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Ðàçâèòèå ýïèëåïñèè ñîïðîâîæäàåòñÿ çíà÷èòåëüíûìè èçìåíåíèÿìè ïðîöåññîâ íåéðîãå-
íåçà â ãèïïîêàìïå ëþäåé è ïðè ìîäåëèðîâàíèè ýïèëåïñèè ó æèâîòíûõ. Â êà÷åñòâå îáúåêòà
èññëåäîâàíèÿ áûëè èñïîëüçîâàíû êðûñû ëèíèè Êðóøèíñêîãî—Ìîëîäêèíîé (ÊÌ), ãåíå-
òè÷åñêè ïðåäðàñïîëîæåíûå ê àóäèîãåííûì ñóäîðîãàì. Ýêñïåðèìåíòû áûëè ïðîâåäåíû
in vitro íà êóëüòóðå íåéðîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÍÑÊ), èçîëèðîâàííûõ èç ãèïïî-
êàìïà êðûñ ëèíèè ÊÌ. ÍÑÊ âûäåëÿëè íà 14—17-é äåíü ïîñòíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ, ÷òî ñî-
îòâåòñòâóåò îêîí÷àíèþ ôîðìèðîâàíèÿ íåéðîãåííîé íèøè ãèïïîêàìïà. Â êà÷åñòâå êîíòðî-
ëÿ èñïîëüçîâàëè ÍÑÊ ãèïïîêàìïà êðûñ ëèíèè Âèñòàð. Êóëüòóðû êëåòîê èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 10 äíåé â ñðåäå ñ äîáàâëåíèåì ðåòèíîèäíîé êèñëîòû äëÿ ñòèìóëÿöèè äèôôåðåíöè-
ðîâêè.

Â íàøèõ ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî óðîâåíü ïðîëèôåðàöèè ÍÑÊ
êðûñ ëèíèè ÊÌ çíà÷èòåëüíî ñíèæåí ïî ñðàâíåíèþ ñ ÍÑÊ êðûñ Âèñòàð. Ïðè ýòîì áûëà îò-
ìå÷åíà ïîâûøåííàÿ ñêîðîñòü íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè ÍÑÊ êðûñ ÊÌ îòíîñèòåëü-
íî ÍÑÊ êðûñ Âèñòàð. Äàííàÿ ðàáîòà áûëà ïîñâÿùåíà èññëåäîâàíèþ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõà-
íèçìîâ, ëåæàùèõ â îñíîâå óêàçàííûõ àëüòåðàöèé. Àíàëèç AKT/GSK3b êàñêàäà ïîêàçàë,
÷òî â ÍÑÊ ëèíèè ÊÌ àêòèâíîñòü AKT áûëà çíà÷èòåëüíî ñíèæåíà, ïðè ýòîì òàêæå áûë ñíè-
æåí óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ GSK3b ïî Ser9 è óðîâåíü áåëêà b-catenin ïî ñðàâíåíèþ ñ
ÍÑÊ êðûñ ëèíèè Âèñòàð. Ýôôåêòû ÀÊÒ òàêæå ìîãóò áûòü îïîñðåäîâàíû òðàíñêðèïöèîí-
íûì ôàêòîðîì CREB, ôîñôîðèëèðîâàíèå êîòîðîãî ïî Ser133 ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ åãî
òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè. Ìû îöåíèëè àêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà
CREB è ïîêàçàëè, ÷òî óðîâåíü åãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî Ser133 áûë òàêæå çíà÷èòåëüíî ïî-
íèæåí â êëåòêàõ êðûñ ÊÌ. Ïîñêîëüêó ñîäåðæàíèå ÀÊÒ â ÍÑÊ êðûñ ÊÌ ïàäàåò, òî óìåíü-
øàåòñÿ è åãî èíãèáèðóþùåå âîçäåéñòâèå íà GSK3b. Ñíÿòèå òîðìîçíîãî âëèÿíèÿ âåäåò ê
íàêîïëåíèþ àêòèâíîé ôîðìû áåëêà è ïðîÿâëåíèþ åãî ýôôåêòîâ ÷åðåç èíãèáèðîâàíèå ïðî-
ëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè b-catenin è CREB, ÷òî âåäåò ê îñòàíîâêå ïðîöåññà ñàìîîáíîâëå-
íèÿ è èíäóöèðóåò äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê.
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Òàêèì îáðàçîì, ïîâûøåííàÿ ñêîðîñòü äèôôåðåíöèðîâêè ÍÑÊ êðûñ ÊÌ îïîñðåäîâàíà
ñíèæåííûì óðîâíåì àêòèâíîñòè AKT/GSK3b/b-catenin/CREB ñèãíàëüíîãî ïóòè.
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It is well known that epileptogenesis is accompanied with the aberrations in the hippocampal
neurogenesis in human as well as in epileptic animals. The Krushinsky—Molodkina (KM) rats
genetically prone to audiogenic seizure were recruited in the experiments. Neuronal stem cells
(NSC) isolated from the hippocampus of KM rats at the 14—17 days of postnatal development,
which corresponds the final stage for the development of the hippocampal neurogenic niche. NSC
isolated from the hippocampus of Wistar rats were used as a control. The cells were incubated for
10 days in a medium supplemented with retinoic acid to stimulate neural differentiation.

