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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность работы 

Одной из актуальных задач современной нейробиологии является 

изучение механизмов нейродегенеративных заболеваний. Болезнь 

Хантингтона (также называемая хореей или синдромом Гентингтона) это 

генетическое заболевание, обусловленное гибелью нейронов стриатума, 

которое вызывается увеличением числа кодонов CAG, кодирующих 

аминокислоту глутамин, в первом экзоне гена huntingtin (НТТ). В результате 

формируется мутантный белок хантингтин (mHtt) с нарушенной третичной 

структурой и способностью к агрегации (Folger, Wang, 2021). Нормальным 

количеством повторов в гене считается 10-35, при числе от 36 до 39 синдром 

имеет неполную пенетрантность, при более чем 40 повторах вероятность 

развития болезни близка к 100%, при этом с увеличением числа повторов 

заболевание развивается в более раннем возрасте (DiTella et al., 2022). 

Синдром наследуется по аутосомно-доминантному типу. В настоящее время 

активно ведется разработка методов терапии, способной остановить или 

замедлить развитие болезни, так, например, перспективным направлением 

считается применение антисмысловых олигонуклеотидов, блокирующих 

мутантную РНК (Rook, Southwell, 2022), а также вещества, способного 

связываться с CAG повторами и сокращать их число (Nakamori et al., 2020). 

Для лечения людей эти методы пока недоступны, они находятся ещё на 

стадии разработки, поэтому пациентам проводят терапию, направленную на 

уменьшение симптомов (Kim et al., 2021).  

Роль белка хантингтина (Htt) в клетке все еще не до конца ясна, однако 

известно, что, взаимодействуя со множеством других белков, Htt участвует в 

везикулярном транспорте, синаптической передаче, влияет на апаптоз и 

регуляцию транскрипции генов в нервных клетках (Sap et al., 2021). 

Удлинение полиглутаминового тракта приводит к агрегации молекул mHtt 
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между собой и другими белками, в результате чего формируются 

внутриклеточные агрегаты (Landles et al., 2020). Роль этих агрегатов в 

развитии болезни не до конца установлена. Некоторые исследователи 

считают, что эти включения, встречающиеся как в цитоплазме, так и в ядрах, 

нарушают нормальное функционирование клетки. Другие, напротив, 

полагают, что агрегаты снижают токсический эффект mНtt (Zuccato et al., 

2010). К настоящему времени ряд работ указывает на нарушение 

функционирования различных процессов в клетке при мутации в гене НТТ. 

Так среди ключевых процессов, вносящих вклад в развитие патогенеза 

болезни Хантингтона, предполагают дисфункцию везикулярного транспорта, 

и как следствие, синаптической передачи (Ravalia et al., 2021); нарушение 

синтеза белка и стресс ЭПР (Kim et al., 2022); ухудшение функционирования 

митохондрий и окислительный стресс (Okada et al., 2021); нарушению 

гомеостаза кальция в клетке (Kraskovskaya, Bezprozvanny, 2021) . 

Ранее исследование механизмов развития патологии на клеточном 

уровне были затруднены ограниченной доступностью материала для 

изучения, в распоряжении исследователей был постмортальный материал, 

который не давал возможность проследить патогенез в динамике. В 

настоящее время активно идёт разработка адекватных моделей болезни 

Хантингтона, которые позволяют выяснить, нарушение каких именно 

внутриклеточных процессов приводит к гибели нейронов и развитию 

патологии, что поможет разработать стратегии лечения этого заболевания 

(Csobonyeiova et al., 2020). На данный момент создан ряд линий 

лабораторных животных, моделирующих данную патологию, однако 

животные модели не воссоздают все аспекты заболевания (Mattis, Svendsen, 

2017). Наиболее перспективным объектом для изучения болезни 

Хантингтона являются клеточные культуры, несущие увеличенное число 

CAG повторов в гене НТТ, поскольку они воссоздают характерное для 

человека развитие патологии, снабжают исследователей необходимым 

объемом материала и доступны для экспериментальных воздействий. Один 
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из подходов создания таких моделей является получение индуцированных 

плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) из соматических клеток больных 

пациентов и их дальнейшая дифференцировка в средние шипиковые нейроны 

стриатума. Такие пациент-специфичные клетки позволяют анализировать 

схожие мутации на различном генетическом фоне и могут применяться для 

разработки стратегии лечения конкретного пациента в контексте 

пресонализированной медицины (Monk, Connor, 2021). Ещё одним способом 

разработки клеточных моделей является внесение мутации в геном 

лабораторных линий клеток человека с помощью систем геномного 

редактирования. Полученные в результате генетически модифицированные 

модельные линии клеток человека позволяют получить генетически 

идентичные (изогенные) клоны, отличающиеся только изменением в целевом 

гене (Qin et al., 2022). Такие линии являются экспериментальной системой с 

очень хорошим контролем, где каждое фенотипическое различие с большей 

вероятностью обусловлено нарушениями, вызванными внесенной мутацией. 

Наравне с молекулярно-биологическими и нейрофизиологическими 

методами изучения нарушений в организации клеток в составе клеточных 

моделей, имитирующих нейродегенеративные заболевания, 

ультраструктурный анализ клеток дает много новой информации о развитии 

патологического процесса на уровне клеточных структур. 

Высокоразрешающая электронная микроскопия позволяет не только 

охарактеризовать патологический фенотип, то есть оценить соответствие 

клеточной модели исследуемому заболеванию, но и выявить ранее не 

наблюдавшиеся нарушения структуры органелл при мутации гена и, в 

комбинации с морфометрическим анализом параметров клетки и ее органелл, 

оценить влияние лекарственных кандидатов.  

Цели и задачи исследования 

Целью настоящего исследования является выявление и изучение 

последствий увеличения числа CAG повторов в гене HTT, кодирующем 
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белок хантингтин, в ультраструктурной организацию клеток и 

цитоплазматических органелл с использованием различных клеточных 

моделей болезни Хантингтона. 

Для достижения данной цели были поставлены следующие задачи:  

1. Исследовать и сравнить ультраструктурную организацию 

цитоплазматических органелл, включая ЭПР, митохондрии и аутолизосомы, 

в двух клеточных моделях болезни Хантингтона: пациент-специфичных (42-

47 CAG повторов в гене НТТ) и генетически модифицированных (69 CAG 

повторов в гене НТТ) культур нейронов. 

2. Провести сравнительный анализ влияния увеличения числа СAG 

повторов в гене HTT на организацию структур, отвечающих за передачу 

нервного сигнала: дендритов, шипиков и синапсов, в культурах пациент-

специфичных и генетически модифицированных нейронов (42-47, и 69, 

соответственно). 

3. Исследовать особенности ультраструктуры органелл в 

генетически модифицированных клетках НЕК293 с большим числом CAG 

повторов (100-150) в гене НТТ. 

4. Оценить влияние ингибитора кальциевых каналов EVP4593 на 

ультраструктуру органелл пациент-специфичных нейронов с 47 CAG 

повторами в гене HTT. 

Научная новизна работы 

В настоящей работе впервые проведен сравнительный анализ и 

охарактеризованы нарушениия органелл в различных клеточных культурах с 

увеличенным числом CAG повторов в гене HTT: культурах пациент-

специфичных нейронов (42-47 CAG повтора); нейрональных культурах 

генетически модифицированных клеток (69 CAG повторов) и генетически 

модифицированных клеточных линиях НЕК293 (100-150 CAG повторов). 

Показано, что все перечисленные культуры характеризуются схожими 
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дефектами морфологии 3-х групп органелл: шероховатого и гладкого ЭПР 

(везикуляция мембран); митохондрий (дефекты оболочек, крист и матрикса) 

и аутолизосом (нарушение целостности мембраны). Продемонстрирована 

корреляция между увеличением до 69 числа CAG повторов в гене HTT в 

генетически модифицированных нейронах и появлением нарушений в 

организации синапсов, дендритов и шипиков, а также ростом числа 

гибнущих клеток. Впервые в цитоплазме генетически модифицированных 

клеток НЕК293 со 100-150 повторами в гене HTT выявлены 4-х-слойные 

мембраны, сформировавшиеся в результате взаимного слияния двух цистерн 

ЭПР. Высказано предположение, что причиной этого может служить 

нарушение состава фосфолипидных мембран. Впервые показано, что 

ингибитор депо-зависимых кальциевых каналов EVP4593 снижает 

количество дефектных митохондрий и аутолизосом в цитоплазме пациент-

специфичных нейронов с увеличенным числом CAG повторов.  

Теоретическая и практическая значимость 

Полученные в работе данные имеют как фундаментальное, так и 

прикладное значение в области изучения особенностей развития клеточных 

дефектов при болезни Хантингтона и поиска подходов для замедления ее 

развития. Впервые установлено, что клетки с разным числом CAG повторов в 

гене НТТ характеризуются существенными нарушениями митохондрий, 

мембран ЭПР и аутолизосом. Увеличение числа СAG повторов в гене HTT до 

69 вызывает не только дефекты в органеллах нейронов, но и нарушение 

организации дендритов, шипиков и синапсов - структур, отвечающих за 

передачу нервного импульса. Увеличение числа СAG повторов в гене HTT до 

100-150 в генетически модифицированных клетках HEK293 сопровождается 

появлением в цитоплазме атипично слипшихся мембран ЭПР. Впервые 

продемонстрировано, что ингибиторование депо-зависимых кальциевых 

каналов с помощью EVP4593 положительно сказывается на морфологии 

клеток в пациент-специфичных нейрональныx культурах с 47 CAG 
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повторами в гене НТТ, а именно снижает число дефектных митохондрий и 

аутолизосом. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. В пациент-специфичных и генетически модифицированных 

нейронах с увеличенным числом CAG повторов в гене HTT выраженность 

нарушений структурной организации цитоплазматических органелл – 

шероховатого и гладкого ЭПР, митохондрий и аутолизосом, а также 

структур, отвечающих за передачу нервного сигнала – дендритов, шипиков и 

синапсов, зависит от числа этих повторов. 

2. Увеличение числа CAG повторов в гене HTT до 100-150 в 

генетически модифицированных клетках НЕК293 приводит к нарушениям в 

строении мембран ЭПР, митохондрий и аутолизосом, вплоть до появления в 

цитоплазме атипично слипшихся мембран ЭПР, формирующих 

четырёхслойные структуры. 

3. Ингибитор депо-зависимых кальциевых каналов EVP4593 

оказывает положительное влияние на морфологию пациент-специфичных 

нейронов с 47 CAG повторами, снижая число дефектных митохондрий и 

аутолизосом.  
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Особенности патогенеза болезни Хантингтона 

Болезнь Хантингтона (БХ) наследственное нейродегенеративное 

заболевание, вызываемое увеличением количества CAG повторов в первом 

экзоне гена HTT. Кодон CAG кодирует аминокислоту глутамин, а 

последовательность из нескольких звеньев глутамина представляет собой так 

называемый полиглутаминовый тракт (polyQ). Характерными проявлениями 

заболевания являются прогрессирующие непроизвольные хореические 

движения, поведенческие и психические расстройства, а также деменция 

(Tabrizi et al., 2020). БХ является одним из более 40 заболеваний, которые 

вызываются экспансией простых повторов, и самым распространенным из 

девяти, связанных с удлинением именно polyQ (Paulson, 2018). БХ 

распространена во всем мире и имеет частоту встречаемости в среденм около 

6 на 100000 человек в популяциях европейского происхождения (Medina et 

al., 2022). Возраст появления первых симптомов варьирует от раннего 

детства до глубокой старости и обратно пропорционален числу повторов в 

гене, в среднем составляет около 40 лет (Kwa et al., 2020). 

При БХ в первую очередь погибают нейроны стриатума, а на поздних 

стадиях болезни - коры головного мозга. Около 95% клеток стриатума 

составляют шипиковые нейроны среднего размера (СШН) (Chuhma et al., 

2023). Остальные 5% нейронов представлены бесшипиковыми вставочными 

нейронами (интернейронами), которые морфологически отличаются 

крупными размерами и разветвленными дендритами (Poppi et al., 2021). При 

БХ деградации подвергаются СШН, тогда как интернейроны обычно не 

затрагиваются патологией (delRey, García-Cabezas, 2023). Предполагается, 

что в основе подобного типа дегенерации полосатого тела при БХ может 

лежать избирательная чувствительность популяций нейронов полосатого 

тела к возбуждающим нейротрансмиттерам и нейротрофическим факторам 

(Bergonzoni et al., 2021). Дифференциальное распределение глутаматных 
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рецепторов и субъединиц в стриарных нейронах может определять 

чувствительность их популяции к эксайтотоксическим сигналам 

(сверхактивации ионотропных рецепторов глутамата в ответ на эндогенные 

или экзогенные возбуждающие нейротрансмиттеры) (Coyle, Schwarcz, 1976; 

Cicchetti et al., 2011; Rikani et al., 2014). В то же время нейротрофические 

факторы избирательно защищают определенные популяции нейронов от 

эксайтотоксических повреждений. Так например, было показано, что 

нейротрофические факторы BDNF и NT-3 одинаково защищали стриарные 

нейроны, экспрессирующие ГАМК/энкефалин и ГАМК/такикинин, в то 

время как нейротрофические факторы GDNF и нейтуриновые факторы 

избирательно защищали либо первые либо вторые (Alberch, 1999; Pérez-

Navarro et al., 1999). Таким образом, избирательная гибель именно СШН 

может быть обусловлена дисфункциональностью нейротрофической 

системы, которая селективно должна защищать данный конкретный тип 

нейронов (Rikani et al., 2014). 

Htt представляет собой большой, повсеместно экспрессирующийся 

белок, содержащий как сигналы ядерного экспорта, так и сигналы ядерной 

локализации, поэтому белок перемещается между ядром и цитоплазмой с 

помощью активного транспорта (Bessert et al. 1995; Xia et al. 2003; Zheng et al. 

2013). Htt участвует в развитии ЦНС, включая формирование нервной трубки 

и миграцию нейробластов, показано, что мыши с нокаутом Htt умирают до 

рождения, вскоре после образования нервной системы (Nasir et al., 1995; 

Zeitlin et al., 1995). Htt также участвует в аксональном транспорте, 

синаптической функции (Migazzi et al., 2021). Мутантный белок mHtt, 

возникающий в результате увеличения количества CAG повторов в гене НТТ, 

негативно влияет на многие клеточные функции, приводя в конечном итоге к 

гибели клеток. Определение того, какие из этих эффектов являются 

первичными или вторичными патогенетичекими процессами, является 

сложной задачей (Tabrizi et al., 2020). Установлено, что длина 

полиглутаминового тракта влияет на посттрансляционную модификацию Htt, 
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которая, в свою очередь, может оказывать действие на внутриклеточное 

распределение, стабильность, расщепление и функцию белка (Ehrnhoefer et 

al., 2011). Увеличение polyQ вызывает аномальное свертывание mHtt, в 

результате чего растворимые мономеры белка Htt накапливаются с 

образованием олигомеров. Эти олигомеры затем действуют как затравки для 

образования фибрилл и крупных агрегатов mHtt в цитоплазме и в ядре 

(DiFiglia et al., 1997; Cooper et al., 1998; Hoffher et al., 2005). Включения 

агрегатов mHtt ранее считались патогенными (Ross, 1997; Davies et al., 1998), 

однако, позднее было показано, что их присутствие не всегда приводит к 

гибели клетки (Saudou et al., 1998; Arrasate et al., 2004; Slow et al., 2005).  

Патогенным количеством считается 36 CAG повторов в гене HTT, 

однако до 39 CAG повторов болезнь Хантингтона имеет сниженную 

пенетрантность (Ozoemena et al., 2023), то есть люди, несущие эти аллели с 

небольшим числом избыточных повторов могут не иметь симптомов БХ до 

конца своей жизни. При этом, чем выше количество CAG повторов, тем в 

более раннем возрасте заболевание манифестирует (Schultz et al., 2020; 

Langbehn, 2022). Проявление первых симптомов у пациента в возрасте до 21 

года наблюдается у 4-10% из всех случаев БХ (Quarrell et al., 2019; Sprenger et 

al., 2019) и примерно в 50% этих случаев количество CAG повторов в гене 

более 60, а наличие более 80 CAG повторов в гене приводит к проявлению 

симптомов заболевания в детстве (Bessert et al., 1995; Fusilli et al., 2018; 

Bakels, 2022). Установлено, что у гомозиготных пацентов с увеличенным 

числом повторов в гене НТТ возраст проявления заболевания такой же, как у 

гетерозиготных, но болезнь прогрессирует сильнее (Grimm et al., 2021). 

Показано, что CAG повторы в гене HTT соматически и мейотически 

неустойчивы, прогрессивно удлиняются на протяжении всей жизни и имеют 

тенденцию к увеличению между поколениями (Monckton, 2021; Cho et al., 

2022). При исследовании образцов крови и постмортальных образцов коры 

мозга пациентов с БХ было показано, что большее удлинение CAG 

коррелирует с более ранним возрастом начала заболевания (Swami et al., 
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2009; Lee et al., 2019). Это указывает на то, что соматическая нестабильность 

повтора CAG играет важную роль в патогенезе. 

Было установлено, что степень соматической нестабильности CAG 

повторов различается в разных тканях. При исследовании посмертных 

образцов в СШН было определено до 1000 CAG повторов в гене HTT 

(Kennedy et al., 2003). Показано, что в других тканях, таких как мозжечок и 

кровь, количество CAG повторов в гене НТТ относительно стабильно, либо 

не меняется с возрастом, либо увеличивается всего на несколько CAG 

повторов в небольшой доле клеток (Ansved et al., 1998). В одном из 

исследований математическая модель, адаптированная к данным о длине 

повтора и фенотипу у людей с БХ, показала, что проявление моторных 

симптомов происходит, когда количество CAG повторов превышает 115 в 

достаточном количестве восприимчивых клеток (Ansved et al., 1998; Kaplan et 

al., 2007). В посмертных тканях головного мозга пациентов и на животных 

моделях БХ анатомическое распределение нестабильности соматических 

CAG повторов часто совпадает с областями нейропатологии. Это позволяет 

предположить, что удлинение CAG тракта в соматических клетках может 

лежать в основе избирательной уязвимости средних шипиковых нейронов 

полосатого тела (LaSpada, 1997). 

Длина тракта повторов CAG в гене НТТ является основным фактором, 

определяющим течение БХ (Wright et al., 2019) и составляет около 50–70% 

вариабельности в возрасте проявления заболевания (Shirasaki et al., 2012; Lee 

et al., 2019). Однако, до половины оставшейся вариабельности связано с 

наследственностью и, следовательно, является результатом вариаций в 

других частях генома (Wexler et al. 2004). Полногеномные анализы 

ассоциаций, проведенные разными группами исследователей, показали, что 

наибольшую роль в этой вариации играют гены системы репарации ДНК, и 

их генетические варианты приводят либо к более ранней манифестации и 

ускорению прогрессии заболевания, либо наоборот, откладывают его 

проявление и замедляют течение болезни (Tabrizi et al., 2020). Кроме того, 
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таким модификатором является структура самого CAG повтора: на самом 3′ 

конце тракта CAG присутствует мотив CAACAG, который кодирует два 

дополнительный глутамина. У пациентов без этой CAA встройки, начало 

заболевания регистрируется в среднем на 12,7 лет раньше, чем можно было 

бы ожидать исходя из количества повторов, а у пациентов с дупликацией 

мотива CAACAG начало отложено в среднем на 5 -7 лет, несмотря на то, что 

дупликация увеличивает общее количество глутаминов. Потеря встройки 

CAA также ассоциирована с соматической экспансией CAG повторов в гене 

НТТ в клетках крови и сперме (Wright et al., 2019). Высказано 

предположение, что встройка САА, вероятно, препятствует соматической 

экспансии повторов, обусловленной функционированием системы репарации 

ДНК (Wright et al., 2019). 

 

1.2. Структурно-функциональная организация нейронов 

Основными функциями нервных клеток являются получение, 

генерация и передача нервного импульса. Для выполнения этих функций 

нейроны имеют 3 структурно-функциональные части: тело клетки (или сома) 

в котором происходит синтез белков и фосфолипидов и осуществляются все 

основные метаболические процессы, и два типа отростков – многочисленные 

ветвящиеся дендриты, собирающие входящие нервные сигналы от соседних 

клеток, и чаще всего один относительно гладкий аксон, который проводит 

нервный импульс на различные расстояния (Palay, Chan-Palay, 2011). 

