 

комплекса образуются амилоидные пептиды длиной от 36 до 42 аминокислотных остатков. 

Принято считать, что именно увеличение соотношения Aβ42/Aβ40 приводит к развертыванию 

патологического каскада. Альтернативный неамилоидогенный путь инициирует α-секретаза, в 

этом случае в итоге образуются более короткие пептиды P3 длиной 24 или 26 аминокислотных 

остатков и растворимый фрагмент APP-α. В норме амилоидный пептид принимает участие в 

регуляции процессов роста нейритов, их ветвления, в аксональном наведении, синаптогенезе и 

функционировании синапсов, пролиферации и дифференцировке клеток, миграции и 

выживаемости нейронов, поддержании синаптической пластичности, регулирование функций 

NMDA рецепторов гиппокампа, долговременной потенциации и пространственной памяти, и 

большую часть этих функций, по-видимому, выполняет APPα [Lazarov, Demars, 2012], но и сам 

белок-предшественник может выступать в роли рецептора, участвующего в модулировании 

роста нервных окончаний. Т.о. функции белковых продуктов генов, вовлеченных в патогенез 

БА, могут быть совершенно не связаны с их патогенетическими свойствами.  

Образование нейрофибриллярных клубков связано не столько с мутациями, как в случае 

отложений амилоида, сколько с модуляцией активностей ферментов: ненормальной 

активацией киназ и снижением активности фосфатазы. Важную роль в процессах аномального 

фосфорилирования играют циклин-зависимая киназа 5 (CDK5) и PIN1 (последующее 

направленное фосфорилирование по Ser/Thr-остаткам). Конформационные изменения, 

катализируемые PIN1, влияют на процессинг и белка-предшественника амилоида, и тау-белка. 

Интересно, что у мышей-нокаутов по Pin1 была выявлена активация амилоидогенного пути 

процессинга белка-предшественника амилоида с сопутствующим накоплением Аβ42, а также 

аномальное фосфорилирование тау-белка, дегенеративные изменения популяций нейронов  и 

нарушения в моторной и поведенческой сферах [Pastorino et al., 2006]. Способность тау-белка 

стабилизировать микротрубочки отчасти объясняется наличием у него нескольких фосфатных 

групп, однако гиперфосфорилированный тау-белок не способен выполнять свою функцию, в 

результате нарушается аксональный транспорт. Агрегаты фосфорилированного тау формируют 
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парные спиральные нити, которые в дальнейшем объединяются в нерастворимые клубки. Его 

токсическое действие усиливается благодаря изолированию нормального тау. Вопрос о связи 

амилоидной и тау-патологий пока остается открытым, хотя экспериментальные данные 

свидетельствуют о том, что молекулярные механизмы токсичности отложений амилоидного 

пептида и гиперфосфорилированного  тау-белка тесно связаны между собой, в том числе 

участием уже упомянутых киназ PIN1 и CDK5, гликоген синтазы-киназы 3 бета (GSK3β), 

пептидилпролил цис/транс изомеразы и регулятора  кальцинейрина 1, RCAN1 [Lloret et al., 

2015].  

В пользу амилоидной гипотезы свидетельствует тот факт, что мутации в генах PS1 

и PS2, а также  аллель ε4 АРОЕ способствуют образованию наиболее «амилоидогенной» 

формы бета-амилоида, и приводят к избыточному накоплению амилоидного пептида в тканях 

мозга ещё до наступления клинических симптомов. Патологические признаки, свойственные 

болезни Альцгеймера, проявляются также у трансгенных животных, экспрессирующих 

мутантные формы человеческого гена APP [Bilkei-Gorzo, 2014; Dewachter et al., 2000]. 

Амилоидная и тау-патология успешно воспроизводятся в исследованиях по 3D  

культивированию клеток нервной системы человека [Choi et al., 2014]. С другой стороны, 

больные с некоторыми мутациями в генах PSEN1 и PSEN2 характеризуются отложением лишь 

«диффузных» непатогенных форм амилоидных бляшек. Кроме того, в спектре патологических 

мутаций гена APP существуют так называемая «лондонская» мутация [Talarico et al., 2010], 

вызывающая сравнительно небольшое увеличение уровня Аβ при раннем начале БА, и так 

называемая «шведская» мутация [Almkvist et al., 2002], ассоциированная с более 

существенным увеличением содержания Аβ, но с поздней манифестацией БА. Выявлена также 

мутация APP, носители которой с вероятностью в 7,5 раз большей, чем люди, у которых она 

отсутствует, достигают возраста 85 лет, не страдая когнитивными расстройствами [Jonsson et 

al., 2012]. Она расположена в непосредственной близости от сайта рестрикции β-секретазы 1 

(BACE1) и снижает эффективность работы фермента.  

Всё чаще выдвигаются альтернативные модели, в которых отложения бета–амилоида 

включаются в общую картину заболевания в качестве следствия иных процессов, в частности 

изменения активности сигнальных путей инсулина в мозге [Talbot et al., 2012], или же их 

нейротоксичность может распространяться в соответствии с прионоподобными механизмами 

[Yin et al., 2014]. Многие исследователи связывают появление нейрофибриллярных клубков и 

амилоидных бляшек, а также связанные с этим модификации нейрального цитоскелета при 

болезни Альцгеймера и других родственных патологиях ЦНС с действием компенсаторных 

механизмов. В частности, избыточное фосфолирирование тау-белка может способствовать 

поддержанию функций мембран нейронов [Wang, Liu, 2008]. Показано, что определенное 
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участие в развитии нейродегенеративных изменений при развитии БА принимают белки 

теплового шока [Lu et al., 2014; Ou et al., 2014]. Установлено, что в патогенетических 

механизмах участвуют процессы воспаления [Nägga et al., 2014], нарушения во 

внутриклеточном транспорте и локализации белка-предшественника амилоида и секретаз 

[Agostinho et al., 2015], изменения липидного метаболизма [Sagin, Sozmen, 2008], а также 

структуры и функции митохондрий [Swerdlow, Burns, Khan, 2014]. Тем не менее, 

молекулярные медиаторы и причинно-следственные связи, задействованные в 

нейродегенеративных процессах, в значительной степени остаются неисследованными. В 

попытке приблизиться к созданию наиболее универсальной модели заболевания, было 

предложено рассматривать болезнь Альцгеймера как патогенетический «триплекс» (по 

Рогаеву, 1999), основными группами действующих факторов которого являются:  

1) мутации в генах амилоидного предшественника и пресенилинов 1 и 2, и связанные с 

ними механизмы развития агрессивных «семейных» форм БА;  

2) эволюционно-онтогенетические факторы, связанные со специфическими для человека 

изменениями в структурных или регуляторных генах (например, APOE), которые могут 

объяснить специфичность проявлений заболевания по отношению к определенным отделам 

мозга; 

3) индивидуальные факторы, принимающие участие в патогенезе спорадических форм 

БА с поздним началом или в формировании разнообразия клинических форм БА у носителей 

мутаций в «главных» генах. В качестве индивидуальных факторов выступают: трофические 

факторы (цереброваскулярные, липопротеиновые факторы, метаболизм глюкозы, факторы 

роста нервов); индивидуальные особенности мозга (определяемые совокупностью генетических 

факторов, а также связанные с условиями раннего развития, образования, интеллектуальной 

деятельности); эпигенетические факторы риска БА (в том числе депрессии в анамнезе). 

К настоящему времени не разработано терапевтических схем, позволяющих излечить 

болезни Альцгеймера или, по крайней мере, остановить ее развитие. Одной из основных 

причин такой ситуации обоснованно считается позднее начало терапии. Клинические 

проявления когнитивных нарушений подразумевают существование уже значительного 

количества повреждений, что делает лечение малоэффективным. Средняя продолжительность 

жизни после установления диагноза составляет около 7 лет.  Закономерно, что ключевая роль в 

разработке стратегии борьбы с нейродегенерацией отводится выявлению предикторов и 

маркеров для максимально ранней диагностики патологического процесса. Их выявление, как 

и разработку эффективных способов профилактики, затрудняет неполнота знаний этиологии и  

патогенеза БА. 
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К сожалению, подходы к прижизненной постановке диагноза, базирующиеся на 

визуализации головного мозга с использованием методов магнитно-резонансной томографии 

(МРТ) и позитронно-эмиссионной томографии (ПЭТ). ограничены в чувствительности и 

разрешении [Jack et al., 2011; Jack, 2012; Schmand, Huizenga, Gool van, 2010]. В связи с этим 

широко обсуждается возможность использования для предсказания развития и прогрессии 

деменции изменений сенсорных и моторных систем,  присутствующих у многих людей уже на 

ранних стадиях БА. Показано, что изменения обоняния, слуха, циркадианных ритмов и даже 

скорости ходьбы могут наблюдаться за 5-15 лет до первых регистрируемых когнитивных 

нарушений и являются значимыми факторами риска деменции альцгеймеровского типа [Hu et 

al., 2013a; Panza, Solfrizzi, Logroscino, 2015].  Многие аспекты зрительных функций, в том числе 

острота зрения, цветовосприятие, контрастная чувствительность, восприятие глубины и 

движения,  длительная адаптация к темноте также нарушаются с возрастом, причем некоторые - 

более избирательно в подгруппах пациентов с БА, чем в контрольных подгруппах когнитивно-

сохранных людей соответствующего возраста [Cronin-Golomb et al., 1991; Risacher et al., 2013]. 

В работах последних лет, посвященных изучению БА, в качестве альтернативного доступного и 

неинвазивного (по сравнению с анализом спинномозговой жидкости) маркера для изучения 

патологических процессов в головном мозге рассматривается сетчатка. Наиболее часто 

сопоставляется с патогенезом БА патогенез глаукомы [Janssen et al., 2015] и возрастной 

макулярной дегенерации [Sivak, 2013]. 

1.4.2 Возрастная макулярная дегенерация  

Возрастная макулярная дегенерация (ВМД) – хроническое прогрессирующее 

заболевание, характеризующееся поражением центральной зоны сетчатки (макулы), которое 

становится основной причиной нарушения и необратимой потери зрения людьми пожилого 

возраста в развитых странах [Ratnapriya, Chew, 2013; Yonekawa, Miller, Kim, 2015]. Социально-

медицинская значимость этой патологии обусловлена быстрой потерей центрального зрения и 

утратой общей работоспособности и отсутствием методов профилактики развития необратимых 

стадий заболевания.  

При классификации прогрессивных стадий ВМД большинство офтальмологов выделяют 

«влажную», или экссудативную,  и «сухую», или неэкссудативную, формы заболевания 

[Lookeren Campagne van et al., 2014]. Основным проявлением «влажной» формы заболевания 

является неоваскуляризация с прорастанием сосудов из хориоидеи в сетчатку, экссудацией из 

новообразованных сосудов, последующим развитием отека и дегенеративных изменений с 

образованием фиброзного рубца [Davis et al., 2005]. «Сухая» форма ВМД, встречающаяся 

примерно у 90% пациентов [Gehrs et al., 2006], характеризуется атрофическими изменениями 

тканей глазного дна, в том числе обширной атрофией клеток ретинального пигментного 
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эпителия, миграцией пигмента, атрофическими и склеротическими изменениями хориоидеи, 

утолщением мембраны Бруха и прогрессивным образованием токсичных субретинальных 

внеклеточных отложений в форме друз [Nowak].  

На сегодняшний день картировано 33 локуса, ассоциированных с ВМД [Swaroop et al., 

2009] и, по разным оценкам, от 33 до 50 генов, полиморфизмы в которых ассоциированы с 

предрасположенностью к развитию ВМД. Функциональная роль большинства выявленных 

вариантов в развитии ВМД остается неисследованной, однако среди кандидатных генов можно 

выделить перекрывающиеся группы, связанные с  иммунной системой (в т.ч. С2, C3, Cfb, Cfh, 

Cfd, Cfhr1, Cx3cr1, Hla-C, Il8, Plekha1, Ropa, Serping1, Tlr3, Tlr4), внеклеточным матриксом и 

клеточной адгезией (Ace, Arms2, Col8a1, Col110a1, Cst3, Cxcr1, F13b, Fbln5,Hmcn1, Htra1, 

Mmp9, Robo1, Timp3 et al.,), метаболизмом липидов (Lipc, Apoe, Abca1, Abca4, Cetp, Elovl4, Lrp6, 

Lpl, Vldlr et al.,), ангиогенезом (Ace, Col10A1, Col8A1, Cst3, Fbln5, Gdf6, Htra1, Lrp6, Vegfa, 

Serpinf1), и   клеточным стрессом (Abca4, ApoE, Arms2, Cst3, Gstm1, Gstp1, Gstt1, Sod2, Tf, Tlr3, 

Tlr4) [Gorin, 2012; Miller, 2013]. Среди выявленных локусов наиболее широко представлены в 

различных популяциях и имеют самый сильный эффект  (отношение шансов для 

индивидуального аллельного варианта>3) варианты CFH и ARMS2/HTRA1 [Edwards et al., 2005; 

Haines et al., 2005; Jakobsdottir et al., 2005; Rivera et al., 2005]. Остальные генетические факторы 

риска, выявленные в исследованиях GWAS, в-основном обладают умеренным эффектом на 

риск развития ВМД [Chen et al., 2010b; Yu et al., 2011], при этом некоторые локусы (в том числе 

CFH, C3, LIPC,  DDR1) имеют по несколько [Fritsche et al., 2013] независимо ассоциированных 

с риском развития заболевания аллельных вариантов.  Считается, что аллели ε2 и ε4 

гена APOE ассоциированы с увеличением и уменьшением риска ВМД, соответственно [McKay 

et al., 2011]. Тем не менее не все исследования смогли подтвердить эти ассоциации [Schultz et 

al., 2003], возможно вследствие влияния фактора возраста [Adams et al., 2012].  

Несмотря на многочисленные исследования, посвященные изучению сложной этиологии 

ВМД, на сегодня ни одна из концепций не может быть принята в качестве основной [Miller, 

2013]. Получены свидетельства участия в патогенетических процессах окислительного стресса, 

дисфункции митохондрий, сосудистых патологий, накопления токсических соединений, 

аутофагии и других (Damico et al., 2012). По очевидным причинам исследование сетчатки у 

больных ВМД при БА и модельных животных является перспективной попыткой изучить 

механизмы возникновения и развития нейродегенеративных заболеваний, их маркеры, а также 

попыткой найти методы, предотвращающие гибель нейронов [Ding et al., 2008; Ding et al., 

2011].Тем не менее, на сегодняшний день число публикаций по данной проблеме невелико (в 

т.ч. Harvey and Durant 2014; Logue et al. 2014; Nolan et al. 2014; Ohno-Matsui 2011; Sivak 2013; 

Vladan and Panfoli 2012). 

javascript:void(0);
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1.4.3 Общность происхождения мозга и глаза 

Среди причин, позволяющих строить предположения о схожести патологических 

процессов, протекающих в сетчатке и головном мозге, следует назвать, прежде всего, их 

происхождение из одного эмбрионального зачатка. На стадии замыкания нейропоров передний 

конец нервной трубки (одного из эмбриональных источников нервной системы) расширяется, и 

его боковые стенки утолщаются, с образованием зачатков трех мозговых пузырей, один из 

которых, располагающийся краниально, является зачатком структур переднего мозга. По обеим 

сторонам переднего мозга появляются выпячивания, которые после закрытия нейропоров 

образуют глазные пузыри, соединенные с помощью глазных стебельков с эмбриональным 

мозгом. К 14-му дню эмбрионального развития крысы глазное яблоко уже хорошо различимо.  

Инвагинация внутренней стенки глазного пузыря приводит к формированию двухслойного 

глазного бокала, стенка которого является анатомическим продолжением развивающегося  

головного мозга и дифференцируется на все слои сетчатой оболочки. Ретинальный пигментный 

эпителий (РПЭ) развивается из наружного листка глазного бокала, нейросенсорная часть - из 

внутреннего его листка. Вокруг организующего центра – РПЭ - формируются все оболочки 

глаза.  Их клеточный состав определяется миграцией эмбриональных клеток нервного гребня, 

диэнцефалона, переднего и промежуточного мозга. К моменту рождения сетчатка крыс состоит 

из 7ми слоев. К первому постнатальному месяцу формируется 10 слоев, аналогичных слоям 

сетчатки человека. Интересно, что в раннем своем развитии ретинальные клетки 

демонстрируют способность к регенерации аксональных отростков in vitro [Skaper, 2012]. Эта 

способность с возрастом уменьшается и полностью теряется у крыс к моменту открытия глаз.  

Можно предположить, что тесное анатомо-физиологическое единство глаза и мозга создают 

предпосылки для развития сходных нейродегенеративных процессов в структурах мозга 

пациентов с болезнью Альцгеймера и сетчатке больных ВМД.  

1.4.4 Эпидемиологические и клинические исследования БА и ВМД 

ВМД и БА относится к группе комплексных возраст-зависимых заболеваний 

[Chakravarthy et al., 2010; Sindi, Mangialasche, Kivipelto, 2015], возникающих в результате 

взаимодействия генетических и средовых факторов. В число последних входят васкулярные 

факторы риска, в частности, артериальная гипертензия [Kennelly, Lawlor, Kenny, 2009], 

атеросклероз [Casserly, Topol, 2004], курение [Anstey et al., 2007], этническая принадлежность. 

Фактором риска для ВМД является низкий уровень липопротеинов высокой плотности 

(холестерола ЛПВП), а для обоих заболеваний – повышенные концентрации холестерола в 

сыворотке крови [Kivipelto et al., 2001], хотя данная ассоциация подтверждается не всеми 

исследователями [Reitz et al., 2004]. Некоторые авторы утверждают, что несмотря на 
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существование  общих средовых факторов риска и перекрывание молекулярных механизмов 

заболеваний, не существует генетических факторов, которые бы одновременно повышали риск 

развития БА и ВМД [Keenan, Goldacre, Goldacre, 2014]. Более того, обнаружено, что больным 

разными формами возрастной деменции лечение макулярной дегенерации назначается в 20 раз 

реже по сравнению с общей популяцией. Однако во многих исследованиях выявлены 

ассоциации между поздними стадиями ВМД и развитием когнитивных нарушений [Clemons, 

Rankin, McBee, 2006; Lindekleiv et al., 2013; Mandas et al., 2014].  

Плотность и размер друз в целом коррелируют с тяжестью центральной потери зрения и 

риском развития неоваскулярной формы ВМД [Seddon et al., 2011; Sisternes de et al., 2014], 

однако есть данные о том, что корреляции не наблюдается [Friberg, Bilonick, Brennen, 2012].  

Описано накопление амилоидного пептида в форме бляшек в сетчатке пациентов с БА [Ho et 

al., 2014], а также в сетчатке трансгенных модельных животных [Parnell et al., 2012], в 

частности, у мышей APPswe/PS1ΔE9, коэкспрессирующих мутантный ген пресенилина (PS) 

1ΔE9 и ген APP человека с двойной шведской мутацией, в сравнении с контрольной группой 

[Ding et al., 2008; Liu et al., 2009; Ning et al., 2008; Perez et al., 2009]. Aβ-положительные бляшки 

у мышей APPswe/PS1ΔE9 были выявлены между ганглионарным и внешним ядерным слоями 

сетчатки. Поскольку число и размер бляшек коррелировали со стадией патологического 

процесса в мозге, метод был рекомендован к использованию в диагностической практике 

доклинических стадий болезни Альцгеймера [Koronyo et al., 2012; Koronyo-Hamaoui et al., 

2011]. Накопление амилоидного пептида и снижение толщины сетчатки также характерны для 

трансгенных крыс TgF344-AD, причем  у животных регистрируются проявления 

воспалительного ответа - инфильтрация внутренних слоев сетчатки клетками микроглии и 

накопление компонента комплемента С3 у мембраны Бруха (признак активации комплемента) 

[Tsai et al., 2014]. Впрочем, некоторые исследователи отмечают, что месторасположение 

отложений амилоидного пептида в сетчатке при развитии ВМД и БА различается [Parisi et al., 

2001]. Кроме того, показано, что некоторое количество Аβ накапливается в клинически 

здоровых мозге и сетчатке (прежде всего, на границе раздела между пигментным эпителием и 

мембраной Бруха), а количество этих отложений увеличивается с возрастом [Chételat et al., 

2013; Hoh Kam, Lenassi, Jeffery, 2010]. Таким образом, для решения вопроса о том, каким 

образом трактовать отложения амилоида для оценки вероятности развития в будущем БА 

необходимы дальнейшие исследования. 
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1.4.5 Молекулярное сходство между депозитами: друзы и сенильные бляшки 

Как отражено в таблице 1, предпосылки для проведения параллелей между ВМД и БА 

дает также сравнение молекулярного состава специфичных депозитов  [Johnson et al., 2002; 

Sivak, 2013]. 

 

Таблица 1. Особенности депозитов, характерных для БА и ВМД. 

Признак БА ВМД 
 

Локализация поражений 

в сетчатке 

 

Ганглионарный слой,  

слой нервных волокон 

макулярной зоны 

РПЭ, фоторецепторные клетки 

Локализация отложений 

бета-амилоида (Aβ) 

 

Основной компонент 

сенильных бляшек 
Компонент субретинальных друз 

Локализация отложений 

фосфорилированного 

тау-белка  

Компонент 

нейрофибриллярных 

клубков 

Ассоциации с друзами не выявлено 

   

Согласно данным многочисленных исследований, в сложном молекулярном составе друз 

в сетчатке больных ВМД [Booij et al., 2010; Bowes Rickman et al., 2013; Crabb et al., 2002; Curcio 

et al., 2011; Mullins et al., 2000; Wang et al., 2010] и сенильных бляшек в мозге пациентов с 

диагностированной БА [Armstrong, 2009; Güntert, Döbeli, Bohrmann, 2006] помимо амилоидного 

пептида обнаружено множество общих компонентов:  ионы металлов (Fe, Cu, Zn), медиаторы 

воспаления, протеазы (включая убиквитин), α2-макроглобулин, холинэстеразы (включая 

ацетилхолинэстеразу), аполипопротеин Е, структурные  белки мембран. В состав и друз и 

сенильных бляшек входят активаторы, регуляторные белки и компоненты  системы 

комплемента [Ohno-Matsui, 2011].  

1.4.6 Генетические факторы риска развития БА и ВМД 

Полиморфизм по гену аполипопротеина Е по-разному модулирует риск развития ВМД и 

БА, и, возможно, процессы протеолиза Аβ. Аллель APOE ε4 является сильнейшим и 

единственным доказанным фактором риска развития спорадической формы БА, в то же время 

аллель  APOE ε2 ассоциирована с пониженным риском развития и более умеренными 

клиническими проявлениями заболевания [Serrano-Pozo et al., 2015]. В случае ВМД была 

обнаружена противоположная ассоциация [Baird et al., 2004a]. Стоит отметить, что некоторые 

исследования не смогли обнаружить связь между генотипом по APOE и риском развития ВМД 

[Schultz et al., 2003]. Гипотезы разнонаправленного влияния различных аллелей АРОЕ на 

процессы обновления мембран, основываются на доказанном участии APOE в метаболизме 

холестерина и липидов [Phillips, 2014], и его потенциального влияния на функциональную 
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целостность мембраны Бруха [Ong et al., 2001]. Показано также, что изоформы белка АРОЕ, 

соответствующие различным аллелям гена, различаются эффективностью связывания с 

липопротеиновым рецептором низкой плотности ( LDL - рецептором) [Johnson et al., 2014; Li et 

al., 2013a].  

Наиболее распространенными генетическими факторами риска для ВМД являются 

полиморфизмы в генах альтернативного пути комплемента - CFH (Y420H (rs1061170) и 

интронный  SNP rs1410996); ARMS2 (rs10490924); фактора комплемента 2 и B (C2-CFB locus); 

C3 (rs2230199). Известно, что аллели CFH, ARMS2, и C3 оказывают индивидуальные 

аддитивные эффекты, увеличивающие риск заболевания ВМД от 2х до 9ти раз, при этом в 74% 

случаев ВМД зарегистрировано у людей с отсутствием C2-CFB протективных аллелей [Gold et 

al., 2006; Maller et al., 2006]. В этиологии БА задействованы варианты другого регулятора 

альтернативного пути комплемента, гена рецептора комплемента 1 (CR1) [Harold et al., 2009; 

Lambert et al., 2009]. Показано, что взаимодействие между аллелями CFH T1277C и APOE-ε4 

может быть ассоциировано с одновременным развитием ВМД и БА  [Zetterberg et al., 2008]. Тем 

не менее, некоторые исследователи считают вклад аллелей фактора комплемента H в патогенез 

БА в принципе недоказанным [Fur Le et al., 2010], как и влияние полиморфизма в гене  HTRA1 

[Turunen et al., 2011]. Таким образом, исследования показывают, что нейродегенеративные 

процессы при развитии ВМД и БА, возможно, до некоторой степени, имеют общие 

генетические механизмы [Logue et al., 2014], и между развитием заболеваний существует 

эпидемиологическая связь. Тем не менее, известные на сегодняшний день гены-кандидаты БА 

не являются бесспорными кандидатами для ВМД [Keenan, Goldacre, Goldacre, 2014; Proitsi et al., 

2012]. Следует отметить, что большинство исследований используют небольшие наборы 

данных. 

1.4.7 Основные молекулярные механизмы, задействованные в патогенезе БА и ВМД 

1.4.7.1 Хроническое воспаление с вовлечением системы комплемента 

Система комплемента - система гуморальной защиты,  участвующая в реализации 

иммунного ответа организма. В центре пути комплемента стоит протеолитический каскад, 

который может быть активирован с помощью классического (специфический иммунный ответ), 

лектинового, или альтернативного (неспецифический иммунный ответ) путей активации. 

Поздние этапы по молекулярным механизмам являются общими для обоих путей активации 

системы: C3-конвертаза гидролизует ключевой компонент комплемента СЗ, белок острой фазы 

воспаления. В результате образуются C3a и C3b пептиды и активируется каскад дальнейшего 

гидролиза элементов системы комплемента. Для инициации классического пути необходима 

активация комплекса С1 при помощи связывания с иммуноглобулинами классов М и G, 

http://humbio.ru/humbio/biochem/001f747e.htm
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%98%D0%BC%D0%BC%D1%83%D0%BD%D0%BE%D0%B3%D0%BB%D0%BE%D0%B1%D1%83%D0%BB%D0%B8%D0%BD
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связанными с антигенами.  В каскаде дальнейшего гидролиза задействованы протеазы C1R, 

C1s, С4, С2; в результате образуется С3-конвертаза классического пути, С4b2а, что приводит к 

расщеплению С3 на С3а и С3b. С3b образует вместе с С2а и С4b С5-конвертазу классического 

пути. С5 расщепляется на фрагменты C5a и C5b, последний остается на мембране и соединяется 

с комплексом C4b2a3b. После к комплексу присоединяются компоненты С6, С7, С8 и С9, 

происходит полимеризация с образованием комплекса атаки мембраны (membrane attack 

complex, MAC), формирующего в мембранах клеток-мишеней «пору»,  способствующую их  

осмотическому лизису [Merle et al., 2015; Morgan, 2015].  Фрагменты С3а, С5а и C4a, известные 

как анафилотоксины, стимулируют воспалительную реакцию. Альтернативный путь 

комплемента также приводит к образованию комплекса MAC, его активация происходит без 

участия первых компонентов комплемента — С1, С2, С4, а активаторами могуть служить 

бактериальные полисахариды, липополисахариды и вирусные частицы.  

Хотя вопрос о том, способны ли  нестероидные противовоспалительные препараты 

предотвратить или уменьшить риск развития БА [Szekely, Zandi, 2010] или ВМД [Christen et al., 

2009], остается спорным, процессы хронического воспаления задействованы в патогенезе обоих 

заболеваний [Cameron, Landreth, 2010; Mandrekar-Colucci, Landreth, 2010], и все большее 

количество исследователей отводят особую роль в их развитии активации системы 

комплемента [Anderson et al., 2010]. Продемонстрировано, что концентрации продуктов 

активации комплемента в плазме у больных ВМД, особенно маркеров хронической активации 

Ва и C3D, значительно выше по сравнению с контрольной группой, и некоторые исследователи 

отмечают, что с развитием ВМД может быть ассоциирована системная активация комплемента 

[Scholl et al., 2008; Warwick et al., 2014]. Экспериментальные данные подтверждают 

способность Аβ к активации комплемента в друзах при ВМД и в процессах нормального 

старения сетчатки [Johnson et al., 2002; Seth et al., 2008]. Было показано, что комплексы MAC 

образуются на границе ретинального пигментного эпителия и хороидеи сетчатки. Таким 

образом, активация комплемента на уровне мембраны Бруха, нарушение целостности которой 

связано с развитием «влажной» формы ВМД, возможно, является ключевым процессом в 

формировании друз [Hageman et al., 2005]. Данные многочисленных иммуногистохимических, 

генетических и биохимических исследований позволяют предположить, что в патогенез ВМД 

главным образом вовлечен альтернативный путь комплемента (см. обзор [Charbel Issa, Chong, 

Scholl, 2011]. Причем отложения фактора комплемента Н, ингибитора альтернативного пути 

активации, отмечено вдоль поверхности амилоидных депозитов [Hageman et al., 2005], что 

позволяет предположить эффективное ингибирование его действия. Показано, что клетки РПЭ 

сетчатки человека и мыши экспрессируют компоненты альтернативного пути активации 

комплемента [Chen, Forrester, Xu, 2007; Luo et al., 2013]. При этом увеличение продукции 
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фактора комплемента B в клетках РПЭ может происходить в результате воздействия цитокинов 

IL-1β и TNF-α, продуцируемых клетками микроглии [Hageman et al., 2005; Wang et al., 

2009a]. Показано также, что непосредственное связывание с Аβ не влияет на функцию фактора 

Н, однако ингибирует способность фактора I расщеплять C3b и инактивировать iC3b, что 

приводит к  хроническому воспалению в сетчатке [Wang et al., 2008a]. В совокупности данные 

свидетельствуют о том, что накопление амилоидного пептида может способствовать развитию 

ВМД в результате активации системы комплемента в субретинальном пространстве. 

В случае БА связь не столь очевидна, а публикаций, посвященных активации системы 

комплемента при развитии заболевания, значительно меньше. Факторы комплемента 

экспрессируются в головном мозге, и их активация возрастает в структурах, затрагиваемых БА 

[Veerhuis, Nielsen, Tenner, 2011]. Иммуногистохимические исследования [Rogers et al., 1992] и 

исследования с использованием трансгенных мышей [Fonseca et al., 2004], показывают, что при 

развитии БА Аβ может связывать C1q, при этом активируется классический каскад 

комплемента. Так, было показано, что и нейрофибриллярные клубки, и сенильные бляшки 

четко маркируются компонентами классической составляющей комплемента, C4d и C3d 

[McGeer et al., 1989]. У пациентов с БА также повышены концентрация компонентов С3 и С4 в 

сыворотке и содержание CFH-предшественника в плазме крови [Song et al., 2009]. Тем не 

менее, в некоторых исследованиях показано, что Аβ способен активировать альтернативные 

пути комплемента. Так, содержание компонентов комплемента B, Bb, Ва и CFH было 

увеличено в головном мозге пациентов с БА по сравнению с контрольной группой [Strohmeyer 

et al., 2002; Strohmeyer, Shen, Rogers, 2000], а в фибриллярных отложениях амилоидного 

пептида у C1q-/- мышей присутствовали продукты расщепления C3 [Zhou et al., 2008]. Тот 

факт, что активация комплемента имеет нейротоксические последствия, был подтвержден 

имуногистохимической демонстрацией наличия комплексов MAC на дистрофических нейронах 

в мозге больных БА [Kolev et al., 2009]. 

1.4.7.2 Активация микроглии 

Исследования показывают, что  первичные иммунные клетки нервной системы, клетки 

микроглии, играют важнейшую роль в развитии нейродегенеративных заболеваний. Активация 

этих клеток в головном мозге может привести к воспалению и гибели нейронов, и тому 

найдены многочисленные экспериментальные подтверждения. Содержание биохимических 

маркеров активированных клеток микроглии и реактивных астроцитов в мозге пациентов с 

болезнью Альцгеймера повышено. Эти клетки окружают места расположения сенильных 

бляшек  [Wyss-Coray, Mucke, 2002]. Показано, что агрегаты амилоидного пептида являются 

эффективными активаторами клеток-фагоцитов ЦНС, которые поглощают Aβ. Однако 

хроническая активация клеток микроглии со временем приводит к высвобождению хемокинов 
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и цитокинов, в частности IL-1, IL-6 и  фактора некроза опухолей TNF-α (Akiyama et al. 2000). 

Аналогично сосудистым клеткам, клетки микроглии экспрессируют рецепторы конечных 

продуктов гликозилирования (RAGEs), которые связываются с Аβ, тем самым повышая 

генерацию цитокинов, глутамата и оксида азота NO [Li et al., 2003]. Представляется, что в 

целом нейровоспалительные процессы участвуют в токсичном цикле с положительной 

обратной связью. Активированные клетки микроглии  высвобождают нейротоксичные 

медиаторы  – факторы, усугубляющие повреждения нейронов, в то время как повреждение 

нейронов будет и далее стимулировать воспалительную реакцию [Gao et al., 2008]. 

Апоптоз и гибель клеток постоянно происходят в физиологических условиях, в-

основном без индукции хронического воспаления [Green et al., 2009]. Тем не менее, в ситуации 

системного воспаления, апоптоз,  может еще более усугубить патологические процессы 

[Sankowski, Mader, Valdés-Ferrer, 2015; Zitvogel, Kepp, Kroemer, 2010]. При развитии 

апоптотического процесса активируются каскады протеолитических ферментов, специфичные 

для первичного стимула [Friedlander, 2003], причем активация некоторых каспаз имеет 

решающее значение и для активации инфламмасомы, специфического белкового комплекса, 

запускающего реакцию воспаления. Так, было показано, что при развитии БА, NLRP3-

инфламмасома служит специфическим сенсором содержания Аβ, и уровень таких ее 

компонентов, как активированная каспаза 1, повышен в постмортальных образцах мозга 

пациентов с БА [Martinon, Burns, Tschopp, 2002; Martinon, Tschopp, 2004]. Интересно, что 

делеция гена CASP1 или NLRP3 приводила к нормализации фенотипа APP/PS1 трансгенных 

мышей [Heneka et al., 2013]. Периферические макрофаги и клетки микроглии мозга способны 

секретировать компоненты инфламмосомы (каспазу-1, IL-1β, IL-18) в составе микровезикул, и 

присутствие индукторов воспаления (например, астроцитарного АТФ) является достаточным 

для массовой секреции микровезикул и опосредованной воспалительной нагрузкой 

нейротоксичности [Bianco et al., 2005; Gulinelli et al., 2012; Sarkar et al., 2009]. При БА 

микровезикулы, секретируемые активированными клетками микроглии, способствуют 

генерации нейротоксичных растворимых форм Аβ [Joshi et al., 2014]. В то же время было 

показано, что дегенеративные изменения клеток микроглии могут предшествовать потере 

нейронов, что осложняет разработку терапевтических стратегий.  

Клетки микроглии в норме располагаются во внутренних слоях сетчатки, однако активно 

транслоцируются и накапливаются в субретинальном пространстве в непосредственной 

близости к слою РПЭ при развитии ВМД у людей и моделировании заболевания на животных 

[Ma et al., 2009]. При этом показано, что клетки микроглии сетчатки экспрессируют рецептор 

хемокинов CXC3, CXC3CR1, гомозиготность по аллели M280 которого ассоциирована с 

нарушением миграции клеток и увеличением риска развития ВМД [Combadière et al., 2007]. У 
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мышей, дефицитных по CX3CR1, количество клеток микроглии в субретинальном 

пространстве увеличивалось с возрастом, а также после лазерной коагуляции, стимулирующей 

дегенерацию сетчатки. Морфологически клетки микроглии сетчатки у пациентов с ВМД 

характеризуются амебоидной формой, указывающей на их активированное состояние [Luibl et 

al., 2006]. Эксперименты по определению влияния активированных клеток микроглии сетчатки 

на  клетки РПЭ проводились как при совместном культивировании, так и in vivo, в частности на 

модели мышей, которым клетки микроглии были трансплантированы в субретинальное 

пространство [Ma et al., 2009]. Исследователи показали, что клетки микроглии индуцируют: а) 

изменения в структуре и распределении клеток РПЭ; б) усиление экспрессии и секреции 

провоспалительных, хемотаксических и проангиогенных молекул, а также VEGF, ММР2 и 

MMP9; и в) неоваскуляризацию в субретинальном пространстве in vivo. Можно предположить, 

что миграция клеток микроглии в субретинальное пространство на ранних стадиях ВМД 

индуцирует значительные изменения в клетках РПЭ, что способствует аккумуляции микроглии 

и прогрессии процессов воспаления в наружных слоях сетчатки, способствует созданию 

благоприятных условий для неоваскулярных изменений, и в конечном итоге приводит к 

прогрессированию заболевания.  