Previously we demonstrated that proliferation level of NSC KM was significantly lower in
comparison with the NSC of Wistar rats, but neuronal differentiation rate of NSC KM was signifi-
cantly higher. This research unravels the underlying molecular mechanisms. Analysis of
Akt/GSK3b pathway demonstrated decreased expression of Akt that correlated with attenuation
of phosphorylation level of GSK3b at Ser9 and decreased level of b-catenin. It is known that tran-
scriptional factor CREB is one of the main substrates for Akt and on the other hand CREB tightly
participates in the regulation of the cell proliferation. Obtained data revealed decreased activity of
CREB in NSC KM in comparison to NSC Wistar that could mediate inhibition of cell cycle and
potentiation the differentiation. Thus our results demonstrated that glutamatergic differentiation
of NSC KM is mediated by AKT/GSK3b/b-catenin/CREB signaling pathway.

Key words: epilepsy, Krushinsky—Molodkina rats, hippocampus, neuronal stem cells, neuro-
nal differentiation, AKT/GSK3b/b-catenin/CREB signaling pathway.
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Îäíîé èç îñîáåííîñòåé íåéðîãåíåçà âçðîñëîãî ìîçãà ÿâëÿåòñÿ åãî ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü ê ðàçëè÷íûì ôèçèîëîãè÷åñêèì è ïàòîëîãè÷åñêèì ñòèìóëàì ïî÷òè
íà êàæäîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ: îò ïðîëèôåðàöèè íåéðîíàëüíûõ ïðåäøåñòâåííè-
êîâ äî ñîçðåâàíèÿ, èíòåãðàöèè â ôóíêöèîíàëüíûå ñåòè ãîëîâíîãî ìîçãà è âû-
æèâàíèÿ íîâûõ íåéðîíîâ [1]. Àáåððàöèè ãèïïîêàìïàëüíîãî íåéðîãåíåçà áûëè
îïèñàíû ïðè íåêîòîðûõ ïàòîëîãè÷åñêèõ ñîñòîÿíèÿõ, â ÷àñòíîñòè â íàøåé ëà-
áîðàòîðèè áûëî ïîêàçàíî ñíèæåíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè íåéðîíàëü-
íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÍÑÊ) ãèïïîêàìïà êðûñ Êðóøèíñêîãî—Ìîëîäêèíîé
(ÊÌ), ãåíåòè÷åñêè ïðåäðàñïîëîæåííûõ ê àóäèîãåííîé ýïèëåïñèè. Ïðè ýòîì
óñêîðåííàÿ äèôåðåíöèðîâêà ÍÑÊ ïðèâîäèëà ê îáðàçîâàíèþ ïðåèìóùåñòâåííî
äîôàìèíåðãè÷åñêèõ è ãëóòàìàòåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ [19]. Îäíàêî âîçìîæíàÿ
ðîëü íîâîîáðàçîâàííûõ êëåòîê â ôîðìèðîâàíèè ýïèëåïòîãåííîé ñåòè èëè âîñ-
ñòàíîâëåíèè íîðìàëüíîãî ãîìåîñòàçà, à òàêæå èõ èíòåãðàöèÿ â ðàíåå ñóùåñòâî-
âàâøèå ôóíêöèîíàëüíûå ñõåìû îñòàåòñÿ ñïîðíîé [9]. Êðîìå òîãî, ïðîâîäÿòñÿ
èññëåäîâàíèÿ, íàïðàâëåííûå íà âûÿâëåíèå ãåíåòè÷åñêèõ àíîìàëèé, ñâÿçàí-
íûõ ñ ðàçâèòèåì ýïèëåïñèè. Âûÿâëåí ðÿä ãåíîâ, ìóòàöèè â êîòîðûõ ñîïðÿæåíû
ñ ðàçâèòèåì íàñëåäñòâåííîé ýïèëåïñèè ó ëþäåé, ïðè ýòîì íåêîòîðûå èç ýòèõ
ãåíîâ âîâëå÷åíû â êîíòðîëü ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè ÍÑÊ [14].