Нервные клетки обычно содержат крупное ядра и все органеллы типичные 

для животных клеток. Характерными структурами нервных клеток являются 

тельце Ниссля, представляющее собой скопление 5-7 коротких мембран 

шероховатого ЭПР, а также тонкие нейрофиламенты. Цитоплазма содержит 

цистерны шероховатого и гладкого ЭПР, розетки из свободных рибосом, 

аппарат Гольджи (АГ) и митохондрии с узкими поперечно- 

ориентированными кристами. Митохондрии нейронов могут различаться по 

форме и размеру (удлиненные, палочковидные или округлые, крупные и 
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мелкие) в разных нейронах и даже внутри одной и той же клетки. 

Цитоплазма также содержит мультивезикулярные тельца, различные 

везикулы, лизосомы и пигментные гранулы (Palay, Chan-Palay, 2011). 

Как большинство долгоживущих клеток, нейроны особенно зависимы 

от процесса аутофагии (Filippone et al., 2022), являющегося основным путем 

деградации дисфункциональных органелл и белковых агрегатов. Выделяют 

несколько типов аутофагии – микроаутофагию, при которой белки или 

небольшие структуры захватываются выростами лизосом или поздних 

эндосом (Abdrakhmanov et al., 2020); шаперон-зависимую аутофагию, при 

которой белки с помощью особого белка-шаперона доставляются в лизосому 

через специальный канал; и макроаутофагию, посредствам которой из клетки 

удаляются крупные поврежденные цитоплазматические органеллы. Процесс 

макроаутофагии состоит из нескольких ключевых стадий: на начальном 

этапе вокруг структур, предназначенных для деградации, формируется 

незамкнутая двумембранная органелла - фагофор; затем происходит 

замыкание фагофора с образованием двумембранной аутофагосомы; далее 

происходит ее слияние с лизосомой или эндосомой, затем её внутренняя 

оболочка растворяется, образуется одномембранная аутолизосома (Klionsky 

et al., 2021). Биогенез аутофагосом происходит в дистальных отделах аксона, 

и лишь изредка наблюдается в дендритах и теле клетки (Sidibe et al., 2022) . 

При движении через аксон к телу нейрона аутофагосомы встречаются и 

сливаются с поздними эндосомами и лизосомами, что приводит к 

формированию амфисом с кислым содержимым, в которых начинается 

деградация захваченного материала (Maday et al., 2012). Предполагается, что 

эти лизосомы не содержат полного набора необходимых ферментов, в 

отличии от лизосом в теле нейрона (Cheng et al., 2015; Gowrishankar et al., 

2015). Это подтверждается экспериментами, в которых блокирование 

ретроградного транспорта аутофагосом нарушало их закисление и 

деградацию поглощенных веществ (Fu et al., 2014; Wong, Holzbaur, 2014) 
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Нервные клетки формируют один или несколько дендритов, в которых 

органеллы, включая нейрофиламенты и микротрубочки, располагаются 

линейно, и их число, по мере сужения дендрита, уменьшается (Palay, Chan-

Palay, 2011). Шипики являются придатками дендритов, содержат 

микрофиламенты и небольшое количество гладкого ЭПР. Форма шипиков 

варьирует от тонких филлоподий до коротких сидячих бугорков, либо 

округлых луковиц, прикрепленных к стержню дендрита через тонкий стебель 

(Pchitskaya, Bezprozvanny, 2020). Морфология шипика определяет 

стабильность, эффективность и функцию синаптических связей. Тонкие 

шипики менее стабильны и более пластичны (Alimohamadi et al., 2021). 

Размер и морфология шипика, его головки и шейки коррелируют с 

количеством содержащихся в нем постсинаптических рецепторов и, 

следовательно, с мощностью передаваемых синаптических сигналов (Yuste, 

Bonhoeffer, 2001). Синаптическая пластичность нейронов является 

следствием структурных изменений количества и формы дендритных 

шипиков (Ma, Zuo, 2022). Эти изменения могут происходить как в течение 

нескольких минут (Lendvai et al., 2000), так и длиться от недель до месяцев 

(Yang et al., 2009).  

Нервная клетка, как правило, имеет единственный аксон, однако 

клетки симпатических ганглиев, клетки Гольджи в коре мозжечка имеют 

несколько аксонов (Palay, Chan-Palay, 2011). Аксон отходит от выпуклости 

тела нейрона, аксонного холмика, как гладкий прямой отросток. В его 

цитоплазме выявляются небольшие цистерны шероховатого ЭПР, длинные 

митохондрии, нейрофиламенты и микротрубочки (Palay, Chan-Palay, 2011). 

Основная функция аксона — это передача электрического импульса другим 

нейронам через синапсы, образуемые аксонными окончаниями 

(терминалями) и дендритами или телами другой клетки. Терминали 

характеризуются присутствием скоплений митохондрий, расположенных 

вдали от синаптической поверхности (Palay, Chan-Palay, 2011), а также 

синаптических пузырьков диаметром 20-60 нм, концентрирующихся вблизи 
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пресинаптической мембраны (Palay, Chan-Palay, 2011). Пузырьки могут 

иметь различную форму и содержат нейротрансмиттерные вещества, 

связанные с белком-носителем. Содержимое высвобождается в 

синаптическую щель путем слияния пузырька с пресинаптической клеточной 

мембраной, которое регулируется потенциалом действия и локальной 

концентрацией ионов кальция. 

 

1.2.1. Нарушение структуры нейронов при нейродегенеративных 

заболеваниях 

Нейродегенеративные заболевания характеризуются прогрессирующей 

гибелью уязвимой популяции нейронов, в отличие от неизбирательной 

гибели нервных клеток при токсических и метаболических заболеваниях 

(Shang et al., 2022). Нейродегенеративные заболевания классифицируют в 

соответствии с основными клиническими особенностями (например, 

деменция, паркинсонизм, заболевания моторных нейронов), по 

анатомической области, затронутой нейродегенерацией (например, 

лобнотеменная дегенерация, экстрапирамидные заболевания или 

спиноцеребеллярная деградация) или по основному нарушению на 

молекулярном уровне, приводящему к развитию заболевания. Наиболее 

распространенные нейродегенеративные заболевания — это амилоидозы, 

таупатии (например, болезнь Альцгеймера (БА), вызванная накоплением β-

амилоида Aβ и тау-белка), α-синуклеинопатии (например, болезнь 

Паркинсона (БП), при которой происходит агрегация белка α-синуклеина с 

образованием телец Леви) и TDP-43 протеинопатии. Нарушенные белки при 

этих заболеваниях имеют аномальную конформацию (Dugger, Dickson, 2017). 

Несмотря на клинические, анатомические и молекулярные различия, на 

клеточном уровне процессы нейродегенерации при различных заболеваниях 

имеют схожие черты (Kanazawa, 2001). Важную информацию о процессе 

дегенерации нейронов дало изучение выживших нейронов в постмортальных 

образцах пациентов с нейродегенеративными заболеваниями. Так, например, 
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у пациентов с БП через 20 лет после начала заболевания остается менее 20% 

нейронов черной субстанции. Эти выжившие нейроны демонстрируют 

различные признаки дегенерации, такие как уменьшение размеров, 

изменение формы, нарушение морфологии тела клетки, дегенерацию 

отростков (Kanazawa, 2001). Отмечено, что, плотность дендритных ветвей 

большинства корковых нейронов уменьшается даже на ранней стадии БА 

(Mehraein et al., 1975). Кроме того, в коре при БА было замечено 

значительное уменьшение количества дендритных шипиков и синаптических 

окончаний (Davies et al., 1987). Было также показано, что выжившие нейроны 

черной субстанции при БП часто демонстрируют конденсацию цитоплазмы, 

инвагинации оболочки ядер, апоптотическую фрагментацию клеток и 

аутофагическую дегенерацию (Anglade, 1997). При боковом 

амиотрофическом склерозе (БАС) оставшиеся спинальные мотонейроны 

уменьшаются в размере примерно на 70–80% (Kiernan, Hudson, 1993). 

Напротив, выжившие нейроны стриатума при БХ демонстрируют 

незначительное сморщивание, но часто обнаруживают инвагинации ядерной 

оболочки (Roos, Bots, 1983). Известно, что потеря нейронов происходит 

медленно, и таким образом большое количество нейронов выживает более 3-

10 лет в атрофическим и/или деформированном состоянии. Эти «больные» 

нейроны могут поддерживаться на более низком метаболическом и 

функциональном уровнях, чем клетки, не затронутые патологией (Anglade, 

1997). 

Потеря дендритных шипиков наблюдается при множестве 

нейродегенеративных заболеваний (Herms, Dorostkar, 2016). Выделяют 

несколько основных причин этого. Во–первых, при деградации нервной 

ткани, гибели нейронов и уменьшении количества дендритов, шипики 

образуют меньше контактов и разрушаются «за ненадобностью». Этот 

механизм предполагается для БА и таупатий (Koffie et al., 2009; Wu et al., 

2010). Во-вторых, потерю шипиков может вызывать негативный эффект 

агрегатов дефектных белков на гомеостаз кальция, что наблюдается, 
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например, при БА (Lashuel, Lansbury, 2006). В-третьих, показано, что 

дефектные белки могут оказывать влияние на глутаматные рецепторы, 

способствуя увеличенному притоку ионов кальция из-за гиперактивации 

рецепторов (эксайтотоксичности), например, при таупатиях и БХ (Diógenes et 

al., 2012). При α-синуклеинопатиях, например, БП, уменьшение количества 

шипиков, принимающих сигналы, как предполагают, объясняется снижением 

синаптической активности нейронов. Нарушение передачи синаптического 

сигнала в пресинаптическом окончании, как считается, происходит из-за 

формирования агрегатов, включающих кроме α-синуклеина (Kramer, Schulz-

Schaeffer, 2007) и другие структурные белки синапса, например синапсин 

(Scott et al., 2010), а также дисфункции везикулярного транспорта (Soper et 

al., 2008) и механизма высвобождения везикул в области синапса (Larsen et 

al., 2006). Это сопровождается ингибированием высвобождения 

нейротрансмиттеров и дисфункцией синапсов (Nemani et al., 2010), что 

нарушает функционирование аксонов, приводящее к уменьшению входящих 

сигналов, и способствует деградации шипиков. 

Цитоплазматические органеллы нейронов также вовлекаются в процесс 

развития нейродегенеративых заболеваний. Эндоплазматический ретикулум, 

являющийся важной органеллой для синтеза, правильного фолдинга, 

посттрансляционной модификации и транспорта белков, имеет решающее 

значение для нормального функционирования клеток (Sree et al., 2021). 

Нарушение этих функций, например, накопление белков с неправильной 

конформацией, изменение гомеостаза кальция в цистернах, приводят к так 

называемому стрессу ЭПР (Perner, Krüger, 2022). При этом активируются 

сигнальные пути, включая реакцию несвёрнутых белков (unfolded protein 

response, UPR), которая изменяет экспрессию специфических белков, таких 

как шапероны, усиливается деградация мутантных или поврежденных белков 

и ингибируется синтез белка (Rao et al., 2004).  

При нейродегенеративных заболеваниях отмечается также 

фрагментация аппарата Гольджи (АГ), что является очень ранним событием, 
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происходящим ещё до проявления клинических симптомов, при таких 

заболеваниях, как БП, БА и БАС (Liu et al., 2021). Фрагментацию АГ может 

вызвать дисбаланс между входящим и исходящим транспортом везикул(Liu 

et al., 2021) . Показано, что формирование стопок АГ требует непрерывного 

обмена белков между АГ и ЭПР (Lippincott-Schwartz et al., 2000). 

Ингибирование везикулярного транспорта из АГ к плазматической мембране 

может приводить к накоплению белка внутри диктиосом и фрагментации АГ 

(Zolov, Lupashin, 2005; Preston et al., 2009; Zhou et al., 2013). 

Нарушение функционирования митохондрий также играет важную 

роль в патогенезе нейродегенеративных заболеваний, особенно их 

спорадических форм. Накопление активных форм кислорода, АФК, 

недостаточность АТФ и потенциальное разрушение митохондриальной 

мембраны приводят к открытию Са2+-зависимых митохондриальных пор, 

высвобождению цитохрома С и апоптозу (Humphries, Szweda, 1998; Filosto et 

al., 2011). Так называемая гипотеза митохондриального каскада развития 

спорадической БА (Swerdlow et al., 2010) предполагает этот механизм в 

качестве первичной причины развития заболевания, которая приводит к 

формированию β-амилоида с нарушенной структурой (Swerdlow, Kish, 2002). 

Ещё один предполагаемый механизм влияния функциональных нарушений 

митохондрий на развитие нейродегенеративных заболеваний это нарушение 

процесса слияния и разделения митохондрий, который является 

своеобразным контролем качества этих органелл. Было показано, что при 

изучении строения митохондрий в нейронах при БА наблюдались более 

длинные митохондрии, что свидетельствовало о нарушении баланса 

митохондриальной динамики в пользу слияния (Wang et al., 2008a). Также в 

процессе слияния и разделения митохондрий играют роль белки, являющиеся 

ключевыми для патогенеза БП, паркин, заякоренный в наружной мембране 

митохондрий, и PINK1 (Deng et al., 2008; Poole et al., 2008; Yang et al., 2008). 

Кроме того, правильное распределение митохондрий на периферии важно 

для нейронов, которым требуется производство энергии в местах, удаленных 
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от тела клетки, таких как аксоны и дендриты (DiMauro, Schon, 2008). 

Показано, что в нейронах гиппокампа, моделирующих БА, распределение 

митохондрий нарушалось, они накапливались в перинуклеарной области, 

тогда как в более отдаленных частях клетки они отсутствовали (Wang et al., 

2008b). Нарушение контроля качества митохондрий посредствам митофагии 

также может быть важным фактором для развития нейродегенеративных 

заболеваний. В процесс митофгии вовлечены белки, мутации в которых 

приводят к наследственным формам БАС и БП (ТВК1 и паркин, 

соответственно) (Filosto et al., 2011). 

Изменения в местах контакта между ЭПР и митохондриями, так 

называемых МАМ (митохондриально - ассоциированных мембран), описаны 

как общая характеристика многих нейродегенеративных заболеваний (Vallese 

et al., 2020). Патогенные мутации PS2, ассоциированные с одной из форм БА, 

были связаны с увеличением контактов ЭПР и митохондрий, и усиленным 

переносом Ca2+ в области этих контактов (Zampese et al., 2011; Kipanyula et 

al., 2012). Показано, что при инкубации первичных нейронов гиппокампа с 

наномолярными концентрациями олигомерного β-амилоида усиливаются 

контакты мембран ЭПР и митохондрий и обмен Ca2+ между этими 

органеллами (Hedskog et al., 2013). С использованием различных клеточных 

моделей БП было показано, что α-синуклеин играет ключевую роль в 

контактах ЭПР и митохондрий, способствуя переносу Ca2+ между 

органеллами (Calì et al., 2012; Guardia-Laguarta et al., 2015; Ottolini et al., 

2017), а белок паркин способствует усилению взаимодействий ЭПР и 

митохондрий (Calì et al., 2013). Один из белков, ассоциированных с 

развитием БАС, VAPB, часто встречается в MAM (DeVos et al., 2012), 

участвует в регуляции стресса ЭПР и последующей Са2+-опосредованной 

гибели двигательных нейронов (Langou et al., 2010), важен для поддержания 

переноса Ca2+ между ЭПР и митохондриями, его мутация вызывает 

нарушение захвата Са2+ митохондриями, повышение уровня Са2+ в цитозоле 

(DeVos et al., 2012; Mórotz et al., 2012). Сверхэкспрессия как дикого, так и 
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мутантного белка TDP-43, ассоциированного с БАС, снижает физическую и 

функциональную связь ЭПР и митохондрий, нарушая функцию VAPB (Stoica 

et al., 2014). Сверхэкспрессия мутантного hSOD1, также ассоциированная с 

БАС, как было обнаружено, нарушает обмен Са2+ между ЭПР и 

митохондриями в двигательных нейронах эмбрионов мыши (Parone et al., 

2013). Таким образом, представленные данные показывают, что при 

различных нейродегенеративных заболеваниях нарушения контактов ЭПР с 

митохондриями имеют большое значение. 

Показано, что многие нарушения структуры и функции различных 

органелл при нейродегенеративных заболеваниях связаны с гомеостазом 

кальция (Schrank et al., 2020). Кальциевый сигналинг имеет решающее 

значение для функции нейронов и регулирует самые разнообразные 

процессы, такие как транскрипция генов, энергетический обмен, синтез 

белков, а также играет важную роль в организации и функции синапсов. 

Специфические причины нарушения регуляции кальция, обусловленные 

определенными нейронными компартментами или ионными каналами, были 

продемонстрированы для таких заболеваний, как БА, БП и БХ (Schrank et al., 

2020). Недавние исследования показали, что при БХ значительно повышен 

один из основных сигнальных путей Ca2+, депо-управляемый вход Ca2+ (store 

operated calcium entry, SOCE). К SOCE относится приток Ca2+ в клетки в 

ответ на истощение запасов Ca2+ в эндоплазматическом ретикулуме 

(Czeredys, 2020). В стриатуме у трансгенных мышей YAC128 моделей БХ 

повышение SOCE приводит к потере постсинаптических дендритных 

шипиков СШН (Wu et al., 2016). Фармакологическое ингибирование nSOCE 

может быть потенциальным способом блокирования нейродегенерации. 

Одним из таких ингибиторов является 6-амино-4-(4-феноксифенетиламино) 

хиназолин (EVP4593) (Wu et al., 2016). Применение EVP4593 нормализовало 

двигательное поведение в модели БХ у мух и оказывало нейропротекторное 

действие в анализе токсичности глутамата в культурах клеток стриатума 

мышей линии YAC128 (Wu et al., 2016).  
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Критическую роль аутофагии в поддержании гомеостаза и контроля 

качества белков в нейронах убедительно доказывает исследование, в котором 

мутации в генах, кодирующих белки Atg5 и 7, на мышиных моделях 

нарушали аутофагию в нервных клетках и приводили к накоплению 

белковых включений и нейродегенерации (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 

2006; Wong, Cuervo, 2010). Активация аутофагии различными путями, 

например, с помощью комбинации рапамицина и трегалозы, 

продемонстрировала нейропротекторный эффект на мышиной модели БП, 

индуцированной нейротоксином 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-

тетрагидропиридином (МФТП). Предполагается, что активация аутофагии 

устраняет как нейрональные дофаминергические, так и поведенческие 

нарушения in vivo и, по-видимому, является многообещающей терапией БП-

подобной патологии (Pupyshev et al., 2019). При аутофагии существует 

баланс формирования аутофагосом и их превращения в аутолизосомы, и 

нарушение этого процесса при нейродегенеративных заболеваниях может 

происходить на разных стадиях. С такими заболеваниями, как БА (Nixon et 

al., 2005; Zhang et al., 2013), БП (Stefanis et al., 2001) и БХ (Shibata et al., 2006), 

связано накопление аутофагосом в нейронах, которое свидетельствует о 

дисбалансе между образованием аутофагосом и аутолизосом. Снижение 

активности лизосомальных гидролаз или увеличение рН приводит к 

ингибированию аутофагической деградации при нейродегенеративных 

заболеваниях (Shen, Mizushima, 2014). Например, дисфункция белка 

пресенилин 1, связанная с семейной формой БА, вызывает нарушение 

закисления лизосом (Lee et al., 2010), что приводит к ингибированию 

протеолиза в аутолизосомах и проявляется в виде накопления аутофагосом.  

 

1.3. Подходы и методы, используемые для изучения механизмов 

развития нейродегенератиных заболеваний 

Нейродегенеративные заболевания представляют серьёзную проблему 

для современного здравоохранения (Slanzi et al., 2020). Ограниченная 
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эффективность лекарств от нейродегенераций отражает их сложную 

этиологию и патогенез. Кроме возраста, множество факторов риска могут 

вносить вклад в развитие этих синдромов, включая окружающую среду и 

генетический фон. Разработка эффективных методов лечения этих 

заболеваний требует понимания причин и механизмов нейропатологий, а 

также выявления молекулярных механизмов, лежащих в основе их развития. 

Для исследования этих механизмов и поиска мишеней для терапевтических 

методов, необходимо использование модельных систем, воспроизводящих 

основные характеристики той или иной болезни. Для изучения 

нейродегенеративных заболеваний много лет использовались такие 

экспериментальные модельные организмы как мыши, дрозофилы, нематоды 

и даже пекарские дрожжи, и именно с помощью них были сделаны ключевые 

открытия в механизмах этих патологий (Upadhayay et al., 2023). 