1.4.7.3 Ангиогенез 

Известно, что ангиогенез служит отличительной чертой «влажной» формы ВМД, также 

называемой неоваскулярной, и  мишенью для многочисленных терапевтических схем [Smith, 

Kaiser, 2014].  Было показано, что пациенты с диагнозом БА имеют повышенный уровень TGF-

beta и VEGF в цереброспинальной жидкости по сравнению с контрольной группой (Kalaria et al. 

1998; Tarkowski et al. 2002). VEGF также локализован в составе сенильных бляшек [Yang et al., 

2004], а Аβ проявляет ангиогенный потенциал как in vivo, так и in vitro [Boscolo et al., 2007]. 

Биоптаты головного мозга пациентов с БА были исследованы на предмет иммунореактивности 

к интегрину αvβ3, димерному гликопротеину, который экспрессируется на поверхности 

эндотелиальных клеток, в частности не родительских, но новообразованных сосудов [Desai et 

al., 2009]. Результаты показали, что некоторые области мозга пациентов с БА  имели 

повышенную αvβ3-иммунореактивность по сравнению с контролем, но только в гиппокампе 

ангиогенез привел к увеличению васкулярной плотности. На основании этого авторы пришли к 

выводу о том, что ангиогенез ассоциирован исключительно с повреждаемыми регионами мозга. 

Следует отметить, что многочисленные данные, свидетельствующие  в пользу того, что 

нейрососудистая дисфункция является неотъемлемой частью патогенетических механизмов 

развития БА [la Torre de, 2002; la Torre de, 2010], подтверждаются исследованиями на 

биологических моделях [Kuznetsova, Schliebs, 2013]. 
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1.4.7.4 Окислительный стресс 

Состояние окислительного стресса является результатом дисбаланса между системами 

генерации и детоксикации активных форм кислорода (АФК) и играет важную роль в патогенезе 

как ВМД [Brennan, Kantorow, 2009; Khandhadia, Lotery, 2010], так и БА [Darvesh et al., 2010; 

Querfurth, LaFerla, 2010], что подтверждается эпидемиологическими и генетическими  

исследованиями.  

Вероятность развития окислительного стресса в сетчатке, в том числе в клетках РПЭ, 

особенно высока с учетом высокого потребления кислорода [Rattner, Nathans, 2006]; 

постоянного воздействия света; высокого содержания полиненасыщенных жирных кислот в 

мембранах внешних сегментов фоторецепторных клеток; присутствия в клетках РПЭ и 

нейроретине фотосенсибилизирующих агентов, и постоянно протекающих процессов 

фагоцитоза, и с возрастом только растет на фоне ослабления системы антиоксидантной защиты 

и увеличения генерации АФК [Blasiak et al., 2014; Jarrett, Boulton, 2012].  Активация 

свободнорадикального окисления вызывает повреждение белков, нуклеиновых кислот, и 

мембранных липидов,  в  результате чего накапливаются специфические эпитопные маркеры 

(малоновый диальдегид, 4-гидроксиноненаль, продукты гликолиза). Так, показано, что уровни 

многих маркеров окислительного стресса повышены  в сыворотке крови пациентов с ВМД 

[Totan et al., 2009; Venza et al., 2012]. Это накопление приводит к патологической активации 

иммунной системы [Handa, 2012], и нарушению целостности комплекса фоторецепторов и  

пигментного эпителия сетчатки. Одним из характерных признаков окислительного стресса 

является накопление липофусцина, конечного продукта окисления внутриклеточных липидов и 

белков, в лизосомах клетках РПЭ. С возрастом липофусцин накапливается также и в других 

постмитотических клетках, в т.ч. в нейронах [Keller et al., 2004], причем фармакологическое 

ингибирование его токсичных производных является клинически проверенной стратегией 

лечения «сухой» формы ВМД [Petrukhin, 2013]. Также показано, что олигомерные формы Аβ 

приводят к  нарушению активности и функции митохондрий и окислительному стрессу и в 

сетчатке [Ratnayaka, Serpell, Lotery, 2015], и в мозге [Butterfield, Boyd-Kimball, 2004; Viola, 

Klein, 2015]. Однако, хотя показано, что депозиты Аβ в сетчатке инициируют 

провоспалительные и проангиогенные изменения, их воздействие может не индуцировать 

апоптоз in vitro [Bruban et al., 2009]. 

Мозг, как и сетчатка, имеет высокий уровень потребления кислорода, а также содержит 

повышенное количество липидов с ненасыщенными жирнокислотными радикалами и – по 

сравнению с другими органами – имеет сниженные показатели антиоксидантной защиты [Clark 

et al., 2010]. Экспериментальные данные свидетельствуют о том, что окислительный стресс 

является одним из первых регистрируемых нарушений при развитии БА и способен нарушать 
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процессинг белка-предшественника амилоида, активируя различные сигнальные пути [Shukla, 

Mishra, Pant, 2011]. Показано, что экспрессия чувствительного маркера окислительного стресса 

– гемм-оксигеназы-1 (HO1), увеличена в мозге пациентов с диагностированной БА [Barone et 

al., ]. Некоторые исследователи полагают, что индукция HO1 в клетках глии может служить 

ключевым преобразователем раздражителей окружающей среды (факторов риска) при развитии 

различных дегенеративных заболеваний ЦНС [Schipper, Song, 2015]. Окислительный стресс и 

нарушение функций митохондрий, возможно, объясняют повышенный риск развития БА у 

пациентов с синдромом Дауна [Wilcock et al., 2015; Wiseman et al., 2015]. Гены  APP и 

супероксиддисмутазы 1 (SOD1), фермента антиоксидантной защиты, катализирующего 

превращение супероксид-анионов в молекулярный кислород и пероксид водорода, 

расположены близко друг к другу на 21й хромосоме человека, и могут триплицироваться при 

синдроме Дауна. Увеличение экспрессии SOD1 может приводить к смещению равновесия 

процессов восстановления супероксида [Gulesserian et al., 2001]. Для фибробластов с трисомией 

по 21 хромосоме  характерно увеличение уровня генерации АФК, уменьшение активности 

протеинкиназы А, связанное с сокращением базальных уровней цАМФ, и соответственное 

снижение активности комплекса I, связанное со снижением цАМФ-зависимого 

фосфорилирования 18 кДа субъединицы [Valenti et al., 2011]. Интересно, что полиморфизм 

rs2070424 гена SOD1 ассоциирован с развитием БА в польской популяции, причем аллель G и 

генотипы AG/GG являются протекторными [Spisak et al., 2014]. Показано, что именно 

окислительный стресс активирует киназу Cdk5, и в результате аномальной активности Cdk5/p25 

происходит гиперфосфорилирование тау-белка, нейрофиламентов и других белков цитоскелета 

при развитии БА [Hashiguchi et al., 2002; la Monte de et al., 2000; Lee et al., 2000]. Исследования 

на клеточных культурах показали, что токсичность, обусловленная действием Аβ и глутамата 

приводит к Cdk5-опосредованному повреждению митохондрий и активации р38 за счет 

увеличения генерации АФК [Chang et al., 2010]. В мозге пациентов с БА наблюдается 

значительное повышение уровня р25 и активности Cdk5 и р38 [Pei et al., 2001; Zhu et al., 2001]. 

Деполяризация мембран митохондрий приводит к еще более активной продукции  АФК и 

высвобождению ионов Са
2
+, что в конечном итоге способствует активации Cdk5 [Patrick et al., 

1999; Shea et al., 2004]. Таким образом, гиперактивность Cdk5 задействована в патогенезе БА по 

механизму обратной петли, в качестве и регулятора, и эффектора митохондриальной 

дисфункции [Sun et al., 2008]. 
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1.4.7.5 Нарушения структуры и функции митохондрий  

Структурные и функциональные изменения митохондрий играют важную роль в 

развитии патологических процессов и при развитии ВМД [Terluk et al., 2015], и при развитии 

БА [Cabezas-Opazo et al., 2015; Hroudová, Singh, Fišar, 2014]. В тканях мозга пациентов с БА 

наблюдается значительное увеличение содержание митохондриальной ДНК (мтДНК) в 

цитоплазме нейронов, и в вакуолях, ассоциированных с накоплением липофусцина [Kotelevtsev 

et al., 1989], предположительно вследствие деградации митохондрий путем аутофагии. 

Огромное количество экспериментальных данных указывает на то, что митохондриальные 

изменения находятся в каскаде патологических событий «выше», чем амилоидная и тау-

патологии. По крайней мере, при развитии БА они регистрируются раньше [Swerdlow, Burns, 

Khan, 2010; Swerdlow, Burns, Khan, 2014]. Накопление повреждений митохондриального генома 

в клетках РПЭ ассоциировано с возрастом и прогрессированием ВМД [Barot, Gokulgandhi, 

Mitra, 2011; Kenney et al., 2010; Lin et al., 2011], хотя в данном вопросе исследователи снова 

сталкиваются с противоречивыми результататами изучения статистической ассоциации. 

Существенно увеличивается частота крупномасштабных перестроек и делеций мтДНК 

[Karunadharma et al., 2010; Kenney et al., 2010] как в крови, так и в сетчатке пациентов с ВМД . 

Была продемонстрирована как протективная роль полиморфизма гена параоксоназы 1 (PON1) 

GLN192Arg в случае влажной формы ВМД [Pauer et al., 2010], так и отсутствие такой 

ассоциации [Baird et al., 2004b].  Для вариантов супер-оксиддисмутазы 2 (SOD2), связь с риском 

развития ВМД так и не была подтверждена [Brión et al., 2011]. Исследования прогностической 

ценности генетического тестирования мтДНК при ВМД часто направлены на изучение 

ассоциации специфических митохондриальных гаплотипов с прогрессивными стадиями 

заболевания [SanGiovanni et al., 2009; Udar et al., 2009]. Особо можно выделить группу 

исследований, сообщающих об ассоциации ВМД с редко встречающимися митохондриальными 

полиморфизмами, например,   MTND2*LHON4917G [Canter et al., 2008].   

Нарушение гомеостаза кальция с увеличением его уровня в цитоплазме может приводить 

к инициации скачка митохондриальной проницаемости с последующим запуском каскадов 

апоптоза и некроза [Du, Yan, 2010],  а также к росту генерации АФК. Существуют данные о 

том, что рост образования АФК инициирует протеолиз APP по амилоидогенному пути 

[Hernández-Zimbrón, Rivas-Arancibia, 2015]. Активация процессов перекисного окисления 

липидов приводит, прежде всего, к изменению структурной организации мембран (их 

фосфолипидного состава, микровязкости и ионной проницаемости), нарушению функций 

мембраносвязанных ферментов и рецепторов, повреждению митохондриальных белков и 

вследствие этого к дефициту энергии в клетке [Rhein et al., 2009].   При этом нарушение 

продукции АТФ и дисфункция митохондрий при развитии БА далеко не всегда связаны с 
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нарушением функции непосредственно ферментов цепи переноса электронов [Heuvel van den, 

Smeitink, Rodenburg, 2004], и хорошо воспроизводятся на биологических моделях. Так, 

биолюминисцентное исследование выявило сниженное содержание АТФ в мозге и цельной 

крови трансгенных мышей (B6.Cg-Tg) по сравнению с контрольными животными дикого типа в 

различных возрастных группах [Zhang, Rissman, Feng, 2015]. 

С другой стороны, в мозге in vivo и на изолированных митохондриях показано, что 

непосредственно Аβ способен оказывать мощное токсическое действие на митохондрии [Ferrer, 

2009; Priller et al., 2006]; ингибировать основные митохондриальные ферменты, нарушая 

процессы электронного транспорта, генерации АТФ, и поддержания мембранного потенциала 

(ΔΨm). Как олигомерные, так и фибриллярные формы β-амилоида способны вызывать 

снижение митохондриального трансмембранного потенциала [Eckert et al., 2008]. Способность 

ингибировать долговременную потенциацию доказана только для олигомерных форм Aβ 

[Knobloch et al., 2007]. Показано, что Aβ способен ингибировать импорт белков, синтез которых 

проходит вне митохондрий [Sirk et al., 2007], поступая через митохондриальную транслоказу 

внешней митохондриальной мембраны. Потенциальным подтверждением этой гипотезы можно 

считать выявляемое в различных клеточных моделях БА и у модельных трансгенных животных 

изменение уровня экспрессии и активности комплекса IV дыхательной цепи [Bobba et al., 2013]. 

Интересно, что у мышей SAMP8 выявлена мутация A11181G в высоко консервативном сайте 

гена mt-ND4, кодирующем одну из субъединиц комплекса I цепи переноса электронов, однако у 

трансмитохондриальных цибридов регистрируется нормальная дыхательная функция. Таким 

образом, нарушения в дыхательной цепи, выявляемые у мышей SAMP8 можно связать 

непосредственно с токсическим действием накапливающегося в тканях Aβ [Imanishi et al., 

2011].  

Тот факт, что Аβ способен накапливаться в митохондриях, был доказан 

экспериментально, причем показано, что внутримитохондриальное накопление амилоидных 

форм предшествует внеклеточному. Во-первых, протеолиз белка-предшественника амилоида, 

зафиксированного при помощи TIM/TOM комплекса транслоказ внешней и внутренней 

митохондриальной мембран, под действием локализованной в митохондриях γ-секретазы 

приводит к  накоплению амилоидного пептида в межмембранном пространстве. Во-вторых, Аβ 

может транспортироваться в митохондрии; с участием процессов везикулярного транспорта,  

либо эндоцитоза, либо при участии ассоциированных с митохондриями мембран 

эндоплазматического ретикулума (ЭР) [Pinho, Teixeira, Glaser, 2014]. Показано, что площадь 

контакта мембран ЭР и митохондрий у пациентов с диагностированной БА и модельных 

животных увеличена [Hedskog et al., 2013]. Деградация амилоидных и прочих 

неструктурированных пептидов длиной от 10 до 65 аминокислотных остатков внутри 
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митохондрий происходит исключительно при участии металлопротеазы PreP, локализованной в 

митохондриальном матриксе. Показано, что активность PreP в височной доле у больных БА и 

трансгенных модельных мышей значительно ниже, чем в контрольной группе [Alikhani et al., 

2011], возможно вследствие увеличения продукции АФК. Считается, что увеличение 

активности и/или экспрессии PreP – потенциально перспективное направление для разработки 

новых терапевтических стратегий [Fang et al., 2015]. В-целом, нарушение функций 

митохондрий мозга приводит к росту образования Аβ и к накоплению амилоидного пептида 

митохондриями, что вызывает каскад дегенеративных изменений.  

Следует отметить, что, вопрос о том, играет ли апоптоз критическую роль в 

патогенетических механизмах развития БА и ВМД, остается спорным [Adler et al., 1999; 

Obulesu, Lakshmi, 2014]. Однако многие компоненты пути апоптоза специфически изменены в 

мозге больных БА [Silva et al., 2014], что может быть ассоциировано с дисфункцией 

митохондрий, играющих в ключевую роль в апоптотических процессах [Mattson, Gleichmann, 

Cheng, 2008]. Приводящие к клеточной гибели митохондриальные процессы: открытие 

митохондриальных пор с набуханием митохондрий, увеличение проницаемости 

митохондриальной мембраны с высвобождением апоптотических факторов (в том числе cyt c и 

вторичного активатора каспаз Smac), высвобождение каспаз-независимого эффектора 

клеточной смерти, фактора AIF, инициирующего конденсацию хроматина и деградацию ДНК), 

тесно взаимосвязаны [Aronis et al., 2003]. При этом митохондрии подвергаются фрагментации 

до того, как происходит активация каспазных каскадов [Lu, 2009]. В апоптотических клетках 

снижение внутреннего потенциала (Δψm) сопровождается увеличением продукции АФК. 

Нарушения митохондриального гомеостаза могут возникнуть также в результате нарушения 

баланса в путях биогенеза митохондрий и митофагии, причем такой дисбаланс, характерен для 

ряда нейродегенеративных заболеваний [Calkins et al., 2011]. В частности, показано, что 

гиперпродукция амилоида приводит к нарушению баланса митохондриальных белков 

слияния/деления (fission/fusion): снижению содержания DLP1, OPA1, Mfn1 и Mfn2, и 

повышению содержания Fis1 [Wang et al., 2008b; Wang et al., 2009b], а в итоге - к дисфункции 

нейронов.  
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1.5 Животные модели в свете современных теорий этиопатогенеза БА 

Cоздание и использование адекватных животных моделей имеет принципиальное 

значение как для понимания природы нейродегенеративных заболеваний, так и для поиска 

эффективных средств терапии.  За последние несколько десятков лет получено множество 

трансгенных (в связи с очевидными преимуществами, как правило, мышей) и нетрансгенных 

животных моделей, которые с разной степенью точности воспроизводят БА [Saraceno et al., 

2013]. Трансгенных животных  получают  введением в геном мутантных форм человеческих 

генов, кодирующих APP, пресенелины и тау-белок, в различном сочетании и под 

высокоактивными в коре и гиппокампе промоторами (в соответствии с современными 

представлениями о патогенетических механизмах развития семейных форм БА). Картина 

заболевания лучше всего воспроизводится у трансгенных мышей 3xTg-AD, экспрессирующих 

мутантные APP, PS1 и тау; у которых наблюдается накопление амилоида, опережающее по 

срокам образование нейрофибрилярных клубков гиперфосфорилированного тау, с 

повреждением тех же, что и  у человека, структур мозга [Giménez-Llort et al., 2007]. К 

сегодняшнему дню появились интересные работы на современных животных моделях БА, 

посвященные анализу  проявлений заболевания в глазах, что уже было упомянуто в данном 

обзоре литературы. Так, на двойной трансгенной модели мышей Tg2576 показано, что 

отложения амилоидного пептида с образованием бляшек отмечается в гиппокампе,  мозжечке и 

коре, а также в сетчатке экспериментальных животных, в том числе в ганглионарном слое, в 

РПЭ и в слое фоторецепторных клеток  [Chiu et al., 2012; Williams et al., 2013]. Было показано, 

что амилоидные бляшки у трансгенных животных регистрируются вначале в сетчатке и 

хориоидее, а в дальнейшем — в сосудах головного мозга. Однако, трансгенное моделирование 

имеет определенные недостатки при переносе в клиническую практику. Используемые 

модельные животные могут нести редкие мутации, или не воспроизводить основополагающие 

характеристики патологических процессов при БА. Так, ни у простых, ни у двойных 

трансгенных мышей, несущих мутации в генах APP и PS1, несмотря на накопление депозитов 

Aβ в тканях мозга, не наблюдается массивной гибели нейронов [Takeuchi et al., 2000]. 

Животные, демонстрирующие гибель нейронов, получены в потомстве от скрещивания мышей, 

несущих специфические мутации в последовательности гена PS1, и мышей, осуществляющих 

суперэкспрессию человеческого гена APP. Но такая модель снова не учитывают всей 

сложности регуляторных процессов организма, тем более при возрастных изменениях. 

Нетрансгенные животные модели считаются более адекватными спорадическим формам 

болезни Альцгеймера. При этом патология по типу БА без дополнительного введения 

препаратов в желудочки мозга возникает только у мышей сублинии SAMP8. 
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1.6 Преждевременно стареющие мыши SAMP8 – биологическая модель БА 

В 1968 г. группа японских исследователей из Университета Киото получила в 

распоряжение несколько пар мышей линии AKR/J. Линия поддерживалась инбридингом, 

однако по истечению некоторого времени в нескольких клетках были обнаружены мыши, 

которые приобрели различные патологические фенотипы, достаточно устойчиво 

наследующиеся  последующими поколениями. В 1975 г. мыши с признаками серьезных 

отклонений от нормы стали родоначальниками 9ти так называемых сублиний «с признаками 

ускоренного старения» (senescence-prone или P series); мыши, процесс старения которых 

оставался нормальным, дали начало 3м сублиниям, «устойчивым к старению» (senescence-

resistant или  R series). С этих пор инбридинг вели внутри выбранных групп, основываясь на 

данных о продолжительности жизни, скорости старения и проявлении патологических 

фенотипов. Данные, полученные при исследовании 17 биохимических и 10 

иммуногенетических маркеров, показали, что в каждой сублинии SAM представлен по крайней 

мере один генотип, отличающий ее от аутентичной линии AKR/J [Kitado, Higuchi, Takeda, 1994; 

Takeda et al., ]. При этом, несмотря на инбредность сублиний для их поддержания требуется 

постоянный контроль [Carter et al., 2005; Hosokawa et al., ], очевидно, в связи с тем, что 

формирование уникального фенотипа контролируется комплексом факторов. 

Сублиния SAMP8 характеризуется необратимым ускоренным старением, имеющим 

общие характеристики с возраст-зависимыми процессами у людей. Средняя продолжительность 

жизни мышей SAMP8 составляет 299 дней (9,7 месяцев), что существенно ниже показателей 

мышей сублинии SAMR1 - 568 дней (16,3 месяцев). Для мышей SAMP8 характерны лордоз, 

выпадение волос, снижение показателей физической активности, повышенное содержание 

биомаркеров окислительного стресса в тканях, дисфункция митохондрий, нарушения в 

системах антиоксидантной защиты, микрососудистые дефекты в головном мозге и нарушения 

функции гематоэнцефалического барьера, нарушения иммунного ответа. При помощи 

разнообразных подходов у мышей сублинии SAMP8 были выявлены многие особенности, 

характерные для пациентов с БА, в том числе когнитивные и поведенческие нарушения 

[Nakagomi, Shudo, Nakatani-Pawlak, 2013], невропатологические признаки (уменьшение 

количества нейронов и дендритных отростков, холинергические дефициты в переднем мозге), 

образование депозитов Аβ по типу сенильных бляшек, гиперфосфорилирование тау-белка и 

образование депозитов по типу нейрофибриллярных клубков (см. обзоры [Cheng, Zhou, Zhang, 

2014; Pallas et al., 2008]. При этом нуклеотидная последовательность гена App в гиппокампе 

мышей SAMP8 не несет мутации, аналогичной тем, которые были зарегистрированы в 

семейных формах БА, а последовательность кДНК  гена Psen1 идентична кДНК мышей с 

нормальным фенотипом. Интересно, что с возрастом у мышей SAMP8 подвергаются 
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дегенеративным изменениям практически все слои сетчатки [Hosokawa, Ueno, ], c утолщением 

мембраны Бруха, накоплением друзоподобных отложений, липофусциновых гранул в клетках 

РПЭ [Majji et al., 2000].  

Некоторые исследователи полагают, что гранулы, накапливающиеся в гиппокампе 

мышей SAMP8, не содержат амилоидных пептидов и тау-белка, и, более того, увеличение 

содержания Аβ не коррелирует с увеличением числа гранул [Manich et al., 2011; Manich et al., 

2014], а следовательно, формирование этих гранул у мышей сублинии SAMP8 должно быть 

вызвано иными патологическими механизмами, чем при развитии БА. Тем не менее, по 

совокупности данных можно предположить, что мыши SAMP8 воспроизводят патологическую 

картину спорадических форм БА более адекватно, чем прочие животные модели, с учетом 

влияния неизбежных возрастных изменений. Использование подобной модели позволяет 

исследователям подробно рассмотреть возможные молекулярные, структурные, 

функциональные последствия схем лечения и профилактики БА и ВМД, со всей возрастной 

спецификой заболеваний. В настоящее время в качестве аналогичной модели для комплексного 

исследования связанных со старением заболеваний могут выступать только крысы OXYS.  

1.7 Крысы OXYS 

1.7.1 История создания линии 

Первое сообщение о создании сублинии, полученной инбридингом крыс Wistar, 

чувствительных к катарактогенному эффекту галактозы, появилось в 1970х гг. Сообщалось, что 

кормление крыс Wistar галактозой в течение 5 поколений привело к наследуемому снижению 

активности галактозо-1-фосфат-уридилтрансферазы [Соловьева Н.А., Морозкова Т.С., 1975]. 

Предполагалось, что у животных была повышена активность транспортера сахаров, 

приводящая к усиленному накоплению гексоз в клетках, но это свойство строго не было 

доказано.  

Несмотря на значительное сходство в строении молекул глюкозы и галактозы, 

превращение последней в глюкозу требует последовательного протекания в цитоплазме 

нескольких ферментативных эволюционно-консервативных реакций (известных под названием 

пути Лелуара). Накопление в  тканях избыточного количества галактозы, а также токсических 

продуктов ее метаболизма, в том числе образующихся в результате альтернативных  

метаболических путей (галактозо-1-фосфата и галактитола), считается основным 

патогенетическим фактором, обуславливающим большинство клинических проявлений такой 

болезни накопления, как галактоземия, и формирование отсроченных осложнений. Так, в 

хрусталике глаза избыток галактитола способствует формированию катаракты [Takamura et al., 

2003]. Для крыс Wistar, чувствительных к галактозе, оказались характерными множественные 
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патологические состояния - катаракты, эмфиземы, кардиомиопатии, предраковые состояния, 

нарушения памяти, а также низкие рождаемость и продолжительность жизни, которые в 

последующих поколениях развивались уже без нагрузки диеты галактозой. Поэтому в 1977 г. 

сублиния W/SSM (Вистар Салганик-Соловьева-Морозкова) была заявлена, как модель 

наследственной галактоземии, после чего в последующие десять лет интерес к ней постепенно 

сошёл на нет. Ситуация кардинально  изменилась в начале 90-х, когда в гомогенатах печени и 

миокарда этих животных методом ЭПР была показана способность к повышенному 

образованию радикалов кислорода в ответ на добавление перекиси водорода [Salganik et al., 

1994]. В 1996 году животные были зарегистрированы в международной базе данных как линия 

OXYS (Rat genome. 1996.V.2. N 2.P.52-54. Inbred Strains of Rats). Ключевой характеристикой 

при регистрации линии стала врожденная гиперпродукция кислородных радикалов. В 

дальнейшем было показано, что у крыс OXYS проявляются далеко не все исходно заявленные 

свойства, так – не проявляются биохимические признаки, характерные для аутосомно-

рецессивного нарушения обмена углеводов (галактоземии) человека. Максимальная 

продолжительность жизни крыс OXYS снижена на 28% по сравнению с крысами Wistar: 24,6±6 

и 36,8±5 месяцев, соответственно.  Для стабилизации фенотипических признаков крыс OXYS в 

58-63 поколениях было проведено усиление инбридинга со строгим отбором производителей по 

признаку ранней спонтанной катаракты, что привело к устойчивому развитию у животных уже 

в молодом возрасте комплекса признаков, который может рассматриваться как синдром 

преждевременного старения [Колосова Н.Г., Стефанова Н.А., Корболина Е.Е., Фурсова А. Ж., 

2014]. С помощью микросателлитного анализа генома крыс OXYS, проведенного нашими 

коллегами из лаборатории структуры генома Института цитологии и генетики СО РАН, были 

выявлены ассоциации нескольких маркеров 1-й хромосомы, локализованных в 

непосредственной близости от генов Ace и Ren, с фенотипом крыс OXYS (неопубликованные 

данные, И.Б. Хворостов). Анализ был проведен по 25 локусам (15 из которых были анонимны), 

локализованным на семи хромосомах (4 – на первой хромосоме; 2 - на второй; 4 – на третьей; 1 

– на пятой; 11 – на десятой; 2 – на тринадцатой; 1 – на четырнадцатой). 

1.7.2 Функциональные и морфологические особенности крыс OXYS как биологической 

модели преждевременного старения и связанных с ним заболеваний 

Показано, что катаракта, в возрасте 3 мес регистрируемая у 100% крыс OXYS, 

соответствует сенильной катаракте человека. Развитие катаракты у крыс OXYS, как и у людей, 

связано со снижением транскрипционной активности генов  α-кристаллинов, кодирующих 

основные структурные белки хрусталика, обеспечивающие его прозрачность [Rumyantseva et 

al., 2008]. Однако на доклинических стадиях – в возрасте 20 дней - уровень мРНК генов α-

кристаллинов в хрусталиках крыс OXYS и содержание восстановленного 
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глутатиона,центрального функционального звена коэнзиматической антиоксидантной защиты в 

хрусталике, повышены по сравнению с одновозрастными крысами Wistar. Комплексные 

исследования [Markovets, Fursova, Kolosova, 2011; Neroev et al., 2008; Жданкина А.А., Фурсова 

А.Ж., Логвинов С.В., 2008] показали, что развитие катарактальных изменений у крыс OXYS 

происходит на фоне раннего развития ретинопатии, которая по клиническим и  

морфологическим проявлениям аналогична ВМД у людей. При этом по клиническим 

признакам выделяются два основных периода развития ретинопатии: от 1,5 до 3 месяцев - 

возраст манифестации первых признаков, и от 9 до 12 месяцев – период формирования ярко 

выраженных патологических изменений. К возрасту 12-14 месяцев животные характеризуются 

наличием выраженных стадий заболевания [Markovets, Fursova, Kolosova, 2011]. Согласно 

данным гистологических исследований у крыс OXYS подвержены патологическим изменениям 

все структурные компоненты сетчатки: мембрана Бруха, РПЭ, фоторецепторы, ассоциативные и 

ганглионарные нейроны. Причем первые признаки структурно-функциональных нарушений 

клеток РПЭ выявляются уже в возрасте 20 дней при отсутствии клинических проявлений 

ретинопатии [Жданкина А.А., Фурсова А.Ж., Логвинов С.В., 2008; Колосова Н.Г., Стефанова 

Н.А., Корболина Е.Е., Фурсова А. Ж., 2014]. К возрасту 24 месяца патологические изменения в 

сетчатке крыс OXYS нарастают и приводят к тотальной гибели фоторецепторов [Neroev et al., 

2008; Сапрунова В.Б., Пилипенко Д.И., Алексеевский А.В., Фурсова А.Ж., Колосова Н.Г., 2010], 

и обширным дегенеративным изменениям, с уменьшением толщины наружного и внутреннего 

сетчатого слоев, и изменениями синаптических контактов [Жданкина А.А., Кон Г.А., 

Плотников М.Б., Варакута Е.Ю., Логвинов С.В., Просенко А.Е., 2013]. В сосудистом русле 

хориоидеи крыс OXYS выявляются морфологические изменения, свидетельствующие об 

ухудшении кровообращения в сетчатке и развитии тканевой гипоксии и ишемии – возможной 

причины повреждения клеток сетчатки. Показано, что у крыс OXYS по сравнению с крысами 

Wistar достоверно увеличена удельная площадь тромбированных сосудов со стазом и сладжем 

форменных элементов, при этом у 100% животных наблюдаются сужение калибра артерий 

(Фурсова А.Ж. 2009). Характерные для хронической ишемии изменения были 

зарегистрированы и в мозге 12ти месячных крыс OXYS методами МРТ [Agafonova et al., 2007]. 

Наши исследования показали, что возможной причиной гипоксического состояния может быть 

задержка формирования микроциркуляторного русла в ранний постнатальный период 

становления мозга крыс OXYS. Митотическая активность эндотелия сосудов пиальной 

оболочки больших полушарий мозга крыс OXYS снижена в 1,5 раза по сравнению с крысами 

Wistar [Korbolina E., Agafonova I., Sergeeva S., Trofimova N., Mishenko N., 2007]. 

Прогрессирование цереброваскулярной недостаточности является фактором риска развития 

когнитивных нарушений, в том числе - болезни Альцгеймера [Lee et al., 2014].  
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Манифестация ретинопатии и катаракты у крыс OXYS совпадает по времени с другими 

проявлениями преждевременного старения, а именно: развитием кардиомиопатии 

[Непомнящих Л.М., Семёнов Д.Е., Соловьёва Н.А., 1994], артериальной гипертензии [Bobko et 

al., 2005], проявлений остеопороза: нарушения минерализации костной ткани, снижения её 

минеральной плотности на фоне снижения уровня Са в сыворотке крови и его повышенной 

экскреции [Muraleva et al., 2012; Muraleva, Sadovoĭ, Kolosova, 2010], возрастных изменений 

иммунной системы, в частности ранней, с возраста 2-3 мес инволюции тимуса [Obukhova, 

Skulachev, Kolosova, 2009; Маркова Е.В., 2003]. В возрасте 3 мес у крыс OXYS по сравнению с 

крысами Wistar снижен объем коркового, мозгового вещества и соединительнотканой стромы 

тимуса; уменьшена плотность расположения лимфоидных клеток в корковом и мозговом 

веществе, снижено количество бластов в субкапсулярной зоне коркового вещества тимуса. 

Было показано, что в дальнейшем гипоплазивные изменения приводят к более низким пиковым 

показателям массы, размеров и клеточности, а также дисбалансу субпопуляций Т-лимфоцитов 

[Obukhova, Skulachev, Kolosova, 2009; Обухова Л. А., В. Б. Вайс, Л. Е. Бакеева, С. В. Сергеева, 

2013]. Сопутствующее снижение активности Т-клеточного звена иммунной системы, 

проявляется в подавлении реакции гиперчувствительности замедленного типа [Маркова Е.В., 

2003].  Можно предположить, что дисбаланс иммунной системы может создать определенную 

метаболическую основу для развития проявлений ускоренной старения крыс OXYS и их 

прогрессирования. Это предположение находит подтверждение в результатах анализа 

транскриптома сетчатки крыс [Kozhevnikova et al., 2013a], проведенного методом массового 

параллельного секвенирования (RNA-seq). Было выявлено  значительное снижение экспресии 

генов участвующих в функционировании иммунной системы, в сетчатке крыс OXYS по 

сравнению с крысами Wistar  в возрасте 3 и 18 мес, причем в список дифференциально 

экспрессирующихся генов вошли многие регуляторы иммунитета - маркеры лейкоцитов, 

хемокины, цитокины, компоненты системы комплемента, интерферон-индуцируемые белки и 

гены комплекса гистосовместимости MHC.  

Уже с возраста 3 месяцев у крыс OXYS наблюдаются изменения в когнитивной и 

эмоциональной сферах, характерные для стареющих людей и животных: снижено моторно-

исследовательское поведение, повышена тревожность [Markova et al., 2005; Stefanova et al., 

2011; Stefanova, Fursova, Kolosova, 2010; Колосова Н.Г., Стефанова Н.А., Корболина Е.Е., 

Фурсова А. Ж., 2014]. Для крыс OXYS характерны нарушения памяти и способности к 

обучению, дифференциально регистрируемые при исследовании в различных тестах 

(пассивного избегания, распознавание объектов, 8-лучевой радиальный лабиринт, и водный 

лабиринт Морриса). Так, в 8-лучевом радиальном лабиринте нарушения способности крыс 

OXYS к обучению выявляются уже в возрасте 3 мес  [Stefanova et al., 2015b]. В мозге крыс 
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OXYS методами световой микроскопии и магнитно-резонансной томографии выявляются 

признаки протекающих нейродегенеративных процессов [Stefanova et al., 2014a],  причем 

регистрация первых обширных очагов демиелинизации возможна уже у 3х месячных 

животных, гораздо раньше, чем у крыс Wistar и в возрасте манифестации поведенческих 

нарушений. Протекание демиелинизационных процессов характерно как для нормального 

старения, так и для патогенеза БА, однако интенсивность в этих случаях различается [Carmeli et 

al., 2013]. Площадь поперечного сечения боковых желудочков мозга на средневзвешенных 

срезах, отражающая изменения их объема,  начиная с возраста 3 мес у крыс OXYS также 

больше, чем у Wistar, что может быть следствием дисбаланса между производством и 

ресорбцией спинномозговой жидкости, характерного для нейродегенеративных состояний 

[Chaarani et al., 2013; Lepore et al., 2013]. Анализ нейрональных популяций в областях СА1, 

СА3 и зубчатой извилине гиппокампа крыс OXYS выявил прогрессирующую с возрастом 

гибель нейронов [Stefanova et al., 2014a; Stefanova et al., 2015a]. Интересно, что в возрасте 5 мес 

у крыс OXYS, по сравнению с контрольной линией Wistar, количество нейронов в этих 

областях гиппокампа наоборот увеличено. Это может быть объяснено активацией нейрогенеза в 

рамках эндогенного компенсаторного процесса, или же активной продукцией незрелых 

нейронов в гиппокампе крыс OXYS. Потеря нейронов, прогрессирует с возрастом, и у 11-ти 

месячных крыс OXYS гиппокампальных нейронов уже значительно меньше по сравнению с 

крысами Wistar. В головном мозге трансгенных животных, частично имитирующих патогенез 

БА, наблюдаются изменение активности процессов нейрогенеза [Verdaguer et al., 2015; Wang et 

al., 2014]. Среди возможных причин ограниченного потенциала участия нейрогенеза 

репарационных процессах в мозге при развитии БА можно назвать слишком высокие скорости 

гибели нейронов, неэффективность новообразованных нейронов ввиду их неполной зрелости 

(или неспособности к интегрирации), токсичность микроокружения [Jin et al., 2004; Song et al., 

2011]. Так или иначе, несбалансированный нейрогенез может со временем способствовать  

ухудшению когнитивных функций.  