Открытие гена, ответственного за развитие БХ в 1993 (MacDonald et al., 

1993), позволило методами генетической инженерии создать организмы-

модели БХ: дрожжей, нематод, плодовых мушек, рыбок данио а также 

множества млекопитающих животных - мышей, крыс, овец, свиней, и 

приматов (Farshim, Bates, 2018). Наибольшее распространение среди моделей 

из млекопитающих получили мыши, благодаря относительной простоте 

редактирования их генома и быстрой смене поколений. Это позволило 

изучать ранние стадии развития болезни, которые невозможно исследовать 

на постмортальных образцах пациентов. На сегодняшний день существует 

целый ряд линий мышей, моделирующих БХ, которые отличаются по 

способу создания. Линии мышей R6/1, R6/2, N171-82Q и Tg100 имеют 5′-

участок гена HTT человека, синтезирующий N-концевой фрагмент белка Htt 

(Farshim, Bates, 2018). Другие линии несут целый человеческий ген, 

встроенный в искусственную хромосому дрожжей (YAC), например 

YAC128, или искусственную бактериальную хромосому (BAC), например 

BACHD (Farshim, Bates, 2018). Наиболее точно воспроизводящими 

патологический фенотип являются линии мышей, у которых мутация, 
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вызывающая БХ, внесена непосредственно в ген HTT мыши, например 

HdhQ150 или HdhQ111 (Farshim, Bates, 2018). Этот набор моделей 

интенсивно используется в исследованиях патологических основ БХ и для 

доклинических исследований (Farshim, Bates, 2018). Несмотря на 

популярность животных моделей нейродегенеративных заболеваний, их 

применение имеет ряд сложностей. Кроме этических проблем использования 

животных в медицинских экспериментах, недавние неудачные клинические 

исследования подняли вопрос о невозможности переноса данных из 

экспериментов с животными на человека (Slanzi et al., 2020). Таким образом, 

требуется разработка новых исследовательских инструментов в этой области. 

В настоящее время создаются новые in vitro модели, которые позволят 

заполнить пробел между текущими доклиническими исследованиями на 

животных и клиническими испытаниями на пациентах. Кроме того, 

тестирование in vitro может уменьшить продолжительность и стоимость 

переноса результатов за счёт идентификации механизма действия препаратов 

и сопутствующих рисков (Slanzi et al., 2020). 

Разработка некоторых in vitro подходов для исследования этиологии и 

патогенеза широкого спектра нейродегенеративных заболеваний началась 

около 60 лет назад. В 1962 была создана первая органотипическая культура 

ЦНС из тканей гиппокампа крысы (Bousquet, Meunier, 1962). Клетки, 

выделенные из спинного мозга и ганглиев эмбрионов крысы, 

культивировались на стеклах, покрытых коллагеном, что 

продемонстрировало возможность их использования для органотипической 

дифференцировки, а биоэлектрические свойства этих препаратов были 

подходящими для электрофизиологических исследований (Crain, 1966). С 

этого времени органотипические культуры были получены из срезов разных 

зон мозга, включая некоторые отделы мозжечка, гиппокамп, черную 

субстанцию, голубое пятно, стриатум, базальный передний мозг (LaVail, 

Wolf, 1973; Whetsell, Schwarcz, 1983; Knöpfel et al., 1989; Østergaard et al., 

1995; Robertson et al., 1997). 
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Преимуществом тканевых эксплантов и культур органотипических 

срезов является то, что они достоверно воспроизводят архитектуру нервной 

ткани. В то же время, такие культуры сложно создавать и поддерживать в 

жизнеспособном состоянии, а присущая им вариабельность ведет к 

снижению воспроизводимости результатов исследований (Walsh et al., 2005). 

Разработка иммортализованных клеточных линий убрала необходимость 

использовать ткани как источник материала, однако такие клетки часто 

имели генетические и метаболические аномалии по сравнению с 

нормальными клетками человека (Gordon et al., 2014). Получение 

эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) человека (Thomson, 1998) и, 

позднее, индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) 

(Takahashi et al., 2007) обеспечило исследователей возможностью создавать 

множество дифференцированных типов клеток с одним и тем же генотипом. 

Метод превращения соматических клеток человека в ИПСК с 

использованием ретровирусной трансдукции транскрипционными факторами 

OCT4, SOX2, KLF4 и c-MYC открыл новые перспективы в развитии моделей 

заболеваний in vitro, так как ИПСК могут быть получены от пациентов. Это 

позволяет создавать культуры нейронов, несущие схожие генетические 

варианты, связанные с патогенезом заболевания, в разном генетическом 

окружении (Slanzi et al., 2020). 

Разработка новой революционной технологии прямого редактирования 

генома сделала возможным моделировать и изучать человеческие 

заболевания на клеточном и молекулярном уровнях. Методы редактирования 

генома, такие как нуклеазы с цинковыми пальцами ZFNs (Zinc-finger 

nucleases) (Kim et al., 1996), TALEN (transcription activator-like effector 

nuclease) (Miller et al. 2011), системы основанные на CRISPR (clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats) (Cong et al., 2013; Kim et al., 

2016; Kleinstiver et al., 2016), NgAgo-gDNA (DNA-guided endonuclease 

Argonaute Natrono bacterium gregoryi) (Gao et al., 2016) и SGN (structure-

guided nuclease) (Xu et al., 2016) открывают новые возможности для научных 
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исследований, благодаря способности непосредственно изменять 

последовательность ДНК и экспрессию целевых генов. Таким образом, эти 

инструменты могут быть успешно использованы для моделирования БХ. 

Например, можно создавать генетически изогенные клеточные линии, 

несущие разное количество CAG повторов или, наоборот, корректировать 

мутации, вызывающие болезнь, в пациент-специфичных клетках. Изогенные 

линии являются наилучшей платформой для исследования заболевания и 

тестирования терапевтических методов (Alkanli et al., 2023). 

Различные клеточные модели нейродегенеративных заболеваний 

являются объектом целого арсенала методов исследования от 

физиологических до молекулярно-биологических. Особую роль среди этих 

методов играет просвечивающая электронная микроскопия, позволяющая 

визуализировать патологические изменения на субклеточном уровне. 

Просвечивающая электронная микроскопия сыграла большую роль в 

определении функции Htt в клетке. Когда ген, мутация в котором приводила 

к БХ, был идентифицирован, не было обнаружено его гомологов, и не было 

понятно, какую функцию он выполняет в клетке, и как мутация в нем 

приводит к нейродегенерации. Наличие полиглутаминового тракта, часто 

встречающегося у транскрипционных факторов, а также сигнала ядерной 

локализации, позволили предположить, что Htt участвует в транскрипции 

(DiFiglia et al., 1995). Действительно, иммуногистохимическими методами 

было показано, что Htt локализуется в ядрах и цитоплазме нейронов, тогда 

как в других соматических клетках только в цитоплазме (Hoogeveen et al., 

1993). Позднее, с помощью меченных золотом антител, было 

продемонстрировано, что Htt в цитоплазме нейронов взаимодействует с 

мембранными органеллами и транспортными везикулами (DiFiglia et al., 

1995).  

Долгое время считалось, что именно агрегаты mHtt нарушают 

структуру и функцию клетки, что приводит к нейродегенерации (Davies, 

Turmaine, 1997; Ross, 1997), поскольку при других polyQ заболеваниях 
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(например, спиноцеребеллярный атаксии) формирование агрегатов совпадало 

с развитием симптомов (Paulson et al., 1997; Skinner et al., 1997; Holmberg et 

al., 1998). Именно с использованием метода электронной микроскопии было 

показано, что процесс формирования ядерных агрегатов при мутации в гене 

HTT происходит задолго до гибели нейронов (Gutekunst et al., 1999). Более 

того, было отмечено, что агрегаты чаще наблюдаются в клетках областей 

наименее затронутых патологией, что позволило предположить, что 

формирование агрегатов происходит в нейронах, которые с меньшей 

вероятностью погибнут (Gutekunst et al., 1999). Электронная микроскопия 

позволила также исследовать процесс формирования агрегатов mHtt как в 

ядре и цитоплазме клеток, так и в нейропили, где они взаимодействовали с 

микротрубочками и транспортными везикулами, что позволило 

предположить их роль в нарушении аксонального транспорта (Li et al., 1999). 

Позднее электронная микроскопия помогла выяснить роль Htt в 

процессе селективной аутофагии. Мартинес-Висенте с соавт. наблюдали 

снижение уровня деградации белка при голодании в клетках мышей с 

увеличенным числом повторов в гене HTT (Martinez-Vicente et al., 2010). При 

этом на уровне флуоресцентной микроскопии количество LC3 (убиквитин-

подобный белок, вовлечённый в формирование аутофагосом) позитивных 

структур увеличивалось, что говорило об усилении активности аутофагии. 

Решить это противоречие помогла электронная микроскопия, позволившая 

установить, что формирующиеся аутофагососмы содержат мало включений. 

Это позволило исследователям понять, что нарушен процесс захвата 

содержимого аутофагосомой (Martinez-Vicente et al., 2010).  

Следует отметить, что большинство перечисленных исследований 

были сконцентрированы на изучении нарушений функций конкретных 

клеточных структур, и до настоящего времени не было проведено 

комплексного изучения ультраструктурной динамики и нарушений органелл 

в клетках при БХ. Данная работа впервые обобщает изменения 

ультраструктуры клеток и представляет сравнительный анализ структурной 
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организации клеток с увеличенным числом CAG повторов в гене НТТ в 

составе нескольких клеточных моделей БХ.  

 

Заключение 

БХ с одной стороны имеет схожие черты с другими 

нейродегенеративными заболеваниями по механизму деградации нервной 

ткани. С другой стороны, четкая генетическая детерминированность, 

обусловленная мутацией всего одного гена, отличает её от других 

нейродегенераций, часто имеющих спорадический характер с очень редкими 

генетически обусловленными вариантами. Это делает БХ существенно 

важной для изучения не только её собственного патогенеза, но и процесса 

нейродегенерации в целом.  

Несмотря на широту применения животных моделей для изучения 

нейродегенеративных заболеваний, они имеют ряд ограничений. Таким 

образом, необходима разработка подходящих in vitro моделей, которые 

помогли бы заполнить пробел между результатами исследований на 

животных и клиническими испытаниями на людях. Наиболее 

перспективными в этом смысле являются клеточные модели, созданные на 

основе плюрипотентных клеток человека, из которых могут быть 

дифференцированы любые клеточные типы. В патогенезе БХ важную роль 

играют генетические факторы, поэтому немаловажно исследовать как 

культуры пациент-специфичных клеток, так и изогенные генетически 

модифицированные линии клеток, нивелирующие генетический фон. Кроме 

того, поскольку согласно ряду исследований, развитие нейродегенерации 

обусловлено соматической экспансией CAG повторов в пермиссивных 

клетках, необходимо исследовать линии с крупными встройками этих 

повторов. 

В настоящей работе проведено детальное сравнительное электронно-

микроскопическое и морфометрическое исследование ультраструктурных 

нарушений в клетках нейрональных клеточных культур с увеличенным 
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числом CAG повторов в гене HTT: пациент-специфичных нейронов (МА2 с 

47 CAG повторами и Че3 с 42 CAG повторами) и генетически 

модифицированных нейронов (69Q9T и 69Q25L с 69 CAG повторами), а 

также генетически модифицированных клеточных линий НЕК293, 

содержащих 100-150 CAG. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Характеристика клеточных культур, использованных в работе 

2.1.1. Культуры нейронов пациент-специфичной клеточной модели 

болезни Хантингтона 

Пациент-специфичная клеточная модель болезни Хантингтона была 

получена и любезно предоставлена нашими коллегами из лаборатории 

генетических основ клеточных технологий института общей генетики им. Н. 

И. Вавилова Некрасовым Е.Д., Лагарьковой М.А., Киселевым С.Л. 

Фибробласты были получены от двух пациенток с клинически 

диагностированной болезнью Хантингтона и малым (42, 47) количеством 

CAG-повторов в мутантном аллеле, проходящих наблюдение в ФБГУ 

«Научный центр неврологии» в г. Москва. Количество CAG повторов для 

фибробластов линии МА2 составляло 47 повторов в одном аллеле и 16 в 

другом, а для линии Че3 42/27 (Таблица 1). Полученные из фибробластов 

кожи пациентов линии ИПСК имели нормальный стабильный кариотип 

46ХХ, количество CAG повторов в гене НТТ не отличалось от исходного. В 

качестве контроля использовались нейроны, дифференцированные из линии 

ЭСК человека ES5 (чтобы исключить влияние лентивирустной трансдукции), 

а также из линии ИПСК iPS12 из эндотелиоцитов здорового пациента (чтобы 

исключить влияние соматической памяти), ранее полученные и 

охарактеризованные в лаборатории, они содержали менее 20 CAG повторов 

(Таблица 1) (Некрасов и др., 2011). Полученные с помощью направленной 

дифференцировки нейроны экспрессировали нейрональные маркеры TUBB3 

и DARPP-32, PPP1R1B, GAD1, DRD1, BCL11B, CALB1, SST, RASD2, PENK, 

ANO3, PDYN известные специфические маркеры серединных шипиковых 

нейронов стриатума, также была продемонстрирована экспрессия HTT и 

синтез ГАМК нейронами (Nekrasov et al., 2016). 
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Также были предоставлены культуры контрольных нейрнов ES5 и 

пациент-специфичных МА2 с 47 CAG повтороами в гене НТТ, 

инкубированные в течение 14 часов с 1 мкМ EVP4593.  

 

2.1.2. Культуры генетически модифицированных нейронов клеточной 

модели болезни Хантингтона 

Нашими коллегами из лаборатории эпигенетики развития ИЦиГ СО 

РАН Маланхановой Т.Б., Григорьевой Е.Г и Малаховой А.А в 

эмбриональные фибробласты с 22/20 CAG повторами в гене НТТ была 

внесена встройка дополнительных повторов. В результате был получен клон, 

несущий 69 повторов в одном аллеле и 20 в другом. Наличие целевой замены 

и отсутствие нецелевых модификаций было подтверждено с помощью 

секвенирования по Сэнгеру. Вестерн-блот продемонстрировал синтез mHtt в 

этом клоне. В полученных ИПСК было подтверждено количество повторов. 

Для дальнейшей работы были выбраны клоны ИПСК, имевшие стабильный 

кариотип 46ХХ. Полученные после направленной дифференцировки 

изогенные культуры СШН 69Q9T и 69Q25L (Таблица 1) экспрессироваали 

МАР2 - маркер зрелых нейронов, синапсин 1 (SYN1) - фосфопротеин 

участвующий в формировании и функционаровании синапсов, а также 

ГАМК (GABA) - нейромедиатор СШН, ген SYP, кодирующий 

пресинаптический маркер синаптофизин; GAD1, кодирующий глутамат 

декарбоксилазу 1, синтезирующую ГАМК; гены-маркеры нейронов 

стриатума ARPP21, CALB1, FOXP2, DRD1 и DRD2. Из исходной линии 

фибробластов через ИПСК также была получена культура нейронов iMA1L, 

которая использовалась в качестве изогенного контроля (Malankhanova et al., 

2020a). В качестве дополнительного контроля использовалась культура 

нейронов r2LF, дифференцированная из ИПСК, полученных из 

мононуклеаров здорового донора (Таблица 1).  
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Таблица 1. Краткая характеристика клеточных культур, 

использованных в работе. К – контрольные клетки; О – клетки с 

увеличенным количеством CAG повторов в гене НТТ 

 

2.1.3. Линии клеток НЕК293 со встройкой большого количества CAG 

повторов в ген НТТ 

Внесение большого числа CAG повторов в геном клеток НЕК293 

(Human Embryonic Kidney 293) – лабораторной культуры клеток 

эмбриональной почки человека, было выполнено аналогично фибробластам. 

Наличие встройки определяли с помощью ПЦР и более точно с помощью 

капиллярного электрофореза. Экспрессия мутантного белка была 

подтверждена с помощью вестерн-блота. Наличие целевых и отсутствие 

нецелевых замен было подтверждено секвенированием по Сэнгеру 

  

2.2. Фиксация и заключение образцов для электронной микроскопии 

Нейроны и клетки НЕК293 были выращены на специальных 

пластиковых подложках (Agar Scientific, Великобритания) в соответвующих 

условиях (Malankhanova et al., 2020). Клетки предварительно фиксировали в 

2,5% растворе глютаральдегида (Fluka, Швейцария), приготовленного на 

культуральной среде, в течение 15 минут, а затем 1 ч. в 2.5 % растворе 

глютаральдегида на 0.1 М натрий-какодилатном буфере (рН 7.3) (Fluka, 

Швейцария), при комнатной температуре. Затем клетки отмывали от 

фиксатора тем же буфером 3 раза по 5 минут и дополнительно фиксировали в 

1 %-ном растворе тетрооксида осмия (ОАО Аурат, Россия) на том же буфере 

в течение 1 часа при комнатной температуре. После фиксации клетки 

отмывали в трех сменах дистиллированной воды, инкубировали в 1 % 

водном растворе уранилацетата (Serva, Германия) в течение ночи в 

холодильнике в темноте. После этого образцы дегидратировали в спиртах 

возрастающей концентрации (30 % - 5 мин; 50 % - 5 мин; 70 % - 10 мин; 96 % 

- 10 мин дважды) и затем в обезвоженном ацетоне (в двух сменах по 10 мин 
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каждая). Дегидратированные образцы пропитывали смесью эпоксидной 

смолы Агар-100 (10 мл смеси смолы включала: 6 г Agar-100 Resin, 4 г DDSA, 

2,5 г.MNA, 0,25 г DMP-30, Fluka, Швейцария) с добавкой ацетона по 

следующей схеме: 

Агар:ацетон – 1:2 – 1 час; 

Агар:ацетон – 1:1 – 2 часа; 

Агар:ацетон – 2:1 – 2 часа; 

Чистая смесь Агар –100 – 1 час.  

Все стадии фиксации и пропитки проводили при непрерывном 

перемешивании на автоматической качалке. После этого образцы заливали 

свежей порцией чистой смеси эпоксидной смолы и помещали в эксикатор 

с CaCl2 на ночь, после чего переносили в термостат при +60о С на двое суток 

для полимеризации.  

 

2.3. Получение и окрашивание полутонких и ультратонких срезов 

Полутонкие срезы толщиной 0,5 мкм получали на ультратоме Ultracut 

E (Reichert-Jung, Австрия). Полученные срезы окрашивали метиленовым 

синим. Ультратонкие срезы толщиной 50-80 нм получали на ультратоме 

Leica EM UC7U (Leica, Австрия). Полученные срезы снимали на медные 

сеточки, промытые в ацетоне. Ультратонкие срезы были исследованы в 

электронном микроскопе Jem-1400 (JEOL, Japan) с камерой Veleta camera 

(Olympus, USA) с использованием программного обеспечения iTEM 5.1 

(Olympus, USA).  

 

2.4. Морфометрический анализ 

В рамках морфометрического анализа оценивали относительное число 

аутолизосом и синаптических везикул на единицу площади цитоплазмы и 

синаптического окончания, соответственно; процентное соотношение 

митохондрий с различными типами нарушений, а также контактирующих с 
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мембранами ЭПР; среднюю длину шипиков и частоту их расположения на 

отростке нейрона; средняя площадь синаптических везикул. 

Процентное соотношение подсчитывалось для оценки доли 

митохондрий, контактирующих с мембранами ЭПР, а также с разными 

типами нарушений – разрежением матрикса и деформацией крист, а также 

дефектами оболочки. Количество типичных и имеющих различные 

нарушения митохондрий подсчитывалось на микрофотографиях тел не менее 

чем 20 клеток для каждой экспериментальной группы при увеличении х20 

000, а затем определялась доля органелл (в %) с тем или иным дефектом от 

общего числа митохондрий на срезе клетки (Suldina et al., 2021). 

Статистической обработке подвергались значения долей для отдельных 

клеток, на соответствующих гистограммах указаны средние значения. 

Аналогично оценивалась доля митохондрий, контактирующих с ЭПР.  

Относительное число аутолизосом и синаптических везикул 

оценивалось как количество структур на площадь сечения цитоплазмы 

перикариона и синаптического окончания, соответственно. Для этого c 

помощью программы ImageJ (USA, https://imagej.nih.gov/ij/) была измерена 

площадь перикариона не менее чем 20 клеток в каждой экспериментальной 

группе на увеличении х 5000 и не менее чем 10 синаптических окончаний на 

увеличении х 30 000. Подсчитано количество структур и разделено на 

полученное значение площади. Длинна шипиков и дендритов была измерена 

для не менее чем 10 нейронов в каждой исследованной культуре с помощью 

ImageJ, плотность шипиков определялась как отношение количества 

шипиков на отростке к его длине. 