Результаты гистологического исследования гиппокампа крыс OXYS в различные сроки 

жизни отражают выраженные структурные изменения нейронов, имеющие необратимый 

характер, в регионах СА1, СА3, зубчатой извилине гиппокампа, выраженные уже в возрасте 5 

мес, в период активной манифестации признаков ускоренного старения мозга, и нарастающие к 

возрасту 15 мес. Значимое снижение средней площади тела, ядер пирамидных нейронов в 

указанных областях свидетельствует о более низком уровне метаболизма и недостаточности 

компенсаторно-приспособительных реакций пирамидных нейронов у крыс OXYS по сравнению 

с крысами Wistar [Stefanova et al., 2015a].  
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Показано, что нарушение функционирования синапсов, зачастую предшествующее 

массовой гибели нейронов, способствует потере памяти при БА, хотя механизмы 

синаптической дисфункции при развитии нейродегенеративных заболеваний остаются во 

многом непонятными [Karim et al., 2014]. Тем не менее, плотность синаптических контактов 

сильно коррелирует с прогрессией когнитивных нарушений при развитии БА [Balietti et al., 

2013].  При сравнении содержания маркера синаптических везикул синапсина-1 и пост-

синаптического маркера PSD-95 в гиппокампе и префронтальной коре крыс OXYS и Wistar 

методом вестерн-блот анализа было показано, их сниженное содержание в гиппокампе  крыс 

OXYS по сравнению с одновозрастными крысами Wistar в возрасте  4 и 18 месяцев [Stefanova et 

al., 2015b]. Нарушение пространственного обучения у крыс OXYS связано также с 

изменениями синаптической пластичности в гиппокампе, в том числе, с нарушениями  

долговременной потенциации [Береговой Н.А., Сорокина Н.С., Старостина М.В., 2011]. 

Другой важной характеристикой патологических нейродегенеративных процессов, 

протекающих в мозге крыс OXYS, является гиперфосфорилирование тау-белка. Значительное 

увеличение содержания тау-белка и его фосфорилирования в коре и гиппокампе было 

обнаружено уже в мозге 3-месячных крыс OXYS по сравнению с одновозрастными крысами  

Вистар. Оба эти параметра были повышены в дальнейшем и в возрасте 13 и в возрасте 23 мес 

[Stefanova et al., 2014a; Stefanova et al., 2015a]. Момент манифестации тау-патологии в мозге 

крыс OXYS крыс совпадает с проявлением первых признаков нейродегенеративных изменений, 

дисфункции митохондрий, и формированием поведенческими отклонений. Аномальное 

фосфорилирование тау приводит к разрушению транспортных систем нейрона, потере синапсов 

и, в конечном счете, к гибели клеток и снижению когнитивных функций [Mondragón-Rodríguez 

et al., 2013]. Вполне вероятно, что ранняя потеря синапсов и нейронов у крыс OXYS еще в 

молодом возрасте связана с нарушением клеточного транспорта. Однако, что же именно 

становится спучковым крючком патогенетического каскада событий остается неясным. 

Манифестация усиленного по сравнению с крысами Wistar накопления амилоидного пептида в 

мозге крыс OXYS, так называемой амилоидной патологии, происходит  намного позже других 

наблюдаемых патологических изменений. Согласно данным иммуногистохимического 

исследования в возрасте 15-24 мес в коре (наиболее значительно), гиппокампе, таламусе, 

гипоталамусе, и сосудах мозга (однако не в мозжечке) крыс OXYS наблюдаются амилоид-

реактивные депозиты, регистрируемые с использованием Aβ1–42- и MOAB-2-специфичных 

антител [Stefanova et al., 2014a; Stefanova et al., 2015a]. В-основном, эти отложения 

амилоидного пептида сформированы в диффузные бляшки, окрашиваемые красителем конго 

красный. При этом согласно данным иммуноферментного исследования (ELISA) и 

количественного вестерн-блот анализа значительное накопление Аβ1-42 в головном мозге 
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(гиппокампе и префронтальной коре) крыс OXYS по сравнению с крысами Wistar происходит в 

возрасте около 7 месяцев. 

Согласно нашим данным, ключевую роль в ускоренном старении мозга крыс OXYS и в 

развитии нейродегенеративных изменений могут играть нарушения структуры и функции 

митохондрий. Выраженные ультраструктурные изменения митохондрий (сокращение 

количества крист и образование внутри митохондрий областей, вовсе лишенных крист) 

обнаружены у крыс OXYS уже в возрасте 4 месяцев. У 18-месячных животных 

митохондриальная структура практически полностью разрушена, что было подтверждено 

количественно при изучении ультраструктурных характеристик митохондриального аппарата 

пирамидальных нейронов в области СА1 гиппокампа крыс OXYS и Wistar.  

Длительный приём антиоксидантов способен предупредить развитие признаков 

преждевременного старения крыс OXYS [Loskutova, Kolosova, 2000; Stefanova et al., 2014b]. 

Эффективность препаратов оказалась тесно связанной с их способностью предотвращать  

снижение дыхательной активности митохондрий, но не была  связана напрямую со снижением  

содержания окислительных повреждений белков и липидов. При этом содержание продуктов 

свободнорадикального окисления белков и липидов с возрастом в мозге крыс OXYS растет, но 

более высоким, чем у крыс Wistar, становится значительно позже, чем регистрируются 

нарушения когнитивных функций (Kolosova et al. 2006, 2003). Это позволяет предположить, что 

нарушения функций митохондрий крыс OXYS обусловлены в основном другими механизмами. 

Определённая неоднозначность полученных результатов продиктовала необходимость поиска 

новых, современных подходов в выяснении механизмов ускоренного старения мозга крыс 

OXYS, тем более что состояние биоэнергетических процессов ранее исследовалось только в 

печени животных.      

В целом результаты наших исследований позволяют заключить, что крысы OXYS 

соответствуют не только критериям генетической модели ВМД [Pennesi, Neuringer, Courtney, 

2012], но перспективной нетрансгенной модели для изучения механизмов нейродегенеративных 

процессов при развитии БА [Stefanova et al., 2014a; Stefanova et al., 2015a].  

В качестве одной из возможных причин преждевременного старения крыс OXYS с 

середины 90-х годов прошлого века рассматриваются нарастающие с возрастом дисфункции 

митохондрий [Salganik et al., 1994; Shabalina et al., 1995]. Однако вопрос о причинно-

следственной связи между нарушением энергетического метаболизма и «запуском» процессов 

преждевременного старения на момент постановки задач настоящего исследования оставался 

открытым. Поэтому первая часть настоящего исследования была посвящена сравнению 

состояния энергетического метаболизма мозга крыс OXYS и Wistar (контроль) 

методами P
31

ЯМР-спектроскопии. 
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Принципиально важно, что манифестация фенотипических признаков преждевременного 

старения происходит у крыс OXYS практически одновременно в молодом возрасте, что 

позволяет рассматривать этих животных как уникальную модель для исследования 

молекулярно-генетических механизмов преждевременного старения и связанных с ним 

заболеваний. Для определения характера наследования катаракты, ретинопатии и характерных 

поведенческих признаков крыс OXYS нами были проведены гибридологические скрещивания 

[Korbolina et al., 2012]. Анализ гибридов от скрещиваний крыс OXYS с крысами контрольной 

инбредной линии WAG не выявил единообразия популяции гибридов F1 по заболеваемости 

ранней катарактой и ретинопатией. Заболевания развивалось преимущественно у самок, что в 

принципе соответствует общей тенденции в человеческой популяции [Rudnicka et al., 2012; 

Zetterberg et al., 2008]. В популяции гибридов F2 расщепления по классическому 

Менделевскому закону также не было выявлено, что исключает моногенное аутосомно-

доминантное и рециссивное наследование комплекса фенотипических признаков крыс OXYS.  

В настоящей работе был проведен поиск  на первой хромосоме локусов количественного 

признака, ассоциированных с  развитием у крыс OXYS ряда признаков преждевременного 

старения (поведенческих, ранней катаракты и ретинопатии) методом QTL-анализа.  С целью 

доказательства влияния выявленных QTL-локусов на развитие катаракты и ретинопатии для 

каждого локуса была сконструирована конгенная линия крыс на основе генома крыс WAG, 

(контрастных по совокупности исследуемых фенотипических признаков) и проведена 

фенотипическая характеристика конгенных животных. С целью выявления генов, которые 

могут быть был ассоциированы с развитием ранних нейродегенеративных изменений сетчатки 

у крыс OXYS был проведен анализ изменений транскриптома сетчатки конгенных животных в 

сравнении с крысами OXYS на доклинической стадии развития ретинопатии при помощи 

методов массового параллельного секвенирования (RNA-seq).  
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Глава 2: МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1 Материалы, использованные в работе 

В работе были использованы следующие реактивы и материалы: акриламид, N,N-

метиленбисакриламид, аммония персульфат, бромистый этидий, борная кислота, 

трис(гидроксиметил)аминометан ((HOCH2)3CNH2)) и трис(оксиметил)аминометан гидрохлорид, 

этилендиаминтетрауксусная кислота (ЭДТА), магния хлорид (MgCl2), аммония сульфат 

((NH4)2SO4), натрия хлорид (NaCl), натрия ацетат (NaAc), аммония ацетат (NH4Ac), натрия 

гидроксид (NaOH), натрия додецилсульфат (SDS), сахароза, фенол, хлороформ, этанол, 

изопропанол, бромфеноловый синий (реактивы марки о.с.ч. и х.ч., «Реахим», Россия), 

фосфатно-солевой буфер (РBS, «Медиген», Россия), глицерин («Serva», Германия), Tween 20 

(«Ferak», Германия), минеральное масло («Медиген», Россия), протеиназа К («Boehringer 

Mannheim Gmbh», Германия), TEMED («Reanal», Венгрия); Taq-ДНК-полимераза, 

дезоксинуклеозидтрифосфаты (dATP, dGTP, dTTP, Dctp), маркер молекулярного веса ДНК 

pUC19/MspI (13 фрагментов от 26 п.н. до 501 п.н.) («СибЭнзим», Россия); парафармальдегид 

(Panreac, Испания); TRIZOL
®

Reagent («Invitrogen», США),  RNAlater («Ambion», США). 

Праймеры для ПЦР (см. соответствующий раздел главы 2 «Материалы и методы») были 

синтезированы в ООО «Биосинтез» (Новосибирск) на автоматическом синтезаторе АСМ-2000 

Н-фосфонатным методом и очищены хроматографически на колонках Centri-Sep («Princepton 

Separations», США). 

2.2 Животные 

Работа выполнена на крысах-самцах линий OXYS, Wistar, WAG, и конгенных линий 

WAG/OXYS-1.1, WAG/OXYS-1.2, а также животных гибридной популяции F2 (самцах и 

самках), полученной от реципроктного скрещивания крыс OXYS и WAG, на базе Центра 

коллективного пользования «Генофонды лабораторных животных» Института цитологии и 

генетики СО РАН. С возраста 4 недель животных содержали группами по 5 особей в клетках 

размером 57×36×20 см при температуре 22±20°С в условиях фиксированного режима 

освещения (12 ч свет /12 ч темнота) при свободном доступе к воде и пище - стандартному 

гранулированному корму для лабораторных животных («Чара», ЗАО «Ассортимент-Агро», 

Россия).   

2.3 Забор, первичная пробоподготовка и хранение биологических образцов 

Крыс наркотизировали СО2, декапитировали, головы немедленно помещали на чашку 

Петри, заранее охлажденную на снегу. Для исследования методом световой микроскопии 

забой животных проводился непосредственно после офтальмологического осмотра. После 

извлечения глаз, проводимого на снегу, материал фиксировали в жидкости Карнуа (этанол 

https://www.google.ru/url?url=http://www.chemport.ru/chemical_reagent_3655.html&rct=j&q=&esrc=s&sa=U&sqi=2&ved=0CEcQFjAGahUKEwjmpajKo5THAhUDgXIKHS1fC4c&usg=AFQjCNFIOCTIYdZABk5v8XMgn333GDBSuw
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абсолютный:хлороформ:ледяная уксусная кислота 6:3:1) в течение 2,5 часов. По окончании 

времени фиксации материал промывали в нескольких сменах (15 мл) 96% спирта до полного 

исчезновения запаха уксусной кислоты, заднюю стенку глаза фиксировали в растворе 12% 

нейтрального формалина в течение суток. Затем, после длительной отмывки (в течение 

нескольких часов) в проточной воде, проводили проводку материала в спиртах нарастающей 

концентрации: 50%, 60%, 70%, 80%, 100% (абсолютный спирт). Последний получали из 96% 

спирта путем его обезвоживания медным купоросом. Уплотнение материала достигалось 

пропиткой кусочков парафином путем проводки сначала в смеси спирта с ксилолом (1:1), потом 

в двух - трех сменах чистого ксилола, далее - в смеси ксилола с парафином при температуре 55 

- 56°С. Далее материал заливали в парафин в металлических формочках по стандартной 

методике. При выделении хориоретинального комплекса для массового параллельного 

секвенирования немедленно извлекали глаза животного, дальнейшие операции проводились 

также на чашке Петри, помещенной на снег и заранее охлажденной. Проводили надрез глазного 

яблока по линии лимба. После удаления передней части глаза и хрусталика, с внутренней 

поверхности задней части склеры скальпелем собирали хориоретинальный комплекс, который 

немедленно помещали в объем 1 мл реагента RNAlater (Ambion) для индивидуальных образцов, 

или в 1,5мл реагента RNAlater для пулированных образцов. Образцы инкубировали в реагенте 

RNAlater (Ambion) 6 часов при +4°С, после чего убирали на хранение при -70°С. При заборе 

образцов мозга для Р
31-

ЯМР-спектроскопического анализа животное подвергалось быстрой 

декапитации; голову немедленно замораживали  и хранили в жидком азоте. Извлечение мозга 

из черепной коробки и его гомогенизацию проводили в фарфоровой ступке при постоянном 

охлаждении жидким азотом. Дальнейшая пробоподготовка проводилась незамедлительно. Для 

выделения геномной ДНК образец большой доли печени животного забирали в охлажденную 

пробирку и замораживали в жидком азоте. Для получения геномной ДНК животных - 

потенциальных производителей у живой крысы усекали, помещали в охлажденную пробирку и 

замораживали в жидком азоте кончик хвоста (1,0-1,2 см). Остановка кровотечения 

осуществлялась с приложением к ране холодного компресса (со снегом). Биологические 

образцы хранились при -70°С. 

2.4 Р
31

-ЯМР-спектроскопическое исследование кислотных экстрактов мозга 

2.4.1 Экстракция органических и неорганических фосфатов мозга  

Исследование метаболитов проводилось на крысах OXYS и Wistar (в общей сложности 

n=48) в возрасте 2, 3, 4 и 12 недель. Экстрагирование фосфатов мозга хлорной кислотой 

проводилось в соответствии со стандартной методикой [Glonek et al., 1982; Pettegrew et al., 

1990] с незначительными изменениями. Стандартную навеску порошка гомогенизированного 
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мозга крысы, отобранную на предварительно охлажденной фольге, немедленно помещали в 

охлажденную на льду пластиковую центрифужную пробирку, содержащую стандартную 

аликвоту 6% хлорной кислоты (HСlO4), также охлажденной на льду, из расчета  3,25 мл 

кислоты на 1 г растертой ткани, и тщательно перемешивали, давая нагреться до пастообразной 

консистенции. Затем смесь немедленно центрифугировали при 4800 об/мин в течение 10 мин 

при температуре  +2°С на центрифуге Eppendorf 5804R. Супернатант отбирали в новую, 

охлажденную на льду, центрифужную пробирку и немедленно титровали на льду холодным 

раствором 5Н КОН до значения рН смеси 10,5. Образующийся в результате титрования хлорат 

калия удаляли повторным центрифугированием при тех же условиях, что и первое. 

Супернатант отбирали в охлажденный пенициллиновый флакон, замораживали в жидком азоте 

на стенках  флакона, высушивали методом лиофилизации, и хранили при температуре -20
0
С до 

анализа.  

2.4.2 Р
31

-ЯМР-спектроскопический анализ  

Исследование проводили на базе Международного томографического центра СО РАН 

(МТЦ СО РАН) с использованием спектрометра DRX AVANCE -200 NMR (Bruker), в 

сотрудничестве с профессором Е.Г. Багрянской. Лиофилизированный порошок перхлорного 

экстракта мозга растворяли в 650 мкл D2O (99,95 %) в присутствии 10
-4

 М 

этилендиаминтетрауксусной кислоты (EDTA) для лучшего разделения индивидуальных пиков в 

спектре. Пробирки с растворенным экстрактом фосфатов мозга центрифугировали при 20 Гц. 

Фосфорные спектры регистрировали при 81 МГц, количестве сканирований – 10000, времени 

накопления - 2,5 сек., времени задержки - 0,1 сек.; с использованием 1H развязки. Химические 

сдвиги назначались относительно внешнего сигнала 85%-ной фосфорной кислоты. 

Относительная интенсивность сигнала метаболита были представлены в виде процентных 

долей от общего P
31

-интегрального сигнала (% от общего объема зарегистрированных 

фосфосодержащих соединений).  

2.5 Офтальмологические осмотры 

Состояние глазного дна животных оценивали с помощью прямого офтальмоскопа «Вeta» 

(Германия) после расширения зрачков 1% раствором тропикамида. Для оценки наличия и 

степени выраженности патологических изменений сетчатки использовали классификацию 

AREDS, Age-Related Eye Disease Study (http://eyephoto.ophth.wisc.edu). Оценка проводилась в 

баллах, соответствующих основным стадиям развития ВМД и катаракты:  

0 баллов  – изменения сетчатки отсутствуют/хрусталик прозрачный;  
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1 балл – 1 неэкссудативная стадия ретинопатии (появление точечных кровоизлияний, 

отеков, друз в заднем полюсе глаза, дефектов и перераспределения пигмента в РПЭ)/ наличие 

очаговых «нежных» помутнений хрусталика;  

2 балла – 2 экссудативная стадия ретинопатии (сопровождающаяся экссудативной 

отслойкой РПЭ и нейроретины, атрофией хориокапиллярного слоя и пигментного эпителия)/ 

множественные очаги помутнения в хрусталике; 

3 балла – 3 стадия ретинопатии (наблюдается экссудативно-геморрагическая отслойка 

РПЭ и нейроретины, неоваскуляризация и рубцевание)/ интенсивное помутнение коры или ядра 

хрусталика. 

2.6 Морфологический и морфометрический анализ методом световой микроскопии 

Эксперимент выполнен на крысах OXYS, WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2  в возрасте 

8-10 месяцев (n=5) и 12 месяцев (n=3). С помощью ротационного микротома готовили срезы 

парафиновых блоков толщиной 5 мкм, окрашивали гематоксилином и эозином. Просмотр и 

фотографирование препаратов проводили на микроскопе AxioScop 2 Plus (Zeiss, Germany). 

2.7 Исследование поведения животных в стандартных тестах 

Группы крыс OXYS, WAG, и конгенных линий (n=11-15), а также животные гибридной 

популяции F2 (n=77) были охарактеризованы по моторно-исследовательской активности в тесте 

«открытое поле», и тревожности в тесте «приподнятый крестообразный лабиринт», в возрасте 3 

мес, к которому у крыс OXYS формируется пассивный поведенческий стереотип и повышенная 

тревожность на фоне появления нейродегенеративных изменений в головном мозге. Крысы 

групп OXYS , WAG и конгенные животные (n=7-8 из групп, участвовавших в тестировании на 

предыдущем этапе) прошли обучение в тесте «радиальный восьмирукавный лабиринт» в 

возрасте 5 мес. В возрасте 12-ти месяцев, после исследования поведения, часть животных (n=8-

15) прошла томографическое исследование. Тестирование проводили в одно и то же время 

суток, в период с 10 до 14 часов, в зависимости от стандартной методики. Для гистологического 

исследования у части животных (n=6) выделяли глазные яблоки.  

2.7.1 Тест «открытое поле» 

Для исследования поведения животных в тесте «открытое поле» использовали 

квадратную камеру (100  100 см) с прозрачными стенками из оргстекла высотой 40 см. Полом 

служил лист пластика, на котором черной краской нанесена решетка, делящая поле на 100 

равных квадратов (10×10 см), с особо выделенными квадратами в центре поля. Освещение 

производилось переносной бестеневой лампой мощностью 100 Вт, расположенной на высоте 

100см над центром поля. Длительность тестирования составляла 5 минут. Тестирование 

каждого животного проводили однократно. При проведении теста фиксировались следующие 
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параметры: количество пересеченных квадратов, вертикальных стоек, груминговых реакций, 

фиксировали латентный период выхода в центр. Для определения степени эмоционального 

напряжения регистрировали количество фекальных болюсов. 

2.7.2 Тест «приподнятый крестообразный лабиринт» 

Уровень тревожности определяли в тесте «приподнятый крестообразный лабиринт». 

Метод основан на страхе открытого пространства и падения с высоты. Установка представляет 

собой 4 рукава, скрепленных друг с другом под прямым углом – два противоположных рукава 

имеют непрозрачные боковые стенки высотой 20 см (закрыты), два других открыты. Лабиринт 

поднят над уровнем пола на высоту 0,5 м. Освещение производилось переносной бестеневой 

лампой мощностью 100 Вт, расположенной на высоте 100 см над центром установки так, чтобы 

освещались только открытые рукава и центральная платформа. Животное приносилось в 

затемненную комнату с установкой в индивидуальной маленькой клетке. Каждая попытка 

начиналась с помещения животного на центральную площадку, мордой по направлению к 

одному и тому же закрытому рукаву. Длительность тестирования составляла 5 минут. 

Тестирование каждого животного проводили однократно.  Оценивали латентный период начала 

движения, время нахождения в открытом пространстве – центре и открытых рукавах, в 

закрытых рукавах, количество выходов в открытые рукава, в центр и заходов в закрытые 

рукава, а также количество вертикальных стоек, выглядываний, реакций груминга. 

2.7.3 Тест «радиальный восьмирукавный лабиринт» 

Для оценки пространственной рабочей и референтной памяти крыс использовали 

установку «радиальный восьмирукавный лабиринт» (НПК Открытая Наука, Москва, Россия). 

Установка представляет собой центральную октагональную платформу (диаметром 26 см), 

поднятую на 15 см от уровня пола, от которой радиально расходятся 8 рукавов (67×10×20 см), 

открытых сверху. В конце каждого рукава под полом скрыт магнит, удерживающий кормушку 

с центральной выемкой (3 мм глубиной) для предотвращения визуального распознавания 

гранулы корма из центра лабиринта. Дверь экспериментальной комнаты, рельеф стен и потолка, 

а также положение экспериментатора в белом лабораторном халате, постоянное в течение всего 

обучения, служили дополнительными визуальными метками. Согласно стандартной вариации 

теста [Manahan-Vaughan, Schwegler, 2011] обучение проводилось в течение 10 дней, с 

предварительной 2х дневной габитуацией (привыканием крыс к лабиринту) дважды в сутки в 

течение 10 мин. с интервалом между сессиями 2 часа. При этом корм был рассыпан во всех 

рукавах. В качестве пищевого подкрепления использовались сухие зерновые шарики массой ~ 5 

г. (ОАО Любятово, Россия). За два дня до начала габитуации и на весь период обучения 

количество корма, находящегося в свободном доступе в клетках участвующих в эксперименте 
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животных, было снижено до 10-15% обычного объема (20 гр/животное в сутки). Тогда же в 

рацион вводились зерновые шарики в количестве 2х штук индивидуально каждому животному 

в сутки в целях ознакомления. Вода предоставлялась ad libitum. Во время обучения пищевое 

подкрепление предъявляли в кормушках 4 из 8 рукавов лабиринта. Расположение 

«подкрепленных» пищевым стимулом рукавов оставалось постоянным в течение 10 дней 

обучения. Животное приносилось в комнату с установкой в индивидуальной маленькой клетке. 

В каждой сессии крысу помещали в центр установки с закрытыми перегородками рукавами, 

давали ей освоиться в течение 20 сек., затем перегородки убирали и наблюдали поведение 

животных в течение 15 мин. или пока крыса не войдет во все подкрепляемые кормом рукава. 

Регистрировалось расположение посещенных животным рукавов (согласно заранее 

присвоенному номеру от 1 до 8); количество посещений каждого рукава; время, проведенное в 

рукавах с кормом и в рукавах без корма; количество вертикальных стоек, актов груминга и 

актов дефекации – суммарно за попытку. Для каждого сеанса обучения регистрировали: число 

ошибок референтной памяти (RME, reference memory error) - заходы в неподкрепляемые рукава 

или заходы в подкрепленные рукава без поедания гранулы корма; число ошибок рабочей 

памяти (WME, working memory error) - повторные заходы в подкрепляемые рукава в течение 

одного сеанса, а также общее число входов в рукава (моторно-исследовательская активность). 

Повторный заход в рукав с пустой кормушкой засчитывался как двойная ошибка рабочей и 

долговременной памяти (DWRME, «double» working and reference memory error) согласно 

стандартной вариации методики [Crusio, Schwegler, Brust, 1993; Mizumori et al., 1987]. Для 

оценки референтной памяти данные считали по следующей формуле: RME (%) = RME / TN * 

100%, где RME (%) – процент ошибки референтной памяти, RME – число входов в 

неподкрепляемые рукава, TN – общее число входов в рукава [Manahan-Vaughan, Schwegler, 

2011]. За исключением первого дня обучения, показатели рабочей и референтной памяти были 

объединены по три сессии для каждого животного (2-4 дни, 5-7 дни, 8-10 дни обучения) с 

целью получения более стабильных результатов [Crusio, Schwegler, Brust, 1993]. Данные для 

первого дня обучения обсчитывались отдельно, поскольку отражают первичное ознакомление с 

установкой. 

2.8 Морфометрическое исследование мозга методом  

магнитно-резонансной томографии 

Исследование проводилось на крысах-самцах родительских (OXYS, WAG) и конгенных 

(WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2) линий в возрасте 12 месяцев (n=7-8, n=4 в случае 

WAG/OXYS-1.1) в центре коллективного пользования Института цитологии и генетики СО 

РАН на томографе («BioSpec 117/16», Bruker, Germany, работа с прибором  - к.б.н. А.Е. Акулов) 
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методом спинового эха с многосрезовым сканированием - MSME (Multi Slice Multi spin Echo). 

Предварительная наркотизация проводилась внутрибрюшинным введением натрия тиопентала  

(0.1 гр на 1 кг массы тела в физиологическом растворе). При обработке данных пользовались 

программами ParaVision 5,0. Рассчитывали площадь аксиального среза мозга и удельную 

площадь его структур. На всех аксиальных срезах подсчитывали количество очагов 

демиелинизации, которые визуализировались как гиперинтенсивные точки на Т2–взвешенных 

изображениях. 

2.9 Поиск на 1-й хромосоме генетических локусов, ответственных за развитие у 

крыс OXYS ранней катаракты, ретинопатии и проявление характерных для этих 

животных поведенческих признаков  

Исследование проводили на крысах (самцах и самках) гибридной популяции F2, 

полученной от реципроктного скрещивания крыс OXYS и WAG (демонстрирующих 

нормальные темпы старения). В возрасте 3-4 месяца анализировали совокупность параметров 

поведения животных в тестах «открытое поле» и «приподнятый крестообразный лабиринт», а 

также заболеваемость ретинопатией и катарактой по результатам офтальмологических 

осмотров. Для выявления характерных для каждого животного аллелей микросателлитных 

маркеров проводили выделение тотальной геномной ДНК из печени крыс гибридной 

популяции  методом фенол-хлороформной экстракции, ПЦР на геномной ДНК с 

использованием специфичных праймеров, затем анализ аллелей микросателлитов после 

электрофореза в ПААГ и анализ сцепления QTL с использование доступных программных 

пакетов.  

2.9.1 Выделение геномной ДНК из печени крыс  

методом фенол-хлороформной экстракции 

Приблизительно 50 мг ткани гомогенизировали в стерильном стеклянном 

гомогенизаторе в растворе, содержащим 500 мкл 0,5% SDS, 800 мкл фенола, насыщенного 1 

буфером ТЕ (10 мМ трис-HCl, pH 7,4, 1мМ ЭДТА, рН 8,0), 120 мкл (1/10 от общего объема 

смеси) 2М NaAc, рН 4,0. Гомогенат переносили в пластиковую пробирку объемом 1,5 мл, 

добавляли 50 мкл хлороформа, тщательно перемешивали, после чего смесь инкубировали на 

льду в течение 5 мин и проводили первое центрифугирование на центрифуге Eppendorf-5414 в 

течение 15 мин на 16000 об/мин при комнатной температуре. Водную фазу аккуратно отбирали 

в чистую пробирку, добавляли фенол, насыщенный 1 буфером ТЕ, рН 8,0, и хлороформ (по 

50% от объема аликвоты водной фазы); тщательно перемешивали, инкубировали смесь на льду 

в течение 5 мин и проводили второе центрифугирование при тех же условиях, что и первое. 

Вторично отбирали водную фазу в чистую пробирку, добавляли к ней хлороформ (100% от 
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объема аликвоты водной фазы); инкубировали смесь на льду в течение 5 мин и проводили 

третье центрифугирование при тех же условиях.  Водную фазу отбирали в чистую пробирку. 

ДНК осаждали изопропанолом (100% от объема водной фазы) в течение 20 минут при 

комнатной температуре. Далее проводили центрифугирование на центрифуге Eppendorf-5414 в 

течение 15 мин на 16000 об/мин при комнатной температуре; осадок промывали 3 раза 70% 

этиловым спиртом, высушивали и растворяли в 200-300 мкл деионизованной воды. 

Концентрацию выделенной ДНК определяли на спектрофотометре Eppendorf Biophotometer (λ = 

260 нм).  

2.9.2 Выделение геномной ДНК из хвостов крыс с помощью протеиназы К 

Небольшой кусок замороженного хвоста (срез толщиной 3-5 мм от 1,0-1,2 см 

замороженного кончика хвоста данного животного) помещали в пластиковую пробирку 

Eppendorf, содержащую 500 мкллизирующего буфера (10 мМ трис-НСl, рН 8,0; 33,3 мМ ЭДТА, 

рН 8,0; 10 мМ NaCl; 1% SDS;  60 мМ β-меркаптоэтанол; 0,5 мг/мл протеиназы К), размалывали 

скальпелем, встряхивали на Vortex и инкубировали в течение 16 часов при 55ºС с постоянным 

перемешиванием. Затем добавляли NaAc до конечной концентрации 0,4 М, тщательно 

перемешивали на Vortex и проводили фенол-хлороформную экстракцию, как описано выше. 

ДНК осаждали изопропанолом (100% от объема водной фазы). Полученный осадок промывали 

3 раза 70% этиловым спиртом, высушивали и растворяли в 50-100 мкл деионизованной воды. 

КонцентрациюДНК определяли на спектрофотометре Eppendorf Biophotometer (λ = 260 нм). 

2.9.3 Полимеразная цепная реакция (ПЦР) на геномной ДНК крыс 

ПЦР проводили в смеси, содержащей 1 ПЦР-буфер (67 мМ трис-НСl, pH 8,9; 16 мМ 

(NH4)2SO4; 1,5 мМ MgCl2; 0,01% Tween-20; 10 мМ β-меркаптоэтанол), 200 мкM каждого из 

четырех dNTP; 0,05е.а./мклTaq-ДНК-полимеразы; 3нг/мкл каждого праймера; 5-10 нг/мкл ДНК. 

Поверх реакционной смеси наслаивали минеральное масло (по 5 мкл на реакцию) для 

предотвращения испарения. ПЦР осуществляли в объеме 10 мкл на амплификаторе Biometra T3 

Thermocycler по следующей схеме: начальная денатурация 95ºС – 5 мин; 38 циклов 

амплификации: денатурация при 95ºС – 15 сек, отжиг праймеров – 20 сек (температура отжига 

подбиралась для каждой пары праймеров отдельно), элонгация при 72ºС – 20 сек; конечная 

элонгация после циклов при 72ºС – 5 мин. Для определения температуры отжига праймеров 

каждой пары ориентировались на данные базы RatMap [Petersen et al., 2005] и результаты 

предварительных экспериментов по тестированию праймеров. Ожидаемые длины ПЦР-

продуктов определялись по базам данных свободного доступа (http://www.genome.wi.mit.edu, 

http://www.well.ox.ac.uk). В работе были использованы праймеры к микросателлитным 

маркерам 1-ой хромосомы, см. таблицу 2). 

http://www.genome.wi.mit.edu/
http://www.well.ox.ac.uk/
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Таблица 2. Анонимные микросателлитные маркеры первой хромосомы крысы, 

используемые в работе. База используемых праймеров любезно предоставлена О.Е. Рединой. 

Маркер 
Отжиг, 

ºС 
Праймеры, 5’→ 3’ 

Положение 

на 1-ой 

хромосоме, 

Mb 

Ожидаемая 

длина ПЦР-

фрагмента 

D1Rat150 64 
AGAGGCAATGAAGTCCCTGA 

ATCCAGTGTCAACCTTTGGC 
15.8 238 

D1Rat234 62 
GGGTACACTGGACTGGGAAA 

GCTGCCATTTAGTCTGGCTT 
41.2 152 

D1Rat196 62 
TGCTTTTCAGATTCTCCTCC 

TACTGAGTCAATTTCTCTTGG 
55.1 177 

D1Rat224 58-64 
AAAGCAATCTGTTTAAAAACAGTCA 

GCGTTTTCTCTGTCGCAATT 
90.3 167 

D1Rat30 64 
AATTTCTGTCCCACATTTCCC 

TTCCAGGGACAAGCTACCTG 
100.6 223 

D1Rat183 64 
CAGAAGCAAGCACACCAGTC 

TGTATTGGCTGGGAAGTTGG 
131.2 226 

D1Rat131 64 
TCTGCGACTACCTTGGGTTT 

CCAGCAATTGAAATAACATTTTCA 
145.7 176 

D1Rat54 64 
CTGACGGAAAAAAGGACAGG 

GTCTGCCTGCTGGGATTAAG 
168.0 173 

D1Rat219 60-58 
GGAAGGGATCACATTGCATT 

GCAAAAGGACCTGTTGAAGC 
188.0 248 

D1Rat287 62-60 
GTGCTATGGTGGGCAAGTTT 

GGGCGTGACCAGGTTACTTA 
190.3 211 

D1Rat168 64 
AAGGAGCCACTAACTGTTCCC 

TCTCCAAAGCGGCTGAGTAT 
204.8 210 

D1Rat117 64 
CCATGAGTTGCCATGGCTAT 

AATGCCACACAGAGAAGGGT 
219.8 125 

D1Rat76 64 
GAAAGAGTGTGCGTGTGCAT 

CTTCTGTCTCCTCGCCAATC 
230.6 144 

D1Rat81 64 
TGGTTCCAATGGATACCCATA 

TGAAGACTGAATCCCCCAAC 
250.4 169 

D1Rat86 64 
AATACATGATGCTGTGGATTGG 

ACCCATTCCCACACCTGTAC 
259.4 143 

D1Wox19 58-70 
TGTAATGGAATCTGATGCCC 

GGGCTCTATAGATAGGAGGTTTTAT 
185.7 160 

D1Arb31 68 
AGAATTAAGTGGGAGGCTGGGC 

AGAGGATAAAGGAAGGGCGTGG 
64.2 294 

D1Mco17 

(Atp1a3) 
66 

TGAGCTTCTGGTTGAAGGATCG 

CTCCACATATACCACCAAAGGC 
80.3 165 

D1Rat1 60 
GCAATGCCATGGGTTTACTC 

AAAAGTTATCCCCTTCCCCC 
10.6 129 

D1Rat15 62-60 
TGGAATGAAGGGGCTTACTG 

GTACAGGATGGCACTCGGTT 
37.8 157 

D1Rat27 60 
TCTCTCCAGCTGCAGGATTT 

GGGCAAGCAAAGTACATGGT 
90.3 177 
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D1Rat173 60-58 
GATGGAGGCAGTTTTTCCAA 

GATCCCTTGACAAGCATGGT 
145.3 156 

D1Rat259 62 
GTGGAACAGAGGGACTGCTT 

GCTTCCCTTCTCTGTGTTGAA 
77.15 203 

D1Rat28 60 
ATGCACTCTATGATTGGCCC 

TGTCAGGACACATTCCTGCT 
88.9 148 

D1Mgh9 62-66 
TGACCTCCACACGTGCTAAG 

AGAATGCTCAGGAAAAGTTAGGG 
176.9 140 

D1Rat195 58-60 
CCCAGCATCAACCTCTTCC 

TTAACCTGCTTGGTTTTGGG 
264.8 210 

 

2.9.4 Электрофорез продуктов ПЦР в полиакриламидном геле (ПААГ) 

Электрофорез продуктов ПЦР на геномной ДНК крыс проводили в 6% 

полиакриламидном геле (ПААГ) – 4,5 мл 5ТВЕ (5,4 г трис, 2,75 г борной кислоты, 2 мл ЭДТА, 

рН 8,0, дистиллированной воды до 0,1 л); 0,285 мл 10% персульфата аммония; 31,195 мл 

дистиллированной воды; 9 мл 30% раствора акриламида (смесь 1 г бисакриламида, 29 г 

акриламида доводили дистиллированной водой до объема 100 мл); 20 мкл ТЕМЕД. В течение 

45 мин гель оставляли для полимеризации, после чего помещали в камеру для вертикального 

гель-электрофореза и проводили префорез в 0,5буфере ТВЕ при напряженности 10 В/см  в 

течение 30 минут. При нанесении в карманы к каждой пробе добавляли глицерин, содержащий 

красители бромфеноловый синий и ксиленцианол (электрофоретические маркеры) до 

концентрации 10%. Для нанесения на гель отбирали аликвоту пробы с добавленным красителем 

(5мкл) из-под слоя минерального масла.  Для электрофореза использовали источник питания 

постоянного тока. Электрофорез проводили при комнатной температуре в 0,5буфере ТВЕ при 

напряженности 13,5 В/см. Для визуализации фрагментов ДНК после электрофореза гель 

обрабатывали раствором бромистого этидия (в концентрации 0,5 мкг/мл) и наблюдали в УФ 

свете на трансилллюминаторе TI3 Wartman (Biometra). 