Для статистического анализа морфометрические данные были 

проверены на нормальность распределения с помощью теста Шапиро-Уилка, 

и при ненормальном распределении достоверность различий сравниваемых 

средних величин проверяли по критерию Манна-Уитни (Malkeyeva et al., 

2022) 

  

https://imagej.nih.gov/ij/
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ 

3.1. Ультраструктура пациент-специфичных нейронов с увеличенным 

числом CAG повторов в гене НТТ 

На первом этапе наших исследований, с целью выявления 

морфологических нарушений, возникающих при естественном развитии 

болезни Хантингтона у человека, была изучена морфология пациент-

специфичных средних шипиковых нейронов стриатума с небольшим числом 

CAG повторов в гене НТТ (культуры МА2 с 47/16 CAG повторами и Че3 с 

42/27 CAG повторами (Таблица 1)). В качестве контроля мы исследовали 

культуры нейронов ES5 и iPS12 (Таблица 1).  

 

3.1.1. Электронно-микроскопический анализ морфологии нейронов, 

дифференцированных из здоровых клеток и клеток пациентов с 

болезнью Хантингтона 

Исследование структурной организации нейронов в составе 

контрольных культур ES5 и iPS12 выявило типичную для этого типа клеток 

морфологию. Они представляли собой нейроны с одним аксоном и, как 

правило, 1-2 дендритами (Рис. 1). Нейроны имели овальное или треугольное 

тело с ядром, содержащим 1-3 некрупных ядрышка (Рис. 2, а, г). В 

околоядерной зоне цитоплазмы выявлялись тельца Ниссля, представлявшие 

собой небольшие стопки шероховатого ЭПР (Рис. 2, б, д). В цитоплазме и в 

отростках присутствовали нейрофиламенты, как отдельно лежащие, так и 

собранные в пучки (Рис. 2, в, е). Удлинённые митохондрии имели плотный 

матрикс, узкие и расширенные кристы (Рис. 3, а, е). У небольшого 

количества из них наблюдались выпячивания оболочки (Рис. 3, б, ж), также 

некоторые контактировали с цистернами ЭПР (Рис. 3, в, з). Шероховатый 

ЭПР в телах нейронов имел типичное строение (Рис. 3, г, и), гладкий был 

представлен короткими и узкими цистернами (Рис. 3, д, к). Стопки АГ 

состояли из узких диктиосом и скоплений везикул (Рис. 4, а, е). В цитоплазме 
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присутствовали аутолизосомы различного размера, мелкие (от 0,2 до 0,6 мкм 

в диаметре) с содержимым средней плотности (Рис. 4, б, ж), крупные 

содержали остатки органелл, фрагменты мембран и везикулы, (Рис. 4, в, з). 

Выявлялись шипики на дендритах нейронов (Рис. 4, г, и), а также синапсы 

(Рис. 4, д, к). 

На ультратонких срезах нейронов культур МА2 (47 CAG повторов) и 

Че3 (42 CAG повтора), полученных из клеток пациентов с болезнью 

Хантингтона, чаще чем в контроле обнаруживались клетки с крупными 

ядрами неправильной формы и большим количеством глубоких инвагинаций 

(Рис. 5, а, г). При этом их общая морфология и форма клеток были схожи с 

контролем, в цитоплазме также выявлялись такие типичные для нейронов 

структуры, как тельца Ниссля (Рис. 5, б, д) и нейрофиламенты (Рис. 5 в, е). 

Митохондрии часто имели различные структурные дефекты, такие как 

выпячивания оболочки (Рис. 6, а-б, е-ж) и разрежения матрикса, 

сопровождавшиеся нарушением распределения крист (Рис. 6, в, з). Чаще, чем 

в контроле, наблюдались контакты митохондрий с цистернами ЭПР (Рис. 6, 

г-д, и-к).  

В пациент-специфичных нейронах с увеличенным числом CAG 

поторов в гене НТТ комплексы ЭПР и АГ были развиты заметно сильнее, чем 

в контроле. В цитоплазме присутствовало множество цистерн шероховатого 

ЭПР, их просвет был более расширен (Рис. 7, а, д), чем в нейронах 

контрольных культур. Короткие цистерны гладкого ЭПР имели иногда 

крупные пузырьковидные расширения (Рис. 7, б, е-ж) и часто были окружены 

скоплениями мелких везикул (Рис. 7, в, з). Стопки АГ состояли из узких и 

длинных диктиосом, в области которых выявлялись крупные светлые 

расширения (Рис. 7 г, и), не наблюдавшиеся в АГ контрольных нейронов.  

В цитоплазме нейронов культур МА2 и Че3 присутствовали 

многочисленные мелкие аутолизосомами с содержимым средней плотности 

(Рис. 8, а, д), а также большое количество крупных аутолизосом, внутри 

которых наблюдались остатки органелл или гетерогенный матрикс средней 
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плотности (Рис. 8, б-в, е, ж). Многие крупные аутолизосомы имели разрывы 

оболочки. Кроме того, часто встречались крупные светлые вакуоли почти без 

содержимого (Рис. 8, г, з), которые также нередко демонстрировали 

нарушение целостности оболочки.  

Морфология шипиков на дендритах и структура синапсов у нейронов с 

увеличенным числом CAG повторов в гене НТТ заметно отличались от 

контроля. Шипики располагались на отростках более редко и иногда имели 

необычную т-образную форму (Рис. 9, а). Некоторые шипики имели заметно 

расширенное основание (Рис. 9, в-г). В синапсах везикулы имели разные 

размеры и форму, лежали часто беспорядочно, наблюдались также 

разрежения цитоплазмы (Рис. 9 б, д-е).  

Рисунок 1. Общий вид средних шипиковых нейронов в контрольной 

культуре ES5 (слева) и пациент-специфичной культуре МА2 с 47 CAG 

повторами в гене НТТ на полутонких срезах. т – тела нейронов; черные 

головки стрелок указывают на аксоны; белые головки стрелок - на дендриты. 

Окраска метиленовым синим.  
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Рисунок 2. Ультраструктурная организация средних шипиковых 

нейронов в контрольных культурах ES5 (а-в) и iPS12 (г-е), 

дифференцированных из плюрипотентных стволовых клеток здоровых 

доноров. 

а, г – большинство клеток имело треугольную форму, округлое ядро 

(Я) и обогащённую органеллами цитоплазму; б, д – тельца Ниссля (обведено 

пунктиром), состоящие из коротких цистерн шероховатого ЭПР; в, е – 

нейрофиламенты в цитоплазме (указаны черными стрелками). Масштаб: а, г 

– 5 мкм, б-в, д-е – 0,5 мкм. 
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Рисунок 3. Строение митохондрий, шероховатого и гладкого ЭПР в 

цитоплазме средних шипиковых нейронов в контрольных культурах ES5 (а-

д) и iPS12 (е-к), дифференцированных из плюрипотентных стволовых клеток 

здоровых доноров. 

а, е – удлинённые митохондрии с поперечными кристами; б, ж – некоторые 

митохондрии имели дефекты оболочки (указано черными головками 

стрелок); в, з – контакт митохондрий с мембранами гладкого и шероховатого 

ЭПР (указано белыми головками стрелок); г, и – цистерны шероховатого 

ЭПР (указаны белыми стрелками); д, к – узкие цистерны гладкого ЭПР 

(указаны черными стрелками). 
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Рисунок 4. Электронно-микроскопическия характеристика средних 

шипиковых нейронов в контрольных культурах ES5 (а-д) и iPS12 (е-к), 

дифференцированных из плюрипотентных стволовых клеток здоровых 

доноров. 

а, е – АГ (указан черными стрелками) представлен стопками узких 

диктиосом с небольшим количеством везикул; б, ж – мелкие аутолизосомы 

(указаны черными стрелками); в, з – крупные аутолизосомы с содержимым 

разной плотности; г, и – шипики на дендритах нейронов (указаны черными 

стрелками); д, к – синапсы, на «к» в синапсе выявляются скопления везикул 

разного размера. Масштаб: а-в, е-ж – 0,5 мкм, г, д, и, к – 1 мкм. 
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Рисунок 5. Ультраструктурная организация средних шипиковых нейронов в 

культурах МА2 (а-в) и Че3 (г-е), дифференцированных из плюрипотентных 

стволовых клеток пациентов с болезнью Хантингтона. 

а, г – большинство клеток имело треугольную форму, ядра (Я) часто с 

инвагинациями оболочки; б, д – тельца Ниссля, состоящие из коротких 

цистерн шероховатого ЭПР (обведены пунктиром); в, е – нейрофиламенты в 

цитоплазме (указаны черными стрелками). Масштаб: а, г – 2 мкм, б, в, д, е – 

0,5 мкм. 
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Рисунок 6. Ультраструктурные дефекты митохондрий в цитоплазме 

нейронов культур МА2 (а-д) и Че3 (е-к), дифференцированных из 

плюрипотентных стволовых клеток пациентов с болезнью Хантингтона. 

а-б, е-ж – митохондрии с дефектами (выпячиваниями) оболочки (указаны 

черными головками стрелок); в, з – крупные митохондрии с нарушенным 

распределением крист и разрежением матрикса; г-д, и-к – контакты 

митохондрий с мембранами шероховатого и гладкого ЭПР (указаны белыми 

головками стрелок).  
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Рисунок 7. Ульраструктурный анализ организации шероховатого, гладкого 

ЭПР и АГ в цитоплазме нейронов культур МА2 (а-г) и Че3 (д-и), 

дифференцированных из плюрипотентных стволовых клеток пациентов с 

болезнью Хантингтона. 

а, д – узкие и слегка расширенные цистерны шероховатого ЭПР (указаны 

белыми стрелками); б, е-ж – вакуолеподобные светлые расширения цистерн 

шероховатого и гладкого ЭПР (указаны черными стрелками); в, з – 

везикуляция цистерн гладкого ЭПР (гЭПР); г, и – АГ с вакуолеподобными 

расширениями диктиосом. 
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Рисунок 8. Ультраструктурный анализ аутолизосом и светлых вакуолей в 

цитоплазме нейронов культур МА2 (а-г) и Че3 (д-з), дифференцированных из 

плюрипотентных стволовых клеток пациентов с болезнью Хантингтона. 

а, д – скопления мелких аутолизосом с гетерогенным содержимым; б, е – 

крупные аутолизосомы с частично переваренным содержимым разной 

электронной плотности; в, е-ж – аутолизосомы с разрывами оболочки 

(указаны черными стрелками); г, з – крупные вакуолеподобные структуры с 

включениями вблизи оболочки, которая часто имела нарушения целостности 

(указаны черными стрелками). Масштаб: а-в, д-ж – 0,5 мкм, г, з – 1 мкм. 
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Рисунок 9. Тонкое строение шипиков и синапсов у нейронов культур МА2 

(а, б) и Че3 (в-е), дифференцированных из плюрипотентных стволовых 

клеток пациентов с болезнью Хантингтона. 

а, в-г – шипики с измененной формой (а) и расширенным основанием (в, г); 

б, д-е – синаптические окончания содержали различающиеся по размеру 

везикулы, неравномерно распределенные по площади синаптического 

окончания (обведены пунктиром).  
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3.1.2. Морфометрический анализ количества митохондрий и 

аутолизосом в пациент-специфичных нейронах с увеличенным числом 

CAG повторов в гене НТТ 

Наиболее заметными морфологическими отличиями нейронов, 

полученных от пациентов с БХ и от здоровых доноров, были нарушения 

строения митохондрий, а также увеличение числа аутолизосом. Чтобы 

количественно оценить эти изменения, был проведен морфометрический 

анализ численности этих органелл. В обеих контрольных культурах, ES5 и 

iРS12, митохондрии с нарушенным строением составляли в среднем от 6% до 

8% от популяции органелл в клетке (Рис. 10, а). Чаще встречались 

митохондрии с нарушениями строения оболочки (4 и 7%, соответственно), 

чем с дефектами крист и матрикса (2% и 1%, соответственно) (Рис. 10, а). В 

клетках с увеличенным числом CAG повторовв гене НТТ процент 

поврежденных органелл возрастал приблизительно в 3 раза (до 19% в МА2 и 

22% в Че3) по сравнению со средним в контроле (Рис. 10, а). Этот рост был 

обусловлен увеличением доли органелл с нарушениями оболочки (до 16% в 

МА2 и 21% в Че3). Параллельно с этим возрастал и процент митохондрий, 

контактирующих с ЭПР с 24% в ES5 и 26% в iРS12 до 45% в МА2 (в 1,5 раза) 

и 38% в Че3 (в 1,8 раза) (Рис. 10, б). Относительное число аутолизосом в 

нейронах МА2 и Че3 было почти в 2 раза выше, чем в контроле (Рис. 10, в). 

 

3.1.3. Исследование влияния ингибитора кальциевых каналов EVP4593 

на морфологию пациент-специфичных нейронов с увеличенным числом 

CAG повторов в гене НТТ 

Проведенный нашими соавторами транскриптомный анализ показал, 

что в пациент-специфичных нейронах культуры МА2 с увеличенным числом 

CAG повторов в гене НТТ изменена экспрессия генов, вовлеченных в 

гомеостаз кальция, а электрофизиологическое исследование показало 

повышенный уровень транспорта кальция в цитозоль через депо-
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управляемые каналы (Nekrasov et al., 2016). Наши коллеги протестировали 

влияние на эти клетки ингибитора депо-управляемых кальциевых каналов 

EVP4593 и с использованием проточной цитометрии продемонстрировали 

снижение содержания лизосомальных компонентов.  

Проведенный нами электронно-микроскопический анализ не выявил 

влияния инкубации в течение 14 часов с 1 мкМ EVP4593 на строение 

нейронов в контрольной культуре ES5 (Рис. 11, а-д). Удлинённые клетки 

имели округлые ядра (Рис. 11, а), содержали митохондрии с плотным 

матриксом, узкими и расширенными кристами (Рис. 11, б), а также короткие 

цистерны шероховатого (Рис. 11, в) и гладкого ЭПР с небольшим 

количеством отделяющихся от них везикул (Рис. 11, г). АГ был развит так 

же, как и в клетках без инкубации, и состоял из небольших стопок коротких 

узких диктиосом (Рис. 11, д).  

В то же время, в пациент-специфичных нейронах с мутацией в гене 

HTT культуры МА2 после инкубации с EVP4593 частота патологических 

проявлений снижалась (Рис. 11, е-л). Реже наблюдались клетки с 

инвагинациями ядерной оболочки (Рис. 11, е, ж), меньшее число 

митохондрий имело структурные нарушения (Рис. 11, з). Гладкий и 

шероховатый ЭПР состояли из коротких цистерн, с небольшим количеством 

везикул, практически не наблюдалось расширенных цистерн (Рис. 11, и, к). 

АГ имел типичное строение в виде стопок коротких диктиосом (Рис. 11, л), а 

характерные для нейронов МА2 расширенные диктиосомы наблюдались 

редко и были заметно меньшего размера. 

Морфометрический анализ показал, что в нейронах культуры МА2 

после обработки EVP4593 происходило достоверное снижение в 1,6 раза 

доли митохондрий с различными нарушениями и в 2 раза митохондрий с 

дефектами оболочки (Рис. 12, а). Снизилось относительное число 

аутолизосом (в 5 раз) (Рис. 12, б). Таким образом, продемонстрировано, что 

нарушение тока кальция в нейронах негативно влияет на организацию 
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внутриклеточных структур, а его регулирование заметно улучшает 

морфологию клеток и таких органелл, как митохондрии и аутолизосомы. 

 

Рисунок 10. Оценка количества митохондрий с нарушенной структурой, а 

также контактирующих с мембранами ЭПР и аутолизосом в нейронах 

пациент-специфичных культур МА2 и Че3 по сравнению с нейронами 

контрольных культур ES5 и iPS12.  

а – доля дефектных митохондрий с морфологическими нарушениями 

достоверно возрастала в нейронах с увеличенным числом CAG повторов в 

гене НТТ; б – доля митохондрий, контактирующих с мембранами ЭПР 

возрастала в нейронах с увеличенным числом CAG повторов в гене НТТ; в –

относительное число аутолизосом на 1 мкм2 цитоплазмы клетки возрастало в 

нейронах с увеличенным числом CAG повторов в гене НТТ. * – р<0,05, ** – 

р<0,01, *** – р<0,001, планка погрешности демонстрирует стандартную 

ошибку. 
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Рисунок 11. Ультраструктурная организация средних шипиковых нейронов в 

контрольной культуре ES5 (а-д) и пациент-специфичной культуре МА2 с 47 

CAG повторами в гене НТТ (е-л) после их инкубации с ингибитором 

кальциевых каналов EVP4593.  

a – общий вид «здоровых» нейронов практически не изменялся под 

действием EVP4593; б – митохондрии с плотным матриксом и 

расширенными кристами; в – короткие цистерны шероховатого ЭПР 

(выделены пунктиром); г – короткие цистерны гладкого ЭПР (указаны 

черными стрелками); д – АГ, состоящий из коротких узких диктиосом с 

небольшим количеством пузырьков; е,ж – общий вид нейронов МА2 после 

инкубации с EVP4593, ядра клеток (Я) приобретали более округлую форму; з 

– в цитоплазме было больше митохондрий без структурных нарушений; и – 

цистерны шероховатого ЭПР не расширены (указаны белыми стрелками); к – 

цистерны гладкого ЭПР (указаны черными стрелками) формировали меньше 

везикул; л – диктиосомы АГ не расширены (указаны головками черных 

стрелок). Масштаб: а, е, ж – 5 мкм, б-д, з-л – 0,5 мкм. 
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Рисунок 11. Снижение количества дефектных митохондрий и аутолизосом в 

пациент-специфичных нейронах культуры МА2 с 47 CAG повторами в гене 

НТТ после инкубации с EVP4593. 

а – процент дефектных митохондрий уменьшается в 1,6 раза при обработке 

EVP4593 в пациент-специфичных нейронах, тогода как в контроле 

уменьшается недостоверно; б –относительное число аутолизосом на 1 мкм2 

площади цитоплазмы уменьшается в 5 раз при обработке EVP4593 в 

пациент-специфичных нейронах, тогода как в контроле увеличивается 

недостоверно. * – р<0,05, *** – р<0,001, планка погрешности демонстрирует 

стандартную ошибку. 
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3.2. Исследование ультраструктурной организации генетически 

модифицированных нейронов с увеличенным до 69 числом CAG 

повторов в гене НТТ 

Помимо исследований пациент-специфичных нейронов, в план нашей 

работы входило изучение нейронов с трансгенной встройкой 

дополнительных CAG повторов. Предполагалось, что наличие большого 

количества CAG повторов, редко встречающихся у пациентов и 

обуславливающих ювенильную форму заболевания, позволит выявить в этих 

клетках дополнительные ультраструктурные нарушения. Для электронно-

микроскопического анализа были выбраны две изогенные культуры 

нейронов (69Q9T и 69Q25L) с 69 CAG повторами в ген НТТ (Таблица 1). В 

качестве контрольных были изучены изогенные нейроны, 

дифференцированные из ИПСК, полученных из исходной линии 

фибробластов (iMA1L), а также неизогенные нейроны r2LF, 

дифференцированные из ИПСК, полученных из мононуклеаров крови 

здорового донора (Таблица 1). 

 

3.2.2. Ультраструктурная организация контрольных и генетически 

модифицированных нейронов с 69 CAG повторами в гене НТТ 

Нейроны в контрольных культурах iMA1L и r2LF имели типичную 

морфологию средних шипиковых нейронов. Это были клетки треугольной 

или округлой формы, имевшие отростки - аксоны и дендриты (Рис. 13, а, б; 

Рис. 14, a, г). В цитоплазме выявлялись тельца Ниссля (Рис. 14, б, д) и 

нейрофиламенты (Рис. 14, в, е). Митохондрии, удлинённые с матриксом 

средней плотности и поперечно ориентированными кристами (Рис. 15, а, ж), 

были равномерно распределены в цитоплазме клеток. Изредка наблюдались 

эти органеллы со структурными нарушениями оболочки (Рис. 15, б, з) или 

контактирующие с цистернами ЭПР (Рис. 15, в, ж). ЭПР был представлен 

немногочисленными узкими шероховатыми (Рис. 15, г, и) и короткими 

гладкими цистернами (Рис. 15, д, к). АГ был умеренно развит и состоял из 



63 
 

 

стопок узких диктиосом с небольшим количеством везикул (Рис. 15, е, л). В 

цитоплазме присутствовали аутолизосомы различного размера, мелкие (от 

0.2 до 0,6 мкм в диаметре) с содержимым средней плотности (Рис. 16, а, ж), и 

крупные, содержащие остатки органелл, фрагменты мембран и везикулы 

(Рис. 16, б-в, з-и). Шипики на дендритах были распределены на расстоянии 

около 6 мкм (Рис. 16, г, к-л). Кроме того, клетки в культуре формировали 

синапсы, везикулы в них были схожи по размеру и лежали плотно друг к 

другу (Рис. 16, д-е, м-н). 

В популяции нейронов двух изогенных культур 69Q9T и 69Q25L с 69 

CAG повторами в гене НТТ около 70% клеток характеризовалась типичной 

для нейронов морфологией (Рис. 13, в, г; Рис. 17, а, д). Кроме того, 

наблюдались клетки с большим количеством светлых вакуолеподобных 

структур (около 4%) (Рис. 17, б, е) и клетки, содержащие в цитоплазме 

скопления крупных плотных аутолизосом и остаточных телец (около 10%) 

(Рис. 17, в, ж). Около 16% нейронов характеризовалась плотной 

цитоплазмой, аномально гипертрофированными дендритами и шипиками, а 

также высокой плотностью их расположения на дендритах (Рис. 17, г, з) 

В цитоплазме нейронов с типичной морфологией, несущих встройку 

дополнительных повторов, митохондрии часто имели разреженный матрикс, 

деформированные кристы, разрывы и выпячивания оболочки (Рис. 18, а-в, е-

ж). Эти органеллы часто контактировали с ЭПР на большом протяжении 

мембран (Рис. 18, г-д, з-и). Наблюдалась бóльшая, чем в контроле, 

представленность скоплений цистерн шероховатого ЭПР (Рис. 19, а, г). 

Вблизи мембран гладкого ЭПР и диктиосом АГ обнаруживались бóльшие, 

чем в контроле, скопления мелких везикул, отшнуровывающихся от цистерн 

и диктиосом (Рис. 19, б-в, д-е). В отличие от контрольных нейронов, в 

клетках с увеличенным числом CAG повторов в гене НТТ среди укороченных 

стопок АГ наблюдались отдельные расширенные диктиосомы (Рис. 19, в, е).  

В цитоплазме генетически модифицированных нейронов с 

увеличенным числом CAG повторов в гене НТТ присутствовало большое 
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количество крупных аутолизосом, в которых наблюдались остатки органелл 

или гетерогенный матрикс средней плотности (Рис. 20, а, д). Также 

наблюдались крупные светлые вакуоли (Рис. 20, б-в, е-ж), схожие с теми, 

которые мы выше описали в пациент-специфичных нейронах. Они 

содержали остатки мембран и светлый гетерогенный матрикс, и имели, по-

видимому, аутофагическое происхождение. Некоторые из них выделялись из 

клеток экзоцитозом (Рис. 20, б). Следует отметить частое нарушение 

целостности оболочки этих структур (Рис. 20, в, е). Некоторые нейроны 

накапливали особенно много таких светлых вакуолеподобных аутолизосом, 

тогда как другие содержали преимущественно плотные аутолизосомы (Рис. 

20, г, з) 

В то время как на дендритах большинства нейронов с увеличенным 

числом CAG повторов в гене НТТ частота расположения шипиков снижалась 

(Рис. 21, а, е), в культуре наблюдались нейроны, характеризующиеся 

гипертрофией шипиков (Рис. 21, б, ж). Они имели различные 

морфологические аномалии, включая раздвоение шипиков (Рис. 21, в, з) или 

слипание соседних шипиков (Рис. 21, д). Иногда подобные шипики имели 

булавовидные расширения (Рис. 21, г, з, и). Структура синапсов нейронов 

культур 69Q9T и 69Q25L была заметно нарушена, везикулы в них 

значительно варьировали по размеру и располагались разреженно (Рис. 22).  
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Рисунок 13. Общий вид средних шипиковых нейронов в контрольной 

культуре iMA1L (а, б) и в культуре генетически модифицированных 

нейронов 69Q9T (в ,г) в световом микроскопе. а, в – фазовый контраст; г, д – 

полутонкие срезы, окрашенные метиленовым синим. 

а – скопления нейронов контрольной культуры iMA1L в фазовом 

контрасте; б – нейрон в контрольной культуре iMA1L на полутонком срезе; в 

- скопление генетически модифицированных нейронов в культуре 69Q9T в 

фазовом контрасте; г - генетически модифицированный нейрон в культуре 

69Q9T на полутонком срезе. Черные головки стрелок указывают на аксоны, 

белые головки стрелок – на дендриты. Фотографии в фазовом контрасте 

любезно предоставлены Е.В. Григорьевой 
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Рисунок 14. Ультраструктурная организация шипиковых нейронов в 

контрольных культурах iМА1 (а-в) и r2LF (г-е). 

а, г – клетки с отростками и крупными ядрами (Я), иногда имевшими 

инвагинации оболочки; б, д – тельца Ниссля, состоящие из коротких цистерн 

шероховатого ЭПР (обведены пунктиром); в, е – нейрофиламенты в 

цитоплазме клеток (указаны стрелками).  
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Рисунок 15. Ультраструктурная организация митохондрий, гладкого и 

шероховатого ЭПР, АГ в контрольных шипиковых нейронах iМА1 (а-е) и 

r2LF (ж-л). 

а, ж – митохондрии с узкими и слегка расширенными кристами; б, з – 

небольшое число митохондрий с выпячиваниями оболочки (указаны 

черными головками стрелок); в, ж – контакт митохондрий с мембранами 

гладкого ЭПР (указан белыми головками стрелок); г, и – цистерны 

шероховатого ЭПР (указаны белыми стрелками); д, к – гладкий ЭПР 

представлен короткими цистернами (указаны черными стрелками); е, л – АГ 

представлен стопками узких диктиосом с набольшим количеством везикул. 
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Рисунок 16. Ультраструктурная характеристика организации шипиковых 

нейронов контрольных культур iМА1(а-е) и r2LF(ж-н). 

а, ж – скопления мелких аутолизосом размером до 0,6 мкм с гетерогенным 

содержимым (указаны черными стрелками, * отмечает мультивезикулярное 

тело); б-в, з-и – крупные аутолизосомы с частично переваренным материалом 

разной электронной плотности; г, к-л – шипики на дендритах нейронов 

(указаны черными стрелками); д-е, м-н – синапсы, содержащие скопления 

мелких везикул вблизи пресинаптической мембраны. Масштаб: а-в, ж-и – 0, 5 

мкм; г, к-л – 2 мкм, д-е, м-н – 0,25 мкм. 
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Рисунок 17. Ультраструктурная организация 4-х типов отличающихся по 

морфологии нейронов в культурах 69Q9T (а-г) и 69Q25L (д-з) с 69 CAG 

повторами в гене НТТ. 

а, д – нейроны с типичной структурной организацией; б, е – нейроны с 

большим количеством аутолизосом и светлых вакуолей в цитоплазме, иногда 

достигающих больших размеров, на вставке – тельце Ниссля; в, ж – клетки, 

содержавшие большое количество электронно-плотных аутолизосом в 

цитоплазме; г, з – фрагменты нейронов с аномальной морфологией, 

имеющих атипичные дендриты, множественные шипики (г) и аномальные 

аксоны (з).  
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Рисунок 18. Нарушения структуры митохондрий в нейронах культур 69Q9T 

(а-д) и 69Q25L (е-и) с 69 CAG повторами в гене НТТ. 

а – скопление дефектных митохондрий с участками разреженного матрикса; 

б-в, е-ж – митохондрии с дефектами оболочки (черные головки стрелок); г-д, 

з-и – тесные контакты мембран ЭПР с митохондриями (белые головки 

стрелок). Масштаб: а – 10 мкм, б-и – 0,5 мкм. 
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Рисунок 19. Ультраструктурная организация шероховатого, гладкого ЭПР и 

АГ в цитоплазме нейронов культур 69Q9T (а-в) и 69Q25L (г-е), с 69 CAG 

повторами в гене НТТ. 

а, г – узкие цистерны шероховатого ЭПР (указаны белыми стрелками); б, д – 

усиленная везикуляция мембран гладкого ЭПР (гЭПР); в, е – комплексы АГ с 

расширенными диктиосомами. 
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Рисунок 20. Нарушения строения аутолизосом в цитоплазме нейронов 

культур 69Q9T (а-г) и 69Q25L (д-з) с 69 CAG повторами в гене НТТ. 

а, д – аутолизосомы разных размеров с гетерогенным содержимым; б – 

выделение аутолизосомы в межклеточное пространство путем экзоцитоза; в, 

е – нарушение целостности оболочек светлых вакуолей (в) и аутолизосом (е) 

(указаны черными головками стрелок); ж – скопление аутолизосом разных 

размеров; г, з –скопления плотных остаточных телец и крупных аутолизосом 

в цитоплазме гибнущих нейронов. 
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Рисунок 21. Нарушения структурной организации дендритов и 

шипиков нейронов культур 69Q9T (а-д) и 69Q25L (е-и) с 69 CAG повторами 

в гене НТТ. 

 а, е – дендриты нейронов с типичной морфологией, расположение шипиков 

(указаны стрелками) более редкое по сравнению с контролем; б, ж– фрагмент 

нейрона с атипичной морфологией, имеющего множество коротких и 

длинных дендритов с хаотично расположенными на них шпиками; в-д, з - 

дефектные раздвоенные или слипшиеся шипики (указаны стрелками); и – 

близкорасположенные шипики с головками булавовидной формы (указаны 

стрелками). Масштаб: а-б, е-ж – 5 мкм, в-д, з-и – 1 мкм. 
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Рисунок 22. Аномальное ультраструктурное строение синаптических 

окончаний с нарушением организации, распределения и гетерогенностью 

размеров синаптических пузырьков (выделены пунктиром) у нейронов с 69 

CAG повторами в гене HTT. (а, б – культура 69Q9T, в – культура 69Q25L).  
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3.2.3. Морфометрический анализ количественных параметров 

клеточных структур с нарушенной организацией в генетически 

модифицированных нейронах с 69 CAG повторами в гене НТТ 

Как и для пациент-специфичных нейронов, мы провели 

морфометрический анализ параметров органелл нейронов с 69 CAG 

повторами в гене НТТ. Было показано, что в контрольных нейронах культур 

iMA1L и r2Lf процент дефектных митохондрий в клетках составлял 6,3 и 

4,7%, соответственно (Рис. 23, а). В нейронах iMA1L доли митохондрий с 

нарушениями крист и матрикса и дефектами оболочки были приблизительно 

равны (2,8 и 3,4 %), тогда как в клетках r2Lf среди поврежденных 

митохондрий практически отсутствовали органеллы с разреженным 

матриксом, а нарушения целостности оболочки имели 4,4% митохондрий 

(Рис. 23, а). Похожее соотношение ранее было отмечено при 

морфометрическом анализе пациент-специфичных контрольных нейронов. В 

нейронах культур 69Q9T и 69Q25L с трансгенной встройкой повторов в ген 

НТТ доля митохондрий со структурными нарушениями возрастала в 3 и 2,3 

раза (до 16 и 12%, соответственно) по сравнению со средним значением в 

контроле (Рис. 23, а). Доля митохондрий с нарушениями крист и матрикса в 

клетках с увеличенным числом CAG повторов относительно контроля не 

изменялась. Процент контактирующих с ЭПР митохондрий в нейронах 

69Q9T и 69Q25L с трансгенными встройками также был выше (в 1,8 раз и в 

1,3 раза, соответственно), чем в среднем в контроле (Рис. 23, б). 

Относительное количество аутолизосом в контрольных нейронах составляло 

0,11 ед/мкм2 в iMA1L и 0,13 ед/мкм2 в r2Lf и увеличивалось в 1,6 раза в 

генетически модифицированных нейронах до 0,22 ед/мкм2 в 69Q9T и 0,21 

ед/мкм2 в 69Q25L (Рис. 23, в). 

 В культуре клеток с 69 CAG повторами часть нейронов 

характеризовалась гипертрофией шипиков. Морфометрический анализ 

подтвердил морфологические наблюдения. Геннетически модифицироанные 

нейроны с типичной морфологией (Рис. 24, а) имели шипики той же длины, 
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что и контрольные (Рис. 24, б). При этом шипики располагались на 

дендритах на большем расстоянии друг от друга, то есть плотность их 

распределения была в 1,6-1,8 раза ниже (Рис. 24, в). В то же время у 

«атипичных» нейронов (Рис 22, г) шипики в среднем были вдвое длиннее, 

чем в контроле, и чем у нейронов той же самой культуры с типичной 

морфологией (Рис. 24, д), и располагались с вдвое большей плотностью (Рис. 

24, е).  

 Морфологический анализ генетически модифицированных нейронов 

продемонстрировал также нарушения строения синапсов – разрежение 

везикул и их гетерогенность по размеру (Рис. 22). Морфометрический анализ 

подтвердил эти наблюдения и показал, что количество синаптических 

везикул в нейронах 69Q9T и 69Q25L на единицу площади синапса на срезе в 

3 и 5 раз меньше, чем в контрольных нейронах iMA1L и r2Lf (Рис. 25, а). Это 

свидетельствует о том, что синаптические везикулы действительно лежат 

более разрозненно и их плотность уменьшена. В нейронах с увеличенным 

числом CAG повторов большинство синаптических везикул крупнее, чем в 

контрольных: медианные значения в 0,049 и 0,068 в нейронах культур iMA1L 

и r2Lf, соответственно, и 0,102 и 0,108 в нейронах 69Q9T и 69Q25L, 

соответственно (Рис. 25, б). Кроме того, максимальный и минимальный 

размер везикул у нейронов с 69 CAG поторрами в гене НТТ достоверно выше 

(в 2 раза), чем в контрольных клетках.  
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Рисунок 23. Анализ числа митохондрий с нарушенной структурой и числа 

аутолизосом в генетически модифицированных нейронах 69Q9T и 69Q25L с 

69 CAG повторами в гене HTT по сравнению с контрольными нейронами 

(iMA1L и r2Lf), содержащими около 20 CAG повторов в гене HTT. 

а – доля дефектных митохондрий с нарушением строения увеличена в 

нейронах 69Q9T и 69Q25L; б – доля митохондрий, контактирующих с 

мембранами ЭПР увеличена в нейронах 69Q9T и 69Q25L; в – относительное 

число аутолизосом на 1 мкм2 цитоплазмы клетки увеличено нейронах 69Q9T 

и 69Q25L. * – р<0,05, ** – р<0,01, *** – р<0,001, планка погрешности 

демонстрирует стандартную ошибку   
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Рисунок 24. Анализ длины шипиков и плотности их распределения на 

дендритах с типичной морфологией (а) и атипичным строением отростков (б) 

в нейрональной культуре клеток. iMA1L, r2LF – контрольные клеточные 

культуры, несущие <22 CAG повторов; 69Q 9T и 69Q25L – генетически 

модифицированные клеточные культуры, несущие 69 CAG повторов в гене 

НТТ.  

а – типичная морфология шипиков; б – средняя длина шипиков на дендритах 

нейронов с 69 CAG повторами с типичной морфологией не отличалось от 

контроля; в – относительное число шипиков на 1 мкм длины дендрита 

нейрона с 69 CAG повторами с типичной морфологией достоверно 

снижалось; г – атипичная морфология шипиков; д – средняя длина шипиков 

на дендритах нейронов с 69 CAG повторами с атипичной морфологией 

достоверно увеличивалась; е – относительное число шипиков на 1 мкм длины 

дендрита нейрона с 69 CAG повторами с атипичной морфологией достоверно 

возрастало. * – р<0,05, ** – р<0,01, *** – р<0,001, планка погрешности 

демонстрирует стандартную ошибку. Масштаб: 1 мкм. 
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Рисунок 25. Морфометрический анализ плотности распределения и размеров 

синаптических везикул в генетически модифицированных нейронах 69Q9T и 

69Q25L с 69 CAG повторами в гене HTT по сравнению с контрольными 

нейронами (iMA1L и r2Lf). 

а – относительное число везикул на единицу площади синаптического 

окончания снижено в клетках с 69 CAG повторами в гене HTT; б – 

гистограммы по типу пчелиного роя (beeswarm plot), демонстрирующие 

распределение синаптических везикул по размеру. Высота гистограммы 

демонстрирует разброс значений от самых мелких до самых крупных, а их 

ширина зависит от количества значений того или иного размера в выборке, 

самое широкое место на гистограмме соответствует наибольшему количеству 

везикул данного размера. *– р<0,05, **– р<0,01, ***– р<0,001, планка 

погрешности демонстрирует стандартную ошибку.  
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3.3. Исследование ультраструктурной организации клеток НЕК293 с 

увеличенным числом (100-150) CAG повторов в гене НТТ 

Целью нашего исследования был сравнительный анализ нарушений в 

клетках с разным числом CAG повторов в гене НТТ, поэтому одной из 

поставленных задач являлось электрoнно-микроскопическое изучение 

нарушений в клетках с большим числом этих повторов. К сожалению, 

получить нейроны с таким количеством CAG повторов в гене НТТ нашим 

коллегам не удалось, однако эта возможность была ими реализована на 

клетках HEK293 (Human Embryonic Kidney 293), лабораторной клеточной 

линии, полученной из эмбриональной почки человека. На основе двух линий, 

НЕК293 Phoenix и НЕК293 FT, имевших менее 30 CAG повторов в гене НТТ, 

нашими коллегами были получены клоны 6Н и F1, соответственно, несущие 

100-150 CAG повторов в гене НТТ (Таблица 1). 

 

3.3.1. Сравнение ультраструктурной организации исходных и 

генетически модифицированных клеток линии HEK293 Phoenix, 

несущих 100-150 CAG повторов в гене HTT 

Клетки HEK293 Phoenix исходной линии имели овальную форму, 

крупные ядра с электронно-плотными ядрышками (Рис. 26, а). Митохондрии 

располагались в цитоплазме разрозненно или группами. Часть органелл 

имело светлый матрикс и узкие поперечно ориентированные кристы (Рис. 26, 

б), другие - плотный матрикс и расширенные кристы (Рис. 26, в). Некоторые 

митохондрии контактировали с цистернами ЭПР (Рис. 26, в). Шероховатый и 

гладкий ЭПР состоял из коротких цистерн с небольшим количеством 

расположенных вблизи везикул (Рис. 26, г, д). В цитоплазме наблюдалось 

также небольшое количество окончатых мембран (Рис. 26, е). Развитый АГ 

был представлен стопками диктиосом и везикул разного размера (Рис. 26, ж). 

Небольшие аутолизосомы (до 0,6 мкм в диаметре) имели гетерогенное или 

плотное содержимое (Рис. 26, з, и), были немногочисленны и располагались 

по всей цитоплазме. 
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Клетки клона 6Н линии HEK293 Phoenix, содержащие 100-150 

повторов в гене НТТ, часто имели неправильную форму, содержали крупные 

округлые или овальные ядра и характеризовались более высокой плотностью 

органелл в цитоплазме, чем контрольные клетки линии HEK293 Phoenix (Рис. 

27, а). Многие митохондрии имели морфологические нарушения: 

нетипичную форму (Рис. 27, б), частые выпячивания оболочки (Рис. 27, в, г), 

разреженные области матрикса, лишенные крист (Рис. 27, д, е), изменения 

формы и ориентации крист (Рис. 27, ж, з). Характерной особенностью этих 

клеток были контакты мембран ЭПР и митохондрий, а также взаимные 

контакты органелл (Рис. 28, а, б). Митохондрии контактировали с 

цистернами ЭПР на большом протяжении заметно чаще, чем в контроле, 

нередко именно в местах контакта наблюдались разрежения матрикса 

органелл (Рис. 28, в-ж). 

Для клеток клона 6Н линии НЕК293 Phoenix была также характерна 

гипертрофия ЭПР, цистерны которого в большем, чем наблюдалось в 

контроле, количестве присутствовали в цитоплазме. Шероховатый ЭПР был 

представлен как короткими цистернами, распределенными по цитоплазме 

(Рис. 29, а), так и стопками длинных цистерн (Рис. 29, б), вблизи которых 

нередко формировались окончатые мембраны (Рис. 29, в). Множество мелких 

везикул часто располагалось в области гладкого ЭПР (Рис. 29, г). АГ также 

был сильнее развит в клетках с увеличенным числом CAG повторов в гене 

НТТ. Стопки узких и коротких диктиосом АГ в цитоплазме нередко 

встречались группами по нескольку штук (Рис. 29, д). Было отмечено 

накопление мелких (диаметром менее 0,6 мкм) аутолизосом, формировавших 

иногда крупные кластеры в цитоплазме отдельных клеток (Рис. 30, а, б). 

Аутолизосомы имели плотное содержимое, однако по мере увеличения 

размера этих структур, происходило его разрежение. Нередко в 

аутолизосомах отмечалось нарушение целостности оболочки (Рис. 30, в-д). 