2.9.5 Анализ локусов количественного признака (QTL-анализ) 

Поиск локусов, влияющих на развитие исследуемых фенотипических признаков, 

проводился путем выявления ассоциаций с пятью анонимными микросателлитными маркерами 

1-й хромосомы, полиморфными в исследуемой гибридной популяции (D1Rat196, D1Rat224, 

D1Rat30, D1Rat219, D1Rat81). Соответствие наблюдаемого в гибридной популяции F2 

расщепления фенотипического признака моногибридному расщеплению 1:2:1 проверяли с 

помощью критерия χ 2. Полученные для каждого животного гибридной популяции данные – 

значения фенотипических признаков и принадлежность к микросателлитному классу (гомо- или 

гетеро-зигот, см. приложение 1) – обрабатывались программами для анализа сцепления и 
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поиска локусов количественного признака: MAPMAKER/QTL и MAPMAKER/EXP 

(WhiteheadInstitute, Cambridge, MA, http://www.wi.mit.edu).  

С помощью программы MAPMAKER/QTL была построена карта 1-й хромосомы, для 

пересчета расстояний на карте использовалась математическая формула, выведенная Дж.Б.С. 

Хoлдейном [Felsenstein, 1979]. Для преобразования полученного значения % рекомбинации в сМ 

использовали функцию Косамби. Полученные данные по фенотипическому анализу 

интегрировали в существующую базовую карту, созданную для популяции F2. Достоверность 

взаимосвязи между выявленными локусами и полиморфизмом по тому или иному 

фенотипическому признаку оценивали на основе порогового значения отношения 

правдоподобия логарифма шансов (logarithm of odds, LOD score). Во внимание принимались 

только локусы с LOD ≥ 3,0 (p value < 0,001) и 2,5<LOD <3,0 (p value < 0,01). Для каждого 

признака проводился отдельный QTL-анализ. Программой MAPMAKER/EXP выявлены QTL и 

рассчитаны LOD scores для каждого из них, построены графики в координатах LOD score – 

позиция маркера на карте 1-й хромосомы.  

2.10 Конструирование конгенных линий крыс 

Схема, использованная при конструировании конгенных линий крыс, приведена на рисунке 1. 

Для генотипирования животных каждого поколения в процессе получения конгенных линий 

крыс выделяли ДНК из хвостов крыс (с помощью протеиназы К). Для выявления характерных 

для каждого животного аллелей микросателлитных маркеров проводили ПЦР на геномной ДНК 

с использованием специфичных праймеров, затем анализ аллелей микросателлитов после 

электрофореза в ПААГ. Потомство каждого поколения тестировалось для выявления аллелей 

микросателлитов по структуре 13 полиморфных микросателлитных маркеров 1-й хромосомы: 

5-ти маркеров с двумя аллелями (D1Rat196, D1Rat224, D1Rat30, D1Rat219 (см. таблицу 1), 

D1Rat81), 6-ти маркеров с тремя аллелями (D1Rat183, D1Rat54, D1Rat168, D1Rat117, D1Rat76, 

D1Rat86), и 2-х малополиморфных маркеров (D1Rat150, D1Rat131). При возвратных 

скрещиваниях использовались животные, имеющие наибольшую долю ДНК WAG вне 

переносимого от OXYS локуса [Jeffs et al., 2000].  

2.11 Массовое параллельное секвенирование (RNA-seq) на платформе Illumina 

Выделенные образцы хориоретинального комплекса были переданы в ОАО 

«Геноаналитика» для выделения тотальной РНК и выполнения секвенирования на платформе 

Illumina Genome Analyzer IIx в соответствии со стандартными протоколами, рекомендуемыми 

производителем (Illumina, mRNA-Seq Sample Prep Kit, Cat. 1004816). Поли-А фракция РНК 

(мРНК) была очищена при помощи магнитных шариков (Sera-Mag Magnetic Oligo (dT) beads) и 

фрагментирована. В реакции обратной транскрипции с использованием Random праймеров 

http://www.wi.mit.edu/
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была синтезирована кДНК, которая была обработана T4 ДНК полимеразой и ДНК полимеразой 

Кленова. К 3’ тупому концу фосфорилированного ДНК фрагмента добавлялось основание 

аденина, после чего к нему лигировали адаптор Illumina с довеском одиночного тимина на 3’ 

конце. После реакции лигирования адаптеров полученные библиотеки кДНК были 

амплифицированы и секвенированы на приборе Genome Analyzer IIx с использованием 

реактивов Single-Read Cluster Generation Kit v2 Sequencing by synthesis (SBS) (Illumina, Cat. FC-

940-4001). Каждый образец был просеквенирован на отдельной дорожке ячейки. Для каждого 

образца было получено около 40 млн. прочтений (ридов) длиной 50 нуклеотидов.  

 

 

Рисунок 1. Схема скрещиваний, использованная при конструировании конгенных 

животных. М1, М2 – аллели маркеров, характерные для родительских линий, F1 – гибридные 

животные первого поколения, BC 1-8 – поколения возвратного скрещивания. Геном линии-

донора указан пустым символом, геном линии-реципиента – закрашенным. Последовательное 

увеличение процентной доли генома линии-реципиента в геноме потомства с каждым 

следующим поколением возвратного скрещивания показано затемнением соответствующих 

символов. Слева от схемы цифрами указан теоретически ожидаемый процент генома 

реципиента в геноме потомства (основная схема приведена в соответствии с диаграммой, 

опубликованной в обзоре Джона Раппа, Rapp et al., 2000). 
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2.12 Биоинформатический анализ данных RNA-seq 

2.12.1 Картирование и анализ дифференциальной экспрессии 

Оценка качества прочтений проводилась после удаления последовательностей баркодов 

с использованием программы FastQC. Прочтения картировали на референсный геном Rattus 

norvegicus Rnor, v5,0,76 (Ensemble release 75) с помощью программы Bowtie 2 или TopHat 

(v2,0,10) в режиме “b2-sensitive” [Kim et al., 2013a]. Количество прочтений, картированных на 

регионы конкретных генов, было посчитано с помощью программного пакета HTseq–count 

(HTSeq2), итоговые таблицы были составлены с использованием параметра MAQ>10.  Оценку 

качества секвенирования мы проводили с использованием программы Trimmomatic для 

удаления адаптерных последовательностей и нуклеотидов низкого качества. Различия в 

экспрессии оценивались с помощью программного пакета DESeq, использующего 

статистическую модель отрицательного биномиального распределения [Anders, Huber, 2010]. 

Одновременно, такой же анализ выполнялся и для картирований, прошедших через удаление 

потенциальных ПЦР-дупликатов с помощью программы PicardTools, с целью отследить и 

исключить возможную систематическую погрешность, привнесенную на этапе амплификации 

библиотек. Уровень значимости изменения экспрессии рассчитывали с учетом поправки для 

множественных сравнений Бенжамини-Хохберга (p<0,1). При сравнении транскриптома 

сетчатки крыс двух конгенных линий (WAG/OXYS-1.1 и  WAG/OXYS-1.2) мы составляли 

также список генов, наиболее вариабельных по экспрессии (p<0,05 без поправки на 

множественные сравнения).  

2.12.2 Функциональная аннотация дифференциально экспрессирующихся генов 

Определение функционального контекста данных массового параллельного 

секвенирования транскриптома проводили с помощью биоинформатических систем DAVID, 

free Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery [Dennis et al., 2003] и 

WebGestalt, WEB-based Gene SeT AnaLysis Toolkit [Wang et al., 2013; Zhang, Kirov, Snoddy, 

2005], при значении обогащения (EASE) p < 0,05.  

2.12.3 Выявление однонуклеотидных полиморфизмов (SNP-calling) 

Однонуклеотидные полиморфизмы, характерные для уникальных выровненных 

прочтений по отношению к референсной последовательности,  выявляли с использованием 

функции наложения в программном пакете SAMtools v. 0,1,17 [Li et al., 2009]. С помощью 

стандартных фильтрующих команд было предсказано положение всех SNP, имеющих 

интегральную оценку качества (Quality) не менее 100 (pvalue < 10
-5

). VCF файлы были 

конвертированы в таблицы MySQL при помощи оригинальных сценариев Perl. Сравнительный 

анализ SNP, специфичных для последовательности кДНК крыс OXYS, WAG/OXYS-1.1 и 
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WAG/OXYS-1.2 проводили с использованием системы запросов в программном пакете MySQL 

5,0, Oracle Corporation. Данные RNAseq, полученные для  пулированного образца 

хориоретинального комплекса крыс WAG, использовались в качестве дополнительной группы 

сравнения. Такой подход позволил повысить достоверность определения SNP. Для финального 

процессинга и визуализации данных были использованы возможности свободного языка 

программирования R. 

2.12.4 Анализ фенотипического эффекта выявленных полиморфизмов (SNP) 

Поскольку крысы WAG демонстрируют нормальные темпы старения, мы предположили, 

что с развитием комплекса признаков преждевременного старения потенциально 

ассоциированы именно те однонуклеотидные полиморфизмы, которые представлены в 

последовательности кДНК крыс соответствующей конгенной линии (WAG/OXYS-1.1 или 

WAG/OXYS-1.2) и/или крыс OXYS, но не представлены в последовательности кДНК крыс 

WAG. Предсказание эффекта, оказываемого несинонимичной заменой в аминокислотной 

последовательности на функцию итогового белкового продукта,  проводили с использованием 

алгоритма SIFT [Ng, Henikoff, 2001] при помощи веб-инструмента the Variant Effect Predictor 

(VEP, ENSEMBL, [McLaren et al., 2010]. Предсказание классифицировалось как «существенное 

влияние» («deleterious») при значении  0<SIFT score<0,05, и как «умеренное влияние» 

(«tolerated») при  значении  0,05 <SIFT score<1. 

2.13 Статистический анализ 

Статистическую обработку результатов проводили с помощью пакета программ 

STATISTICA (версия 6,0). Полученные данные были проанализированы с использованием 

факторного дисперсионного анализа (ANOVA/MANOVA) с post-hoc сравнением групповых 

средних в тесте Ньюмена-Кейлса (Newman-Keul test). Независимыми факторами служили 

генотип и возраст животных. При оценке параметров поведения и способности к обучению 

использовали зависимые парные сравнения. Во всех тестах р < 0,05 рассматривалось как 

статистически значимое. Данные представлены как M±S.E.M.  
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Глава 3: РЕЗУЛЬТАТЫ 

3.1 Оценка метаболического состояния мозга крыс методом  

Р
31

 ЯМР-спектроскопии 

Для оценки возможной связи преждевременного старения крыс OXYS с нарушениями 

энергетического метаболизма исследовали  его состояние в мозге крыс OXYS методами 

P
31
ЯМР-спектроскопии в ранний постнатальный период и в период активной манифестации 

признаков ускоренного старения мозга – формирования пассивного стереотипа поведения и 

нарушения способности к обучению. 

Работа выполнена  на крысах-самцах (n=48) линий OXYS  и Wistar (контроль) в возрасте 

14±1 дней (2 недель), 20±2 дня (3 недели), 30±2 дня (4 недели) и 3 месяцев (12 недель). 

Количество животных в каждой возрастной группе составляло от 5-ти до 12-ти. Для оценки 

состояния энергетического метаболизма мозга были проанализированы P
31 

ЯМР-спектры 

кислотных экстрактов мозга крыс, показательный спектр представлен на рисунке 1.  

Идентифицируются резонансные пики, соответствующие фосфорным моноэфирам (ФМЭ): α-

глицерол фосфату (α-ГФ), L-фосфосерину (ФС), фосфоэтаноламину (ФЭ) и фосфохолину (ФХ); 

неорганическому фосфату (НФ); фосфодиэфирам: глицерол-3-фосфоэтаноламину (ГФЭ), и 

глицерол-3-фосфохолину (ГФХ); креатинфосфату (КФ); нуклеозид трифосфатам (в основном α-

, β- и γАТФ); нуклеозид дифосфатам α- и βАДФ); динуклеотидам (ДН, в т.ч. 

никотинамидадениндинуклеотиду); а  также комплексный резонансный пик, отражающий 

присутствие дифосфопроизводных нуклеозидов и цитидина (в частности, 

уридиндифосфосахаров, цитидиндифосфохолина, цитидиндифосфоэтаноламина) [Glonek et al., 

1982; Pettegrew et al., 1990]. Содержание каждого исследуемого соединения было рассчитано 

как доля от общего количества экстрагированных фосфатов. Были вычислены показатели, 

характеризующие доступность (относительное содержание) высокоэнергетических соединений 

– КФ и АТФ, - отношения КФ/НФ и АТФ/АДФ*НФ (фосфатный потенциал). Кроме того, 

оценивалась способность генерирования АТФ в ходе расходования пула КФ – отношение 

КФ/βАТФ (см. главу 1 «Обзор литературы»). Р
31

-профиль кислотных экстрактов мозга крыс для 

возрастных групп 3 и 4 недели представлен в таблице 3. Как показал факторный ANOVA-

анализ, на содержание неорганического фосфата (НФ) в мозге генотип животных значимо не 

влиял, но на него влиял возраст. И у крыс Wistar, и у крыс OXYS  в возрасте 4 недель 

содержание  НФ было в 2 раза выше, чем у 20-ти дневных животных (F(1,27)=6,9; p<0,014). 

Содержание βАТФ в мозге также зависело только от возраста животных (F(1,25) = 5,2, p = 

0,033), и у крыс обеих линий  в возрасте 4 недель было выше, чем в 3 недели.  
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Рисунок 2. Показательный P
31

 ЯМР спектр перхлорного экстракта мозга крысы. 

 

Таблица 3. Р
31

-профиль кислотных экстрактов мозга крыс линий OXYS и Wistar в 

возрасте 20 дней и 30 дней (3 и 4 недели), где n - количество особей в каждой группе, ♦ - 

достоверные возрастные различия, выявляемые при парных сравнениях. Содержание 

соединений дано в доле от общего количества экстрагированных фосфатов с указанием ошибки 

среднего.   

Показатель 
Wistar OXYS 

20 дней (n = 5) 30 дней (n = 12) 20 дней (n = 4) 30 дней (n = 10) 

НФ 0,074±0,0085 
0,155±0,024 

p=0,053 
0,059±0,006 

0,136±0,018♦ 

p=0,0026 

КФ 0,105±0,006 
0,062±0,010♦ 

р=0,025 
0,141±0,022 

0,079±0,006♦ 

p=0,002 

ГФЭ 0,017±0,004 0,023±0,008 0,016±0,0016 0,023±0,0036 

ГФХ 0,038±0,010 0,023±0,008 0,038±0,004 0,042±0,0136 

γАТФ 0,061±0,008 0,043±0,008 0,059±0,005 0,050± 0,007 

βАДФ 0,053±0,010 0,096±0,009 0,040±0,011 0,066±0,009 

αАДФ 0,126±0,053 0,096±0,0097 0,182±0,068 0,093±0,008 

Нуклеотид трифосфаты 

β  

 γ  

α  

Креатинфосфат 
НФ 

Нуклеотид дифосфаты 

α  

ГФЭ 

ГФХ 

ФХ 

ФС, ФЭ 

α-ГФ ДН 
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αАТФ 0,087±0,018 0,107±0,009 0,066±0,038 0,113±0,006 

ДН 0,114±0,020 0,083±0,028 0,135±0,010 0,089±0,026 

βАТФ 0,084±0,015 0,061±0,010 0,075±0,012 0,071±0,0105 

КФ/НФ 1,129±0,037 0,494±0,128 2,13±0,26 0,836±0,021 

ФМЭ - 0,316±0,048 - - 

ФДЭ - 0,204±0,106 - - 

АТФ/АДФ*НФ 0,106±0,022 
0,188±0,023♦ 

p=0,039 
0,079±0,034 

0,181±0,025♦ 

p=0,045 

КФ/βАТФ 1,08±0,25 1,170±0,312 2,23±0,71 1,515±0,0421 

 

В мозге, как и в мышцах, креатинфосфат (КФ) служит резервным источником 

высокоэнергетических фосфатных групп и при отсутствии других источников используется для 

синтеза АТФ в обратной креатинкиназной реакции. Как показал факторный ANOVA-анализ, на 

содержание КФ в мозге влияли как генотип животных (F(1,27) = 5,6, p = 0,026), так и их возраст 

(F(1,27) = 10,3, p = 0,003). В мозге  крыс OXYS содержание КФ было выше, чем у крыс Wistar: в 

1,35 раз в возрасте 3 недель, и в 1,27 раза в возрасте 4 недель. При этом у крыс каждой линии 

содержание КФ в мозге в период от 3 до 4 недель снижалось в 1,7 раза. 

При сравнении всех исследуемых возрастных групп (2, 3, 4, и 12 недель) двуфакторный  

ANOVA-анализ выявил влияние фактора «возраст» на отношение КФ/НФ  (F(3, 37)=19,6; 

p<0,0001) (см. рисунок 3А).  Влияния фактора «генотип» выявлено не было, что обусловлено 

различиями в изменении отношения КФ/НФ с возрастом как у крыс  Wistar, так и у крыс OXYS. 

Соотношение КФ/НФ в мозге  крыс Wistar в период от 2 до 3 недель жизни достоверно не 

изменялось, но затем значительно понижалось к возрасту 4 недель и оставалось на том же 

уровне у 12-недельных животных. В мозге крыс OXYS в возрасте 2 недель соотношение 

КФ/НФ было значительно ниже, чем у крыс Wistar (р < 0,035), к возрасту 3 недель существенно 

возрастало до более высокого, чем у крыс Wistar уровня,  а затем, как и у крыс Wistar, 

снижалось. 
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Рисунок 3. Соотношения содержания КФ/НФ (А) и КФ/βАТФ (Б) в кислотных 

экстрактах мозга крыс (n=5-12). Данные представлены как M±S.E.M. * - достоверные 

межлинейные различия; # - достоверные различия по сравнению с возрастной группой 4 недель. 

 

Отношение КФ/βATФ также зависело от возраста животных, но на него не влиял 

генотип  (см. рисунок 3Б). При этом факторы «возраст» и «генотип» взаимодействовали 

(F(3,33)=3,4; p<0,028), что указывает на различия в изменении этого параметра с возрастом у 

крыс исследуемых линий. Действительно, post hoc сравнения показали, что у крыс OXYS 

отношение КФ/βATФ  в возрасте 2 недель было ниже, а в возрасте 3 недель – выше, чем у крыс 

Wistar. У крыс Wistar отношение КФ/βATФ имело максимальные значения в возрасте 2 недель 

и с возрастом уменьшалось (p<0,023, p<0,010 и p<0,014 для возраста 3, 4 и 12 недель, 

соответственно). У крыс OXYS, напротив, значения отношения КФ/βATФ  в возрасте 3-х 

недель были выше, чем в возрасте 2-х (p<0,016), 4-х (p<0,013) и 12-ти недель (p<0,019). 

ANOVA-анализ выявил влияние фактора «возраст» и на отношение ATФ/AДФ*НФ - 

фосфатный потенциал (F(3, 34)=2,86; p<0,050),  причем динамика изменения этого параметра с 

возрастом в мозге крыс OXYS и Wistar была различной (см. рисунок 4А). У крыс OXYS 

значение фосфатного потенциала с возрастом незначительно понижалось, у крыс Wistar - 

напротив,  существенно повышалось в период от 2 до 4 недель. Групповые сравнения выявили 

достоверные межлинейные различия, но только в возрасте 2 недель: у крыс OXYS  в этом 

возрасте значение фосфатного потенциала было достоверно выше, чем у крыс Wistar 

(F(1,6)=5,49; p<0,06).  
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Рисунок 4. Значения фосфатного потенциала ATФ/AДФ*НФ (А) и значение 

отношения ФМЭ/ФДE (Б) в кислотных экстрактах мозга крыс (n=5-12). Данные 

представлены как M±S.E.M. * достоверные межлинейные различия; # - достоверные различия 

по сравнению с возрастной группой 4 недель. 

 

Как показал двухфакторный ANOVA-анализ,  отношение ФME/ФДE в мозге крыс - 

показатель интенсивности обмена фосфолипидов - зависело от возраста животных (F (3,27) 

=3,85, р<0,0205) и на него не влиял генотип. Однако при помощи парных сравнений были 

выявлены достоверные различия в значениях отношения ФME/ФДE между 2-недельными 

крысами OXYS и Wistar (р<0,05) (см. рисунок 4Б). У крыс Wistar отношение ФME/ФДE с 

возраста 2  до 3 недель жизни существенно снизилось, а затем снижалось незначительно вплоть 

до 12-недельного возраста. При этом в мозге 2-недельных крыс Wistar отношение ФME/ФДE 

было значительно выше, чем в мозге одновозрастных крыс OXYS. Это позволяет предполагать, 

что в мозге крыс OXYS процессы катаболизма мембранных фосфолипидов протекают активнее, 

чем их синтез. В пользу этого предположения свидетельствует также более высокое 

содержание ФДE в мозге крыс OXYS по сравнению с крысами Wistar в возрасте 2 недель.  

Таким образом, исследование состояния энергетического метаболизма с помощью 

методов ЯМР-спектроскопии не выявило признаков дефицита энергии в  мозге крыс OXYS в 

возрасте  3 месяцев – в период активной манифестации фенотипических проявлений 

ускоренного старения мозга и развития нейродегенеративных изменений.  В период завершения 

формирования головного мозга (возраст 2-3 постнатальных недель)  содержание КФ в мозге 

крыс OXYS было выше, чем у крыс Wistar.   В нервной, как и в мышечной ткани, КФ служит 

резервным источником высокоэнергетических фосфатных групп, который при отсутствии 

других источников образования энергии  используется для синтеза АТФ в обратной 
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креатинкиназной реакции. Его повышенное содержание рассматривается как признак 

адаптации к гипоксии. 

3.2 Идентификация локусов, ответственных за проявление комплекса признаков 

преждевременного старения крыс OXYS 

Поиск локусов количественного признака (QTL) в настоящем исследовании был 

проведен методом сканирования первой хромосомы, имеющей длину – 267,9 Mb. Крысы 

популяции F2 (n=77, самцов и самок), полученной при реципрокном скрещивании крыс OXYS и 

крыс WAG, контрастных по совокупности исследуемых фенотипических признаков,  были 

охарактеризованы по заболеваемости катарактой, ретинопатией и особенностям поведения в 

стандартных тестах в возрасте 3-4-х месяцев. Геномная ДНК популяции гибридов F2 была 

протестирована с использованием базы из 26 анонимных микросателлитных маркеров 1-ой 

хромосомы (см. таблицу 1 в соотв. разделе главы 2 «Материалы и методы»), любезно 

предоставленной к.б.н. О.Е. Рединой. В исследуемой выборке гибридов F2 полиморфными 

оказались только 5 из 26 микросателлитных маркеров 1-й хромосомы, которые и были 

использованы в последующем QTL-анализе: 1) D1Rat196 (положение на карте хромосомы 55,1 

Mb), 2) D1Rat224 (90,3 Mb), 3) D1Rat30 (100,6 Mb), 4) D1Rat219 (188,0 Mb), 5) D1Rat81 (250,4 

Mb). Полиморфизм этих 5 маркеров проявился в наличии среди гибридов F2 как особей, 

несущих два аллельных варианта длины микросателлитной последовательности в гомозиготе, 

так и гетерозиготных особей. Соотношение этих трех маркерных классов, оцененное с 

помощью критерия χ
2
, соответствовало теоретически ожидаемому (1:2:1). Для большей части 

остальных использованных маркеров (D1Rat183, D1Rat54, D1Rat168, D1Rat117, D1Rat76, 

D1Rat86) у гибридов F2 были обнаружены особи, гомозиготные по 3-м аллельным вариантам 

длины микросателлитной последовательности. При этом нарушалось предположение о том, что 

у животных каждой из родительских линий (OXYS и WAG) данная микросателлитная 

последовательность должна быть представлена в гомозиготе единственным характерным 

аллельным вариантом длины. Такие данные не могут быть обработаны программой 

MAPMAKER, требуется наличие в анализируемой выборке только трех маркерных классов – 

двух классов гомозигот и одного класса гетерозигот. Маркеры D1Rat150 и D1Rat131 оказались 

малополиморфными: для них расщепление в популяции F2, оцененное с помощью критерия χ
2
, 

не соответствовало теоретически ожидаемому при моногибридном расщеплении (1:2:1). 

Неполиморфными (неразличающимися по характерной длине микросателлитной 

последовательности) у крыс OXYS и WAG оказались 13 из всех проанализированных маркеров 

1-ой хромосомы: D1Wox19, D1Arb31, D1Mco17 (Atp1a3), D1Mgh9, D1Rat1, D1Rat15, D1Rat27, 

D1Rat28, D1Rat173, D1Rat195, D1Rat234, D1Rat259, D1Rat287. 
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В результате обработки данных были получены значимые (>3) LOD scores, а также LOD 

scores в интервале от 2,5 до 3 для следующих признаков: 

1. заболеваемость ретинопатией: пик между D1Rat30 (100,6 Mb) и D1Rat219 (188,0 Mb), 

LOD score 4,89, пик между D1Rat219 и D1Rat81 (250,4 Mb), LOD score 7,79 (см. рисунок 

5); 

2. заболеваемость катарактой: пик между D1Rat219 и D1Rat81, LOD score 3,07 (см. график 

№ 2 приложения 2); 

3. латентный период выхода в центр в тесте открытого поля: пик между D1Rat30 и 

D1Rat219, LOD score 43,94, пик между D1Rat219 и D1Rat81, LOD score 38,86 (см. график 

№ 3 приложения 2); 

4. латентный период выхода в центр в крестообразном лабиринте: пик между D1Rat30 и 

D1Rat219, LOD score 28,80, пик между D1Rat219 и D1Rat81, LOD score 28,83 (см. график 

№ 4 приложения 2); 

5. время, проведенное в центре, в крестообразном лабиринте: пик между D1Rat30 и 

D1Rat219, LOD score 7,02, пик между D1Rat219 и D1Rat81, LOD score 5,57 (см. график № 

5 приложения 2); 

6. количество актов груминга в крестообразном лабиринте: пик между D1Rat30 и D1Rat219, 

LOD score 2,85 (см. график №6 приложения 2); 

Таким образом, для указанных фенотипических признаков в двух интервалах: между 

маркерами D1Rat30 и D1Rat219, и между маркерами D1Rat219 и D1Rat81, - были выявлены 

значимые кандидатные QTL (их расположение на карте хромосомы соответствует пикам, см. 

соответствующий раздел главы 1 «Обзор литературы»). Соответствующий график для 

ретинопатии, иллюстрирующий наличие двух кандидатных локусов количественного признака 

на первой хромосоме крыс OXYS, представлен на рисунке 5. С остальными графиками для 

исследуемых фенотипических параметров можно ознакомиться в приложении 2. Кроме того, 

для таких параметров, как количество вертикальных стоек в тесте ОП и количество 

выглядываний в тесте крестообразного лабиринта, интервалам между этими маркерами 

соответствовали пики с 2 < LOD scores < 3. Можно было предположить,  что  обнаруженные 

кандидатные QTL оказывают влияние на проявление и этих признаков (см. графики № 7,8 

приложения 1). Для остальных признаков выявлены незначимые QTL с  LOD scores < 2 (см. 

графики № 9-18 приложения 2). Таким образом, результаты QTL-анализа указывали на 

существование на первой хромосоме крыс:  

1) QTL1 – локуса количественного признака, ответственного за развитие 

ретинопатии и проявление некоторых характерных для крыс OXYS поведенческих признаков, в 
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интервале между маркерами D1Rat30 (положение на хромосоме – 100,6 Mb) и D1Rat219 (188,0 

Mb);    

2) QTL2 – локуса количественного признака, ответственного за развитие катаракты, 

ретинопатии и проявление некоторых характерных для крыс OXYS поведенческих признаков, 

между маркерами D1Rat219 (188,0 Mb) и D1Rat81 (250,4 Mb). 

 

 

 

Рисунок 5. График распределения статистической значимости для заболеваемости 

ретинопатией в исследованной гибридной популяции F2 на первой хромосоме.  

 На следующем этапе работы для проверки гипотез, построенных по результатам QTL-

анализа, и для доказательства существования в выявленных локусах QTL1 и QTL2 генов, 

влияющих на развитие у крыс OXYS исследуемых признаков преждевременного старения, на 

базе линий крыс OXYS и WAG были сконструированы конгенные линии крыс (см. главу 2 

«Материалы и методы»). Согласно литературным данным, на 8-ом поколении возвратного 

скрещивания (backcross) геном реципиента теоретически должен составлять > 99% [Rapp, 

2000]. В настоящем исследовании каждый из двух гипотетических QTL (QTL1 и QTL2) первой 

хромосомы крыс OXYS был перенесен в геном линии-реципиента WAG,  при помощи 8 

возвратных скрещиваний с последующим переводом в гомозиготное состояние. В результате 

были получены две линии конгенных крыс, названные нами WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2, 

соответственно. На настоящий момент в племенном ядре поддерживается 12-13-е поколение 

для каждой из конгенных линий.  
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3.3 Характеристика конгенных крыс по фенотипическим признакам 

Проявление исследуемого фенотипического признака у животных конгенных линий 

считается прямым и достаточным доказательством существования в локусе количественного 

признака гена/генов, оказывающих влияние на его развитие у животных линии-донора локуса 

[Nadeau et al., 2000; Schauwecker, 2011]. Офтальмологические осмотры животных первых 

поколений конгенных линий подтвердили, что локусы первой хромосомы крыс OXYS, 

перенесенные в геном конгенных крыс, действительно оказывают влияние на развитие у крыс 

ретинопатии и ранней катаракты. При этом было установлено, что и ранняя катаракта, и 

ретинопатия в возрасте 1,5-2 мес развиваются у крыс обеих созданных конгенных линий, 

WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2, что расходилось с первоначальными гипотезами, 

сформулированными по результатам QTL-анализа [Korbolina et al., 2012]. Поэтому следующий 

этап настоящего исследования был посвящен характеристике конгенных животных 

WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 по заболеваемости катарактой и ретинопатией, а также 

поведению и способности к обучению в стандартных тестах.  

3.3.1 Заболеваемость катарактой и ретинопатией 

Согласно результатам офтальмологических осмотров, в возрасте 1,5-2 месяцев в 54% 

глаз конгенных крыс WAG/OXYS-1.1 обнаруживаются кортикальные и задне-субкапсулярные 

помутнения, соответствующие 1 стадии катаракты и в 11% глаз - признаки 1 стадии 

ретинопатии. У крыс WAG/OXYS-1.2 в этом возрасте признаки 1 стадии катаракты 

регистрировались в 76% глаз, а признаки 1 стадии ретинопатии - в 41%  глаз [Korbolina et al., 

2012]. Для исследования характера прогрессии катаракты и ретинопатии с возрастом в 

настоящей работе был проведен офтальмологический осмотр крыс конгенных линий в возрасте 

3 и 12 мес в сравнении с одновозрастными крысами родительских линий WAG и OXYS. 

Согласно его результатам клиническая картина у конгенных животных и крыс линии-донора 

QTL различна (см. рисунок 6).  

В возрасте 3 мес 100% крыс OXYS имели патологические изменения глазного дна и 89% 

- хрусталика. При этом в 9% случаев у животных этого возраста регистрируется 2 стадия 

катаракты, а в 25% - ретинопатии [Markovets, Fursova, Kolosova, 2011]. Выраженность 

патологических изменений хрусталиков и сетчатки закономерно прогрессировала с возрастом. 

У годовалых крыс OXYS только в 27% глаз (n=30) изменения соответствовали первой стадии, в 

53% глаз – второй, а 20% случаев – третьей стадии катаракты, при которой помутнение 

хрусталиков не уже позволяет оценить состояние глазного дна. В 58% глаз, для которых такая 

оценка была возможна, патологические изменения сетчатки соответствовали  2 стадии 

ретинопатии. Для сравнения, у крыс второй родительской линии WAG были выявлены 
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признаки начальной стадии катаракты: в возрасте 3 мес - только в двух глазах (n=30), в возрасте 

12 мес – в 50% случаев (n = 15, 30 глаз). Признаков ретинопатии у крыс родительской линии 

WAG обнаружено не было [Korbolina et al., 2012]. 

 

 

Рисунок 6. Распределение по стадиям катаракты и ретинопатии глаз крыс OXYS, 

WAG, WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 в возрасте 1,5-2; 3 и 12 месяцев. Данные 

представлены как процент обследованных глаз со стадией заболевания, соответствующей 

стадиям катаракты и ВМД у людей по международной классификации AREDS (Age-Related Eye 

Disease Study grade protocol). У крыс WAG признаков ретинопатии не выявляется, признаки 

катаракты выражены слабо. 

У крыс конгенной линии WAG/OXYS-1.2 в возрасте 3 мес. признаки катаракты первой 

стадии зарегистрированы в 71% глаз, признаки ретинопатии, соответствующие первой стадии 

ВМД, были выявлены также в 71% глаз (n=15, 30 глаз), но случаев катаракты и ретинопатии 2 

стадии не было [Korbolina et al., 2012]. В возрасте 12 мес признаки катаракты присутствовали в 

100% глаз  крыс конгенной линии WAG/OXYS-1.2. В 65% из них изменения хрусталиков 

соответствовали первой, в 35% - второй стадии заболевания. В 70% глаз крыс этой линии были 

выявлены признаки ретинопатии, соответствующие 1 стадии ВМД. Признаков второй стадии 

ретинопатии у крыс WAG/OXYS-1.2 в возрасте 12 мес не выявлено. Таким образом, и 

катаракта, и ретинопатия у крыс конгенной линии WAG/OXYS-1.2 развиваются, и катаракта 

даже заметно прогрессирует с возрастом (выявляются случаи второй стадии заболевания). Это 

указывает на значимое влияние генов, расположенных в перенесенном конгенном локусе 

первой хромосомы, на развитие заболеваний. При этом патологические изменения сетчатки и 
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хрусталиков у крыс WAG/OXYS-1.2 даже в годовалом возрасте выражены слабее, чем у крыс 

OXYS.  

У крыс конгенной линии WAG/OXYS-1.1. в возрасте 3 мес признаки катаракты первой 

стадии отмечены в 64% глаз (n=15, 30 глаз), случаев катаракты 2 стадии не было. К возрасту 12 

мес заболеваемость катарактой достигла 100%. В 50% глаз (n=15, 30 глаз), изменения 

хрусталиков соответствовали 1 стадии, в 50% - 2 стадии заболевания. Таким образом, 

заболеваемость катарактой у крыс WAG/OXYS-1.1 (как и у WAG/OXYS-1.2) прогрессировала 

менее активно, чем у крыс OXYS, но активнее, чем у крыс WAG. Это указывает на значимое 

влияние генов, расположенных в перенесенном конгенном локусе первой хромосомы, на 

прогрессию катаракты у крыс WAG/OXYS-1.1 (см. рисунок 6).  