Крупные аутолизосомы диаметром больше 0,7 мкм встречались очень редко. 
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Рисунок 26. Ультраструктурная организация контрольной линии клеток 

HEK293 Phoenix.  

а – общий вид клеток HEK293 Phoenix, Я - ядро; б – митохондрии с 

матриксом средней плотности и узкими кристами; в – митохондрии с 

плотным матриксом и слегка расширенными кристами (указаны белыми 

стрелками); черные стрелки на (в) указывают на контакт мембран ЭПР и 

митохондрий; г – короткие цистерны шероховатого ЭПР (указаны белыми 

стрелками); д – короткие цистерны и везикулы гладкого ЭПР (указаны 

черными стрелками); е – окончатые мембраны в цитоплазме клетки (указаны 

белыми стрелками); ж – два близко расположенных АГ; з, и – небольшие 

аутолизосомы с плотным содержимым. Масштаб: а – 1 мкм, б-и – 0,5 мкм.  
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Рисунок 27. Ультраструктурная организация клеток генетически 

модифицированного клона 6H линии HEK293 Phoenix со встройкой 100-150 

повторов CAG в ген НТТ. 

a – общий вид клеток; б – митохондрия необычной формы с атипичным 

расположением крист; в-г – нарушение строения оболочки митохондрий 

(указано двойными стрелками); д – частичное отсутствие крист в матриксе 

митохондрий; е – скопление митохондрий с разреженным матриксом; ж-з – 

митохондрии с деформированными кристами. Масштаб: а – 2 мкм, б-з – 1 

мкм. 
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Рисунок 28. Контакты митохондрий между собой и с мембранами ЭПР в 

клетках клона 6H линии HEK293 Phoenix с увеличенным до 100-150 числом 

CAG повторов в гене НТТ. 

а-б – тесные взаимные контакты дефектных митохондрий (указаны 

головками черных стрелок); в-г – серийные срезы митохондрии, 

контактирующей с мембраной гладкого ЭПР на большом протяжении 

(указано стрелками); д, е – тесный контакт митохондрий, содержащих 

разреженный матрикс, с мембранами ЭПР (указано стрелками); ж – контакт 

ЭПР с двумя митохондриями в области их слияния. 
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Рисунок 29. Ультраструктурная организация гладкого и шероховатого ЭПР и 

АГ в клетках клона 6H линии HEK293 Phoenix с увеличенным до 100-150 

числом CAG повторов в гене НТТ. 

а – многочисленные цистерны шероховатого (указаны белыми стрелками) и 

гладкого (указаны чернными стрелками) ЭПР, а также филаменты и 

микротрубочки в цитоплазме между ними; б – скопление узких цистерн 

шероховатого ЭПР (указано белыми стрелками); в – скопление окончатых 

мембран (указаны белыми головками стрелок); г – цистерны гладкого 

(указаны черными стрелками) и шероховатого (указаны белыми стрелками) 

ЭПР с отделяющимися от них везикулами; д – скопление нескольких АГ 

(указаны черными головками стрелок) с короткими диктиосомами в 

цитоплазме клетки. Масштаб: 1 мкм. 
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Рисунок 30. Нарушения ультраструктурной организации аутолизосом в 

клетках клона 6H линии HEK293 Phoenix с увеличенным числом CAG 

повторов в гене НТТ. 

а-б – фрагменты клеток, содержащие крупные скопления мелких 

аутолизосом с частично переваренным плотным содержимым (обведено 

пунктиром), наблюдаются дефектные митохондрии (указаны звездочками); в-

г – мелкие аутолизосомы с плотным содержимым, расположенным по 

периферии, и светлым центром, черными головками стрелок отмечены 

разрывы в оболочках аутолизосом; д – крупная аутолизосома с нарушенной 

целостностью оболочки (указано головками черных стрелок), содержащая 

остатки цитоплазматических органелл. Масштаб: 1 мкм. 
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3.3.2. Сравнение ультраструктурной организации исходных и 

генетически модифицированных клеток линии НЕК293 FT, несущих 

100-150 CAG повторов в гене HTT 

Морфология клеток исходной линии HEK293 FT была в целом 

идентична организации клеток HEK293 Phoenix. Клетки часто имели 

неправильную форму с округлыми ядрами и цитоплмой, обогащенной 

органеллами, которые группировались вблизи ядра (Рис. 31, а). Митохондрии 

имели в основном матрикс средней плотности и узкие кристы (Рис. 31, б, в). 

Многочисленные узкие и длинные цистерны шероховатого ЭПР 

располагались вблизи ядра и среди митохондрий (Рис. 31, д, г) в некоторых 

клетках наблюдались слегка расширенные цистерны шероховатого ЭПР. 

Короткие цистерны гладкого ЭПР формировали небольшое количество 

везикул. Следует отметить, что в цитоплазме клеток HEK293 FT чаще 

встречались окончатые мембраны, часто расположенные вблизи цистерн 

шероховатого ЭПР (Рис. 31, е, ж). Стопки АГ состояли из узких диктиосом и 

располагались в виде скоплений, как и в клетках HEK293 Phoenix (Рис. 31, з). 

В клетках присутствовали мелкие аутолизосомы диаметром около 0,3 мкм с 

плотным содержимым (Рис. 31, и). 

Клетки генетически модифицированного клона F1 со 100-150 CAG 

повторами, полученного из исходной линии HEK293 FT, характеризовались 

крупным ядром и скоплениями мембранных органелл в цитоплазме (Рис. 32, 

а). Часто наблюдались митохондрии необычной формы (Рис. 32 б, в), они 

нередко контактировали друг с другом, имели структурные нарушения, в том 

числе выпячивания оболочки (Рис. 32, г), не характерные для исходных 

клеток HEK293 FT, а также разрежение матрикса и исчезновение крист в 

этой области (Рис. 32, д). Эти изменения были идентичны тем, что 

выявлялись в клетках клона 6Н линии HEK293Phoenix с увеличенным 

числом CAG повторов в гене НТТ. В то же время некоторые митохондрий 

имели дефекты, которые мы ранее не наблюдали в клетках клона 6Н. К ним 

относится присутствие митохондрий, содержащих круглые плотные кристы 
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(Рис. 32, е). Как и в клетках клона 6Н, митохондрии чаще тесно 

контактировали с цистернами ЭПР, чем в клетках исходной линии HEK293 

FT (Рис. 33, а-в).  

Несмотря на то, что в исходных клетках HEK293 FT ЭПР был 

достаточно хорошо развит, в клетках клона F1, несущего 100-150 CAG 

повторов в гене НТТ, присутствие цистерн ЭПР в цитоплазме было более 

выраженным. Шероховатый ЭПР состоял из узких длинных цистерн, часто 

собранных в скопления (Рис. 33, г), а цистерны гладкого ЭПР были нередко 

расширены, и от них отшнуровывались мелкие везикулы (Рис. 33, д). Стопки 

АГ состояли из большого количества узких диктиосом и везикул и тоже 

нередко образовывали скопления (Рис. 33, е). В цитоплазме клеток клона F1 

чаще, чем в клетках клона 6Н линии HEK293 Phoenix, встречались скопления 

окончатых мембран, контактирующих с цистернами шероховатого ЭПР (Рис. 

34, а, б). Следует отметить, что иногда мембраны шероховатого, а также 

гладкого ЭПР слипались между собой и формировали четырехслойные 

мембранные структуры (Рис. 34, в, г), вблизи которых часто наблюдались 

окончатые мембраны (Рис. 34, д, е). В участках цитоплазмы клеток, 

обогащенной подобными многослойными мембранами, наблюдались 

скопления описанных выше дефектных митохондрий с круглыми кристами и 

признаками их фрагментации (Рис. 34, г). Присутствие аутолизосом в 

клетках этого клона также возрастало. Мелкие аутолизосомы имели 

гетерогенное содержимое (Рис. 35, а), как и в клетках клона 6Н. В крупных 

аутолизосомах выявлялись разрывы оболочки и выделение через них 

содержимого в цитоплазму (Рис. 35, б-д). 

  



93 
 

 

 

 



94 
 

 

Рисунок 31. Ультраструктурная характеристика клеток исходной линии 

HEK293 FT. 

а – общий вид клеток; б-в – митохондрии с матриксом средней плотности и 

узкими кристами; г – скопления коротких цистерн гладкого и шероховатого 

ЭПР в цитоплазме клетки (указаны белыми стрелками), * отмечены 

митохондрии со светлым матриксом; д – цистерны гладкого ЭПР (указаны 

черными стрелками) с отделяющимися от них немногочисленными 

пузырьками; е, ж – окончатые мембраны (указаны белыми головками 

стрелок), представленные узкими и длинными цистернами шероховатого 

ЭПР со встроенными в них поровыми комплексами; з – скопление 

нескольких АГ (указаны черными головками стрелок) с короткими 

диктиосомами; и – мелкие аутолизосомы с электронно-плотным содержимым 

(указаны белыми стрелками). Масштаб: а – 5 мкм, б-и – 0,5 мкм. 
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Рисунок 32. Ультраструктурная организация клеток клона F1 линии HEK293 

FT со встройкой 100-150 повторов в ген НТТ. 

a – общий вид клетки; б-в – митохондрии атипичной формы с нарушенным 

расположением крист, белыми головками стрелок указаны контакты двух 

митохондрий; г – дефектная митохондрия с выпячиванием оболочки (указано 

черной головкой стрелки); д – дефектная митохондрия с разреженным 

матриксом и нарушенным расположением крист; е – дефектные митохондрии 

с необычными плотными круглыми кристами. Масштаб: а – 5 мкм, б-е – 1 

мкм. 
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Рисунок 33. Ультраструктура митохондрий, ЭПР и АГ в клетках клона F1 

линии HEK293 FT с увеличенным до 100-150 числом CAG повторов в гене 

НТТ. 

а-в – тесный контакт мембран шероховатого ЭПР с митохондриями (указан 

черными головками стрелок); г – длинные узкие цистерны шероховатого 

ЭПР (указаны белыми стрелками); д – цистерны гладкого ЭПР с 

отделяющимися от них везикулами (указаны черными стрелками); е – стопка 

узких диктиосом АГ. 
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Рисунок 34. Окончатые мембраны и многослойные мембранные структуры в 

клетках клона F1 линии HEK293 FT с увеличенным до 100-150 числом CAG 

повторов в гене НТТ. 

а-б – скопления окончатых мембран в цитоплазме клетки на продольном (а) и 

поперечном (б) срезах; в-г – 4-х слойные мембранные структуры и 

дефектные митохондрии в цитоплазме клеток; д – фрагменты многослойных 

мембранных структур, состоящих из гладких мембран на большом 

увеличении, в одну из цистерн ЭПР встроены пороподобные комплексы 

(указаны белыми головками стрелок); е – пороподобный комплекс (указан 

белой головкой стрелки) в составе 4х- слойной мембраны. Масштаб: а-д – 1 

мкм, е - 0,5 мкм. 



99 
 

 

 

Рисунок 35. Нарушение строения аутолизосом в клетках клона F1 линии 

HEK293 FT с увеличенным числом CAG повторов в гене НТТ. 

а – небольшое скопление мелких аутолизосом с плотным содержимым 

(указано черными стрелками), двойная стрелка указывает на аутофагосому, 

имеющую 2 мембраны. б-д – крупные аутолизосомы с нарушениями 

целостности оболочки и разрывами в ней (указаны черными головками 

стрелок), приводящими к выделению содержимого органелл в цитоплазму. 

Масштаб: 1 мкм 
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3.3.3. Морфометрический анализ количества митохондрий и 

аутолизосом в клетках клонов HEK293 со 100-150 CAG повторами в гене 

НТТ 

С целью количественной оценки выявленных при электронно-

микроскопическом анализе нарушений структуры органелл клеток НЕК293 с 

большим количеством CAG повторов, нами был проведен 

морфометрический анализ параметров дефектных митохондрий, частоты 

контактов этих органелл с мембранами шероховатого ЭПР, а также 

численной плотности аутолизосом. 

 Анализ популяции митохондрий с различными морфологическими 

дефектами, такими как нарушение ориентации крист, разрежение матрикса, а 

также выпячивание оболочки, продемонстрировал присутствие 20-26% 

подобных органелл в клетках исходных линий, HEK293 Phoenix и HEK293 

FT. При этом доля митохондрий с дефектами крист и матрикса составляла 

16% и 25%, соответственно, а доля митохондрий с повреждениями оболочки 

составляла 1,8% и 1,3 %, соответственно (Рис. 36, а). В клетках клонов 6Н и 

F1 с увеличенным до 100-150 числом CAG повторов в гене НТТ процент 

поврежденных органелл увеличивался, по сравнению с контролем, в 2 и 1,7 

раз и составлял 38% и 45% митохондрий, соответственно. Разрежение 

матрикса и нарушение строения крист митохондрий в клетках 

вышеупомянутых клонов выявлялись в 2 и 2,5 раза чаще, чем в контроле и 

присутствовали в 32% и 36% митохондриях, соответственно. Дефекты 

оболочки митохондрий выявлялись в 2,7 и 8 раз чаще, чем в контроле и 

присутствовали в 5,5% и 9% митохондриях соответственно (Рис. 36, а). 

Также в клетках обоих клонов в 1.5 раза по сравнению с контролем 

возрастала частота контактов митохондрий с мембранами ЭПР. В 

контрольных клетках вышеупомянутых клонов этот параметр составлял 21% 

и 24% соответственно, а в клетках клонов 6Н и F1 с увеличенным до 100-150 

числом CAG повторов в гене НТТ он возрастал до 33% и 38% соответственно 
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(Рис. 36, б). Таким образом, в клетках обоих клонов НЕК293 сильнее 

увеличивалась доля митохондрий с нарушениями матрикса и крист.  

Морфометрический анализ показал, что в контрольных клетках 

HEK293 Phoenix и HEK293 FT аутолизосом присутствовало меньше, чем в 

нейронах (Рис. 36, в). Относительное количество аутолизосом в клетках 

клонов 6Н и F1 со встройкой дополнительных CAG повторов в гене НТТ 

возрастало в 2 раза с 0,03 ед/мкм2 до 0,06 ед/мкм2 в НЕК293 Phoenix и 6H и с 

0,02 ед/мкм2 до 0,05 ед/мкм2 в НЕК293 FT и F1. 

 

 

Рисунок 36. Оценка количества митохондрий с нарушенной структурой, а 

также контактирующих с ЭПР и аутолизосом в генетически 

модифицированных клонах 6Н и F1 клеток НЕК293, несущихвстройку 100-

150 CAG повторов в ген НТТ, по сравнению с изогенными им контрольными 

линиями HEK293 Phoenix и HEK293 FT, соответственно. 

а – доля дефектных митохондрий с нарушенным строением крист и матрикса, 

а также оболочки, увеличена в клетках клонов 6Н и F1; б – процент 

митохондрий, контактирующих с мембранами ЭПР, увеличен в клетках 

клонов 6Н и F1; в – относительное число аутолизосом на 1 мкм2 цитоплазмы 

увеличено в клетках клонов 6Н и F1. *– р<0,05, **– р<0,01, ***– р<0,001, 

планка погрешности демонстрирует стандартную ошибку. 
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ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ 

БХ относится к нейродегенеративным заболеваниям и интенсивно 

исследуется, однако, многие процессы, лежащие в основе данной патологии, 

до сих пор недостаточно изучены. Функции нормального белка Htt и 

механизм, посредством которого мутантный белок опосредует 

патологический эффект на строение клеток, пока не полностью выяснен. 

Показано, что Htt взаимодействует с некоторыми моторными белками и 

может работать как молекулярный скаффолд, влияя на регуляцию разных 

клеточных процессов, включая транскрипцию ядерных генов, эндоцитоз, 

транспорт везикул, функционирование митохондрий и передачу возбуждения 

в синапсах (Saudou, Humbert, 2016; Vitet et al., 2020; Barron et al., 2021). Для 

выявления нарушений в структурной организации клеток с увеличенным 

разным числом CAG повторов гене HTT, в настоящей работе была 

использована просвечивающая электронная микроскопия. Дополнительный 

сравненительный анализ структурных нарушений в нейронах пациент-

сецифичных и генетически модифицированных нейронов с разным числом 

CAG повторов, а также дефектов в клетках HEK293 cо 150 CAG повторами в 

гене НТТ, позволил продемонстрировать связь между ростом патологических 

нарушений в клетках и увеличением числа CAG повторов. 

 

4.1. Сходство морфологических дефектов в мутантных клетках с 

увеличенным числом CAG повторов в гене HTT  

Проведенное сравнительное исследование структурной организации 

мутантных нейронов в составе пациент-специфичных и генетически 

модифицированных моделей БХ выявило схожие ультраструктурные 

дефекты в организации компонентов трёх функциональных клеточных 

систем: ЭПР, митохондрий и аутолизосом (см. Таблицу 2).  
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 42-47 CAG 

повторов 

69 CAG повторов 100-150 CAG 

повторов 

 пациент-

специфичные 

нейроны 

генетически 

модифицированные 

нейроны 

генетически 

модифицированные 

клетки НЕК293 

увеличение доли 

митохондрий с 

нарушениями  

в 3 раза в 2,3 – 3 раза в 1,7-2 раза 

увеличение доли 

митохондрий, 

контактирующих 

с ЭПР 

в 1,5 -1,8 раза в 1,3-1,8 раза в 1,5 раза 

увеличение 

количества 

аутолизосом 

в 2 раза в 1,6 раза в 2 раза 

Таблица 2. Сравнение уровня изменений доли дефектных 

митохондрий и митохондрий, контактирующих с ЭПР, а также 

относительного числа аутолизосом в мутантных клетках разных моделей 

(пациент-специфичных и генетически модифицированных нейронах и 

клетках НЕК293) по сравнению с соответствующими контролями. 

 

4.1.1. Особенности негативного влияния повышенного числа CAG 

повторов на структурную организацию шероховатого и гладкого ЭПР 

Комплекс ЭПР, согласно современным представлениям, включает в 

себя несколько функциональных доменов: наружную мембрану ядерной 

оболочки, в которую встроены ядерные поры, шероховатый ЭПР в форме 

вытянутых цистерн, на поверхности которых располагаются рибосомы, 

осуществляющие синтез белков, и тубулы гладкого ЭПР без рибосом, 

участвующие в синтезе мембранных липидов, в частности фосфолипидов 

(Sree et al., 2021; Perner, Krüger, 2022). Согласно нашим данным, типичная 

организация шероховатого и гладкого ЭПР характерна для контрольных 

нейронов, содержащих нормальное число CAG повторов в гене НТТ.  

Наши исследования показали, что в цитоплазме клеток с увеличенным 

числом CAG повторов в гене НТТ наблюдается более существенное, чем в 

норме, накопление небольших везикул размером около 30 нм вблизи цистерн 
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ЭПР (Рис. 6, Рис. 17). Это позволяет предполагать, что транспорт 

синтезируемых в ЭПР белков, липидов и фосфолипидов нарушен. Известно, 

что синтезируемые в шероховатом и гладком ЭПР белки и фосфолипиды 

перемещаются в везикулы и транспортируются к АГ, где происходит их 

дальнейшая посттрансляционная модификация и распределение в разные 

компартменты клетки (Shi et al., 2022). Предполагается, что нарушение 

транспорта между ЭПР и АГ может приводить к стрессу ЭПР в клетках с 

увеличенным числом CAG повторов в гене НТТ (Ghemrawi, 2020; Liu et al., 

2021).  

Как показали многие исследования, роль Htt во внутриклеточном и 

мембранном транспорте обусловлена его связью с различными белками-

партнерами, которые опосредуют его взаимодействие с элементами 

цитоскелета (Taran et al., 2020; Wu, 2022). Например, хантингтин-

ассоциированный белок 1 (HAP1) связывает Htt как с кинезином, 

движущимся к плюс-концу микротрубочки, так и с моторным белком 

динеином, направленным к их минус-концу (Chen et al., 2023). Это 

подчеркивает важность Htt для перемещения по микротрубочкам как в теле 

нейрона, так антероградного и ретроградного аксонального транспорта (Li et 

al., 1995; Engelender et al., 1997; Li, Li, 2005). Согласно современным 

представлениям, мутация в гене НТТ приводит к формированию белка с 

неправильной структурой, что нарушает его взаимодействие с его белками-

партнерами, в результате чего везикулярный транспорт в цитоплазме 

нейронов нарушается (Vidal et al., 2011; Brandstaetter et al., 2014). 

Совокупность вышеизложенных данных поддерживает наше предположение 

о нарушении транспорта везикул от ЭПР в область АГ в исследованных нами 

пациент-специфичных генетически модифицированных нейронах с 

увеличенным числом CAG повторов в гене НТТ.  