В возрасте 3 мес в 53%  глаз (n=30) крыс WAG/OXYS-1.1 были выявлены признаки 

ретинопатии первой стадии, случаев второй стадии ретинопатии не наблюдалось. Однако при 

офтальмоскопическом осмотре этих же животных в возрасте 12 месяцев патологических 

изменений сетчатки выявлено не было, по клиническим признакам обнаружена 100% ремиссия 

заболевания, чего никогда не наблюдалось у крыс OXYS без медикаментозной поддержки 

(лечения или профилактики). Подобные случаи ремиссии наблюдаются и у крыс линии 

WAG/OXYS-1.2 при регулярных офтальмологических осмотрах племядра. Таким образом, 

ген/гены из перенесенного от родительской линии OXYS локуса первой хромосомы оказывают 

влияние и на развитие ретинопатии у конгенных животных WAG/OXYS-1.1. Однако у 

конгенных крыс заболевание протекает иначе, чем у крыс OXYS, предположительно на фоне 

иного генного окружения.  

Можно полагать, что такие клинические особенности ретинопатии обусловлены в 

частности, различиями в состоянии иммунной системы животных конгенных и родительской 

линий. Крыс OXYS отличает сниженная реактивность иммунной системы, на что указывают 

результаты анализа проведенного нами исследования транскриптома сетчатки крыс OXYS в 

возрасте 3 и 18 мес [Kozhevnikova et al., 2013a], а также выявленная ранее недостаточность Т-

клеточного звена иммунной системы на фоне ускоренной инволюции тимуса [Obukhova, 

Skulachev, Kolosova, 2009; Маркова Е.В., 2003]. Различия в клинической картине заболевания 

были подтверждены также результатами проведенного нами гистологического исследования. 

3.3.2 Гистологическое исследование особенностей развития ретинопатии у крыс 

конгенных линий 

Как показали наши исследования, у крыс конгенной линии WAG/OXYS-1.2 в возрасте 3 

мес дистрофические изменения сетчатки развиваются на фоне полноценного воспалительного 

процесса с преимущественным повреждением ганглионарного, внутреннего ядерного слоев и 

интраретинальных сосудов, в которых были выявлены признаки нарушения микроциркуляции - 
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явления сладжа и тромбоза. О развитии воспалительного процесса в сетчатке конгенных крыс 

свидетельствует массовая миграция во внутренний сетчатый и ганглионарный слои 

лимфоцитов и макрофагов. Такая картина характерна для больных ВМД, однако слабо 

выражена у крыс OXYS, у которых  в первую очередь поражаются клетки ретинального 

пигментного эпителия и сосуды хориоидеи [Markovets, Fursova, Kolosova, 2011]. 

Гистоморфометрическое исследование тканей глазного дна животных в возрасте 8-10 мес 

показало, что крысы конгенных линий отличаются от крыс родительской линии OXYS прежде 

всего по параметрам, характеризующим ретинальное кровоснабжение. Их отличает 

увеличенная удельная площадь интраретинальных сосудов (см. рисунок 7).  

 

Рисунок 7. Удельная площадь интраретинальных сосудов (А) и открытых сосудов 

хориоидеи (Б) у крыс конгенных и родительских линий в возрасте 8-10 месяцев (n=3-6). 

Данные представлены как M±S.E.M. * - достоверные различия с крысами OXYS, # – 

достоверные отличия с крысами WAG/OXYS-1.2. 

 

При этом у крыс конгенной линии WAG/OXYS-1.1 удельная площадь открытых 

функционирующих сосудов хориоидеи значительно снижена по сравнению с крысами OXYS и 

WAG/OXYS-1.2 (при парных сравнениях р=0,007). Это потенциально может приводить к 

увеличению доли деструктивных нейронов, а именно нейросенсорных клеток и ганглионарных 

нейронов, в сетчатке.  

В центральной части сетчатки крыс OXYS в возрасте 8-10 мес наблюдается истончение 

фотосенсорного слоя, значительное снижение рядов ядер нейросенсорных клеток в наружном 

ядерном слое, сближение ядер нейросенсорных клеток с ассоциативными нейронами 

вследствие деструкции отростков нейронов и синаптических контактов наружного сетчатого 

слоя. При этом ядра нейросенсорных клеток различного размера и формы, среди них много 

ядер с признаками пикноза. В сетчатке крыс обеих конгенных линий в возрасте 8-10 месяцев 
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также отмечается появление большого количества нейросенсорных клеток с пикнозом ядра, 

часть ядер мигрирует в наружный сетчатый и во внутренний ядерный слои (см. рисунок 8). С 

возрастом в сетчатке конгенных крыс происходит массовая деструкция нейросенсорных клеток 

со снижением количества рядов ядер нейросенсорных клеток и контакта их с пигментным 

эпителием. Появление во внутреннем ядерном слое сетчатки большого количества 

гиперхромных и пикноморфных ассоциативных нейронов указывает на развитие 

нейродегенеративных изменений. При этом для сетчатки крыс OXYS уже в возрасте 8-10 

месяцев характерны изменения пигментного эпителия в виде появления гранул липофусцина, 

чего не наблюдается у конгенных крыс. 

 

Рисунок 8. Сетчатка крысы OXYS (А) и WAG/OXYS-1.2 (Б) в возрасте 10 мес. 

Указаны контакты перикарионов нейросенсорных клеток с ассоциативными нейронами (черная 

стрелка), пикноз ядер нейросенсорных клеток (белые стрелки), миграция ядер нейросенсорных 

клеток (пунктирные стрелки). Количество рядов ядер нейросенсорных клеток в этом возрасте 

больше у конгенных животных. Масштаб 10 мкм. 

 

Морфологические изменения в сетчатке крыс линии WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 

имеют определенное сходство. Открытые полнокровные интраретинальные капилляры 

наблюдаются в сетчатке крыс обеих конгенных линий в возрасте 8-10 месяцев, однако к 

возрасту 16 месяцев регистрируется закрытие большинства из них и, кроме того, постепенное 

уплощение ядер пигментоцитов, снижение количества рядов ядер нейросенсорных клеток 

вплоть до 1-2х (см. рисунок 9). В совокупности по результатам офтальмологических осмотров и 

гистологического исследования, можно заключить, что у конгенных животных проявляются 

признаки катаракты и ретинопатии, характерные для крыс OXYS, и свидетельствующие в 

пользу участия перенесенных в геном конгенных животных локусов первой хромосомы в 

патогенезе заболеваний. Но и катаракта, и ретинопатия у крыс конгенных линий прогрессируют 

с возрастом менее существенно, чем у крыс OXYS. При этом у конгенных животных 
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выявляются не все признаки ретинопатии,  характерные для крыс OXYS, однако 

развивающиеся с возрастом в сетчатке крыс линий WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 

морфологические изменения имеют определенное сходство. В целом, полученные результаты 

соответствуют ожидаемым с учетом того, что конгенные животные несут локусы первой 

хромосомы линии-донора (крыс OXYS) на фоне генома крыс линии-реципиента (WAG). 

 

 

Рисунок 9. Морфологические изменения в сетчатке крыс WAG/OXYS-1.2 с 

возрастом: в возрасте 10 мес (А) и 16 мес (Б). Указаны открытые интраретинальные 

капилляры (белые стрелки), уплощение ядер пигментоцитов (черные сплошные стрелки), 

деструктивные изменения нейросенсорных и ассоциативных нейронов (черные пунктирные 

стрелки). Масштаб 10 мкм.  

3.3.3 Признаки ускоренного старения мозга 

3.3.3А Исследование поведения животных 

Такие изменения в когнитивной сфере, как нарушения памяти,  а также эмоциональные 

изменения, свойственны как стареющим людям, так и животным [Calignon de et al., 2012]. При 

этом прогрессия нейродегенеративных заболеваний, в частности, БА, сопровождается 

двигательными нарушениями и значительным ухудшением памяти. В настоящем исследовании 

группы крыс OXYS, WAG и конгенных животных WAG/OXYS-1.1, WAG/OXYS-1.2 (n=11-15) 

были охарактеризованы по моторно-исследовательской активности в тесте «открытое поле» и 

тревожности в тесте «приподнятый крестообразный лабиринт». Исследовали животных в 

возрасте 3 мес, к которому у крыс OXYS формируются пассивный поведенческий стереотип и 

повышенная тревожность на фоне регистрируемых в головном мозге методами МРТ 

нейродегенеративных изменений [Stefanova et al., 2015a; Stefanova et al., 2015b].  

Исследования показали, что в тесте «открытое поле» поведение трёхмесячных крыс 

OXYS и WAG существенно различается только по параметру, характеризующему 

горизонтальную двигательную активность животных - количество пересеченных за время 

тестирования квадратов было существенно ниже у крыс OXYS (p<0,05). Двигательная 
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активность крыс линии WAG/OXYS-1.1 была на уровне крыс WAG, в то время, как крысы 

WAG/OXYS-1.2 по количеству пересеченных квадратов значимо отличались от крыс OXYS 

(р=0,0001), но при этом демонстрировали значительную вариабельность этого параметра.  

Двигательная активность части исследуемых животных была даже выше, чем у крыс WAG (см. 

рисунок 10). 

 

Рисунок 10. Горизонтальная двигательная активность крыс OXYS, WAG, 

WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 в возрасте 3 мес в тесте «открытое поле» (n=12-15). 

Данные представлены как M±S.E.M. * - достоверные различия с крысами OXYS. 

 

В тесте «приподнятый крестообразный лабиринт» крысы конгенных линий по уровню 

тревожности (выходам в открытые рукава и времени, проведенном в них) достоверно не 

отличались ни от крыс WAG, ни от крыс OXYS. 

Референтная память крыс OXYS, WAG и конгенных животных (n=7-8, тех же групп) в 

возрасте 5 месяцев оценивалась по способности к обучению в тесте «радиальный 

восьмирукавный лабиринт». Согласно стандартной вариации теста обучение проводилось в 

течение 10 дней с предварительной 2-дневной габитуацией,. Средние значения параметров 

были рассчитаны для  четырех периодов обучения: 1-го,  2-4, 5-7 и  8-10 дней обучения. 

Количество входов в рукава лабиринта (показатель горизонтальной двигательной активности) у 

крыс OXYS было достоверно ниже, а количество актов груминга (показатель тревожности 

животных) – выше, чем у крыс WAG и конгенных животных (p<0,05). Интересно, что на 2-м 

этапе обучения крысы WAG/OXYS-1.1 также показали тенденцию к увеличению количества 

актов груминга (p=0,645). Анализ результатов также выявил влияние генотипа на вертикальную 

двигательную активность во время тестирования  в лабиринте - количество вертикальных стоек 

(F(12, 278,1)=2,6341, p=0,00237). Ни в один из периодов обучения мы не выявили достоверных 

межлинейных отличий в количестве ошибок рабочей памяти (количестве повторных заходов в 
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уже посещенные рукава лабиринта за время тестирования) и в проценте ошибок памяти 

(отношении числа входов в неподкрепляемые пищевым стимулом рукава к общему числу 

посещенных за время тестирования рукавов, выраженной в процентах).  Тем не менее, анализ 

совокупности всех показателей поведения животных в тесте «радиальный восьмирукавный 

лабиринт» методом Монте-Карло выявил достоверные межлинейные различия при парных 

сравнениях групп OXYS, WAG, WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 (р<0,01). При этом по 

результатам кластерного анализа крысы конгенных линий WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 в 

терминах обучения в тесте «радиальный восьмирукавный лабиринт» оказались гораздо ближе к 

крысам родительской линии WAG, чем к крысам OXYS (см. рисунок 11).  

 

 

Рисунок 11. Анализ совокупности параметров поведения крыс в тесте «радиальный 

восьмирукавный лабиринт» методом главных компонент (Principal Сomponent Analysis, 

PCA). Показатели крыс конгенных линий в координатах PC1/PC2 показывают меньший 

разброс, чем у крыс родительских линий. 

 

3.3.3Б Исследование морфофункциональных параметров мозга крыс 

Ранее показано, что в возрасте 3 мес. у 75%, а в 12 мес. – у 100% 

крыс OXYS присутствуют выявляемые методами МРТ нейродегенеративные изменения в 

головном мозге – очаги демиелинизации - разрушения или нарушения формирования 

миелиновой оболочки нервных волокон, характерные для нейродегенеративных процессов. С 

их появлением совпадает по времени формирование пассивного поведенческого стереотипа у 

крыс OXYS, в то время как снижение способности к обучению проявляется позже на фоне 
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прогрессирующих нейродегенеративных изменений и хронической ишемии [Stefanova et al., 

2015a; Stefanova et al., 2015b]. Кроме того, уже в возрасте 3 мес у крыс OXYS по сравнению с 

крысами Wistar выражена гидроцефалия желудочков мозга. Тем не менее, МРТ-исследование 

конгенных животных в возрасте 3 месяцев не выявило признаков нейродегенеративных 

изменений.  

Подробное исследование структурно-функциональных характеристик головного мозга 

методами магнитно-резонансной томографии было выполнено на годовалых крысах OXYS, 

WAG, WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2. Анализ результатов показал, что в возрасте 12 мес 

признаки нейродегенеративных изменений у конгенных животных присутствуют, однако, в 

отличие от крыс OXYS, они даже в этом возрасте менее выражены. Доля животных с 

проявлениями демиелинизации составила 100% у крыс OXYS, 32% - у крыс WAG, 25% - у крыс 

WAG/OXYS-1.1 и 43% - у крыс WAG/OXYS-1.2  (см. таблицу 4).  При этом у крыс OXYS и 

WAG/OXYS-1.2 очаги демиелинизации наблюдались и в области мозолистого тела, и в 

гиппокампе, а у крыс WAG/OXYS-1.1 – преимущественно в мозолистом теле. У конгенных 

животных количество очагов демиелинизации было меньше, чем у крыс OXYS: наиболее 

существенно – на порядок – в мозолистом теле (p< 0,001) и в 2 раза - в гиппокампе (p< 0,091, на 

уровне тенденции).  

В возрасте 12 мес. у крыс конгенных линий и крыс WAG по сравнению с крысами 

OXYS,  увеличена (р<0,001) удельная площадь боковых желудочков мозга на аксиальном срезе, 

отражающая их объем (см. рисунок 12). Данное увеличение может быть связано с дисбалансом 

между выработкой ликвора и его резорбцией, характерным для нейродегенеративных 

состояний [Chaarani et al., 2013; Frisoni et al., 2010; Lepore et al., 2013]. Достоверных отличий 

конгенных животных и WAG/OXYS-1.1 от крыс WAG по морфофункциональным параметрам 

мозга выявлено не было. В целом, выявленные особенности морфофункционального состояния 

мозга крыс WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2, а также особенности их поведения и обучения в 

стандартных тест-системах, соответствуют ожидаемым результатам с учетом того, что 

конгенные животные несут локусы первой хромосомы линии-донора (крыс OXYS) на фоне 

генома крыс линии-реципиента (WAG). 
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Таблица 4. Некоторые показатели морфофункционального состояния мозга крыс, 

данные магнитно-резонансной томографии. Данные даны как M±SD, n=8-14. * - достоверные 

отличия от крыс OXYS. Достоверных межлинейных отличий конгенных крыс от WAG не 

выявлено.  

Показатель 
OXYS 

(n=14) 

WAG/OXYS-1.1 

(n=8) 

WAG/OXYS-1.2 

(n=14) 

WAG 

(n=11) 

Площадь желудочков, мм
2
 

7,44±0,55 11,75±0,90* 

 

11,05±1,27* 

 

11,25±0,86* 

 

Доля животных с 

проявлениями 

демиелинизации, % 

 

100 

 

 

25±25* 

 

 

43±20* 

 

 

32±23* 

 

Общее количество очагов 

демиелинизации/срез 

 

2,86±0,40 

 

0,25±0,25* 

 

0,86±0,46* 

 

 

0,76±0,43* 

 

 

 

 

Рисунок 12. Аксиальные срезы головного мозга интактных крыс WAG/OXYS-1.2 

(А) и OXYS (Б) в возрасте 12 мес. Указаны увеличение размеров боковых желудочков у 

конгенных крыс (А; белые пунктирные стрелки) и наличие очагов демиелинизации (А, Б; белые 

сплошные стрелки).  
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3.4 Анализ данных массового параллельного секвенирования (RNA-seq) 

Согласно данным проведенного ранее анализа с использованием биоинформатических 

методов, локусы первой хромосомы крыс OXYS, QTL1 QTL2, в настоящей работе 

индивидуально перенесенные в геном конгенных животных, обогащены генами, относящимися 

в терминах Gene Ontology к метаболическому пути болезни Альцгеймера [Kozhevnikova et al., 

2013a; Kozhevnikova et al., 2013b]. Определенные признаки нейродегенеративных изменений у 

конгенных животных были выявлены при МРТ исследовании их мозга, однако при сравнении с 

годовалыми крысами родительской линии WAG значимых различий по морфофункциональным 

параметрам мозга и характеристикам поведения и обучения выявлено не было. Тем не менее, 

катаракта, а также нейродегенеративные изменения сетчатки у конгенных крыс WAG/OXYS-

1.1 и WAG/OXYS-1.2  выявляются, что доказывает влияние генов, расположенных в 

перенесенных локусах первой хромосомы, на их развитие. Более того, в специальном 

исследовании мы показали, что манифестация характерных для ВМД нейродегенеративные 

изменения сетчатки у крыс OXYS происходит на фоне изменения уровней мРНК более 600 

генов,  основная часть которых ассоциирована с такими терминами Gene Ontology, как 

иммунный ответ, воспаление, ответ на окислительный стресс, Са2+-гомеостаз и апоптоз, а 

также на фоне усиленного накопления бета амилоида [Kozhevnikova et al., 2013a]. В связи с 

этим на следующем этапе исследования в качестве  фокусной ткани была выбрана сетчатка 

(хориоретинальный комплекс) животных конгенных и родительской линии OXYS, а для 

решения задач исследования были использованы возможности  метода массового 

параллельного секвенирования (RNA-seq).  

Массовое параллельное секвенирование кДНК библиотек, сконструированных для 

сетчатки (хориоретинального комплекса) 20-дневных крыс OXYS (n = 3), WAG/OXYS-1.2 (n = 

3) и WAG/OXYS-1.1 (n=2, 1 пулированный образец), было проведено на платформе Illumina 

Genome Analyzer IIx. Дополнительно секвенировали кДНК-библиотеку, полученную для 

образца сетчатки 3-месячных крыс WAG (n=3, 1 пулированный образец). Для каждой кДНК 

библиотеки нами было получено более 40 млн прочтений (ридов), из которых после 

картирования на референсный геном и процессинга с учетом качества, около 60-70% составили 

уникально картированные прочтения, которые и были использованы для дальнейшего анализа. 

3.4.1 Картирование конгенных локусов первой хромосомы 

Подробное картирование перенесенных в конгенные линии WAG/OXYS-1.1 и 

WAG/OXYS-1.2 локусов первой хромосомы крыс OXYS было проведено по результатам 

сравнительного анализа выявленных методом RNA-seq различий последовательностей кДНК 

крыс родительских линий OXYS и WAG. Данные RNA-seq для библиотеки, полученной для  
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крыс WAG, использовались в качестве дополнительной группы сравнения. Такой подход 

позволил повысить достоверность определения SNP.  

Установлено, что локус первой хромосомы, перенесенный в конгенную линию 

WAG/OXYS-1.2, соответствует по положению 1,78×10
8
–2,1×10

8 
п.н. и 2,34×10

8
–2,75×10

8 
п.н. 

первой хромосомы (см. рисунок 13). С учетом событий кроссинговера, имевших место при 

конструировании конгенных линий, этот регион соответствует по положению локусу 

количественного признака QTL2, идентифицированному по результатам QTL-анализа 

[Korbolina et al., 2012].  

 

Рисунок 13. Распределение на первой хромосоме конгенных крыс WAG/OXYS-1.1 

(панель А) и WAG/OXYS-1.2 (панель В), однонуклеотидных полиморфизмов, 

специфически представленных у крыс родительских линий. Красные пики соответствуют 

SNP, характерным для крыс WAG, синие – для OXYS. На панели Б показан график 

распределения статистической значимости для заболеваемости ретинопатией в гибридной 

популяции F2 на первой хромосоме. Вертикальная пунктирная линия соответствует порогу 

статистической значимости (LOD score =2,0). Зелеными прямоугольниками слева от графика 

показаны локусы количественного признака QTL1/2, синими – картированные конгенные 

локусы (1й конгенный локус лишь частично соответствует положению локуса QTL1).  

 

Крысам конгенной линии WAG/OXYS-1.1 от родительской линии OXYS перенесены 

регионы первой хромосомы, соответствующие положению 8,9×10
7
–9,7×10

7 
п.н. и 1,04×10

8
–
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1,05×10
8  
п.н. Интересно то, что фактически перенесенные в конгенную линию WAG/OXYS-1.1 

локусы первой хромосомы крыс OXYS лишь частично перекрываются с локусом QTL1 (см. 

рисунок 13). Тем не менее, у конгенных крыс WAG/OXYS-1.1 катаракта и ретинопатия 

развиваются, что свидетельствует в пользу влияния генов, расположенные в фактически 

перенесенном локусе, на развитие заболеваний. Как видно на рисунке 14, конгенные локусы 

хромосомы идентифицируются однозначно, причем достоверность определения их границ не 

зависит от достоверности определения SNP. Показано, что практически все выявленные SNP 

находятся в гомозиготном состоянии и у крыс OXYS, и у крыс конгенных линий. При этом 

нами не выявлено протяженных локусов, перенесенных от крыс OXYS в геном конгенных 

животных на других хромосомах. 

 

 

Рисунок 14. Распределение однонуклеотидных полиморфизмов, специфически 

представленных у крыс родительских линий OXYS и WAG, на хромосомах конгенных 

животных WAG/OXYS-1.1 (панель А) и WAG/OXYS-1.2 (панель Б). Красные пики 

соответствуют SNP, характерным для крыс WAG, синие – для OXYS. По вертикальной оси - 

COUNTS – количество кодирующих SNP/10 Mbp. По горизонтальной оси – длина всех 

хромосом генома крысы в порядке возрастания порядковых номеров, границы индивидуальных 

хромосом указаны вертикальными пунктирными линиями красного цвета. Локусы, 

перенесенные в геном крыс конгенных линий от родительской линии OXYS, располагаются на 

первой хромосоме.  

 

Таким образом, в результате сравнительного анализа однонуклеотидных 

полиморфизмов, специфически представленных в кДНК крыс OXYS, WAG и конгенных линий, 

показано, что в геном крыс WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 действительно перенесены 
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локусы первой хромосомы от родительской линии OXYS (первый и второй конгенные локусы, 

соответственно, см. рисунок 13). Нами проведено точное картирование перенесенных локусов. 

Согласно анализу данных по ENSEMBL IDs, представленных в проекте ENCODE 

(http://www.ensembl.org), в первом (у крыс WAG/OXYS-1.1) и во втором (у крыс WAG/OXYS-

1.2) конгенных локусах картируется 195 и 1013 гена, соответственно. 

3.4.2 Сравнительный анализ выявленных несинонимичных  

однонуклеотидных полиморфизмов (SNP) 

На следующем этапе настоящего исследования мы провели поиск и сравнительный 

анализ кодирующих полиморфизмов (SNP) в генах, картированных в пределах конгенных 

локусов первой хромосомы, с использованием данных RNAseq. В качестве дополнительной 

группы сравнения использовались крысы WAG, контрастные по исследуемым фенотипическим 

признакам. Анализ с помощью онлайн-инструмента VEP [McLaren et al., 2010] выявил 

несинонимичные замены нуклеотидов в 19 генах, расположенных в перенесенных от крыс 

OXYS к крысам конгенных линий локусах первой хромосомы: 6-ти - у крыс WAG/OXYS-1.1 и 

13-ти – у крыс WAG/OXYS-1.2 (см. таблица 5). Для 10-ти выявленных однонуклеотидных 

полиморфизмов, согласно анализу базы данных проекта ENCODE, не обнаружено известных 

колокализованных вариантов. Вероятность нарушения функции итогового белкового продукта 

определена с использованием алгоритма SIFT [Ng, Henikoff, 2001]. Ни одна из обнаруженных 

замен кодонов не приходится на  консервативный функциональный район, что не исключает 

влияние на функцию итогового белкового продукта, в том числе при взаимодействии с другими 

белками. Ни один из 19-ти генов-кандидатов не входит в число генов, дифференциально 

экспрессирующихся в сетчатке крыс OXYS и крыс соответствующей конгенной линии. По 

крайней мере один однонуклеотидный полиморфизм, локализованный в гене Arhgap33, 

потенциально существенно нарушает структуру итогового белкового продукта (предсказание 

«deleterious»). 

 

Таблица 5. Несинонимичные относительно референсной последовательности 

замены в генах конгенных локусов первой хромосомы, представленные у конгенных 

животных соответствующей линии и крыс OXYS, но не представленные у крыс WAG. 

CDS – позиция замены в последовательности CDS; замена AA – замена аминокислотного 

остатка с указанием позиции в аминокислотной последовательности белка; SIFT – предсказание 

по вероятности влияние замены на функцию белкового продукта согласно алгоритму SIFT; 

вариант – известный идентификатор колокализованного аллельного варианта полиморфизма 

согласно данным проекта ENCODE. 

http://www.ensembl.org/
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Символ 

гена 

 

Принятое 

название гена 

А
л

ел
ь

 

C
D

S
 

 

Замена 

АА 

 

Замена 

кодона 

SIFT 

(score) 
Вариант 

 

Конгенный локус первой хромосомы в линии WAG/OXYS-1.1 

 

Hps5 

 

Hermansky-Pudlak 

syndrome 5 

 

C 667 
223 

R/G 
Aga/Gga 

tolerated 

(0,46) 
- 

T 188 
63 

R/K 
aGg/aAg 

tolerated 

(0,25) 
- 

Cic 

capicua 

transcriptional 

repressor 

A 1517 
506 

C/Y 
tGc/tAc 

tolerated 

(0,08) 
- 

Arhgap33 

RhoGTPase 

activating protein 

33 

T 3466 
1156 

D/N 
Gat/Aat 

deleterio

us (0,01) 
- 

Lin37 

lin-37 homolog 

(Caenorhabditisele

gans) 

A 547 
183 

P/S 
Cca/Tca 

tolerated 

(0,18) 
- 

Cebpg 

CCAAT/enhancer 

binding protein 

(C/EBP), γ 

T 410 
137 

S/N 
aGc/aAc 

tolerated 

(0,45) 
- 

Nudt19 

nudix (nucleoside 

diphosphate linked 

moiety X)-type 

motif 19 

C 1015 
339 

S/G 
Agc/Ggc 

tolerated 

(0,42) 
- 

 

Конгенный локус первой хромосомы в линии WAG/OXYS-1.1 

Ccp110 

centriolar coiled 

coil protein 

110kDa 

A 868 
290 

D/N 
Gat/Aat 

tolerated 

(0,17) 
rs197588212 

 

Gtf3c1 

general 

transcription factor 
A 6379 

2127 

R/C 
Cgt/Tgt - rs8156681 
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IIIC, 

 polypeptide 1, α 

 

C 5692 
1898 

T/A 
Aca/Gca 

tolerated 

(0,75) 
rs198509438 

C 5021 
1674 

N/S 
aAt/aGt 

tolerated 

(0,74) 
rs106585674 

Rabep2 

rabaptin, RAB 

GTPase binding 

effector protein 2 

C 1007 
336 

I/T 
aTc/aCc 

tolerated 

(1) 
rs8153744 

Aldoa 

aldolase A, 

fructose 

bisphosphate 

C 493 
165 

M/V 
Atg/Gtg 

tolerated 

(0,58) 
rs8160964 

Inpp5f 

inositol 

polyphosphate-5-

phosphatase F 

C 3075 
1025 

L/F 
ttG/ttC 

tolerated 

(0,44) 
- 

Psat1 
phosphoserine 

aminotransferase 1 
T 316 

106 

A/T 
Gct/Act 

tolerated 

(0,61) 
- 

Tjp2 
tight junction 

protein 2 
T 767 

256 

R/H 
cGc/cAc 

tolerated 

(0,59) 
rs198995028 

Ak3 adenylate kinase 3 T 368 
123 

L/Q 
cTa/cAa 

tolerated 

(0,66) 
rs197195051 

Ric1 
RAB6A GEF 

complexpartner 1 
G 229 

77 

N/D 
Aac/Gac 

tolerated 

(1) 
rs197794754 

RGD1311595 
similar to 

KIAA2026 protein 
C 2613 

871 

I/M 
atA/atG 

tolerated 

(1) 
rs198237726 

Sfxn3 sideroflexin 3 A 927 
309 

N/K 
aaC/aaA 

tolerated 

(0,92) 
rs8163692 

Nolc1 

nucleolar and 

coiled-body 

phosphoprotein 1 

A 421 
141 

E/K 
Gag/Aag 

tolerated 

(0,61) 
rs8165446 

Pdcd11 
programmed cell 

death 11 
C 3005 

1002 

I/T 
aTc/aCc 

tolerated 

(1) 
- 

 



97 
 

 Согласно современным представлениям, риск развития БА модулируется 

множественными генетическими факторами, при этом выделяют несколько генетически 

гетерогенных форм заболевания (см. главу 1 «Обзор литературы»). В настоящем исследовании 

мы провели также сравнительный анализ кодирующих SNP в генах, по тем или иным данным 

ассоциированным с развитием аутосомно-доминантной или спорадической формы БА (в общей 

сложности 35 генов, см. приложение 3). Установлено наличие у крыс OXYS  в генах Casp3 (1 

SNP) и Sorl1 (2 SNP) 3-х несинонимичных замен нуклеотидов (см. таблица 6), не имеющих 

известных колокализованных вариантов в базе данных проекта ENCODE. По крайней мере 

один из выявленных полиморфизмов (локализованный в гене Sorl1)  потенциально существенно 

нарушает структуру итогового белкового продукта (предсказание "deleterious" согласно 

алгоритму SIFT). Несинонимичных однонуклеотидных полиморфизмов в генах App, Psen1и 

Psen2, мутации в которых приводят к развитию аутосомно-доминантной формы БА с ранним 

началом, у крыс OXYS не выявлено. Поскольку крысы WAG обладают нормальными темпами 

старения, по итогам данного этапа настоящего исследования  может быть сделано 

предположение о том, что выявленные несинонимичные полиморфизмы потенциально 

ассоциированы с развитием признаков преждевременного старения крыс OXYS, в том числе – с 

развитием катаракты и ретинопатии у конгенных крыс WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2.  

 

Таблица 6. Несинонимичные относительно референсной последовательности 

замены в генах, ассоциированных с развитием БА, представленные у крыс OXYS, но не 

представленные у крыс WAG. Замена AA – замена аминокислотного остатка с указанием 

позиции в аминокислотной последовательности белка; SIFT – предсказание по вероятности 

влияние замены на функцию белкового продукта согласно алгоритму SIFT. 

Символ 

гена 

Принятое 

название гена 

Позиция гена 

на хромосоме 

Позиция 

замены в 

CDS 

Замена 

кодона 

Замена 

АА 

SIFT 

(score) 

Casp3 caspase 3 16:48561761 734 aCg/aTg 
245 

T/M 

tolerated 

(0.22) 

Sorl1 

sortilin-related 

receptor, LDLR 

class A repeats-

containing 

8:44771636 3136 Gtg/Ttg 
1046 

V/L 

tolerated 

(0.28) 

8:44786644 2230 Cgg/Tgg 
744 

R/W 

deleterious 

(0.01) 
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3.4.3 Анализ секвенирования транскриптома сетчатки крыс 

Мы предположили, что полученные с использованием возможностей технологии 

RNAseq данные позволят дифференцировать специфичные молекулярные события, влияющие 

на формирование различий фенотипа животных конгенных и родительской линий, в частности, 

- на развитие нейродегенеративных изменений в сетчатке крыс. С этой целью на следующем 

этапе настоящего исследования был проведен сравнительный анализ транскриптома сетчатки 

крыс конгенных линий (WAG/OXYS-1.1, WAG/OXYS-1.2) и крыс OXYS в возрасте 20 дней, на 

ранней, доклинической стадии развития патологических процессов.  

Для оценки количества картированных прочтений и анализа дифференциальной 

экспрессии были использованы возможности программного пакета HTSeq/DESeq, 

использующего в качестве статистической модели для оценки параметра дисперсии 

отрицательное биномиальное распределение, а в качестве количественной меры экспрессии 

транскрипта - суммарное количество всех однозначно выравненных на данный ген прочтений. 

В связи с высокой себестоимостью эксперимента часть образцов (хориоретинальные комплексы 

крыс линии WAG/OXYS-1.1) были пулированы перед процессированием в кДНК библиотеки. 

Анализ при помощи программного пакета DeSeq был проведен с использованием схемы 

«биореплики vs нереплицированный образец». 

В референсном геноме крысы rno5 картировано 26405 генов. При заданной в настоящем 

исследовании глубине секвенирования уникальные риды были картированы на 15442 из них (с 

минимальным значением уровня экспрессии 10 прочтений/ген). С использованием уровня 

значимости padj<0.1 (с поправкой на множественные сравнения Бенжамини-Хохберга) и порога 

|log2FC|≥1,  80 и 226 генов были определены как дифференциально экспрессирующиеся (ДЭ) в 

сетчатке крыс WAG/OXYS-1.1 и крыс WAG/OXYS-1.2 в сравнении с крысами OXYS, 

соответственно. При сравнении транскриптома сетчатки крыс конгенных линий WAG/OXYS-

1.1 и WAG/OXYS-1.2  с учетом поправки на множественные сравнения (Бенджамини-Хохберга, 

padj<0,1) выявлено только 3 идентификатора ENSEMBL для дифференциально 

экспрессирующихся генов: ENSRNOG00000009373, ENSRNOG00000042565, 

ENSRNOG00000001273. Поэтому в рамках этого сравнения инструменты Gene Ontology были 

использованы для выявления функциональных категорий, обогащенных генами с наиболее  

вариабельной экспрессией (n=125, p < 0,05 без поправки на множественные сравнения). 

Примерно 27% (65 из 241) от объединенного количества ДЭ генов перекрывались между 

группами сравнения WAG/OXYS-1.1 vs OXYS и WAG/OXYS-1.2 vs OXYS (см. рисунок 15). 

При этом у крыс WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 были выявлены однонаправленные 

изменения экспрессии некоторых генов по сравнению с крысами OXYS: экспрессия 38 генов 

была снижена, а экспрессия 27 генов - повышена. В терминах генных онтологий группа ДЭ 
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генов со сравнительно повышенной в сетчатке крыс обеих конгенных линий экспрессией 

включает гены, относящиеся к метаболизму ДНК и клеточному ответу на стресс (Lig4, Rtel1). 

Группа ДЭ генов со сравнительно пониженной в сетчатке крыс обеих конгенных линий 

экспрессией включает гены, относящиеся к функциональным категориям модификации и 

окисления липидов (Acadm, Adh7), участвующие в метаболическом пути метаболизма жирных 

кислот, согласно данным базы KEGG (rno00071).  

При сравнении транскриптома сетчатки и крыс WAG/OXYS-1.1 и крыс WAG/OXYS-1.2 с 

крысами родительской линии OXYS в список наиболее представленных ДЭ транскриптов 

вошли гены Usp48 и Abca8a. Белковый продукт Usp48, является протеазой, ассоциированной с 

центральной нервной системой и обладающей деубиквитиназной активностью. Известно, что 

этот фермент может участвовать в процессах поддержания синаптичной пластичности и 

временном контроле иммунного ответа  [Kowalski, Juo, 2012; Schweitzer, Naumann, 2015]. 

Белковый продукт Abca8a принадлежит к семейству АТФ-связывающих кассетных белков 

(ABCA, ATP-binding cassette subfamily A). Члены этого семейства характеризуются своей 

способностью транспортировать липиды через клеточные мембраны и участвуют в регуляции 

гомеостаза липидов в головном мозге и периферических тканях. Показано, что белковый 

продукт гена ABCA8 участвует в процессах поддержания гомеостаза миелина и его образования 

[Kim et al., 2013b], а увеличение экспрессии гена ассоциировано с изменением экспрессии 

патогенных белков (в том числе α-синуклеина) в мозге пациентов со мультисистемной 

атрофией [Bleasel et al., 2013]. Следует отметить, что в число наиболее представленных в 

сетчатке крыс ДЭ транскриптов вошли также мРНК пяти митохондриальных генов, 

кодирующих белки цепи переноса электронов: mt-Nd5, mt-Nd4, mt-Co2, mt-Atp8 и mt-Nd4l (см. 