Следует отметить, что стресс ЭПР считается одним из ключевых 

факторов патогенеза при других нейродегенеративных заболеваниях, 

включая БА, БП, БАС и прионные заболевания, которые также 
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характеризуются накоплением и агрегацией неправильно свернутых белков 

(Ghemrawi, 2020). В соответствии с тем, что Htt может быть вовлечен в 

регуляцию внутриклеточного транспорта (Gauthier et al., 2004), наблюдаемое 

нами накопление везикул вблизи ЭПР может указывать на нарушение этого 

процесса. Высказано предположение, что нарушение везикулярного трафика 

на различных стадиях, особенно между ЭПР и АГ, может вызывать 

скопление транспортных пузырьков и вследствие этого непосредственно 

влиять на функцию ЭПР, провоцируя его стресс (Vidal et al., 2011). Это было 

продемонстрировано при изучении внутриклеточного транспорта в 

первичных фибробластах мышей линии Htt140Q/140Q с гомозиготной 

встройкой, где было установлено, что экспрессия mHtt нарушает транспорт 

между ЭПР и АГ (Brandstaetter et al., 2014). Кроме того, при изучении 

нейронов мышей с встроенным в их геном человеческим геном HTT со 111 

CAG повторами было показано снижение аксонального транспорта, а также 

транспорта везикул от АГ, в том числе несущих нейротрофический фактор 

BDNF, важный для выживания стриарных нейронов (Gauthier et al., 2004). 

Используя мышиную модель с 150 CAG повторами, Орр и др. (2010) 

продемонстрировали также нарушение перемещения митохондрий в теле и 

отростках нейронов (Gauthier et al., 2004; Li et al., 2010).  

ЭПР является основным местом синтеза мембранных белков и 

фосфолипидов, которые перераспределяются между всеми органеллами в 

клетке. При этом мембраны ЭПР контактируют со многими органеллами, 

включая митохондрии, липидные капли, а также с плазматической 

мембраной (Sree et al., 2021). Показано, что при многих 

нейродегенеративных заболеваниях стресс ЭПР может негативно влиять на 

функциональную организация органелл, с которыми он контактирует (Fowler 

et al., 2019).  
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4.1.2. Возможные причины роста числа дефектных митохондрий в 

нейронах с увеличенным числом CAG повторов в гене НТТ 

Функциональное состояние митохондрий особенно важно для 

эффективной жизнедеятельности нервных клеток, поскольку они 

обеспечивают производство энергии, участвуют в регуляции гомеостаза Са2+, 

а также вовлечены в процессы клеточного стресса, апоптоза и некроза 

(Supinski et al., 2020). Особенное значение при нейродегенеративных 

заболеваниях имеют контакты ЭПР с митохондриями, поскольку они 

выполняют важную роль в функционировании нейронов, включая деление 

митохондрий, гомеостаз Ca2+ и апоптоз (Ghemrawi, 2020; Vallese et al., 2020).  

Проведенное нами исследование показало, что как в пациент- 

специфичных, так и в генетически модифицированных нейронах 

исследованных культур, а также клетках НЕК293 с увеличенным числом 

CAG повторов в гене НТТ выявляются многочисленные дефекты 

митохондрий: нарушение регулярности расположения и формы крист, 

разрежение матрикса и деформация оболочки этих органелл (Рис.5, 16, 25, 

30). Аналогичные дегенеративные изменения в структуре митохондрий 

клеток, включая разрежение матрикса и деформацию крист, были описаны 

ранее при изучении биоптатов головного мозга пациентов с БХ (Tellez-Nagel 

et al., 1974), пациент-специфических фибробластов и миобластов (Squitieri et 

al., 2010), посмертных срезов клеток головного мозга пациентов (Roos, Bots, 

1983) а также клеток мозга трансгенных мышей, моделирующих БХ, со 150 

CAG повторами в гене НТТ (Bayram-weston et al., 2012). Следует отметить, 

что нарушения функциональной организации митохондрий наблюдалось в 

нейронах при исследовании других нейродегенеративных заболеваний, таких 

как БА, БП и БАС (Lin, Beal, 2006; Deng et al., 2008; Swerdlow et al., 2010). 

Согласно нашим морфометрическим данным, количество митохондрий 

с различными дефектами в пациент-специфичных и генетически 

модифицированных нейронах, а также клетках НЕК293 с увеличенным 

числом CAG повторов в гене НТТ увеличивалось в 1,7 – 3 раза по сравнению 
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с клетками соответствующих контрольных линий (Рис. 9, 21, 34). Не 

исключено, что нарушение морфологии митохондрий, наблюдаемое нами, 

вызвано повреждающим действием активных форм кислорода (АФК), 

увеличение концентрации которых в клетках при БХ было ранее описано во 

многих работах (Zhou et al., 2022). Исследования посмертных образцов 

пациентов с БХ демонстрируют различные окислительные повреждения 

клеток, такие как увеличение цитоплазматического липофусцина, разрывы 

нитей ДНК и накопление окислительных маркеров в основаниях ДНК и 

окисленных липидов (Stack et al., 2008). В здоровых нейронах образование 

активных форм кислорода является нормальным побочным продуктом 

клеточного дыхания в митохондриях. От накопления АФК клетку 

предохраняют особые ферменты - поглотители свободных радикалов. Ранее 

рядом авторов было показано, что mHtt связывается с промотором гена PGC-

1α, (активатора транскрипции генов ферментов, удаляющих АФК (Lin et al., 

2004; Leone et al., 2005)), снижая его транскрипцию в стриатуме пациентов с 

БХ (Cui et al., 2006), в стриарных нейронах нокаутных мышей с БХ и в 

иммортализованных стриарных клетках (Lim et al., 2008). Таким образом, 

содержание АФК в клетках возрастает, что может приводить к 

окислительному повреждению митохондрий и нарушению их 

ультраструктуры, которое мы наблюдаем в своём исследовании.  

Согласно нашим данным, в пациент-специфичных и генетически 

модифицированных нейронах, а также клетках НЕК293 с увеличенным 

числом CAG повторов в гене НТТ в 1,5 – 2 раза увеличивалось число 

контактов митохондрий с мембранами ЭПР, по сравнению с клетками без 

мутации в гене НТТ (Рис. 9, 21, 34). При этом многие митохондрии, 

контактирующие с мембраной ЭПР на большом протяжении, имели 

разряжения матрикса и деформации крист (Рис 26). В последние годы 

большое внимание уделяется функциональной роли митохондриальных 

контактов с митохондриально-ассоциированными мембранами ЭПР (МАМ). 

Показано, что эти контакты играют важную роль в переносе ионов, липидов 
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и Са2+ в митохондрии и таким образом могут существенно влиять на 

функцию органелл (Johri, Chandra, 2021). Установлено, что при многих 

нейродегенеративных заболеваниях, таких как БА, БП и БАС наблюдаются 

изменения контактов митохондрий и ЭПР (Xu et al., 2020).  

Основываясь на полученных к настоящему времени данных (Filadi et 

al., 2017; Strubbe-Rivera et al., 2021), можно предполагать, что наблюдаемое 

нами увеличение доли дефектных митохондрий, взаимодействующих с 

мембранами ЭПР, связано с дисфункцией МАМ. Ранее было установлено, 

что при БХ нарушается гомеостаз кальция в цитоплазме и цистернах ЭПР. 

Предполагается, что гибель нейронов при БХ может быть следствием 

повышения концентрации ионов кальция в митохондриях при контакте их с 

ЭПР (Bezprozvanny, 2009; Lim et al., 2021). Показано, что нарушение 

гомеостаза Ca2+ может стимулировать формирование неспецифических пор 

во внутренней митохондриальной мембране, так называемых 

пермиабилизационных пор (mPTP) (DeRidder et al., 2023). Это может 

нарушать процесс синтеза АТФ и вызывать дефекты в функциональной 

организации митохондрий, что приводит к их гибели, и как следствие к 

апоптозу (Morciano et al., 2021; Strubbe-Rivera et al., 2021). Эти данные 

согласуются с результатами наших исследований о том, что большинство 

контактирующих с ЭПР митохондрий в пациент-специфичных и генетически 

модифицированных нейронах, а также клетках НЕК293 с увеличенным 

числом CAG повторов в гене НТТ имели существенное разрежение матрикса 

и нарушение морфологии крист. Таким образом, результаты проведенного 

нами анализа митохондриальных дефектов в пациент-специфичных и 

генетически модифицированных нейронах, а также клетках НЕК293 с 

увеличенным числом CAG повторов в гене НТТ коррелируют с данными 

других авторов, исследовавших организацию митохондрий в нейронах при 

БХ и других нейродегенеративных заболеваниях (Filosto et al., 2011; Xu et al., 

2021). 
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Ещё одной возможной причиной наблюдаемого нами увеличения 

количества митохондрий со структурными дефектами в мутантных клетках 

может быть нарушение процесса удаления поврежденных митохондрий из 

клеток с помощью особого типа аутофагии – митофагии. Так, например, на 

нескольких клеточных моделях было показано, что mHtt препятствует 

GAPDH-зависимой митофагии (Hwang et al., 2015). В условиях 

окислительного стресса GAPDH подвергается окислительным модификациям 

и маркирует поврежденные митохондрии для прямого удаления митофагией. 

Удлинённый полиглутаминовый тракт mHtt аномально взаимодействует с 

GAPDH на внешней мембране поврежденных митохондрий, тем самым 

ингибируя GAPDH-управляемый захват поврежденных митохондрий 

аутофагосомами (Hwang et al., 2015).  

 

4.1.3. Возможные причины нарушения аутофагии в мутантных нейронах 

с увеличенным числом CAG повторов в гене НТТ 

Аутофагия, как система контроля качества клеточных структур, 

особенно важна для постмитотических клеток и особенно для нейронов, 

поскольку общее содержание измененных белков и поврежденных органелл 

в них не может быть уменьшено за счет перераспределения к дочерним 

клеткам через клеточное деление. Для выживания и нормального 

функционирования нейронов специальные механизмы должны 

идентифицировать эти нарушенные структуры и обеспечить их 

аутофагическую деградацию до того, как их внутриклеточное накопление 

приведет к нейротоксичности. Критическую роль аутофагии в поддержании 

гомеостаза и контроля качества белков в нейронах убедительно доказывает 

исследование, в котором мутация в генах белков Atg5 и 7 у мышей нарушала 

аутофагию в нейронах и приводила к накоплению белковых включений и 

нейродегенерации (Hara et al., 2006; Komatsu et al., 2006; Wong, Cuervo, 2010) 

Помимо нейронального гомеостаза, аутофагия также играет ключевую роль в 

непрерывном ремоделировании нейронных окончаний, необходимом для 
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поддержания нейропластичности (Wang et al., 2006; Komatsu et al., 2007; 

Maria Fimia et al., 2007; Pickford et al., 2008).  

Процесс аутофагии можно разделить на несколько ключевых стадий: 

образование особой незамкнутой двумембранной органеллы, фагофора, 

вокруг структуры, предназначенной для аутофагии; замыкание фагофора с 

образованием также двумембранной аутофагосомы; слияние аутофагосомы с 

эндосомой или лизосомой и растворение её внутренней оболочки 

(образование одномембранной амфисомы и аутолизосомы 

соответственно)(Klionsky et al., 2021). При различных нейродегенеративных 

заболеваниях нарушения этого процесса могут происходить на разных 

стадиях (Frake et al., 2015). Так при БА было показано накопление 

аутофагических везикул в пораженных нейронах в биоптатах мозга (Nixon et 

al., 2005; Boland et al., 2008).  

Согласно нашим исследованиям, во всех типах клеток с увеличенным 

числом CAG в гене НТТ количество аутолизосом разного размера в 

цитоплазме увеличивалось. Хотя первоначально считалось, что подобный 

процесс свидетельствует об усилении аутофагии, более поздние данные 

указывают на то, что это накопление связано со снижением кислотности 

лизосом и, следовательно, невозможностью слияния их с аутофагосомами и 

накоплении последних. Одна из генетических форм БАС, вызываемая 

мутацией гена белка динактина 1 (Puls et al., 2003), сопровождается 

накоплением аутофагосом в дистальных отделах нейронов, поскольку 

нарушен их транспорт в области, богатые лизосомами (Jahreiss et al., 2008; 

Kimura et al., 2008). Уменьшение этого транспорта может привести к 

нарушению слияния аутофагосом и лизосом, что продемонстрировано 

накоплением аутофагосом в модельных клеточных культурах, клетках 

дрозофил и мышей (Ravikumar et al., 2005; Yamamoto et al., 2010). 

Согласно нашим данным, в пациент-специфичных нейронах двух 

линий с 42 и 47 CAG повторами в гене НТТ, число аутолизосом возрастало в 

2 раза по сравнению с контролем, а в генетически модифицированных 
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нейронах с 69 CAG повторами – в 1,6 раз (Рис. 9, 21, 34). Наши результаты 

согласуются с данными о накоплении аутофагосомо- и 

аутолизосомоподобных структур в цитоплазме нейронов стриатума мыши, 

трансфецированных плаздмидами, несущими ген НТТ с 46 и 100 CAG 

повторами (Kegel et al., 2000), а также миобластах и фибробластах пациентов 

с 42-46 повторами в гене НТТ (Squitieri et al., 2010). Более того, показано, что 

в ИПСК с 48 CAG повторами площадь, занимаемая аутолизосомами, 

увеличивалась на 64% (Xiao, Drazinic, 2014) 

Следует отметить, что кроме аутолизосом различного размера, 

содержащих электронноплотные включения, в пациент-специфичных и 

генетически модифицированных нейронах с увеличенным числом CAG 

повторов в гене НТТ мы иногда наблюдали присутствие крупных, размером 

0,8 – 1,5 мкм, прозрачных вакуолеподобных структур со скудным 

содержимым (Рис. 7, 18). Присутствие подобных структур было описано в 

работах, посвященных изучению сниженной интенсивности аутофагии в 

клетках с мутацией в гене НТТ (Martinez-Vicente et al., 2010; Rui et al., 2015; 

Franco-Iborra et al., 2021). На нескольких разных моделях было показано, что 

несмотря на увеличенный уровень формирования аутофагосом, их успешное 

слияние с лизосомами, и нормальную активность лизосомных ферментов, 

круговорот белков в этих клетках существенно замедлен. Предполагается, 

что это обусловлено снижением эффективности поглощения клеточных 

компонентов аутофагической системой и может способствовать повышению 

уровня белковых агрегатов и дисфункциональных митохондрий, 

характерных для клеток с мутацией в гене НТТ. 

Согласно проведенному нами электронно-микроскопическму анализу, 

в пациент-специфичных и генетически модифицированных нейронах, а 

также клетках НЕК293 с увеличенным числом CAG повторов в гене НТТ, 

были обнаружены нарушения целостности мембран аутолизосом (Рис. 7, 18). 

В литературе это явление описано как пермиобилизация мембран лизосом 

(ПМЛ), которая приводит к выходу в цитоплазму интрализосомальных 
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компонентов, таких как катепсины, вызывая гибель клеток (Wang, Boya, 

2018). В культурах генетически модифицированных нейронов с 69 CAG 

повторами мы наблюдали гибнущие клетки, содержащие крупные скопления 

аутолизосом, которые имели нарушения целостности оболочки, что 

согласуется с вышеописанными данными (Рис. 15).  

К настоящему времени нет однозначного ответа на вопрос - что же 

приводит к разрушению оболочки лизосом? Согласно некоторым данным, к 

ПМЛ приводит изменение белкового и липидного состава лизосомальной 

мембраны. Повышение уровня холестерина защищает лизосомы (Appelqvist 

et al., 2011), в то время как гидролиз сфингомиелина повышает вероятность 

ПМЛ (Ullio et al., 2012). Известно, что при мутации в гене НТТ 

действительно нарушен синтез холестерина, что было показано как на 

клеточных моделях грызунов, так и на образцах стриатума трансгенных 

мышей и биоптатах пациентов (Block et al., 2010). Увеличенная концентрация 

кальция в цитоплазме, описанная на мышиных моделях и человеческих 

клеточных моделях БХ (Czeredys, 2020), также предполагается в качестве 

причины ПМЛ (Pereira et al., 2010). Кроме того, фактором риска появление 

разрывов считается увеличение объема аутолизосом (Ono et al., 2003) при 

дисфункции литических ферментов (Platt et al., 2012; Boustany, 2013; Henry et 

al., 2015). Нарушение осмотического давления и рН внутри аутолизосомы 

приводит к увеличению притока ионов Cl– и воды (Behr, 1997). В своей 

работе в пациент-специфичных и генетически модифицированных нейронах 

мы действительно нередко наблюдали разрывы оболочки крупных светлых 

вакуолеподобных структур размером от 0,7 до 1,5-2 мкм. Можно 

предположить, что это как раз такие увеличенные аутолизосомы, в которых 

из-за увеличения объёма содержимое выглядит скудным. С другой стороны, 

с ростом количества повторов в генетически модифицированных нейронах и 

клетках НЕК293 возникновение разрывов оболочки аутолизосом 

наблюдалось у более мелких структур (размером 0,4-0,6 мкм) (Рис. 28, 33). 

Это позволяет предположить, что при меньшем количестве повторов в гене 
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НТТ решающую роль в нарушении целостности оболочки аутолизосом 

играет увеличение размера структуры, а при большем количестве повторов 

усиливается влияние других возможных механизмов, таких как нарушение 

синтеза мембранных липидов и гомеостаза кальция. 

 

4.1.4. Уменьшения числа шипиков на дендритах пациент-специфичных 

нейронов может быть связано с нарушением гомеостаза кальция 

Дендритные шипики представляют собой специализированные 

структуры, отходящие от отростков нейронов, на которых формируются 

возбуждающие синаптические контакты, а потеря дендритных шипиков 

коррелирует с утратой синаптической функции (Herms, Dorostkar, 2016) 

Таким образом, причиной нейродегенеративных заболеваний является не 

только непосредственная гибель нейронов, но и уменьшение количества 

шипиков на дендритах, что приводит к нарушению синаптической передачи 

(Herms, Dorostkar, 2016).  

Мы наблюдали уменьшение количества шипиков на дендритах 

пациент-специфичных и большинства генетически модифицированных 

нейронов с увеличенным числом CAG повторов в гене НТТ. В генетически 

модифицированных нейронах плотность шипиков на 1 мкм длинны дендрита 

уменьшалась в 2 раза по сравнению с контролем (Рис. 22). Ранее уменьшение 

плотности шипиков при БХ было продемонстрировано как на мышиных 

моделях (Bulley et al., 2012), так и на материале больных пациентов 

(Graveland et al., 1985; Ferrante et al., 1991). Эти исследования позволили 

предположить, что причиной деградации шипиков может быть накопление в 

них белковых агрегатов (Li et al., 2001), а также нарушение внутриклеточного 

транспорта в отростках нейронов (Herms, Dorostkar, 2016). В то же время, 

публикуется всё больше работ, указывающих на то, что нарушение строения 

и уменьшение количества шипиков вызвано дисбалансом гомеостаза кальция 

в нервных клетках (Wu et al., 2016). Известно, что кальций играет важную 

роль в полимеризации микротрубочек. При экспериментальной стимуляции 
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выхода кальция из кальциевого депо ЭПР в нейронах гиппокампа была 

зарегистрирована деполимеризация микротрубочек в шипиках, приводящая к 

их деградации (Pchitskaya et al., 2022). Согласно данным наших коллег, в 

анализируемых нами пациент-специфичных нейронах был зафиксирован 

увеличенный ток кальция через депо-урправляемые кальциевые каналы 

(Nekrasov et al., 2016), что может запускать тот же механизм. 

Помимо уменьшения числа шипиков на дендритах, дисфункция 

синаптической передачи может быть обусловлена нарушением структурной 

организации синапса. Пресинаптическое окончание в норме содержит 

большое количество регулярно расположенных схожих по размеру мелких 

синаптических везикул. Проведенное нами исследование синапсов нейронов 

с трансгенной встройкой 69 CAG повторов продемонстрировало сниженное 

число, вариации размера и нерегулярное расположение синаптических 

везикул (Рис. 20, 22). Это согласуется с результатами других 

ультраструктурных исследований, проведенных на мышиных моделях БХ, 

продемонстрировавших уменьшение числа синаптических пузырьков и 

аномальное строение мембранных органелл в аксонах нейронов при БХ (Li et 

al., 1999; Li et al., 2001). Таким образом, наблюдаемое как нами, так и 

другими авторами нарушение организации синапсов может быть следствием 

дефицита аксонального транспорта и представлять собой серьезное 

невропатологическое событие, лежащее в основе селективной гибели 

средних шипиковых нейронов полосатого тела при БХ.  