таблица 7). Их экспрессия повышена в сетчатке крыс конгенной линии WAG/OXYS-1.2 по 

сравнению с OXYS, но только для mt-Nd4l - более чем в 2 раза. Полные результаты анализа 

дифференциальной экспрессии приведены в Additional File 1 нашей публикации [Korbolina et 

al., 2014]. Следует отметить, что из числа генов, дифференциально экспрессирующихся в 

сетчатке крыс OXYS и WAG/OXYS-1.2, были выявлены 4 гена (Zp2, Ifit1, Col17a, и Snurf), 

картированных во втором конгенном локусе. 
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Рисунок 15. Диаграмма Венна, визуализирующая перекрывания групп ДЭ генов, 

данные  RNA-seq (DeSeq) для сетчатки крыс OXYS, WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 в 

возрасте 20 дней (А) и количество ДЭ генов в сетчатке крыс OXYS со сниженным и 

повышенным, по сравнению с крысами соответствующей конгенной линии, уровнем 

мРНК (Б). На панели А указаны общее количество генов, уровень мРНК которых изменен в 

сетчатке крыс конгенных линий по сравнению с крысами OXYS (padj<0,1, |log2FC |≥1,0), и в 

сетчатке крыс WAG/OXYS-1.1 по сравнению с WAG/OXYS-1.2 (pvalue < 0,05, |log2FC |≥1,0), а 

также пересечения между группами генов. На панели Б указано количество генов в сетчатке 

крыс OXYS со сниженным и повышенным, по сравнению с крысами конгенных линий уровнем 

мРНК (padj<0,1, |log2FC |≥1,0). 

 

Таблица 7. 34 гена с самым высоким уровнем мРНК из числа дифференциально 

экспрессирующихся в сетчатке крыс на доклинической стадии ретинопатии (в возрасте 20 

дней). Приведены объединенные данные по сравнениям WAG/OXYS-1.1 vs OXYS (символ гена 

дан жирным шрифтом) и WAG/OXYS-1.2 vs OXYS. 

Ген Принятое название гена Термин генной онтологии 
Число 

прочтений 

Abca4 
ATP-binding cassette, sub-family A 

(ABC1), member 4 

GO:0006649~перенос 

фосфолипидов на мембране 
14607 

Abca8a 

ATP-binding cassette, subfamily A 

(ABC1), member 8a 

 

GO:0005524~связывание 

АТФ 

 

3037 

Abca8a 4184 
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Acadm 
acyl-Coenzyme A dehydrogenase, 

C-4 to C-12 straight chain 
GO:0001889~развитие печени 2713 

Aldoc aldolase C, fructose-bisphosphate 
GO:0001666~ответ на 

гипоксию 
7345 

Cc2d2a 
coiled-coil and C2 domain 

containing 2A 

GO:0007224~Sonic hedgehog- 

сигнальный путь 
5976 

Cdhr1 Cadherin-related family member 1 
GO_REF:0000019~связывание 

с ионами кальция  
13517 

Cep290 centrosomal protein 290 
GO:0051011~связывание с 

минус-концом микротрубочек 
3794 

Cpsf6 
cleavage and polyadenylation 

specific factor 6 
GO:0006396~процессинг РНК 2211 

Crb1 crumbs homolog 1 (Drosophila) GO:0001654~развитие глаза 2111 

Crocc ciliary rootlet coiled-coil, rootletin 
GO:0000226~организация 

цитоскелета (микротрубочек) 
17752 

Cul3 cullin 3 
GO:0000902~клеточный 

морфогенез 
2189 

Dpysl4 dihydropyrimidinase-like 4 
GO:0030182~дифференциаци

я нейронов 
2112 

Etnk1 ethanolamine kinase 1 

GO:0006575~метаболические 

процессы клеточных 

источников аминокислот  

4889 

Gas6 growth arrest specific 6 
GO:0009611~ответ на 

повреждение 
2077 

Gpm6a glycoprotein m6a 
GO:0005262~активность 

кальциевых каналов 
3292 

Guca1b guanylate cyclase activator 1B 
GO:0006140~регуляция 

метаболизма нуклеотидов 
16099 

Hook1 hook homolog 1 (Drosophila) 

GO:0003006~процесс 

развития репродуктивной 

системы  

5171 

Lig4 ligase IV, DNA, ATP-dependent 
GO:0000012~одноцепочечны

й разрыв 
2199 

Matr3 matrin 3 GO:0044822~связывание с 4784 
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полиА-РНК 

mt-Atp8 ATP synthase 8, mitochondrial 

GO:0015078~активность 

трансмембранного 

переносчика ионов водорода  

8723 

mt-Co2 
cytochrome c oxidase II, 

mitochondrial 

GO:0004129~активность 

цитохром-c оксидазы 
66251 

mt-Nd4 
NADH dehydrogenase 4, 

mitochondrial 

GO:0008137~активность 

комплекса I (цепь переноса 

электронов)  

36356 

mt-Nd4l 
NADH dehdrogenase 4L, 

mitochondrial 

GO:0008137~активность 

комплекса I (цепь переноса 

электронов) 

6077 

mt-Nd5 
NADH dehydrogenase 5, 

mitochondrial 

GO:0008137~активность 

комплекса I (цепь переноса 

электронов) 

30694 

Pcmtd2 

protein-L-isoaspartate (D-aspartate) 

O-methyltransferase domain 

containing 2 

GO_REF:0000002~метилиров

ание протеинов  
7612 

Prpf4b 
PRP4 pre-mRNA processing factor 

4 homolog B (yeast) 
GO:0006396~процессинг РНК 3127 

Ranbp2 RAN binding protein 2 
GO:0046907~внутриклеточны

й транспорт 
3957 

Rapigap Rap1 GTPase-activating protein 

GO:0051056~регуляция 

передачи сигнала, 

опосредованного малыми 

ГТФазами  

4008 

Sfpq 

splicing factor proline/glutamine 

rich (polypyrimidine tract binding 

protein associated) 

GO:0000122~негативная 

регуляция транскрипции с 

промотора РНК полимеразы 

II  

4104 

Syt4 synaptotagmin IV 
GO:0001505~регуляция 

уровня нейротрансмиттеров 
2188 

Tnip1 TNFAIP3 interacting protein 1 
GO:0009100~метаболизм 

гликопротеинов 
2420 
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Usp48  

ubiquitin specific protease 48 

 

 

GO:0006508~протеолиз 

 

2325 

Usp48 3722 

 

Кластерный анализ профилей экспрессии 23 образцов сетчатки крыс с использованием 

ранее полученных нами результатов [Kozhevnikova et al., 2013a] показал разделение данных на 

три основные группы. Образцы 20-дневных животных выделяются в отдельный кластер по 

компоненте PC1, что может быть, несмотря на введенную поправку, частично обусловлено 

объединением этих образцов в рамках отдельного эксперимента.  Образцы 20-дневных крыс 

OXYS и Wistar группируются с небольшим разбросом внутри каждой линии, при этом у 

одновозрастных животных WAG/OXYS-1.2 наблюдается бóльшая вариабельность профиля 

экспрессии.  Пулированный образец крыс WAG в возрасте 3 мес в координатах PC1/РС2 

располагается на удалении как от крыс OXYS, так и от крыс конгенных линий. Пулированный 

образец крыс WAG/OXYS-1.1 располагается в координатах PC1/PC2 между группами 

WAG/OXYS-1.2 и OXYS. В группах 3-месячных крыс OXYS и 18 мес крыс Wistar один образец 

отличался от всех остальных (см. рисунок 16). Группа 18-месячных крыс OXYS образует центр 

отдельного кластера. Можно полагать, характер кластеризации исследуемых образцов 

обусловлен различным характером прогрессии ретинопатии. 

3.4.4 Функциональный анализ дифференциально экспрессирующихся генов 

Мы предположили, что ДЭ гены, выявленные при сравнении транскриптома сетчатки 

крыс конгенных линий и крыс родительской линии OXYS,  могут влиять на формирование 

различий в клинической и гистологической картине развития у них ретинопатии. С помощью 

терминов Gene Ontology (GO) нами была проведена функциональная аннотация ДЭ генов.  

Анализ показал, что на доклинической стадии ретинопатии в сетчатке крыс  

WAG/OXYS-1.1 изменена относительно крыс OXYS экспрессия генов, относящихся к 

категориям регуляции клеточного деления (Edn3, SerpinB5, Irf1, RGD1563668, Lig4, Krt4),  

иммунного ответа (Ephx2, Crcp, Cd14, Fn1), регуляции транспорта нейротрансмиттеров (Edn3, 

Grm2), метаболизма соединений азота (Rpap1, Acadm, Gstm4, Prim2, Irf1, RGD1563668, Crcp, 

Asrgl1, Lig4, Gemin6, Med20, Rtel1), ДНК-направленной РНК-полимеразной активности (Rpap1, 

Prip2, Crcp). При этом многие гены закономерно относятся к нескольким категориям GO. 

Экспрессия генов Srb-медиаторного комплекса (Med8, Med20), регуляции клеточного деления 

(Edn3, Serpinb5, Irf1, RGD1563668, Krt4),  метаболизма жирных кислот, пероксисомы (Pex11b, 

Ehhadh, Ephx2) и позитивной регуляции ответа на стимул (RT1-A1, Edn3, RGD1563668)  в 
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сетчатке крыс WAG/OXYS-1.1 снижена, экспрессия генов, относящихся категории метаболизма 

ДНК (Prim2, Lig4, Rtel1) повышена относительно крыс OXYS.  

 

Рисунок 16. Кластерный анализ данных RNA-seq (DESeq). А) Анализ методом 

главных компонент (Principal component analysis, PCA) с использованием данных для 3х и 18 

мес. животных. Образцы 20-ти дневных животных выделяются в отдельный кластер по 

компоненте PC1. Б) Тепловая матрица (HeatMap) для 96-ти генов, дифференциально 

экспрессирующихся в сетчатке крыс OXYS, Wistar, WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 (p-

value≤0,01, FC≥4). Левая цветная полоса визуализирует достоверные изменения экспрессии 

гена в соответствующем парном сравнении (см. цветовой ключ). Пурпурный и голубой цвета 

указывают на «положительные» и «отрицательные» изменения экспрессии относительно 

Wistar, соответственно. Большинство ДЭ генов проявляют сниженную экспрессию (голубой) у 

крыс OXYS и конгенных крыс. 

 

Значительно понижена в сетчатке крыс WAG/OXYS-1.1  экспрессия генов кератиновых 

филаментов цитоскелета - Krt5, Krt15, Krt4 (|log2FC|=5-7). Промежуточные филаменты 

участвуют в процессах поддержания структурной целостности внутренних слоев сетчатки, и 

резкие уменьшения количества соответствующих белков, в частности, в Мюллеровых клетках, 

приводит к нарушению реакции сетчатки на ишемию [Lundkvist et al., 2004]. Ранее мы 

показали, что в возрасте 3 мес в сетчатке крыс OXYS по сравнению с крысами Wistar снижена 

экспрессия 12 генов промежуточных филаментов [Kozhevnikova et al., 2013a]. Возможно, 
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выявленные изменения экспрессии отражают еще более серьезные нарушения взаимодействий 

между клетками и внеклеточным матриксом в сетчатке конгенных крыс WAG/OXYS-1.1   на  

доклинической стадии заболевания. Тем не менее, патологические изменения сетчатки у крыс 

WAG/OXYS-1.1   менее выражены, чем у крыс OXYS. 

В возрасте 20 дней в сетчатке крыс конгенной линии WAG/OXYS-1.2 изменена 

относительно крыс OXYS экспрессия генов, относящихся к следующим категориям генных 

онтологий:  белков комплекса гистосовместимости MHC 1 (RT1-A1, RT1-S2, RT1-M1-4, RT1-S3, 

RT1-M6-2, RT1-T24-4), ответа на повреждение (Sdc1, Anxa8, Gatm, Apoa5, Dsp, et al.,), 

процессинга и презентации антигенов (в т.ч. Tap2), негативной регуляции цитотоксичности 

опосредованной натуральными киллерами, сигнального пути PPAR, связывания с ионами Ca
2+

 

(Dsc3, Pkdrej, Matn4, Anxa8, S100a9, Calml3, Cdhr1, Padi1, Dsg3), метаболизма ксенобиотиков 

(Fmo5, Adh7, Aldh3a1). При этом гены с относительно сниженной в сетчатке крыс WAG/OXYS-

1.2 экспрессией группируются в функциональные категории связывание с ионами кальция, 

активность алкогольдегидрогеназы (NAD), внеклеточный транспорт, модификация липидов, 

катаболические процессы этанола, промежуточные филаменты цитоскелета, плазматическая 

мембрана, щелевые контакты. Наглядно основные процессы и метаболические пути, для 

которых выявлены значимые изменения экспрессии генов при развитии ретинопатии у крыс 

конгенных линий представлены на рисунке 17. 

Анализ веб-ресурсов KEGG и Wikipathway выявил обогащение генов, дифференциально 

экспрессирующихся в сетчатке крыс WAG/OXYS-1.2 по сравнению с крысами OXYS, генами, 

участвующими в метаболизме ксенобиотиков под управлением цитохрома P450 (Dhdh, Adh7, 

Aldh3a1),  митохондриальном бета-окислении LC-жирных кислот (Acadm, Ehhadh), сигнальном 

пути альфа-6-бета-4 интегрина (Col17a1, Dsp), а также связанными с молекулами клеточной 

адгезии, фагосомы и эндоцитоза (RT1-M1-4, RT1-S3), и вовлеченными в метаболические пути 

старения/аутофагии (Irf, Rnasel) и рака (Ccne2, Fzd2). Интересно, что в число ДЭ генов в этом 

сравнении вошел ген Car9, сarbonic anhydrase IX. Уровень соответствующей мРНК был 

значительно понижен в сетчатке крыс родительской линии OXYS по сравнению с конгенными 

животными. При этом для Car9
−/−

 мышей, как и для крыс OXYS, характерно снижение 

локомоторной активности, способности к обучению в стандартных тестах и наличие 

дегенеративных изменений в мозге, прогрессирующих с возрастом [Pan et al., 2012]. Как 

отмечалось выше, двигательная активность крыс WAG/OXYS-1.2 в тесте открытого поля 

достоверно выше, чем у крыс OXYS. 
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Рисунок 17. Значимые категории Gene Ontology, объединяющие гены, экспрессия 

которых в сетчатке крыс конгенных линий WAG/OXYS-1.1, WAG/OXYS-1.2 изменена по 

сравнению с крысами OXYS в возрасте 20 дней (p<0,05). По оси абцисс – относительное 

обогащение соответствущей категории генных онтологий ДЭ генами согласно результатам 

анализа базы данных DAVID встроенными онлайн инструментами (Fold Enrichment). 

Группы генов, экспрессия которых изменена у крыс конгенных линий по сравнению с 

крысами OXYS, пересекаются, при этом к общим категориям генных онтологий у конгенных 

крыс могут относиться различные сочетания ДЭ генов.  Так, в возрасте 20 дней в сетчатке крыс 

обеих конгенных линий изменена экспрессия генов, связанных с организацией внеклеточного 

матрикса (Serpinb5, Adamtsl4, Fn1 для крыс WAG/OXYS-1.1 и Elf3, Serpinb5, Fn1, Dpt для крыс 

WAG/OXYS-1.2), метаболизма жирных кислот (Acadm, Ehhadh, Ephx2, Adh7 для крыс 

WAG/OXYS-1.1 и дополнительно Alox15 для крыс WAG/OXYS-1.2), лигирования ДНК в 

процессе репарации (RGD1563668, Lig4 для крыс WAG/OXYS-1.1 и дополнительно Hmgb2 для 

крыс WAG/OXYS-1.2), воспалительного ответа (Ephx2, Crcp, Cd14, Fn1 для крыс WAG/OXYS-

1.1 и Sdc1, Elf3, Ephx2, Crcp, Fn1 для крыс WAG/OXYS-1.2). Принципиально важно, что в 

сетчатке крыс обеих конгенных линий - WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 - наблюдались 

однонаправленные изменения экспрессии генов  из категории  воспалительного ответа. Так, 

экспрессия Ephx2 у конгенных животных была снижена, а экспрессия Crcp и Fn1 – повышена 

по сравнению с крысами OXYS. Можно предположить, что наблюдаемые изменения 

экспрессии ассоциированы с развитием патологического процесса в сетчатке.  
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При сравнении транскриптома сетчатки крыс двух конгенных линий мы планировали 

выявить ДЭ гены, потенциально влияющие на развитие ранней катаракты и ретинопатии у крыс 

WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2, и ассоциированные с различными конгенными локусами 

первой хромосомы крыс OXYS, перенесенными в геном крыс WAG. Мы предполагаем, что эти 

же гены-кандидаты могут оказывать влияние на развитие признаков преждевременного 

старения и у крыс OXYS. Как уже отмечалось, при сравнении транскриптома сетчатки крыс 

конгенных линий WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 с учетом поправки на множественные 

сравнения (padj < 0.1) выявлено только 3 идентификатора ENSEMBL для дифференциально 

экспрессирующихся генов: ENSRNOG00000009373, ENSRNOG00000042565, 

ENSRNOG00000001273. Последний идентификатор относится к гену Psmg3, proteasome 

(prosome, macropain) assembly chaperone 3, кодирующему один из 14 белковых продуктов 

индивидуальных генов, необходимых для биогенеза 20S-протеосом млекопитающих [Hirano et 

al., 2006]. 20S-протеосомы являются АТФ-независимыми коровыми каталитическими центрами 

26S-протеосом, принимающих участие в процессах деградации убиквитин-конъюгированных 

белков. В ряде исследований получены данные о том, что нарушения в механизмах 

протеолитической протеосомной деградации белка играют роль в развитии наследственных 

форм ретинопатии [Lobanova et al., 2013; Shang, Taylor, 2012] и катаракты [Hosler, Wang-Su, 

Wagner, 2006; Liu et al., 2015], приводят к накоплению белка тау и прогрессивному 

формированию нейрофибриллярных клубков при БА и других нейродегенеративных 

заболеваниях [Chadwick et al., 2012; Lee, Lee, Rubinsztein, 2013; Wang, Mandelkow, 2012]. 

Показано, что путь убиквитин-зависимой протеасомной деградации белка играет важную роль 

в регуляции экспрессии генов,  и его нарушения в клетках пигментного эпителия сетчатки 

приводят к изменению экспрессии некоторых генов провоспалительных цитокинов (в 

частности,  IL-6 и IL-8) и снижению экспрессии хемоаттрактантного белка-1 моноцитов, MCP-1 

и фактора комплемента Н, CFH [Liu et al., 2014]. Эти данные свидетельствуют о том, что 

нарушения процессов убиквитин-зависимой протеасомной деградации белка в клетках РПЭ 

могут приводить к развитию в сетчатке воспалительного процесса,  аномального 

функционирования моноцитов и системы комплемента, участвуя в патогенезе ВМД.  

Сравнение транскриптома сетчатки крыс WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 показало, 

что генами с наиболее вариабельной экспрессией (p<0,05 без поправки на множественные 

сравнения) обогащены функциональные категории активности транскрипционных факторов (7 

генов), морфогенеза кровеносных сосудов (4 гена), дифференциации нейронов (7 генов), 

межклеточной коммуникации и передачи сигнала (signaling, 5 генов). Анализ баз данных KEGG 

и PANTHER выявил обогащение этой группы по генам, вовлеченным в метаболические пути 

меланогенеза (KEGG: Wnt16, Tyr, Tyrp1 (log2FС=1.9), Wnt6), болезни Альцгеймера/пресенелина 
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(P00004: Bace2 (log2FC=1.6),  Wnt16, Cdh3, Cdh1, Wnt6 (log2FС=2.3), Wnt-зависимый 

сигнальный путь (KEGG: Nfatc4, Wnt16, Nkd2, Wnt6, Dkk1, и PANTHER: Nfatc4, Wnt16, Cdh3, 

Nkd2, Cdh1, Wnt6), TGF-бета сигнальный путь (KEGG: Dcn, Pitx2, Thbs4) и сигнальный путь 

кадхерина  (PANTHER: Wnt16, Frk, Cdh3, Cdh1, Wnt6). При этом уровень  соответствующих 

мРНК для всех упомянутых генов был понижен в сетчатке крыс WAG/ OXYS-1.1 по сравнению 

с крысами WAG/OXYS-1.2.   

Можно заключить, что в проведенном сравнении транскриптома сетчатки конгенных 

крыс WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 с крысами OXYS были выявлены изменения профиля 

экспресии генов, обусловленные, вероятно, спецификой молекулярных событий, лежащих в 

основе развития нейродегенеративных изменений в сетчатке крыс родительской линии OXYS и 

конгенных животных. Следует отметить, что функции многих экспрессирующихся в сетчатке 

крыс генов, в том числе из числа выявленных нами  с учетом множественных сравнений ДЭ 

генов,  не известны. Так, про ген RGD1562690 (идентификатор ENSEMBL  

ENSRNOG00000009373, similar to L-lactate dehydrogenase A chain (LDH-A)) известно только, 

что уровень его мРНК повышается в коре мозга  при распространяющейся депрессии (сortical 

spreading depression), индуцируемой введением KCl на фоне нарушения ионного гомеостаза и 

церебрального кровотока. Это повышение наряду с усилением экспрессии  iNOS и HIF-1α 

рассматривается как защитная реакция [Viggiano et al., 2008]. Функциональная значимость 

изменений экспрессии этих генов в сетчатке крыс при развитии ретинопатии, как и роль 

выявленных изменений в развитии заболевания с учетом различной клинической и 

гистологической картины развития заболевания у крыс родительской и конгенных линий еще 

предстоит выяснить. 
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Глава 4: ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

Ассоциированные с возрастом заболевания имеют многофакторную природу с 

полигенным наследованием. При этом манифестация многих, в том числе нейродегенеративных 

заболеваний, происходит позднее, чем развиваются лежащие в их основе события на 

молекулярном уровне. Проводить исследование молекулярно-генетических механизмов 

развития таких заболеваний на людях проблематично, в особенности на доклинических 

стадиях. Закономерно, что создание и характеристика адекватных биологических моделей 

остается актуальнейшей задачей современной медико-биологической науки [Bilkei-Gorzo, 

2014]. 

Настоящее исследование выполнено на  уникальной генетической модели – линии 

преждевременно стареющих крыс OXYS. Принципиально важно, что при создании линии отбор 

проводился по одному признаку – ранней спонтанной катаракте, развитие которой только в 

первых пяти поколениях провоцировали обогащенной галактозой диетой. Сцепленно с 

катарактой животные унаследовали комплекс признаков преждевременного старения, в том 

числе  раннее развитие ретинопатии и ускоренное старение мозга. Комплексное проявление 

признаков старения у крыс OXYS уже в молодом возрасте предполагает общие молекулярно-

генетические основы их развития, механизмы  которых остаются неясными. Патогенез 

нейродегенеративных заболеваний тесно связан с нарушениями энергетического гомеостаза 

(см. главу 1 «Обзор литературы»). С середины 90-х годов прошлого века нарастающие с 

возрастом дисфункции митохондрий рассматриваются как одна из возможных причин 

преждевременного старения крыс OXYS [Salganik et al., 1994; Shabalina et al., 1995], 

однако вопрос о причинно-следственной связи между нарушением энергетического 

метаболизма и «запуском» процессов преждевременного старения на момент постановки задач 

настоящего исследования оставался открытым. Для ответа на него на первом этапе работы нами 

была проведена оценка возможной связи ускоренного старения мозга крыс OXYS с 

нарушениями энергетического метаболизма. Сравнение его состояния в мозге крыс OXYS 

и Wistar (контроль) было проведено методами P
31
ЯМР-спектроскопии. Вторая часть 

исследования была посвящена поиску на первой хромосоме локусов, ассоциированных с  

развитием у крыс OXYS ряда признаков преждевременного старения (поведенческих, ранней 

катаракты и ретинопатии) методом QTL-анализа и доказательству влияния выявленных QTL-

локусов на развитие катаракты и ретинопатии. С этой целью для каждого локуса были 

сконструированы конгенные линии крыс (на основе генома крыс WAG, контрастных по 

совокупности исследуемых фенотипических признаков по отношению у крысам OXYS). Была 

проведена характеристика фенотипа конгенных животных в сравнении с крысами родительских 

линий OXYS и WAG, в том числе по заболеваемости катарактой и ретинопатией. Третья часть 
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исследования была посвящена картированию локусов, перенесенных в конгенные линии от 

крыс родительской линии OXYS, а также анализу изменений транскриптома сетчатки 

конгенных животных в сравнении с крысами OXYS на доклинической стадии развития 

ретинопатии при помощи методов массового параллельного секвенирования (RNA-seq). 

4.1 Метаболическое состояние мозга крыс: высокоэнергетические фосфаты 

Созревание мозга грызунов в значительной степени происходит в течение первых недель 

постнатальной жизни [Pettegrew et al., 1990]. Первый этап развития мозга крысы – пренатальное 

деление клеток и их дифференцировка - длится до рождения животного. Второй этап – от 

рождения до возраста десяти дней – включает увеличение размеров клеток, активный рост 

аксонов и не менее активное развитие дендритных контактов. В это время в мозге содержание 

липидов повышается и достигает своего пика. В течение третьего периода – от десяти до 

двадцати дней – значительно увеличивается плотность синаптических контактов и количество 

нервных окончаний, в этот же период начинает регистрироваться электроэнцефалограмма.  

Уровень потребления глюкозы, активности протекания процессов гликолиза и окислительного 

фосфорилирования стабильно повышается с рождения, достигая в течение этого периода 

значений, характерных для зрелого мозга. Во втором и третьем периодах развития, во время 

синаптогенеза и ремоделирования синаптических контактов,  наблюдается повышенный 

уровень естественной смерти нейронов. Тогда же возрастает активность 

аденозинтрифосфатазы, в том числе Na
+
- и K

+
-зависимая.  Четвертый период охватывает 

возраст от двадцати дней и ассоциируется с активной миелинизацией, однако, с 

незначительным дальнейшим ростом мозга. В этот период максимального уровня достигает 

активность креатинкиназы. [Duffy, Kohle, Vannucci, 1975; File et al., 1993; Friedman, Haddad, 

1993; Vannucci, Hagberg, 2004]. Адекватный синтез   высокоэнергетических фосфатов в период 

становления мозга имеет решающее значение для формирования его нормальной функции. Их 

острый дефицит приводит к существенным структурно-функциональным нарушениям, а 

умеренный может не вызывать очевидных пороков развития, но вызывать отклонения от 

«нормы», которые могут проявиться  в дальнейшем в разные периоды онтогенеза, оказывать 

влияние на динамику проявления возрастных изменений мозга, в том числе на поведенческие и 

когнитивные параметры.  

Согласно результатам многих исследований, старение у грызунов связано с 

уменьшением тревожности, снижением общей двигательной активности [Torras-Garcia et al., 

2005],  снижением способности к адаптации к неблагоприятным факторам среды. Это в том 

числе проявляется в повышенной чувствительности к эффектам крестообразного лабиринта 

[Frussa-Filho et al., 1992]. Кроме того, было высказано предположение, что гиперреактивность в 
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ответ на стресс может быть генетически ассоциирована с более короткой продолжительностью 

жизни и ускоренным развитием нейродегенеративных процессов с возрастом [Dellu et al., 1994]. 

Мы показали, что критическим для развития специфических поведенческих признаков 

ускоренного старения мозга крыс OXYS (повышенной тревожности, сниженной моторно-

исследовательской активности) является возрастной период от 4 до 12 недель. Ранее - в печени 

и мышцах крыс OXYS [Saprunova et al., 2012; Vays et al., 2014], а недавно и в гиппокампе 

животных [Stefanova et al., 2015a; Stefanova et al., 2015b] в возрасте 3-4 месяцев были выявлены 

структурно-функциональные изменения митохондрий, включающие деструкцию крист, лизис 

матрикса, снижение объемной и поверхностной плотности митохондрий. Выраженность 

изменений прогрессирует с возрастом. Таким образом, с нарушением основных функций 

митохондрий в нейронах могут быть связаны ассоциированные с возрастом нарушения 

способности крыс OXYS к пространственному обучению [Stefanova et al., 2011; Stefanova et al., 

2014a], наблюдаемые у животных изменения в синаптической пластичности гиппокампа,  в том 

числе - нарушение формирования длительной посттетанической потенциации, регистрируемые 

также с возраста 3-4 месяцев [Береговой Н.А., Сорокина Н.С., Старостина М.В., 2011]. Мы 

показали, что одной из возможных причин усугубляющихся с возрастом дисфункций 

митохондрий мозга у крыс OXYS может быть  накопление в нем β-амилоида [Stefanova et al., 

2015a]. В то же время дисфункция митохондрий и окислительный стресс рассматриваются как 

причина усиления продукции Aβ, который, в свою очередь, способен оказывать токсическое 

действие на митохондрии и провоцировать нейродегенеративные процессы. Вопрос о том,  

становятся ли повреждения митохондрий причиной усиления синтеза и накопления в них Аβ 

или наоборот, непосредственно накапливаясь в митохондриях Аβ инициирует окислительный 

стресс и гибель нейронов, на сегодня остается открытым [Kaminsky, Tikhonova, Kosenko, 2015]. 

Возможность с помощью антиоксидантов предупреждать нарушение способности к 

однократному обучению свидетельствует об участии окислительного стресса в развитии 

признаков ускоренного старения мозга крыс OXYS [Kolosova et al., 2006]. В то же время 

накопление маркеров окислительного повреждения белков и липидов в тканях крыс OXYS 

регистрируется значительно позже основных проявлений нарушений в когнитивной и 

эмоциональной сферах.  

Принципиально важно, что в настоящем исследовании мы не выявили каких-либо 

признаков дефицита высокоэнергетических фосфатов в мозге 3-месячных крыс OXYS - в 

период активной манифестации признаков преждевременного старения, в том числе - мозга. 

Более того, в мозге 2-недельных крыс OXYS по сравнению с Wistar увеличено значение 

фосфатного потенциала. Такие результаты согласуются с полученными ранее данными о 

состоянии энергетического метаболизма в печени крыс [Salganik et al., 1994; Shabalina et al., 
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1995]. В них было показано, что митохондрии печени 2х- и 3х-месячных крыс OXYS 

отличаются более низкой скоростью потребления кислорода в различных метаболических 

состояниях, а также пониженным содержанием цитохрома a  дыхательной цепи по сравнению с 

митохондриями печени крыс Wistar соответствующего возраста. Но при этом снижение 

фосфатного потенциала – признаки энергетического дефицита - были выявлены только у крыс 

OXYS в возрасте 10 - 12 месяцев. Пониженное содержание АТФ и общего количества 

адениннуклеотидов коррелировало с увеличением содержания АДФ и неорганического 

фосфата, что указывает на повышение коэффициента использования энергии и снижение 

способности к ресинтензу АТФ. Кроме того, для митохондрий печени крыс OXYS были 

характерны изменения в соотношениях цитохромов b/a, c/a, c1/a дыхательной цепи внутренней 

митохондриальной мембраны, а также снижение активности F0F1-АТФазы, что может 

становиться причиной снижения скорости фосфорилирования. 

В настоящем исследовании в мозге 30-дневных крыс содержание КФ было ниже, чем у 

20-дневных, а содержание НФ – соответственно повышено, как и значения  соотношений 

КФ/НФ и КФ/βАТФ (последнее – достоверно только для крыс OXYS). Такие изменения 

относительного содержания высокоэнергетических фосфатов, возможно, являются отражением 

процессов увеличения оборота КФ в мозге крыс OXYS в процессе его постнатального развития. 

Повышение утилизации высокоэнергетических фосфатов (в частности, АТФ) в месячном 

возрасте подтверждается увеличением значения фосфатного потенциала от 20 к 30 дню жизни  

и сопутствующим ему увеличением содержания βАДФ, выявленным при сравнении этих 

возрастных групп.  

Значительно более высокое относительное содержание КФ в мозге крыс OXYS по 

сравнению с Wistar в возрасте 3 недель, ассоциированное с повышенным значением отношений 

КФ/НФ и КФ/βATP, может рассматриваться, как адаптация к условиям недостаточного 

снабжения мозга кислородом (гипоксии) [Bickler, Hansen, 1998; Tsuji et al., 1995]. Поскольку в 

условиях гипоксии энергетические потребности головного мозга в АТФ не могут быть 

удовлетворены только за счет окислительного фосфорилирования в митохондриях [Nioka et al., 

1987], резерв молекул КФ в этих условиях активно используется (содержание неорганического 

фосфата, соответственно, растет), а снижение содержания АТФ компенсируется за счет  

функционирования креатинкиназы. Полученные данные находят подтверждение в результатах 

исследования становления капиллярного русла в ходе развития мозга крыс. Показано, что 

развитие капиллярной сети мозга крыс OXYS замедлено по сравнению с крысами Wistar по 

показателям митотической активности эндотелия, и межлинейные различия особенно 

выражены в возрасте 2х недель [Т.А., 2005]. Признаки тканевой гипоксии и ишемии выявлены 

также в сосудистой оболочке глаз крыс OXYS, и в миокарде, функциональные изменения 
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которого регистрируются методом ЭКГ уже в возрасте 3 месяцев [Колосова Н.Г., Стефанова 

Н.А., Корболина Е.Е., Фурсова А. Ж., 2014]. В целом, прогрессирование цереброваскулярной 

недостаточности является фактором риска развития когнитивных нарушений, в том числе - 

непосредственно болезни Альцгеймера [Guglielmotto, Tamagno, Danni, 2009; Lee et al., 2014]. 

Следует отметить, что с ней может быть связано накопление токсических форм β-амилоида в 

мозге крыс OXYS, которое выявляется к возрасту 12 месяцев [Stefanova et al., 2014a; Stefanova 

et al., 2015a]. Так, показано, что индукция очаговой церебральной ишемии (окклюзия мозговой 

артерии) приводит к активации процессов расщепления белка-предшественника с образованием 

β-амилоида, пост-трансляционной стабилизации секретазы BACE1, а также нарушению 

экспрессии неприлизина в таламусе крыс [Hiltunen et al., 2009].  Тем не менее, признаки 

истощения адаптивных резервов (характерные для хронической ишемии изменения 

церебрального кровотока и реактивности сосудов в мозге, предполагающие развитие 

энергетического дефицита) выявляются у крыс OXYS только к возрасту 12 мес [Agafonova et 

al., 2007; Sergeeva et al., 2006].  

Мы показали, что в период от 4х- до 12 -недельного возраста содержание ФМЭ остается 

относительно постоянным, тогда как содержание ФДЭ, продуктов распада мембранных 

фосфолипидов, значительно увеличивается в мозге крыс обеих исследованных линий. 

Соответственно, значение соотношения ФМЭ/ФДЭ, отражающее активность оборота 

мембранных фосфолипидов, снижается с возрастом, указывая на замедление синтеза новых 

молекул фосфолипидов. Вероятнее всего, эти изменения отражают активные процессы 

миелинизации, синаптогенеза и реконструкции дендритных соединений, характеризующими  

этот период развития мозга крысы [Kalou, Rauchová, Drahota, 2001; Pettegrew et al., 1990; 

Vannucci, Hagberg, 2004], и связанные с высокой частотой естественной гибели клеток.   В 

целом, наши результаты согласуются с литературными данными о развитии метаболизма 

фосфолипидов в головном мозге крыс в постнатальном периоде (подробнее см. [Pettegrew et al., 

1990]). Наблюдаемые в мозге крыс OXYS изменения метаболизма мембранных фосфолипидов, 

возможно, также связаны с состоянием гипоксии, однако имеющиеся данные не являются 

достаточными для окончательного вывода. 

Значительные различия были обнаружены в динамике изменений относительного 

содержания КФ с возрастом в мозге 2-х и 3-недельных крыс OXYS по сравнению с крысами 

Wistar. У крыс Wistar максимальное относительное содержание КФ наблюдается в возрасте 2 и 

3 недель, а затем постепенно снижалось. Этот максимум, скорее всего, отражает переключение 

энергетического метаболизма мозга крыс в процессе постнатального развития с гликолиза на 

окислительное фосфорилирование. Так, в отдельном исследовании методом  Р
31

 ЯМР-

спектроскопии  [Holtzman et al., 1991] было показано, что на 2-3 неделе постнатального 
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развития мозга грызунов наблюдаются наибольший рост скорости реакций, катализируемых 

креатинкиназой, а также увеличение гликолиза и тканевого дыхания в головном мозге, что 

может объясняться увеличению энергозатрат на активные процессы миелинизации. 

Аналогичные данные были получены Шен с коллегами [Shen et al., 2002]. В то же время, в 

мозге крыс OXYS в возрасте  2 недель содержание КФ было значительно ниже, чем в 3 недели, 

хотя максимальное его содержание наблюдалось также в 3-недельном возрасте. При этом 

содержание КФ в мозге крыс OXYS в возрасте 3 недель было значительно выше, чем у крыс 

Wistar, что, скорее всего, отражает адаптивную реакцию на энергетический  дефицит в более 

раннем возрасте. Ттак, относительное содержание КФ в мозге крыс OXYS в возрасте 2 недели 

понижено по сравнению с крысами Wistar.  

Подводя итоги данного этапа работы, можно заключить, что раннее постнатальное 

развитие мозга крыс OXYS действительно протекает на фоне изменений метаболизма 

высокоэнергетических фосфатов. Однако признаков энергетического дефицита в мозге крыс 

OXYS не выявлено ни в постнатальный период, ни в возрасте 3 месяцев, когда уже  

формируются поведенческие проявления ускоренного старения и в мозге развиваются 

нейродегенеративные изменения, регистрируемые методами МРТ. Более того, в мозге 2-

недельных крыс OXYS фосфатный потенциал, отражающий расход креатинфосфата на синтез 

АТФ, был даже выше, чем у крыс Wistar, а в возрасте 3 недель мозге крыс OXYS было усилено 

накопление КФ по сравнению с крысами Wistar. Можно полагать, что в период раннего 

постнатального развития мозга крыс OXYS нарушения структуры и функций митохондрий и 

капиллярного русла мозга, способные приводить к дефициту высокоэнергетических 

метаболитов, в достаточной степени скомпенсированы. Выявленные изменения метаболизма 

высокоэнергетических фосфатов мозга могут отражать адаптивные изменения многих 

метаболических путей, связанных с развитием у крыс OXYS снижения моторно-

исследовательской активности и способности к обучению, в т.ч. не напрямую. 

4.2 Анализ комплексного признака (QTL-анализ) и экспериментальная проверка 

его результатов при помощи сконструированных конгенных линий крыс 

На стадии предварительных исследований для определения характера наследования 

комплекса признаков ускоренного старения крыс OXYS (катаракты, ретинопатии и некоторых 

поведенческих признаков) нами были поставлены гибридологические скрещивания 

(OXYS×WAG). В результате моногенный аутосомно-доминантный и рецессивный типы 

наследования были исключены. Логическим продолжением работы стало проведение анализа 

локусов количественного признака (QTL – анализ, см. главу 1 «Обзор литературы»). Следует 

отметить, что знания, полученные с использованием инбредных линий крыс, могут быть 

проецированы на геном человека, в частности для дальнейшего исследования патогенетических 



115 
 

механизмов заболеваний многофакторной природы [Kwitek et al., 2001].  К настоящему времени 

детально описаны свидельства сохранения/нарушения синтении между видами, в том числе у 

крысы, мыши и человека [Gauguier et al., 1999; Kaisaki et al., 2000; Watanabe et al., 2000]; 

построены сравнительные генетические карты [Kaisaki et al., 2000; Nilsson et al., 2001].  

Некоторые регионы генома мыши и человека, для которых выявлены гомологии с первой 

хромосомой крысы RNO1, охарактеризованы также на наличие ассоциации со сложными 

фенотипами (для которых выявлены локусы количественного признака у крыс), в том числе 

наследственной гипертензии [Shimkets, Lifton, 1996]. Эти данные,  данные о ранее 

установленной И.Б. Хворостовым ассоциации нескольких маркеров 1й хромосомы с 

характерными для крыс OXYS фенотипическими особенностями (см. раздел 1.7.1 главы 1 

«Обзор литературы»), а также наличие самой обширной доступной базы анонимных 

микросателлитных маркеров и послужило основанием для фокусирования задач настоящего 

исследования на первой хромосоме крысы.  

Для первоначального скрининга с целью выявления генетических детерминант 

комплекса фенотипических признаков преждевременного старения крыс OXYS был 

использован метод QTL-анализа (см. главу 1 «Обзор литературы») с использованием популяции 

(77 особей, самцов и самок) гибридов F2 от реципроктного скрещивания крыс OXYS с крысами 

WAG. По результатам сканирования с помощью анонимных ДНК-маркеров были 

сформулированы гипотезы о существовании на первой хромосоме крыс OXYS двух 

кандидатных локусов количественного признака, QTL1 и QTL2, ответственных за развитие 

катаракты, ретинопатии и проявление характерных для крыс OXYS поведенческих признаков. 

При этом границы локусов QTL1 и QTL2 определялись с использованием общего 

генетического маркера D1Rat219, а их суммарная протяженность составляла 149,8 Mb. Таким 

образом, ограничивающими факторами на данном этапе настоящего исследования являлись 

невысокая плотность полиморфных маркеров на анализируемой хромосоме, размер и состав 

выборки гибридных животных. Упомянутые ограничения могли привести к выявлению для 

некоторых поведенческих признаков крыс OXYS (например, величины латентного периода 

выхода в центр в тесте открытого поля) QTL с нехарактерно высоким отношением 

правдоподобия (LOD scores). Кроме того, выявленные локусы количественного признака имели 

значительную протяженность: 62,4 Mb для локуса QTL2, 87,4 Mb для локуса QTL2 [Korbolina et 

al., 2012]. 

Методологически «золотым стандартом» размера выборки животных 

структурированной гибридной популяции для проведения QTL-анализа считается n>100. Тем 

не менее, активно публикуются результаты исследований и на меньших выборках, в том числе 

связанные с изучением экспрессионных локусов количественного признака [Kalashikam et al., 
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2013; Tsaih et al., 2014]. В ряде исследований показано, что половой состав исследуемой 

популяции оказывает значительное влияние на определение QTL у млекопитающих [Deng et al., 

2008; Rapp, 2000]. Следует отметить, что микросателлитные последовательности в качестве 

генетических маркеров обладают высоким аллельным разнообразием, обусловленным 

нестабильностью аллелей микросателлитных локусов - их изменчивостью с достаточно 

быстрым накоплением изменений. Так, например,  в состав панели для генетического 

мониторинга 6-ти широко используемых инбредных линий крыс (87 маркеров 

микросателлитных последовательностей, картируемых на 20ти аутосомах) были включены 7 

биаллельных,  19 триаллельных, а также 27, 24 и 10 микросателлитных маркеров, имеющих в 

исследуемой выборке по 4, 5 и 6 различных аллелей, соответственно [Bryda, Riley, 2008]. Эти 

особенности создают очевидные трудности для эффективного подбора подходящих маркеров, в 

том числе при анализе их косегрегации с количественными признаками. В целом упомянутые 

ограничения могли повлиять на подлинность выявленных QTL и на сложность идентификации 

конкретных генетических факторов, оказывающих влияние на исследуемые фенотипические 

признаки.  

Для проверки подлинности индивидуальных кандидатных локусов количественного 

признака каждый выявленный QTL был индивидуально перенесен в  геном линии-реципиента 

WAG под контролем по полиморфизму длин маркированных микросателлитных 

последовательностей с использованием стратегии, описанной в обзоре Джона Раппа [Rapp, 

2000] (см. главу 2 «Материалы и методы»). Следует отметить, что исследования 

количественных признаков у грызунов проводятся с использованием конгенных линий, 

созданных на различном генетическом фоне [Hoopes et al., 2003; Laragione et al., 2007; Won et 

al., 2014]. При этом конгенная линия может быть получена при помощи всего лишь 5-ти 

поколений возвратного скрещивания [Markel et al., 1997; Wakeland et al., 1997]. Для 

эффективного подбора животных, несущих наибольший процент аллелей линии-реципиента, у 

мышей  достаточно проверки по 3м генетическим маркерам для каждой индивидуальной 

хромосомы [Goto, Ebukuro, Itoh, 2005]. Крысы линии-реципиента QTL, WAG, по нашим данным 

обладали активным типом поведения в тесте открытого поля, нормальным уровнем 

артериального давления, отсутствием развития ретинопатии, и (по результатам 

предварительных офтальмологических осмотров) развитием катаракты только в отдельных 

редких случаях. Поэтому при существовании в выявленных QTL1 и QTL2 гена/генов, 

оказывающих влияние на проявление у крыс OXYS признаков преждевременного старения, их 

влияние могло быть обнаружено на ранних этапах получения конгенных животных, в первых 

поколениях бэккросс. Строгим доказательством подлинности выявленных QTL явилось 

проявление исследуемых признаков уже у животных конгенных линий, названных нами 
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WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2. Согласно гипотезам, принятым по результатам QTL-

анализа, ожидалось, что у крыс WAG/OXYS-1.1 будет развиваться ретинопатия, а у крыс 

WAG/OXYS-1.2 – и ретинопатия, и катаракта. Однако офтальмологические осмотры показали, 

что в возрасте 2-3 мес у крыс обеих конгенных линий развивались и ранняя катаракта и 

ретинопатия [Korbolina et al., 2012], что свидетельствовало в пользу влияния генов из 

перенесенных локусов первой хромосомы на развитие обоих заболеваний. В связи с этим 

задачей, которую мы решали на следующем этапе исследования, была подробная 

характеристика животных полученных  нами конгенных линий, в первую очередь, по 

заболеваемости катарактой и ретинопатией. 

Мы установили, что катаракта и ретинопатия развиваются у крыс обеих конгенных 

линий, при этом заболеваемость увеличивается с возрастом – растет доля глаз с клиническими 

признаками заболеваний. Таким образом, ген/гены из перенесенных от родительской линии 

OXYS локусов первой хромосомы действительно оказывают влияние на развитие и катаракты, 

и нейродегенеративных изменений сетчатки у конгенных крыс WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-

1.2, и потенциально – у крыс OXYS. Однако у конгенных крыс не наблюдается прогрессии 

степени тяжести катаракты и ретинопатии до показателей родительской линии OXYS, что 

подтверждено данными гистологического исследования. Так, нами не выявлено признаков 

ретинопатии, по клиническим признакам соответствующей  второй стадии ВМД у людей. При 

гистологическом исследовании в сетчатке конгенных крыс возрасте 8-10 мес не были выявлены 

характерные для скопления гранул липофусцина, а в количество рядов ядер нейросенсорных 

клеток у крыс  WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 в возрасте 8-10 мес было больше, чем у крыс 

OXYS соответствующего возраста. Можно полагать, что в перенесенных локусах первой 

хромосомы картируются генетический фактор/факторы предрасположенности к параллельному 

развитию катаракты и ретинопатии, но не факторы, обуславливающие прогрессию заболеваний. 

Выявленные особенности развития ретинопатии у крыс конгенных линий могут быть 

обусловлены взаимодействием генов из перенесенных локусов с генетическим фоном линии-

реципиента WAG. Определенное сходство морфологических изменений в сетчатке крыс линии 

WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 позволяют предположить, что развитие у животных 

ретинопатии происходит с участием сходных патогенетических механизмов. Для оценки вклада 

генов-кандидатов из конгенных локусов первой хромосомы  в развитие  ретинопатии у крыс 

OXYS необходимы дальнейшие исследования. Тем не менее, полученные данные позволяют 

использовать крыс конгенных линий для дифференциального исследования роли и значимости 

отдельных генов-кандидатов в развитии нейродегенеративных процессов в сетчатке.  

Как уже обсуждалось, ускоренное старение мозга крыс OXYS фенотипически 

проявляется к возрасту 3 мес формированием пассивного типа поведения, повышенной 
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тревожности, нарушением способности к обучению на фоне нейродегенеративных изменений, 

выявляемых методами магниторезонансной томографии [Колосова Н.Г., Стефанова Н.А., 

Корболина Е.Е., Фурсова А. Ж., 2014], а также нарушением формирования длительной 

посттетанической потенциации. Определенные признаки нейродегенеративных изменений у 

конгенных животных были выявлены при МРТ исследовании их мозга, однако, даже при 

исследовании годовалых животных мы не обнаружили значимых различий по 

морфофункциональным параметрам мозга между конгенными крысами и крысами 

родительской линии WAG. Не было обнаружено и каких-либо значимых отличий по 

параметрам, характеризующим поведение конгенных крыс и крыс WAG и их способность к 

обучению в стандартных тест-системах, в том числе -  по параметрам, использованным в QTL-

анализе. Можно полагать, что в геноме конгенных крыс отсутствуют генетические факторы, 

влияющие на формирование характерных для крыс OXYS изменений в когнитивной и 

эмоциональной сферах.  

Таким образом, мы показали, что наследование комплекса признаков преждевременного 

старения крыс OXYS действительно обусловлено действием многих генов. Следует отметить, 

что согласно современным представлениям, генетическая архитектура сложных полигенных 

признаков определяется не только количеством генов в QTL, их индивидуальным вкладом в 

формирование признака, положением генов на хромосоме, но также их взаимодействием друг с 

другом и факторами окружающей среды [Fu et al., 2013]. Для прояснения интригующего 

вопроса о том, какие именно гены оказывают влияние на развитие исследуемого комплексного 

фенотипа, и каким образом осуществляется их взаимодействие, необходимы дополнительные 

детальные исследования. Для достижения цели настоящего исследования,  с использованием 

технологии RNA-seq были картированы конгенные локусы первой хромосомы и выявлены 

гены, проявляющие значительные изменения в экспрессии в сетчатке крыс родительской линии 

OXYS и конгенных линий на ранней доклинической стадии развития ретинопатии.  

4.3 Картирование конгенных локусов первой хромосомы 

В результате сравнительного анализа однонуклеотидных полиморфизмов, специфически 

представленных в кДНК крыс родительских и конгенных линий, в настоящем исследовании 

показано, что в геном крыс WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 действительно перенесены 

локусы первой хромосомы крыс OXYS, и проведено их точное картирование. Показано, что 

конгенные локусы расположены на первой хромосоме (см. рисунок 13, 14) и позволяют 

однозначно дифференцировать крыс двух конгенных линий. Доказано, что гены, 

расположенные в каждом из двух фактических конгенных локусов, действительно оказывают 

влияние на развитие у крыс и катаракты, и ретинопатии [Rapp, 2000]. Протяженность 

фактических конгенных локусов составила 62,4 Mb для линии WAG/OXYS-1.2 против 73 Mb 



119 
 

локуса QTL2; и 9 Mb для линии WAG/OXYS-1.1 против 87,4 Mb в случае локуса QTL1. В 

последнем случае протяженность фактического конгенного локуса оказалась существенно 

меньше предполагаемой. При этом установлено, что крысам конгенной линии WAG/OXYS-1.1, 

у которых развиваются и ранняя катаракта, и ретинопатия,   от родительской линии OXYS 

перенесен локус первой хромосомы, не соответствующий по положению ожидаемому локусу 

QTL1. Этот факт, возможно, объясняется переносом в геном конгенной линии хромосомных 

сегментов, фланкирующих маркированный локус QTL1 у линии-донора. В соответствии с 

расчетами, приведенными Дж. Раппом, размер захватываемого при переносе от линии-донора 

фланкирующего ДНК-сегмента в среднем равняется 100 / N сМ с каждой стороны от 

используемого маркера [Drake, Schadt, Lusis, 2006; Rapp, 2000], где N – число поколений 

возвратного скрещивания в схеме конструирования конгенных животных. Для условий 

настоящего исследования размер этого сегмента составляет  12,5 сМ, где 1 cM эквивалентен 2 × 

10
6 
п.н. ДНК у мышей (и, предположительно, у крыс).  

4.4 Гены-кандидаты, в последовательности кДНК которых у крыс OXYS  

выявлены несинонимичные однонуклеотидные полиморфизмы  

относительно крыс WAG 

Представление о важной роли генетических факторов в этиологии заболеваний 

многофакторной природы находит подтверждение в многочисленных исследованиях 

ассоциации однонуклеотидных замен (SNP) с развитием патологических процессов. В качестве 

генетических факторов предрасположенности к развитию полигенных заболеваний интенсивно 

исследуются полиморфизмы, расположенные в кодирующих последовательностях (cSNPs). 

Определенную роль в этом играет относительная простота интерпретации их эффекта, в 

частности, в тех случаях, когда наблюдается несинонимичная замена в аминокислотной 

последовательности кодируемого белка. Показано, что cSNP могут оказывать влияние на 

процессинг как РНК, так и белка. В общем виде мутации по механизму их действия на 

белковый продукт можно разделить на: 1) мутации, в-целом сохраняющие третичную 

структуру белка, но изменяющие тонкую организацию его функциональных доменов и 2) 

мутации, нарушающие пространственную организацию белка [Balasubramanian et al., 2005; 

Sanchez-Ruiz, 2010].  По данным исследований функциональной геномики однонуклеотидные 

замены в смысловых участках гена способны изменять такие характеристики белка, как 

стабильность связывания с субстратом и промежуточными метаболитами; термодинамическую 

стабильность (мутантные белки могут быть подвержены протеолитической деградации с более 

высокой скоростью), а также посттрансляционную модификацию. При этом, согласно 

литературным данным, только малая доля из общего числа замен характеризуется 
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фенотипическим проявлением посредством изменения функции генного продукта или уровня 

экспрессии, большую часть известных SNP составляют нейтральные замены [Kumar, Henikoff, 

Ng, 2009]. Интересно, что при секвенировании генома по крайней мере 4х линий крыс, широко 

используемых при исследовании воспалительных процессов (DA/OlaHsd, DA/hanKini, E3/han, 

PVG/1AV1.Kini) показано наличие в каждом исследованном геноме приблизительно 3 млн 

SNPs и 0,3-0,36 млн коротких инсерций относительно  BN референсной последовательности 

RGSC3,4 [Li, Durbin, 2009]. При этом только около 1% всех SNP располагались в кодирующих 

регионах, и 21% из этих кодирующих полиморфизмов были несинонимичны [Bäckdahl et al., 

2014]. Следует добавить, что хотя полиморфизмы, ассоциированные с развитием того или 

иного комплексного заболевания, могут быть не идентичны у модельных животных и у 

человека, можно ожидать, что будут идентичны связанные с их эффектами 

патофизиологические пути. 

4.4.1 Гены-кандидаты в конгенных локусах первой хромосомы 

Сравнительный анализ однонуклеотидных полиморфизмов (SNP), характерных для 

последовательности кДНК крыс конгенных и родительских линий (данные RNA-seq) позволил 

выявить несинонимичные замены нуклеотидов в 19 генах, расположенных в фактических 

конгенных локусах первой хромосомы: 6 - у крыс WAG/OXYS-1.1 и 13 – у крыс WAG/OXYS-

1.2 (см. таблица 4). Для 10 выявленных однонуклеотидных полиморфизмов, 7 из которых 

располагаются в генах первого конгенного локуса, не обнаружено известных колокализованных 

вариантов в базе данных проекта ENCODE. При этом по крайней мере один SNP, выявленный в 

первом конгенном локусе в гене Arhgap33, потенциально способен значительно изменять 

структуру и функции белкового продукта гена (предсказание «deleterious»). Белковый продукт 

Arhgap33 входит в группу эффекторных молекул семейства GTP-связывающих Rho-белков 

(Rho-GTPases), посредством которых запускаются процессы генерации изменений в 

специфических сайтах актинового цитоскелета в ответ на внеклеточные стимулы [Clark, 1998].  

Показано участие малых Rho-белков в процессах эндоцитозного транспорта и расщепления 

белка-предшественника амилоида (APP) с участием α-секретазы [Schöbel et al., 2008], а также 

взаимодействия с BACE1 [Zhao et al., 2012], в обеспечении физиологического равновесия 

между клеточной пролиферацией и апоптозом [Wang, Mandelkow, 2012], регулировании 

процессов фагоцитоза [Mao, Finnemann, 2015], в связи с чем нарушение функционирования 

Rho-ГТФаз может оказывать влияние на эффективность иммунной защиты и 

противоспалительного ответа. Таким образом, выявленная несинонимичная замена в гене 

Arhgap33, возможно, функционально связана с развитием системного иммунного дисбаланса, 

отражающегося в изменениях профиля экспрессии генов иммунной системы как в 

префронтальной коре [Стефанова Н.А., Корболина Е.Е., Ершов Н.И., Рогаев Е.И., Колосова 
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Н.Г., 2015], так и в сетчатке [Kozhevnikova et al., 2013a] крыс OXYS по сравнению с крысами 

Wistar.  Следует отметить, что это состояние может создавать метаболический фон для развития 

и прогрессии многих проявлений преждевременного старения.   

Прочие выявленные однонуклеотидные замены, вероятно, оказывают умеренное влияние 

на структуру и функцию белковых продуктов генов-кандидатов. Тем не менее, в обоих 

конгенных локусах были выявлены позиционные кандидаты, представляющие интерес для 

дальнейших исследований благодаря их потенциальной связи с развитием патологических 

процессов. В частности, это транскрипционные факторы, мутации в генах которых способны 

приводить к изменению экспрессии на уровне мРНК целого спектра генов-мишеней [Farnebo, 

Bykov, Wiman, 2010].  Так, в первом конгенном локусе картируется ген Cebpg (CCAAT/enhancer 

binding protein (C/EBP), γ), кодирующий белок семейства CCAAT/энхансер-связывающихся 

(C/EBPs) транскрипционных факторов, участвующих в регуляции роста и дифференцировки 

клеток, воспалительном ответе, процессах гематопоэза  и созревания В-лимфоцитов [Cloutier et 

al., 2008; Nookala et al., 2013; Yamanaka et al., 1998]. Показана активность CEBPG в качестве 

модулятора активности комплекса C/EBP в целом [Cooper et al., 1995; Parkin et al., 2002] и, что 

особенно интересно, - в качестве регулятора транскрипции основных генов, отвечающих за 

репарацию ДНК, по крайней мере, в клетках бронхиального эпителия [Mullins et al., 2005]. 

Впрочем, экспрессия генов, относящихся к категории «метаболизм ДНК» (Prim2, Lig4, Rtel1) 

повышена относительно крыс OXYS у крыс обеих конгенных линий, что не позволяет 

напрямую связать эти изменения экспрессии с эффектом выявленного полиморфизма. 

Биологическая роль белкового продукта гена Cebpg в сетчатке не вполне изучена, однако 

недавно на фибробластах мыши была экспериментально показана активность его гетеродимера 

с C/EBPβ в подавлении экспрессии генов, ассоциированных со старением и иммунным ответом 

[Huggins et al., 2013]. Во втором конгенном локусе первой хромосомы (у крыс  линий 

WAG/OXYS-1.2 и OXYS), было выявлено 3 несинонимичных однонуклеотидных 

полиморфизма, картированных в гене Gtf3c1, кодирующем субъединицу транскрипционного 

фактора IIIC (general transcription factor IIIC, polypeptide 1α) [Lagna et al., 1994]. Известно, что 

данный транскрипционный фактор может регулировать процесс реаранжировки ядерной 

архитектуры, позволяющей координировать экспрессию нейрональных генов [Crepaldi et al., 

2013; Mertens, Roeder, 2008]. Следует отметить, что на первой хромосоме крыс DA, 

чрезвычайно восприимчивых к целому ряду аутоиммунных заболеваний, также выявлены 

множественные варианты (single nucleotide variants) гена Gtf3c, расположенного в локусе 

количественного признака Eae31, для которого показана ассоциация с воспалительными 

заболеваниями человека [Bäckdahl et al., 2014]. 

http://humbio.ru/humbio/biochem/000d2951.htm#_blank
http://humbio.ru/humbio/biochem/000d2951.htm#_blank
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Ген-кандидат Cic, картированный в первом конгенном локусе, участвует в 

метаболическом c-erbB (Egfr) – сигнальном пути, который, возможно, обеспечивает связь 

между внеклеточными сигналами и экспрессией генов, ассоциированной с протеканием 

регенеративных процессов при повреждении сетчатки [Wan, Ramachandran, Goldman, 2012]. 

Было показано, что ингибирование активности EGFR-сигналинга снижает интенсивность 

неоваскуляризации при развитии кислород-индуцированной ретинопатии у Timp3
−/−

 нокаутных 

мышей [Hewing et al., 2013]. Белковый продукт другого гена-кандидата Nudt19, nudix 

(nucleoside diphosphate-linked moiety X)-type motif 19, картированного в первом конгенном 

локусе, не является транскрипционным фактором, однако показано, что этот белок (совместно с 

гидролазами семейства Nudix) способен участвовать в процессах декепирования и поддержания 

стабильности матричных РНК [Song, Bail, Kiledjian, 2013]. Следует отметить, что нарушение 

регуляции этого гена рассматривается в качестве потенциального маркера ранних стадий 

ретинопатии [Arisi et al., 2011].  

Мы также выявили 4 кандидатных гена (из числа картированных во втором конгенном 

локусе), которые не содержали несинонимичных кодирующих полиморфизмов, однако 

дифференциально экспрессировались в сетчатке крыс OXYS и крыс WAG/OXYS-1.2 в возрасте 

20 дней: Zp2, Ifit1, Col17a1 и Snurf. Можно предположить, что регуляция транскрипции этих 

генов зависит от генетического окружения. Категории генных онтологий, ассоциированные с 

геном Zp2, - связывание с акрозином и активность корецепторов [Avella, Baibakov, Dean, 2014]. 

Ген Col17a1 кодирует α-цепь коллагена типа XVII, трансмембранного белка, являющегося 

структурным компонентом гемидесмосом. Известно, что определенные мутации Col17a1 

приводят к развитию буллезного эпидермолиза (non-herlitz junctional epidermolysis bullosa) 

[Pasmooij et al., 2012]. Ген Ifit1 кодирует белок, продукция которого индуцируется 

интерфероном, соответствующая категория генных онтологий в соответствии с базой данных 

REACTOME – «цитокин-опосредованная передача сигнала в иммунной системе» [Croft et al., 

2014]. Наиболее охарактеризованным из этих 4х генов является Snurf, ген SNRPN (малого 

ядерного рибонуклеопротеина N), уровень мРНК которого значительно повышен в сетчатке 

крыс WAG/OXYS-1.2 по сравнению с крысами OXYS (|log2FC|>3). Этот ген ассоциирован с 

синдромами генного импринтинга Прадера-Вилли (Prader-Willi) и Ангельмана (Angelman), 

вызываемыми хромосомными дефектами (делециями или мутациями) отцовской или 

материнской хромосомы 15q11-q13, соответственно. Ген SNURF-SNURP имеет необычную для 

класса эукариот бицистронную структуру с двумя неперекрывающимися рамками считывания, 

при этом каждый цистрон потенциально играет роль в патогенетических процессах [Bervini, 

Herzog, 2013; Gray, Saitoh, Nicholls, 1999]. Следует отметить, что высококонсервативная 

последовательность первого интрона Snrpn демонстрирует динамические изменения паттерна 
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метилирования ДНК в процессах развития и обладает (как показано и для грызунов) 

чувствительной к метилированию энхансерной активностью. Таким образом, данный ген 

способен регулировать процессы тканеспецифичной экспрессии [Miyazaki et al., 2009]. 

Интересно, что согласно данным базы BioGRID, Biological General Repository for Interaction 

Datasets [Stark et al., 2006], с белком SNURF непосредственно связывается транскрипционный 

фактор Sp1,  участвующий в регуляции транскрипции генов, специфичных для 

фоторецепторных клеток [Lerner et al., 2005].  

Определение функциональной роли выявленных генов-кандидатов в сетчатке крыс, а 

также в развитии патологии у крыс OXYS и конгенных животных является задачей дальнейших 

исследований. Следует отметить, что взаимотношения между транскрипционными факторами и 

их непосредственными генами-мишенями  в сетчатке крыс изучены достаточно слабо. 

Идентификация их в конкретной экспериментальной модели in vivo требует проведения 

интегративных исследований, в том числе - на уровне посттранскрипционной регуляции и 

белковых взаимодействий. 

4.4.2 Гены-кандидаты из числа ассоциированных с развитием БА 

Показано, что с развитием аутосомно-доминантной формы БА ассоциированы мутации в 

трех генах, включенных в список диагностических критериев заболевания [Jack et al., 2011; 

Yagi et al., 2014]: белка-предшественника амилоида (APP), пресенилина 1 (PSEN1), и более 

редко встречающиеся мутации в гене пресенилина 2 (PSEN2) [Luedecke et al., 2014; Muchnik et 

al., 2015; Testi et al., 2014]. С ними связано около 5 % случаев развития БА в возрасте до 60 лет,  

что составляет менее 0,01 % от общего количества зарегистрированных случаев заболевания 

[Waring, Rosenberg, 2008]. Предполагается вклад генетических факторов и в патогенез 

спорадической формы БА, на которую приходится ~95% случаев заболевания [Mitsui, Tsuji, 

2014]. По результатам полногеномных исследований GWAS с когнитивными нарушениями при 

развитии БА ассоциировано по меньшей мере 20 генетических факторов, хотя возможные 

молекулярные механизмы вовлечения выявленных генов-кандидатов в патогенез заболевания 

не установлены и активно обсуждаются. Несмотря на значительные успехи в поиске ге-

нетических факторов БА, очевидно, что совокупность известных генов и маркеров далеко не в 

полной мере характеризует наследственную компоненту заболевания. Так, идентифицированы 

мутации в гене APP, ассоциированные, наоборот, с уменьшением риска развития БА 

[Hashimoto, Matsuoka, 2014]. Более того, описаны случаи семейной, аутосомно-доминантно 

наследуемой, формы БА  с ранним началом при  отсутствии мутаций в генах PSEN1, PSEN2 или 

APP, что позволяет предполагать в данных случаях влияние мутаций неидентифицированных к 

настоящему моменту генов.Недавно мы показали, что ускоренное старение мозга крыс OXYS 

ассоциировано с развитием ключевых признаков спорадической формы БА: структурно-



124 
 

функциональными изменениями нейронов и синапсов, митохондрий, гиперфосфорилированием 

тау-белка, повышением уровня АРР, усиленным накоплением токсических форм Aβ в 

гиппокампе и префронтальной коре (см. главу 1 «Обзор литературы»). Как показали результаты 

настоящего исследования, развитие этих признаков у крыс OXYS не связано с 

несинонимичными мутациями в известных генах, ассоциированных с развитием аутосомно-

доминантной формы. При этом в последовательности кДНК крыс OXYS выявлено 3 

несинонимичных замены в генах, по тем или иным данным ассоциированных с развитием 

спорадической формы БА. Эти полиморфизмы не характерны для крыс WAG, 

демонстрирующих нормальные темпы старения, что свидетельствует в пользу их 

потенциальной ассоциации с формированием специфического фенотипа крыс OXYS. 

В результате анализа данных массового параллельного секвенирования (RNAseq) мы 

выявили две характерные для крыс OXYS миссенс-мутации в гене Sorl1, одна из которых 

потенциально приводит к существенным нарушениям структуры и функции итогового 

белкового продукта (предсказание «deleterious» согласно алгоритму SIFT). Ген Sorl1, кодирует 

белок-рецептор, содержащий связывающий повтор рецепторов липопротеинов низкой 

плотности типа «А» (LDLR type A binding repeat) и отвечающий за транспорт молекул (в том 

числе липидов и белка-предшественника амилоида APP) из ранних эндосом в транс-сеть 

Гольджи [Finan, Okada, Kim, 2011; Shah, Yu, 2006]. Таким образом, генетические 

полиморфизмы, связанные с нарушением функционирования рецептора, могут приводить к 

повышенной экспрессии Аβ. Кроме того, показано, что нарушение функции рецепторов 

семейства Vps10 (к которым относятся сортилин, SorL1, SorCS1, SorCS2, и SorCS3) может 

приводить к нейротоксическим эффектам благодаря их способности модулировать  

нейротрофические сигнальные пути [Reitz, 2015]. Потенциально патогенные нонсенс - или 

миссенс - мутации в гене SORL1 являются признанными генетическими факторами риска как 

для спорадических, так и для аутосомно-доминантных форм нейродегенеративных 

заболеваний, в том числе БА, однако  результаты полногеномных исследований ассоциаций в 

принципе показывают определенную неоднородность в различных популяциях [Jin et al., 2013; 

Wen et al., 2013]. Эти факты свидетельствует в пользу того, что, на возраст начала и характер 

протекания БА (по крайней мере, некоторых клинических форм) могут влиять факторы не 

мутационной природы. Следует отметить, что важная роль нарушений транспортировки белков 

в патогенетических механизмах развития БА подтверждается выявлением ассоциации развития 

заболевания с вариантами генов BIN1 и CD33 [Chouraki, Seshadri, 2014].  

В настоящем исследовании в кДНК крыс OXYS также выявлен несинонимичный 

однонуклеотидный полиморфизм в гене Casp3, активация белкового продукта которого 

обнаружена в биоптатах мозга пациентов с БА. Предполагается, что активация каспаз может 
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инициироваться в ответ на повышение уровня гиперфосфорилированного тау-белка, 

обусловленного мутациями тау или спорадическими возраст-зависимыми процессами [Spires-

Jones et al., 2009].  В то же время показано, что активация CASP3 ассоциирована с генерацией 

патологического расщепления тау-белка по остатку аспарагина (421) в составе фибриллярных 

структур [Jarero-Basulto et al., 2013]. При этом как in vitro, так и in vivo доказано, что само 

наличие «урезанного» каспазами тау-белка способно ускорять процессы его агрегации с 

образованием токсичных олигомеров. Так, у трансгенных мышей, экспрессирующих 

«урезанный» тау, в значительной части нейронов наблюдаются изменения по типу характерных 

для БА [Calignon de et al., 2012].  

Для определения роли выявленных аллельных вариантов в развитии патологии у крыс 

OXYS и конгенных животных необходимы дальнейшие исследования. Однако даже учетом 

того, что некоторые из выявленных генов-кандидатов окажутся не связанными с развитием 

исследуемого фенотипа, полученные данные можно считать косвенным подтверждением его 

обусловленности действием многих генов. В целом наши результаты расширяют спектр 

известных корреляций «генотип-фенотип» для генов, потенциально связанных с развитием 

комплекса признаков преждевременного старения. 

4.5 Сравнительный анализ транскриптома сетчатки крыс конгенных линий 

и крыс родительской линии OXYS на доклинической стадии развития ретинопатии 

Анализ изменений транскриптома, предшествующих и сопутствующих фенотипическим 

проявлениям комплексных заболеваний – признанный и продуктивный подход к поиску генов, 

вовлеченных в их этиологию и патогенез. Изменения экспрессии функционально объединенных 

групп генов, связанные с развитием этих заболеваний, могут выявляться уже на 

доклинических  стадиях патологического процесса [Kim et al., 2012], однако по очевидным 

причинам крайне проблематично выявлять такие изменения у людей. В то же время анализ 

результатов транскриптомных исследований, проведенных  на биологических моделях, 

указывает на то, что нарушение регуляции сходных биологических процессов характерно не 

только для манифестации разных клинических форм, но и для развития различных 

нейродегенеративных заболеваний.  

Так, согласно литературным данным, на доклинических стадиях и «сухой», и «влажной» 

форм ВМД, в первую очередь изменяется экспрессия генов, ассоциированных с метаболизмом 

липидов и сигнальными путями, в частности Wnt-опосредованным сигнальным путем. Что 

интересно, нарушение экспрессии генов, относящихся к этим же категориям, наблюдается в 

мозге на ранних стадиях развития форм БА как с ранним, так и поздним началом [Humphries, 

Kohli, 2014]. Следует отметить, что и на доклинической стадии развития ретинопатии (в 
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возрасте 20 дней), и в период ее активной манифестации (в возрасте 3 месяца) в сетчатке крыс 

OXYS изменена по сравнению с крысами Wistar экспрессия генов, ассоциированных с 

метаболизмом липидов [Telegina et al., «Identification of functional networks associated with cell 

death in the retina of OXYS rats during the development of retinopathy», публикация принята в 

печать в журнал Cell Cycle]. Убедительным подтверждением системности этих изменений 

метаболизма являются полученные в настоящем исследовании результаты ЯМР-

спектроскопического исследования мозга крыс OXYS. Мы показали, что раннее постнатальное 

развитие мозга крыс OXYS (в возрасте 2-3 недель) происходит на фоне нарушений баланса 

между процессами катаболизма и синтеза мембранных фосфолипидов. В настоящем 

исследовании также выявлено относительное  обогащение генов, изменяющих экспрессию в 

сетчатке крыс WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 по сравнению с крысами OXYS, терминами 

генной онтологии «модификация липидов» и «окисление липидов», а также «метаболические 

процессы жирных кислот» (р<0,05). Уровень соответствующих мРНК (в частности, для генов 

Acadm, Ehhadh, Ephx2, Adh7) в сетчатке крыс обеих конгенных линий достоверно ниже, чем у 

крыс OXYS. При этом при сравнении транскриптома сетчатки крыс OXYS и Wistar в возрасте 

20 дней (данные готовятся к печати) были выявлены значительные изменения уровня мРНК 

только для одного из этих генов – Ehhadh, причем в сетчатке крыс OXYS уровень мРНК Ehhadh 

был выше, чем у крыс Wistar. Можно предположить, что наблюдаемые изменения экспрессии 

ассоциированы с развитием патологического процесса в сетчатке и его различной 

выраженностью у крыс конгенных и родительской линий. В то же время данные ряда научных 

исследований поддерживают предположение о том, что к изменению липидного баланса и 

увеличению риска развития ВМД может приводить в принципе дисрегуляция  экспрессии 

генов, участвующих в метаболизме липидов [Mousavi, Armstrong, 2013]. 