 

4.1.5. Возможная роль ингибитора кальциевых каналов EVP4593 в 

улучшении морфологии митохондрий и аутолизосом в пациент-

специфичных нейронах 

 Недавние исследования показали, что один из основных сигнальных 

путей Ca2+, депо-управляемый вход Ca2+ (SOCE), значительно повышен при 

БХ (Zhang et al., 2015). Нашими коллегами из Института общей генетики 

РАН на пациент-специфичных нейронах линии МА2 также был 
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продемонстрирован усиленный кальциевый ток через эти каналы (Nekrasov et 

al., 2016). Высказано предположение о том, что фармакологическое 

ингибирование nSOCE может быть потенциальным способом блокирования 

нейродегенерации (Wu et al., 2011). На сегодняшний день уже несколько 

ингибиторов SOCE были протестированы на моделях БХ. Одним из таких 

ингибиторов является 6-амино-4-(4-феноксифенетиламино)хиназолин 

(EVP4593) (Wu et al., 2011), применение которого нормализовало моторные 

функции у мух, моделирующих БХ, а также оказывало нейропротекторное 

действие в культуре средних шипиковых нейронов мышей линии YAC128 

(Wu et al., 2011).  

В своей работе мы впервые исследовали ультраструктурную 

организацию нейронов человека с увеличенным числом CAG повторов в гене 

НТТ после их инкубации с EVP4593 (Рис.10). В обработанных этим 

препаратом нейронах было зарегистрировано уменьшение количества 

дефектных митохондрий и аутолизосом, что было подтверждено нашими 

коллегами с помощью проточной цитометрии (Nekrasov et al., 2016). Таким 

образом, нормализация уровня Ca2+ в нейронах способствовала 

восстановлению функций и численной плотности митохондрий и 

аутолизосом (Рис. 11). Эти данные свидетельствуют о значительном влиянии 

повышенной концентрации кальция на нарушения морфологии органелл, а 

нормализация её уровня в клетке способствует восстановлению их 

функционирования. 

 

4.2. Увеличение числа CAG повторов в гене НТТ и усиление проявления 

ультраструктурных нарушений в генетически модифицированных 

нейронах и клетках НЕК293 

Использование трёх различных клеточных моделей с разным числом 

повторов позволило нам произвести сравнительный анализ и выявить не 

только сходство морфологических нарушений, характерных для клеток с 

увеличенным числом CAG повторов в гене НТТ, но и продемонстрировать 
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различия структурных дефектов в клетках, возникающие с ростом 

количества этих повторов.  

4.2.1. Связь увеличения до 69 числа CAG повторов в гене HTT в 

генетически модифицированных нейронах с появлением нарушений 

структурной организации дендритов, шипиков и синапсов  

Известно, что накопление аутофагических везикул может 

свидетельствовать о нарушении процесса аутофагии и клеточной гибели 

(Mahapatra et al., 2021). При исследовании популяции генетически 

модифицированных нейронов с 69 CAG повторами в гене НТТ, нами было 

зарегистрировано присутствие нейронов с признаками деградации, что не 

было отмечено в культурах пациент-специфичных нейронов с 42 и 47 

повторами. Подобные клетки составляли около 14% от всех клеток в 

культуре и содержали большое количество крупных дефектных аутолизосом 

и остаточных телец (Рис. 15). Присутствие большого количества крупных 

светлых вакуолей ранее было описано при БХ, однако авторы расходятся в 

интерпретации их происхождения. Так Mao и др. (2016) считают, что эти 

вакуоли представляют собой раздувшиеся цистерны ЭПР (Mao et al., 2016), 

тогда как Мартинес-Висенте с соавт., использовавшие меченные золотом 

антитела к LC3 (убиквитин-подобный белок, который вовлечён в 

формирование аутофагосом) полагают, что светлые вакуоли являются 

аутолизосомами (Martinez-Vicente et al., 2010). Следует отметить, что 

некоторые авторы, изучающие культуру нейронов, экспрессирующих mHtt, 

наблюдали различные варианты клеточной гибели, как апоптоз и некроз, так 

и гибель в результате разрыва крупных вакуолей (Mao et al., 2016). Таким 

образом, можно предполагать, что клетки, в которых мы наблюдаем 

накопление большого числа крупных аутолизосом с разрывами мембран, 

являются потенциально гибнущими. 

Согласно нашим данным, около 16% нейронов в культуре генетически 

модифицированных клеток с 69 CAG повторами в гене НТТ существенно 

отличались от остальных и имели патологическую организацию дендритов и 
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шипиков (Рис. 15). Дендриты имели вид многочисленных тонких и широких 

разветвленных отростков, а шипики были гипертрофированы, имели разную 

форму и размеры (Рис. 19). В отличие от большинства нейронов, у 

атипичных была зарегистрирована повышенная плотность расположения 

шипиков по длине дендрита (Рис. 22). Показано, что ключевую роль в 

формировании шипиков играет актиновый цитоскелет (Dent et al., 2011). 

Множество различных белков в цитоплазме связываются с актином и играют 

роль в поддержании структуры дендритного шипика. Так, например, 

актинин-2 представляет собой сшиватель актиновых филаментов, 

локализующийся в дендритных шипиках. При его сверхэкспрессии 

возрастала длина и плотность дендритных выпячиваний у нейронах 

гиппокампа в культуре (Nakagawa et al., 2004), в то же время нокдаун также 

приводил к увеличению плотности шипиков на дендритах нейронов 

гиппокампа крыс (Hodges et al., 2014). Поскольку было продемонстрировано 

взаимодействие актинина-2 с Htt, можно предполагать, что mHtt может 

нарушать функцию этого белка. Кроме того, актиновый цитоскелет, в свою 

очередь, чувствителен к изменению гомеостаза кальция (Dent et al., 2011). 

Важную функцию в перемещении ионов Ca2+ в шипиках выполняет 

эндоплазматический ретикулум, стресс и функциональные нарушения 

которого при БХ продемонстрированы как в нашем исследовании, так и в 

работах других авторов (Красковская и др., 2021). Согласно многим 

исследованиям, именно нарушение гомеостаза и дисрегуляция 

пространственно-временной динамики кальция в нейронах и особенно в 

дендритных шипиках негативно влияют на функцию нейронов и 

стимулируют развитие БХ и других неродегенеративных заболеваний (Wu et 

al., 2011; Wu et al., 2016; Czeredys, 2020).  
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4.2.2. Возможные причины атипичного слипания мембран шероховатого 

ЭПР в мутантных клетках НЕК293 при увеличении числа CAG 

повторов до 100-150 в гене НТТ 

Согласно исследованиям развития БХ на мышиных моделях, а также по 

результатам математического моделирования развития БХ, проявление 

моторных симптомов у пациентов происходит, когда количество CAG 

повторов превышает 115 в достаточном количестве пермиссивных клеток 

(Ansved et al., 1998; Kaplan et al., 2007). Одной из задач нашнго исследования 

было изучить структурные нарушения в клетках с большим числом CAG 

повторов. Получить нейрональную модель со 100-150 CAG повторами 

является технически сложной задачей, поэтому наши коллеги предложили 

для исследования клетки НЕК293 со встройкой 100- 150 CAG повторов в ген 

HTT. Проведённый нами ультраструктурный анализ выявил дефекты в 

организации компонентов трёх функциональных клеточных систем: ЭПР, 

митохондрий и аутолизосом, схожие с теми, что наблюдались в мутантных 

пациент-специфичных и генетически модифицированных нейронах с 

увеличенным числом CAG повторов в гене НТТ. Следует отметить, что 

клетки НЕК293 в контроле имели меньшее количество аутолизосом по 

сравнению с нейронами, однако, в клетках мутантных субклонов со 150 CAG 

повторами их число увеличивалось в 3 раза, что согласуется с данными по 

нейронам (Рис. 9, 21, 34). При этом нарушения оболочки наблюдались уже у 

мелких аутолизосом размером до 0,6 мкм (Рис. 28.) Это может указывать на 

нарушение процесса аутофагии на более ранней стадии, чем в мутантных 

нейронах, что, по данным некоторых авторов, может быть вызвано 

нарушением состава мембран аутолизосом, (Appelqvist et al., 2011; Ullio et al., 

2012). 

В клетках клона F1 линии НЕК293 FT со 150 CAG повторами мы 

впервые выявили многослойные мембранные структуры в цитоплазме (Рис. 

32). Ранее присутствие подобных структур в клетках при 

нейродегенеративных заболеваниях не было описано. Интересно, что 
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увеличение уровня экспрессии белка VAPB дикого типа, мутация VAPB-

P56S в котором связана с одной из наследственных форм БАС, 

сопровождалась присутствием плотно скрученных в концентрические 

«рулоны» стопок ЭПР. Однако этого не наблюдалось при экспрессии 

мутантного белка (Kuijpers et al., 2014). 

В целом ряде работ описано формирование плотных мембранных 

скоплений различной архитектуры как гладкими, так и шероховатыми 

мембранами ЭПР в разных типах клеток (Chin et al., 1982; Yamamoto et al., 

1996). Эти структуры могут иметь вид упорядоченных скоплений трубочек и 

цистерн с гексагональной или кубической симметрией (Chin et al., 1982; 

Anderson et al., 1983; Yamamoto et al., 1996), а также свёрнутых в 

концентрические «рулоны» стопок мембран (Koning et al., 1996). Стопки 

мембран ЭПР наблюдались в разнообразных тканях (King et al., 1974), в том 

числе в тестикулярных интерстициальных клетках (Carr, Carr, 1962; 

Christensen, Fawcett, 1966), адренокортикальных клетках (Nickerson, Curtis, 

1969), клетках меланомы (Hu, 1971), клетках передней доли гипофиза 

(Dubois, Girod, 1971), и дугообразных нейронах гипоталамуса (King et al., 

1974).  

Формирование многослойных мембранных структур было отмечено 

при изменении уровня экспрессии мембранных белков ЭПР. Например, при 

РНК-интерференции экспрессии белка Yip1A, играющего роль в 

формировании транспортных везикул ЭПР, премещающихся к АГ (Dykstra et 

al., 2010). При этом снижение экспрессии других факторов, вовлеченных в 

этот процесс транспорта, не вызывали подобного эффекта (Dykstra et al., 

2010). Сверхъэкспрессия белка TMEM170А сопровождалась формированием 

в цитоплазме многослойных мембранных структур ЭПР и даже налипанием 

цистерн на оболочку ядра (Christodoulou et al., 2016). Этот белок играет очень 

важную роль в динамическом ремоделировании структуры ЭПР, а именно 

изменению формы плоских цистерн на тубулы и наоборот (Christodoulou et 

al., 2016). Повышение уровня экспрессии нескольких различных заякоренных 
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в мембране белков ЭПР, включая HMG-CoA-редуктазу (Chin et al., 1982), 

микросомальную альдегиддегидрогеназу (Yamamoto et al., 1996), цитохром 

b5 (Pedrazzini et al., 2000), инозитол-1,4,5-трифосфатный рецептор (Takei et 

al., 1994), VAP-B с белком-партнером Nir2 (Amarilio et al., 2005) также 

приводит к формированию стопок мембран ЭПР. Во многих, если не во всех 

случаях, укладка мембран, по-видимому, обусловлена способностью 

цитоплазматического домена сверхэкспрессированного белка 

взаимодействовать с самим собой, фактически «застегивая» 

соприкасающиеся мембраны вместе, по типу застежки молнии (Dykstra et al., 

2010). Показано, что даже взаимодействия с низким сродством между 

закрепленными в мембране мономерами GFP было достаточно, чтобы 

стимулировать образование стопочных структур, до тех пор, пока мономеры 

присутствовали в достаточно высоких концентрациях (Snapp et al., 2003). 

Таким образом, общий механизм для предотвращения нежелательного 

слипания может вносить значительный вклад в морфогенез и стресс ЭПР 

(Dykstra et al., 2010). Роль mHtt во взаимодействии и регуляции мембранных 

белков ЭПР ещё только предстоит определить.  

Стоит отметить, что схожие многослойные структуры ЭПР в 

цитоплазме, а также нарушение строения ядерной оболочки и неправильная 

форма ядер были продемонстрированы на клетках дрожжей с нарушенным 

синтезом мембранных фосфолипидов вследствие делеции гена дрожжевого 

гомолога белка липина, PAH1, или его регуляторов (Siniossoglou et al., 1998; 

Tange et al., 2002; Santos-Rosa et al., 2005). Липин - консервативная 

фосфатаза, которая является основным участником процесса синтеза 

фосфолипидов, она превращает фосфатидную кислоту в диацилглицерин 

(ДАГ) (Carman, Han, 2006; Siniossoglou, 2013). У многоклеточных животных 

липин находится в точке разветвления пути синтеза фосфолипидов, где 

фосфатидилхолин и фосфатидилэтаноламин синтезируются из продукта 

липина ДАГ, а фосфатидилинозитол из субстрата липина фосфатидной 

кислоты (Carman, Han, 2006; Lagace, Ridgway, 2013; Siniossoglou, 2013). В 
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ЭПР фосфатидилхолин и фосфатидилэтаноламин составляют более 70% от 

общего количества фосфолипидов, тогда как количество 

фосфатидилинозитола менее 10% (Meer Van et al., 2008). Предполагается, что 

у многоклеточных снижение активности липина приводит к сдвигу 

фосфолипидного баланса с продукции ДАГ и основных фосфолипидов 

фосфотидилхолина и фосфатидилэтаноламина в сторону продукции 

фосфатидилинозитола. Липин заякорен в мембране ЭПР, однако 

растворимый липин также выполняет функцию транскрипционного фактора, 

регулируюшщего экспрессию белков, вовлеченных в биосинтез 

фосфолипидов (Siniossoglou, 2013).  

Липиновая активность и локализация регулируется многосайтовым 

фосфорилированием посредствам Cdk1 и mTORC1 (Carman, Han, 2011; 

Siniossoglou, 2013), которые негативно регулируют активность липинов 

(Eaton et al., 2013). На эмбрионах C. elegans и клетках HeLa было показано, 

что ингибирование CNEP-1, который активирует липин (а его 

ингибирование, соответственно, снижает активность липина), приводит к 

нарушению баланса синтеза фосфолипидов и увеличению синтеза 

фосфатидилинозитола, при этом наблюдались эктопические налипания 

цистерн ЭПР на ядерную оболочку (Bahmanyar et al., 2014). Таким образом, 

причиной атипичного слипания мембран в клетках HEK293 с высоким (100-

150) числом CAG повторовв гене HTT может быть нарушенный уровень 

фосфолипидов в мембранах стрессированного ЭПР. Этот вывод согласуется с 

ранее описанными нарушениями липидного обмена у пациентов при БХ, они 

теряют массу тела (VanDerBurg et al., 2017), а в такни их мозга снижен 

уровень холестерина и жирных кислот (Block et al., 2010). Таким образом, 

причиной атипичного слипания мембран в клетках HEK293 с высоким (100-

150) числом CAG повторовв гене HTT может быть нарушенный уровень 

фосфолипидов в мембранах стрессированного ЭПР. 

 Связь между mHtt и обменом липидов может быть действительно 

опосредована липином через mTOR (Peterson et al., 2011). mTOR 
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фосфорилирует липин, а при снижении активности mTOR 

дефосфорилированный липин транспортируется в ядро, где конкурирует с 

транскрипционными факторами семейства SREBP (Sterol regulatory element-

binding protein) (Peterson et al., 2011). Транскрипционные факторы семейства 

SREBP активируют экспрессию генов множества ферментов, участвующих в 

биосинтезе липидов. Липин вытесняет SREBP и подавляет экспрессию его 

мишеней (Peterson et al., 2011). При этом показано, что mHtt снижает 

активность mTOR, включая его в агрегаты (Ravikumar et al., 2004). Таким 

образом, вероятно, и достигается описанное ранее снижение уровня 

ферментов, вовлеченных в биосинтез липидов (Ravikumar et al., 2004). 

Возможно, более подробное изучение поведения липина в клетках с 

мутацией в гене HTT поможет понять каким образом нарушается липидный 

обмен при БХ.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Исследования нейродегенеративных заболеваний тесно связаны с 

разработкой клеточных моделей, полученных как с использованием 

клеточного материала от пациентов, так и созданных с помощью методов 

редактирования генома (Zhang et al., 2016). Изучение ультраструктурных 

нарушений в строении нейронов с увеличенным числом CAG повторов в гене 

НТТ является одним из подходов в исследовании механизмов развития этого 

серьезного нейродегенеративного заболевания. Использованный в настоящей 

работе комплексный подход, включающий сравнительный 

морфометрический и электронно-микроскопический анализ нарушений 

структурно-функциональной организации нейронов пациент-специфичных и 

генетически модифицированных культур, а также клеток HEK293, 

существенно отличающихся по числу CAG повторов в гене HTT (42-47, 69 и 

150, соответственно), позволил выявить новые детальные подробности в 

развитии БХ. 

Впервые показано, что все исследованные мутантные клетки, включая 

пациент-специфичные и генетически модифицированные нейроны и клетки 

HEK293, характеризуются схожими нарушениями функциональной 

морфологии 3-х типов клеточных органелл включая: стресс гладкого и 

шероховатого ЭПР (везикуляция мембран), что, вероятно, обусловлено 

нарушением везикулярного транспорта; дефекты митохондрий (оболочек, 

матрикса и крист), возможно вследствие увеличения контактов ЭПР и 

митохондрий, в результате чего происходит нарушение гомеостаза кальция; 

дефекты аутолизосом (нарушение целостности окружающей мембраны).  

Морфометрический анализ позволил впервые продемонстрировать 

улучшение морфологии митохондрий и аутолизосом в пациент-специфичных 

средних шипиковых нейронах после их инкубации с ингибитором депо-

зависимых кальциевых каналов EVP4593, что ещё раз указывает на важную 

роль нарушения кальциевого гомеостаза в патогенезе БХ.  
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Установлено, что с увеличением до 69 числа CAG повторов в гене HTT 

в популяции генетически модифицированных нейронов появляются 

гибнущие клетки, а также атипичные нейроны с существенным нарушением 

строения дендритов, синапсов, и шипиков, численная плотность которых на 

дендритах увеличивалась, в отличии от снижения числа шипиков на 

дендритах пациент-специфичных нейронов с 42-47 CAG повторами в гене 

HTT. Это указывает на корреляцию между ростом числа CAG повторов в 

гене HTT и увеличением патологического действия mHtt на структурно-

функциональную организацию нейронов. 

Интересно, что в данной работе впервые выявлено слипание цистерн 

ЭПР и формирование 4-х слойных структур в цитоплазме клеток HEK293, 

содержащих 150 CAG повторов в гене HTT. Высказано предположение о том, 

что возможной причиной подобного атипичного взаимодействия мембран 

могут быть нарушения в составе и функции белков ЭПР. 

  



125 
 

 

ВЫВОДЫ 

1. Нейроны пациент-специфичных и генетически 

модифицированных культур, содержащие увеличенное число CAG повторов 

(42-47, и 69, соответственно) в гене НТТ, а также генетически 

модифицированные клетки НЕК293, содержащие 100-150 CAG повторов, 

имеют схожие патологические изменения гладкого и шероховатого ЭПР 

(накопление мелких везикул вблизи цистерн), митохондрий (нарушение 

оболочки, деформация крист и разрежение матрикса), и аутолизосом 

(нарушение целостности окружающей мембраны).  

2. Впервые продемонстрировано присутствие в популяции 

нейронов с 69 CAG повторами в гене НТТ атипичных нейронов с дефектной 

организацией дендритов, шипиков и синапсов, а также гибнущих нейронов, 

не наблюдавшихся в пациент-специфичных культурах с 42-47 CAG 

повторами. Это свидетельствует о связи между ростом числа CAG повторов в 

гене НТТ и увеличением степени патологического действия мутантного 

белка Htt на функциональную организацию компонентов нейронов, 

участвующих в передаче нервного сигнала 

3. Генетически модифицированные клетки HEK293 со 100-150 CAG 

повторами в гене НТТ характеризуются присутствием в цитоплазме 

четырёхслойных мембранных структур, формирующихся при атипичном 

взаимном слипании двух цистерн шероховатого ЭПР, что может 

свидетельствовать о нарушении свойств фосфолипидов, входящих в состав 

этих мембран. 

4. Ингибирование депо-зависимых кальциевых каналов с 

использованием EVP4593 приводит к снижению частоты встречаемости 

митохондрий со структурными нарушениями, снижает количество 

аутолизосом в пациент-специфичных нейронах с 47 CAG повторами. 
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