Согласно анализу путей KEGG, при сравнении транскриптома сетчатки крыс двух 

конгенных линий выделяется группа из 5-ти наиболее вариабельных по уровню экспрессии 

генов, ассоциированных с метаболическим путем болезни Альцгеймера: Bace2, Wnt16, Cdh3, 

Cdh1, Wnt6. Уровень соответствующих мРНК в сетчатке крыс WAG/OXYS-1.1 также 

значительно ниже, чем у крыс WAG/OXYS-1.2.  

Ген Bace2 кодирует аспарагиновую протеазу, паралог BACE1, и, согласно данным ряда 

исследований, является многообещающей мишенью для генной терапии БА [Southan, Hancock, 

2013]. В литературе описана ассоциация между полиморфизмом по вариантам гена BACE2 и 

возрастом регистрации первых признаков деменции у людей с синдромом Дауна [Mo et al., 

2015]. Показано, что β-секретазная активность и продукция бета-амилоида в культуре 

астроцитов в основном обеспечивается за счет активности BACE2 [Bettegazzi et al., 2011]. В то 

же время показана функциональная роль ВАСЕ2 в качестве протеазы, эффективно разрезающей 
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β-амилоид либо на мелкие фрагменты, либо по нехарактерному для BACE1 сайту, и таким 

образом способствующей снижению его содержания в тканях [Abdul-Hay et al., 2012]. Причем 

in vitro ВАСЕ1 также способен разрушать Аβ, однако в 150 раз менее эффективно по сравнению 

с ВАСЕ2. Таким образом, хотя роль ферментов BACE1 и BACE2 в норме и при развитии 

патологии на сегодняшний день не ясна полностью, полученные результаты позволяют 

предположить, что нарушение функционирования белка BACE2 может увеличить риск 

развития БА. Следует отметить, что группа из 7 ДЭ генов, общих для всех трех сравниваемых в 

настоящем исследовании линий: WAG/OXYS-1.1, WAG/OXYS-1.2 и OXYS (см. рисунок 15 ), 

включает ген Calm4, calmodulin 4, также ассоциированный с метаболическим путем болезни 

Альцгеймера в терминах генных онтологий.  

Гены Wnt16 и Wnt6, уровень мРНК которых также относительно понижен в сетчатке 

крыс WAG/OXYS-1.1 по сравнению с WAG/OXYS-1.2, кодируют белки семейства wingless-type 

MMTV integration site, и в терминах генных онтологий ассоциированы не только с 

метаболическим путем болезни Альцгеймера, но и с Wnt-сигнальным путем. Интересно, что в 

мозге больных БА наблюдается характерное снижение экспрессии многих генов по сравнению 

с контрольной группой соответствующего возраста. К процессам, объединяющим гены со 

сниженной экспрессией, ассоциированные с развитием спорадической формы БА, относятся и 

процессы сигнальной трансдукции [Ruggiero et al., 2012]. При этом, согласно результатам 

проведенных ранее исследований транскриптома, в возрасте 20 дней и в сетчатке крыс 

родительской линии OXYS, и в сетчатке конгенных крыс  WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2, 

уровень мРНК генов Bace2 и Wnt16 значительно ниже, чем у крыс Wistar. Можно 

предположить, что наблюдаемые однонаправленные изменения экспрессии в сетчатке крыс 

родительской и конгенных линий ассоциированы с развитием нейродегенеративных процессов. 

Тем не менее, мы показали, что прогрессия ретинопатии с возрастом у крыс конгенных линий 

выражена меньше, чем у крыс OXYS, причем у конгенных животных выявляются не все 

характерные для крыс OXYS морфологические признаки заболевания. 

Мы также выявили в сетчатке крыс линии WAG/OXYS-1.1 по сравнению с крысами 

WAG/OXYS-1.2 снижение (в 1,7 раз) уровня мРНК гена Mitf (micropthalmia-associated 

transcription factor), транскрипционного фактора, принадлежащего к семейству MiTF/TFE, 

членам которого отводится критическая роль в процессах биогенеза клеточных органелл и 

энергетического метаболизма [Martina et al., 2014]. Аналогично, уровень мРНК Mitf 

существенно снижен в сетчатке крыс OXYS по сравнению с Wistar в возрасте 20 дней, однако 

различия сглаживаются к возрасту 3 месяца [Kozhevnikova et al., 2013a]. Известно, что Mitf 

выступает одновременно и в роли гена-мишени, и в роли ядерного медиатора Wnt-

опосредованных сигналов, по крайней мере, в меланоцитах [Ploper et al., 2015; Saito et al., 2003]. 
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При сравнении полученных ранее данных [Telegina et al., публикация принята в печать в 

журнал Cell Cycle] с результатами настоящего исследования, в возрасте 20 дней выявлены 

разнонаправленные изменения уровня мРНК гена Dkk1, ассоциированного, согласно данным 

базы KEGG, с Wnt-зависимым сигнальным путем, в сетчатке крыс линий WAG/OXYS-1.1 и 

WAG/OXYS-1.2 относительно уровня, характерного для контрольных крыс Wistar. Уровень 

соответствующей мРНК в сетчатке крыс линий WAG/OXYS-1.2 и OXYS достоверно выше, чем 

у Wistar (и значимо не различается), однако в сетчатке крыс WAG/OXYS-1.1 уровень мРНК 

Dkk1 существенно ниже, чем у крыс Wistar, и в 2,1 раза ниже, чем у крыс WAG/OXYS-1.2. 

Показано участие белкового продукта Dkk1 в определенных этапах развития глаза, в частности, 

в процессах отделения  хрусталика от поверхностной эктодермы [Lieven, Rüther, 2011]. Его 

роль в развитии и функционировании сетчатки не исследована детально. Тем не менее, 

показано,  что этот белок выступает компетентным антагонистом классического Wnt-

сигнального пути, причем его эффект дозозависим [Lyros et al., 2014; Scott, Brann, 2013]. 

Следует отметить, что при сравнении полученных ранее данных с результатами настоящего 

исследования, значимых различий в уровне мРНК генов Mitf, Bace2, Wnt16 в сетчатке крыс 

линий WAG/OXYS-1.2 и OXYS в возрасте 20 дней также не выявлено. При этом в возрасте 3 

месяца в сетчатке крыс OXYS снижена относительно крыс Wistar экспрессия других генов Wnt-

сигнального пути: Wnt7b, Wnt10a, Wnt4 и Sfrp4 [Telegina et al., публикация принята в печать в 

журнал Cell Cycle]. Показано, что активация Wnt-сигнального каскада наблюдается в сетчатке и 

конкретно в клетках РПЭ в различных моделях возрастной макулярной дегенерации (ВМД) и 

диабетической ретинопатии [Hu et al., 2013b; Zhao et al., 2013], с нарушением баланса 

экспрессии соответствующих генов связывают развитие в сетчатке воспаления и 

окислительного стресса [Zhou et al., 2010]. Экспериментально доказано, что гены Wnt-

сигнального пути играют определенную роль в процессах ангиогенеза при неоваскуляризации 

[Katoh, 2013], в процессах развития клеток ретинального пигментного эпителия [Steinfeld et al., 

2013], а также в патогенезе болезни Альцгеймера [Inestrosa, Varela-Nallar, 2014; Rosso, Inestrosa, 

2013]. Интересно, что у крыс с ретинопатией, индуцированной кислородом  (oxygen-induced 

retinopathy model of ROP), активация Wnt-сигнального пути наблюдается в период активного 

развития сосудистой патологии, на 19 постнатальный день [Griffith et al., 2013]. Следует 

отметить, что в число генов, изменяющих экспрессию с возрастом  в  префронтальной коре 

крыс OXYS по сравнению с крысами Wistar, также входят 46 генов из Wnt-сигнального пути 

[Стефанова Н.А., Корболина Е.Е., Ершов Н.И., Рогаев Е.И., Колосова Н.Г., 2015]. Можно 

предположить, что выявленные изменения экспрессии генов характеризуют системные 

изменения, связанные с развитием нейродегенеративных процессов и в мозге, и в сетчатке крыс 

OXYS. 
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К числу эффекторов, интегрирующих Wnt-опосредованные сигналы морфологических и 

транскриптомных изменений, относятся также члены семейства Rho-ГТФаз [Schlessinger, Hall, 

Tolwinski, 2009]. В это семейство входит белковый продукт гена Arhgap33, функция которого у 

крыс WAG/OXYS-1.1 и OXYS согласно результатам нашего исследования, возможно, 

существенно изменена с учетом влияния несинонимичного однонуклеотидного полиморфизма 

в последовательности его кДНК. Поскольку в числе прочих процессов Wnt-сигнальный путь 

участвует в регуляции уровня свободного кальция в цитоплазме [De, 2011], наблюдаемые 

изменения экспрессии Wnt-ассоциированных генов могут приводить к изменению регуляции 

экспрессии генов Ca
2+

-связывающих белков в сетчатке крыс конгенной линии WAG/OXYS-1.2 

по сравнению с крысами OXYS, выявленному в настоящем исследовании. Изменение 

экспрессии генов, ассоциированных с Ca-опосредованной передачей сигнала и связыванием 

кальция, показано в ряде транскриптомных исследований как в мозге пациентов с 

установленным диагнозом  БА,  так и в ЭПР трансгенных мышей, экспрессирующих мутантные 

гены белка-предшественника амилоида и пресенелинов человека [Emilsson, Saetre, Jazin, 2006; 

Woods, Padmanabhan, 2012].  

Следует отметить, что белковые продукты двух генов TGF-бета сигнального пути, 

вариабельно экспрессирующихся в сетчатке крыс конгенных линий в возрасте 20 дней, в то же 

время играют важную роль в процессах становления мозга. Так, показано, что экспрессия 

определенных изоформ Pitx2 активируется в специфических областях развивающегося 

головного мозга, что подчеркивает особую роль продуктов гена в процессах миграции и 

дифференцировки нейронов [Waite, Martin, 2015]. Ген Thbs4 кодирует белок внеклеточного 

матрикса, принимающий непосредственное участие в развитии нейрональных клеток [Girard, 

Eichenberger, Celio, 2014]. Известно, что белковый продукт гена Dcn играет определенную роль 

в процессах сборки внеклеточного матрикса [Mochida et al., 2009; Neill, Schaefer, Iozzo, 2012] и 

ангиогенеза [Järveläinen, Sainio, Wight, 2015], и вероятно, может быть задействован в патогенезе 

ВМД. Уровень мРНК соответствующих генов понижен в сетчатке крыс WAG/OXYS-1.1 по 

сравнению с WAG/OXYS-1.2. Интересно, что однонаправленные изменения – значимое 

снижение уровня мРНК соответствующих генов TGF-бета сигнального пути, - выявляются в 

сетчатке крыс OXYS по сравнению с крысами Wistar в возрасте 20 дней [Telegina et al., 

публикация принята в печать в журнал Cell Cycle], но не выявляются в возрасте 3 месяцев 

[Kozhevnikova et al., 2013a]. Показано, что TGF-бета сигнальный путь ассоциирован с 

развитием нейродегенеративных изменений как в исследованиях на генно-инженерных моделях 

[Tesseur, Wyss-Coray, 2006], так и на людях, в том числе при развитии БА [Caraci et al., 2012; 

Das, Golde, 2006], а также может быть задействован в процессах регенерации нейронов 

[Lenkowski et al., 2013]. Можно предположить, что выявленные в настоящей работе изменения 
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транскриптомного профиля выступают предпосылками развития в будущем 

нейродегенеративных процессов в сетчатке крыс. Следует отметить, что согласно результатам 

настоящего исследования, уровень мРНК Egr1 (early growth response 1) в сетчатке крыс 

WAG/OXYS-1.2 в 1,72 раза выше, чем у крыс WAG/OXYS-1.1.  Этот ген кодирует 

транскрипционный фактор, который, как показано на животных моделях глаукомы и БА, 

является потенциальным посредником нейропротекторных реакций [Bakalash et al., 2011; Mo et 

al., 2015]. Данные исследования на мышиной модели БА - APP23  - с использованием 

иммунопреципитации хроматина и последующим секвенированием (ChIP-seq) позволяют 

предположить, что продукты генов, экспрессия которых регулируется Egr1,  задействованы в 

процессах клатрин-опосредованного эндоцитоза, везикулярного транспорта и синаптической 

передачи в мозге [Koldamova et al., 2014]. Следует отметить, что в упомянутом исследовании 

Колдамовой с соавторами гены Psen2, ассоциированный с риском развития «семейной» формы 

БА и Picalm, ассоциированный с риском развития спорадической формы БА согласно данным 

GWAS, были идентифицированы в качестве непосредственных мишеней EGR1. При этом было 

показано, что Picalm способен взаимодействовать с белками комплекса SNARE, играющими 

центральную роль в инициации синхронного высвобождения нейромедиаторов [Harel et al., 

2008; Miller et al., 2011]. Показано, что усиление экспрессии Egr1 ассоциировано с активацией 

микроглии при нейродегенеративных процессах, в том числе – в сетчатке [Sharma et al., 2012]. 

Интересно, что согласно литературным данным, ген Egr1 входит в число немногих описанных 

генов, взаимодействующих и регулируемых непосредственно Pitx2. 

В ряде исследований показано, что уровень мРНК генов, функционально связанных с 

воспалительными процессами, при развитии БА, повышен во многих регионах мозга 

[Avramopoulos et al., 2011; Bossers et al., 2010; Tollervey et al., 2011]. На настоящий момент 

неясно, занимает воспаление в патогенетических механизмах развития БА место триггера, 

первичного ответа или же вторичной ответной реакции. Нейропротекторный эффект, 

наблюдаемый в частности на биологических моделях болезни Паркинсона и бокового 

амиотрофического склероза, может быть опосредован как снижением интенсивности процессов 

воспаления в ЦНС, так и другими молекулярными механизмами. Тем не менее, следует 

отметить, что 5 (CR1, CD33, HLA-DRB5-DRB1, INPP5D, MEF2C) из 20 генов, ассоциированных 

с развитием спорадической формы БА, согласно данным GWAS, так или иначе, участвуют в 

воспалительных процессах [Lambert et al., 2013]. Признаки воспаления выражены в сетчатке 

пациентов с ВМД. Впрочем, менее выраженные аналогичные изменения наблюдаются при 

нормальном старении глаза и квалифицируются как паравоспаление [Chen et al., 2010a]. Это 

позволяет рассматривать провоспалительные процессы в качестве проявлений, типичных для 

старения [Cai, Liu, 2012; Kaarniranta et al., 2011]. Мы показали, что гены, функционально 
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связанные с воспалительным ответом,  изменяют экспрессию в сетчатке крыс обеих конгенных 

линий. Интересно, что у крыс WAG/OXYS-1.1 по сравнению с крысами OXYS существенно 

снижен уровень мРНК гена Cd14. Показано, что CD14 и Toll-like рецепторы (TLRs) участвуют в 

процессах активации микроглии, сопровождающих развитие нейродегенеративных изменений 

(см. главу 1 «Обзор литературы»), при этом CD14, возможно, является важнейшим регулятором 

опосредованного микроглией воспалительного ответа, связанного с процессами отложения 

депозитов β-амилоида [Landreth, Reed-Geaghan, 2009; Reed-Geaghan et al., 2010].  Доказано, что 

фибриллярный β-амилоид способен непосредственно реагировать с рецептором TLR2, TLR4, и 

белком CD14, что индуцирует утилизацию (фагоцитоз) β-амилоида клетками микроглии на 

ранних стадиях, и нейровоспалительный ответ на поздних стадиях БА [Gambuzza et al., 2014]. 

Ранее мы показали, что при прогрессии ретинопатии и с возрастом в сетчатке крыс также 

существенно изменяется экспрессия генов, участвующих в модуляции иммунного ответа и 

генов внеклеточного матрикса [Kozhevnikova et al., 2013a]. Изменения экспрессии генов в 

сетчатке конгенных животных в возрасте 20 дней, выявленные в настоящем исследовании,  

ассоциированы с модуляцией иммунного ответа (у крыс WAG/OXYS-1.1) и генов 

внеклеточного матрикса (у крыс обеих конгенных линий). Эти результаты находят 

подтверждение в литературных данных. Так, показано, что с возрастом изменения экспрессии 

генов воспалительного ответа, цитокиновой активности и внеклеточного матрикса 

регистрируются в различных тканях модельных животных [Cai, Liu, 2012; Landis, Shen, Tower, 

2012], в том числе в сетчатке при развитии ретинопатии [Chen et al., 2010a]. Интересно, что 

изменения экспрессии генов, регулирующих архитектуру цитоскелета, наблюдаются и в мозге 

при развитии БА, что находит объяснение в рамках гипотезы тау-опосредованного развития 

заболевания [Bamburg, Bloom, 2009; Iqbal et al., 2005].  

Как уже обсуждалось, (см. главу 1 «Обзор литературы») в качестве одного из ключевых 

факторов риска развития нейродегенеративных заболеваний рассматривается дисфункция 

митохондрий [Witte et al., 2010]. В ряде исследований мозга пациентов с БА показано, что 

категории генных онтологий, функционально связанные с метаболическими процессами и 

функционированием митохондрий, объединяют ДЭ гены с повышенной на уровне мРНК 

экспрессией относительно контрольной группы [Mills et al., 2013; Silva et al., 2012]. При этом 

показано, что при развитии признаков БА функционирование митохондрий нарушается под 

воздействием белка-предшественника амилоида, непосредственно β-амилода и пресенелинов 

[Begley et al., 1999; Serý et al., 2013]. Согласно нашим данным уже в возрасте 20 дней в сетчатке 

крыс OXYS наблюдалось повышение экспрессии генов, ассоциированных с 

функциональностью митохондрий и окислением жирных кислот: Ehhadh и Acadm [Bruun, 

Doktor, Andresen, ; Houten et al., 2012] относительно крыс обеих конгенных линий. Так, 
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известно, что белковый продукт гена Ehhadh является L-бифункциональным ферментом, 

необходимым для синтеза средней цепи дикарбоновых кислот, и, соответственно, 

скоординированной индукции митохондриальных и пероксисомных метаболических путей 

окисления жирных кислот, в частности, во время голодания [Houten et al., 2012]. Кроме того, в 

сетчатке крыс конгенной линии WAG/OXYS-1.2 был повышен относительно OXYS уровень 

мРНК генов, белковые продукты которых ассоциированы с внутренней митохондриальной 

мембраной - Yme1l1 и Gatm. Человеческий ген-гомолог Yme1l1 имеет определенное сходство с 

консервативными АТФ-зависимыми протеиназами митохондрий, так называемыми ААA 

протеазами [Ruan et al., 2013], необходимыми для протекания процессов клеточного деления, 

морфогенеза крист и апоптоза [Stiburek et al., 2012].  Впрочем, роль YME1L1 в регуляции 

функционирования митохондрий млекопитающих остается неясной. Наши исследования 

позволяют предположить, что дисфункция митохондрий становится одним из наиболее ранних 

событий при развитии признаков нейродегенеративных изменений и в мозге крыс OXYS. Так, 

снижение функциональной активности фермента комплекса IV дыхательной цепи митохондрий 

цитохром с оксидазы, рассматривающаяся в качестве одного из ключевых показателей 

дисфункции митохондрий в мозге при развитии БА, снижается в гиппокампе и только затем, с 

возрастом, во фронтальной коре крыс OXYS по сравнении с крысами Wistar [Стефанова Н.А., 

Корболина Е.Е., Ершов Н.И., Рогаев Е.И., Колосова Н.Г., 2015].  

В целом мы выявили в сетчатке 20-дневных крыс каждой из полученных конгенных 

линий характерные изменения экспрессии генов по сравнению с крысами родительской линии 

OXYS, которые могут рассматриваться как предпосылки развития в 

дальнейшем нейродегенеративных процессов. Принципиально важно, что гены, 

дифференциально экспрессирующиеся в сетчатке крыс конгенных линий по сравнению с 

крысами OXYS, принадлежат к пересекающимся категориям генных онтологий, в частности, 

воспалительного ответа. Более того,  направленность изменения уровней мРНК совпадающих 

ДЭ генов относительно крыс OXYS у конгенных животных одинакова.  

Можно полагать, что особенности транскриптома сетчатки конгенных животных 

обусловлены спецификой молекулярных событий, ассоциированных с перенесенными в их 

геном локусами первой хромосомы крыс OXYS. Интересными кандидатами представляются 

дифференциально экспрессирующиеся гены, кодирующие регуляторы транскрипции. Так, ген 

Elf3, уровень мРНК которого понижен в сетчатке крыс обеих конгенных линий по сравнению с 

крысами OXYS, кодирует транскрипционный фактор, высокоэкспрессированный в клетках 

РПЭ и способный, как показано in vitro, регулировать экспрессию специфических для тканей 

глаза генов, в т.ч. TIMP3 [Jobling et al., 2002]. Также в сетчатке конгенных крыс в возрасте 20 

дней была изменена по сравнению с крысами OXYS экспрессия генов мультибелкового 
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медиаторного комплекса (MED), высококонсервативного ключевого регулятора транскрипции 

у эукариот. При этом и у крыс WAG/OXYS-1.1, и у крыс WAG/OXYS-1.2 уровень мРНК гена 

MED8 был повышен, а гена MED20 - понижен. Известно, что нарушения функционирования 

комплекса MED ассоциированы с некоторыми заболеваниями человека. Например, 

альтернативный сплайсинг соответствующих генов может способствовать неоваскуляризации, 

характеризующей поздние стадии как «сухой», так и «влажной» формы ВМД  [Rienzo et al., 

2014]. В настоящем исследовании мы показали, что и морфологические изменения сетчатки 

крыс линий WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 с возрастом имеют определенное сходство. При 

этом выявленное изменение в сетчатке конгенных крыс уровня мРНК генов, относящихся к 

функциональной категории «развития кровеносных сосудов» хорошо согласуется с данными 

гистоморфологического исследования о различиях в ретинальном кровоснабжении крыс 

конгенных и родительской линии.  В совокупности наши данные могут свидетельствовать о 

том, что в патологических нейродегенеративных процессах, развивающихся в сетчатке 

конгенных крыс, в определенной степени задействованы общие молекулярные механизмы.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Основным вкладом настоящего исследования в изучение молекулярно-генетических 

механизмов комплексного развития признаков преждевременного старения является выявление 

ассоциации развития ранней катаракты и ретинопатии у крыс OXYS с индивидуальными 

локусами первой хромосомы, и ее экспериментальное доказательство с использованием двух 

оригинальных конгенных линий крыс. На основании сравнительного анализа 

однонуклеотидных полиморфизмов, специфически представленных в кДНК крыс родительских 

и сконструированных конгенных линий по данным массового параллельного секвенирования 

(RNAseq), было проведено точное картирование границ выявленных локусов и составлен  

список генов - кандидатов, потенциально оказывающих влияние  на развитие патологических 

процессов.  В их число вошли 19 генов, расположенных в картированных локусах первой 

хромосомы, и 2 гена, согласно литературным данным ассоциированные с развитием 

спорадической формы болезни Альцгеймера, в последовательности которых были выявлены 

несинонимичные замены (SNP). Впервые полученные данные по масштабному изменению 

экспрессии генов в сетчатке крыс родительской и конгенных линий позволили выявить ряд 

молекулярно-генетических путей, ассоциированных с развитием у животных клинически и 

морфологически различных признаков ретинопатии на ранней доклинической стадии развития 

заболевания (в возрасте 20 дней). Из полученных результатов следует, что развитие у крыс 

конгенных линий ретинопатии происходит на фоне нарушения баланса экспрессии генов, 

связанных с метаболизмом жирных кислот и липидов, метаболизмом ДНК, и с воспалительным 

ответом. Потенциально эти же гены могут оказывать влияние на развитие ранней катаракты и 

ретинопатии, аналогичной ВМД, у крыс  родительской линии OXYS. Также с использованием 

метода Р
31

-ЯМР спектроскопии впервые показано, что раннее постнатальное развитие мозга 

крыс OXYS происходит на фоне характерных для адаптации  к гипоксии изменений 

энергетического метаболизма, в то время как дефицита высокоэнергетических фосфатов не 

наблюдается, в том числе и в последующие периоды жизни. Несмотря на то, что не все 

полученные экспериментальные данные подтвердили гипотезы, сформулированные по 

результатам проведенного QTL-анализа, показана научно-практическая ценность оригинальных 

конгенных линий крыс WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 для интегративных исследований 

причин и механизмов развития нейродегенеративных заболеваний сетчатки, в особенности при 

параллельном с катарактой развитии. Результаты могут быть востребованы для поиска новых 

терапевтических мишеней при создании препаратов, направленных на профилактику и лечение 

заболеваний, ассоциированных с возрастом. Полученные данные определяют основы для 

дифференциального подхода к выяснению роли и значимости выделенных генов-кандидатов в 

развитии нейродегенеративных процессов.  
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ВЫВОДЫ: 

1) Постнатальное развитие мозга крыс OXYS происходит на фоне характерных для адаптации  

к гипоксии изменений энергетического метаболизма – увеличения уровня креатинфосфата и 

его утилизации на синтез АТФ. Развитие признаков ускоренного старения мозга у крыс 

OXYS к возрасту 3 месяцев не связано с нарушением энергетического метаболизма - 

дефицитом высокоэнергетических фосфатов.   

2) Методом QTL-анализа на первой хромосоме крыс OXYS выявлены локусы, 

ассоциированные с развитием признаков преждевременного старения: катаракты, 

ретинопатии и поведенческих признаков ускоренного старения мозга. 

3) Перенос выявленных локусов в геном крыс WAG с контролем по ограничивающим локусы 

микросателлитным маркерам привел к развитию ранней катаракты и ретинопатии у крыс 

конгенных линий WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2. 

4) По результатам анализа данных массового параллельного секвенирования (RNA-seq) 

картировано положение перенесенных локусов: первый – 8,9×10
7
–9,7×10

7
 п.о./ 1,04×10

8
–

1,05×10
8
 п.о. и второй – 1,78×10

8
–2,1×10

8
 п.о./ 2,34×10

8
–2,75×10

8
 п.о. первой хромосомы. 

5) Согласно результатам анализа данных RNA-seq специфичные для крыс  OXYS 

несинонимичные относительно крыс WAG однонуклеотидные полиморфизмы 

присутствуют в последовательности кДНК 19 генов, расположенных в картированных 

локусах первой хромосомы, и в 2-х генов, по литературным данным ассоциированных с 

развитием спорадической формы болезни Альцгеймера.  Выявленные полиморфизмы 

способны влиять на развитие комплекса признаков преждевременного старения у крыс 

OXYS. 

6) Методом RNA-seq показано, что на доклинической стадии развития ретинопатии (в возрасте 

20 дней) в сетчатке конгенных крыс WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 по сравнению с 

крысами OXYS изменен уровень мРНК, соответственно, 80 и 226 генов, функционально 

связанных в том числе  с организацией внеклеточного матрикса, метаболизмом жирных 

кислот, метаболизмом  ДНК и  воспалительным ответом. 

7) Сравнительный анализ транскриптома сетчатки методом RNA-seq показал, что характерные 

особенности развития ретинопатии у конгенных крыс WAG/OXYS-1.1 и WAG/OXYS-1.2 

формируются на фоне изменения на доклинической стадии заболевания уровня мРНК генов, 

ассоциированных с активностью транскрипционных факторов, морфогенезом кровеносных 

сосудов, межклеточными коммуникациями и передачей сигнала. Анализ метаболических 

путей выявил значимую представленность генов, ассоциированных с метаболическим путем 

болезни Альцгеймера, а также с Wnt- и TGF-β- опосредованными сигнальными путями, 



136 
 

задействованными в патогенезе нейродегенеративных процессов, как у модельных 

животных, так и у человека.  
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Приложение 1. Электрофоретическое разделение продуктов амплификации ДНК. 

Показано разделение продуктов ПЦР с праймеров D1Rat81 в 6% ПААГ (определение аллелей 

микросателлитного маркера D1Rat81 крыс гибридов F2). Продукты амплификации тотальной 

геномной ДНК: 1-8 – крыс гибридной популяции F2, 9 – крыс OXYS, 10 – крыс WAG, где А, В – 

аллельные варианты длины маркерной последовательности, Г – гетерозигота. 
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Приложение 2. Графики распределения статистической значимости для значений 

фенотипических признаков в гибридной популяции F2 на первой хромосоме крыс. По оси 

абцисс - позиция микросателлитного маркера на карте хромосомы, Mb. 

 

График № 1. Заболеваемость ретинопатией. 

 

 

  55,1                90,3  100,6                                                   188,0                                    250,4 
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График № 2. Заболеваемость катарактой. 
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График № 3. Латентный период выхода в центр в тесте «открытое поле». 

 

 

  55,1                90,3  100,6                                                   188,0                                    250,4 

D1Rat196  D1Rat224 D1Rat30                                         D1Rat219                             D1Rat81   

 

График № 4. Латентный период выхода в центр в тесте «крестообразный лабиринт». 

 

  55,1                90,3  100,6                                                   188,0                                    250,4 

D1Rat196  D1Rat224 D1Rat30                                         D1Rat219                             D1Rat81   

 

 

LOD score 43.94 

LOD score 38.86 

LOD score 

LOD score 28.80 
LOD score 28.83 

LOD score 
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График № 5. Время, проведенное в центре, в тесте «крестообразный лабиринт». 

 

  55,1                90,3  100,6                                                   188,0                                    250,4 

D1Rat196  D1Rat224 D1Rat30                                         D1Rat219                             D1Rat81   

 

График  № 6. Количество актов груминга в тесте «крестообразный лабиринт». 

 LOD score 

 

  55,1                90,3  100,6                                                   188,0                                    250,4 

D1Rat196  D1Rat224 D1Rat30                                         D1Rat219                             D1Rat81   

 

 

 

 

LOD score 

LOD score 7.02 

LOD score 5.57 

LOD score 2.85 
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График № 7. Количество вертикальных стоек в тесте «открытое поле». 

 LOD score 

 

  55,1                90,3  100,6                                                   188,0                                    250,4 

D1Rat196  D1Rat224 D1Rat30                                         D1Rat219                             D1Rat81   

 

График № 8. Количество выглядываний в тесте «крестообразный лабиринт». 

LOD score 

 

  55,1                90,3  100,6                                                   188,0                                    250,4 

D1Rat196  D1Rat224 D1Rat30                                         D1Rat219                             D1Rat81   

 

График № 9. Количество выходов в центр в тесте «крестообразный лабиринт». 

LOD score 

 

  55,1                90,3  100,6                                                   188,0                                    250,4 

D1Rat196  D1Rat224 D1Rat30                                           D1Rat219                               D1Rat81   
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График № 10. Количество переходов в открытые рукава в тесте «крестообразный 

лабиринт». 

LOD score 

 

  55,1                90,3  100,6                                                   188,0                                    250,4 

D1Rat196  D1Rat224 D1Rat30                                         D1Rat219                             D1Rat81 

   

График № 11. Количество переходов в закрытые рукава в тесте «крестообразный 

лабиринт». 

LOD score 

 

  55,1               90,3  100,6                                                   188,0                                    250,4 

D1Rat196  D1Rat224 D1Rat30                                         D1Rat219                           D1Rat81   

 

График № 12. Время, проведенное в открытом пространстве в тесте «крестообразный 

лабиринт». 

LOD score 

 

  55,1               90,3  100,6                                                   188,0                                    250,4 

D1Rat196  D1Rat224 D1Rat30                                         D1Rat219                             D1Rat81   
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График № 13. Время, проведенное в закрытом пространстве в тесте «крестообразный 

лабиринт». 

LOD score 

 

  55,1               90,3  100,6                                                   188,0                                    250,4 

D1Rat196  D1Rat224 D1Rat30                                         D1Rat219                             D1Rat81   

 

График № 14. Количество дефекаций в тесте «крестообразный лабиринт». 

LOD score 

 

  55,1               90,3  100,6                                                   188,0                                    250,4 

D1Rat196  D1Rat224 D1Rat30                                         D1Rat219                             D1Rat81   

 

График № 15. Количество вертикальных стоек в тесте «крестообразный лабиринт». 

LOD score 

 

  55,1               90,3  100,6                                                   188,0                                    250,4 

D1Rat196  D1Rat224 D1Rat30                                         D1Rat219                             D1Rat81   
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График № 16. Количество дефекаций в тесте «открытое поле». 

LOD score 

 

   55,1              90,3  100,6                                                   188,0                                    250,4 

D1Rat196  D1Rat224 D1Rat30                                         D1Rat219                             D1Rat81   

 

График № 17. Количество актов груминга в тесте «открытое поле». 

LOD score 

 

  55,1                90,3  100,6                                                   188,0                                    250,4 

D1Rat196  D1Rat224 D1Rat30                                         D1Rat219                             D1Rat81   

 

График № 18. Количество пересеченных квадратов в тесте «открытое поле». 

LOD score 

 

  55,1                90,3  100,6                                                   188,0                                    250,4 

D1Rat196  D1Rat224 D1Rat30                                         D1Rat219                             D1Rat81   
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Приложение 3. Гены, ассоциированные с развитием болезни Альцгеймера. 

Перечислены исследованные в настоящей работе гены, согласно выполненному анализу 

литературных данных, ассоциированные с развитием аутосомно-доминантной или 

спорадической формы БА.   Сравнительный анализ однонуклеотидных полиморфизмов, 

специфически представленных в последовательности кДНК крыс OXYS и WAG, проводился 

для генов-ортологов. 

Символ 

гена 
Ассоциация с БА Публикации 

APP, 

PSEN1, 

PSEN2 

Мутации приводят к развитию аутосомно-

доминантной формы БА, в т.ч. за счет увеличения 

продукции форм  β-амилоида. 

 

Jack et al., 2011; 

Ryoichi Yagi et al., 2014 

BACE1 

  Кодирует аспарагиновую протеазу, 

инициирующую образование β-амилоида из 

белка-предшественника. 

Kandalepas, Vassar, 2014 

PICALM, 

BIN1, CD33, 

CD2AP, 

CLU, 

EPHA1, 

CR1, 

ABCA7, 

MS4A-4A, 

4E, 6E 

Ассоциации выявлены согласно исследованиям 

GWAS. 

Shi H. et al., 2012 

Kamboh et al., 2012 

APOE 

4-изоморфный вариант гена признан основным 

генетическим фактором риска развития 

спорадической формы БА. Варианты приводят к 

увеличению отложения амилоида в бляшках и 

сосудах.  

Genin et al., 2011;   

Saunders et al., 1993; 

Schmidt et al., 2014 

PLD3 
Вариант PLD3 V232M ассоциирован с 

повышенным риском развития БА. 
Cruchaga et al., 2014 

HADH2, 

APBA1, 

AGER, 

GSK3B, 

CDKHR1, 

APPBP1, 

SNCA 

APBA2, 

Ассоциация выявлена по данным 

физиологического геномного анализа. 
Wiwanitkit, 2013 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197458014000402
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22445811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kamboh%20MI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22832961
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197458014000402#bib6
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0197458014000402#bib17
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GAL, 

APLP2, 

CASP3,  

NCSTN, 

PSENEN 

Кодируют компоненты ү-секретазного комплекса, 

катализирующего расщепление белка-

предшественника амилоида. 

Hansson et al., 2004 

SORL1 

Генетические варианты SORL1 ассоциированы с 

развитием БА. Белковый продукт гена принимает 

участие в транспорте белка-предшественника 

амилоида. 

Alexopoulos et al., 2011; 

Willnow,  Andersen, 

2013; Capsoni et al., 2013 

FYN, SV2a, 

RNF219 

  Гены, функционально ассоциированные с 

эндоцитозом и метаболизмом белка-

предшественника амилоида; потенциально 

являются регуляторными медиаторами эффекта 

APOE4. 

Rhinn et al., 2013 

 

TREM2 

 

  Отдельные аллельные варианты ассоциированы с 

уровнем содержания tau-белка  в 

цереброспинальной жидкости и с  выраженностью 

атрофических изменений мозга у пациентов с 

диагнозом БА. 

Rajagopalan et al., 2013; 

Cruchaga et al., 2013 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Willnow%20TE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23813966
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Andersen%20OM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23813966