Ãèïïîêàìïàëüíûé íåéðîãåíåç âçðîñëîãî ìîçãà ðåãóëèðóåòñÿ ìíîæåñòâîì
âíåøíèõ è âíóòðåííèõ ôàêòîðîâ: îò íåéðîòðîôèíîâ, ôàêòîðîâ ðîñòà, íåéðî-
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òðàíñìèòòåðîâ è ãîðìîíîâ äî ôèçè÷åñêîé àêòèâíîñòè, ñòðåññà è ñóäîðîæíûõ
ñîñòîÿíèé. Îñíîâíûì è íàèáîëåå èçó÷åííûì êàñêàäîì, âîâëå÷åííûì â îïðå-
äåëåíèå ñóäüáû íåéðîíàëüíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ, ÿâëÿåòñÿ ERK1/2 (extracel-
lular signal-regulated kinases 1 and 2) îïîñðåäîâàííûé ñèãíàëèíã [17]. Àêòèâ-
íîñòü ERK1/2 êàñêàäà íåîáõîäèìà äëÿ ðîñòà è äèôôåðåíöèðîâêè ÍÑÊ ïî
íåéðîíàëüíîìó ïóòè, îäíàêî ïîñëåäíèå äàííûå óêàçûâàþò íà ó÷àñòèå
ERK1/2 êèíàç â íåéðîãåíåçå, ñâÿçàííîì ñ ýïèëåïòè÷åñêèìè ïðèïàäêàìè [4].
Òàêæå àêòèâàöèÿ ERK1/2 êèíàç è ERK-îïîñðåäîâàííàÿ ðåãóëÿöèÿ íåéðîãåíå-
çà ïðè ñóäîðîãàõ ìîæåò ïðîèñõîäèòü ïîä äåéñòâèåì ïîâûøåííîãî óðîâíÿ ð53
[8]. Äðóãèì êðèòè÷åñêè âàæíûì ðåãóëÿòîðîì ñàìîîáíîâëåíèÿ, ìèãðàöèè è
äèôôåðåíöèðîâêè ÍÑÊ ÿâëÿåòñÿ êëàññè÷åñêèé Wnt-ñèãíàëèíã è, â ÷àñòíîñòè,
êèíàçà GSK3b [6].

Íà îñíîâàíèè ýòèõ äàííûõ íàìè áûëà âûäâèíóòà ãèïîòåçà î òîì, ÷òî ðàçâè-
òèå àááðåíòíîãî íåéðîãåíåçà ìîæåò ðåàëèçîâàòüñÿ ÷åðåç ãåíåòè÷åñêè çàïðî-
ãðàììèðîâàííûå èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè ðåãóëÿòîðíûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé è ÿâ-
ëÿòüñÿ ïðè÷èíîé ðàçâèòèÿ ýïèëåïñèè íàñëåäñòâåííîé ýòèîëîãèè. Â äàííîé ðà-
áîòå áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû, îòâåòñòâåííûå çà ïðî-
ëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó ÍÑÊ, èçîëèðîâàííûõ èç ãèïïîêàìïà êðûñ ëè-
íèè ÊÌ, êîòîðûå ãåíåòè÷åñêè ïðåäðàñïîëîæåíû ê àóäèîãåííûì ñóäîðîãàì.

ÌÅÒÎÄÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Ðàáîòà ïðîâîäèëàñü in vitro íà ïåðâè÷íîé êóëüòóðå êëåòîê, âûäåëåííûõ èç
ãèïïîêàìïà êðûñ Êðóøèíñêîãî—Ìîëîäêèíîé. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçî-
âàëèñü êëåòêè, âûäåëåííûå èç ãèïïîêàìïà êðûñ ìàòåðèíñêîé ëèíèè Âèñòàð.
Â ýêñïåðèìåíòå áûëî çàäåéñòâîâàíî 8 æèâîòíûõ (ïî 4 äëÿ ýêñïåðèìåíòàëü-
íîé è êîíòðîëüíîé ãðóïï) 14-äíåâíîãî âîçðàñòà (Ð14).

Æèâîòíûå ñîäåðæàëèñü â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ âèâàðèÿ ïðè åñòåñòâåí-
íîì îñâåùåíèè è ñâîáîäíûì äîñòóïîì ê åäå. Âñå ýêñïåðèìåíòû áûëè îäîá-
ðåíû ýòè÷åñêîé êîìèññèåé ÈÝÔÁ ÐÀÍ èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà. Â ðàáîòå áûëè
ñîáëþäåíû ìåæäóíàðîäíûå ïðèíöèïû ïî çàùèòå ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ
(Guide for the care and use of laboratory animals) Íàöèîíàëüíîãî èíñòèòóòà çäî-
ðîâüÿ ÑØÀ.

Êóëüòóðû ÍÑÊ ãèïïîêàìïà. Âñå ìàíèïóëÿöèè ïðîâîäèëèñü â ñòåðèëüíûõ
óñëîâèÿõ ëàìèíàðà. Êðûñ äåêàïèòèðîâàëè, ãèïïîêàìïû èññåêàëè è ïîìåùàëè
â îõëàæäåííóþ (+4 °Ñ) ñðåäó Õýíêñà (ÁèîëîÒ). Âûäåëåííûå ãèïïîêàìïû ìå-
õàíè÷åñêè èçìåëü÷àëè äî îäíîðîäíîé ìàññû ñ ïîìîùüþ ñêàëüïåëÿ. Äëÿ
îêîí÷àòåëüíîé ñåïàðàöèè ÍÑÊ ïîëó÷åííûé ãîìîãåíàò èíêóáèðîâàëñÿ â ðàñ-
òâîðå Òðèïñèí/EDTA â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè òåìïåðàòóðå 37 °Ñ. Êëåòêè îñàæ-
äàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì 1000 îá./ìèí â òå÷åíèå 5 ìèí. Èíêóáàöèÿ ïðîâî-
äèëàñü â ñìåñè ñðåä DMEM (Gibco) è F12 (Sigma) â ñîîòíîøåíèè 1 : 1 ñ äî-
áàâëåíèåì 10 % èíàêòèâèðîâàííîé ëîøàäèíîé ñûâîðîòêè (Gibco), 10 %
èíàêòèâèðîâàííîé ñûâîðîòêè ïëîäîâ êîðîâû (Gibco), äîáàâêè B27 (Gibco) è
ïåíèöèëëèí/ñòðåïòîìèöèíà (ÁèîëîÒ). Êóëüòóðû èíêóáèðîâàëè íà 6-ëóíî÷-
íûõ ïëàíøåòàõ, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûõ êîëëàãåíîì IV òèïà (Roche).
Ñðåäó îáíîâëÿëè êàæäûå 2 äíÿ (íà 3, 5, 7 è 9-é äåíü èíêóáàöèè). Äëÿ ñòèìó-
ëÿöèè íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè íà 5-é è 7-é äåíü â ñðåäó äîáàâëÿëè
ðåòèíîåâóþ êèñëîòó (Sigma). Íà 10-é äåíü èíêóáàöèè êëåòêè ñîáèðàëè äëÿ
äàëüíåéøåãî Âåñòåðí-áëîò àíàëèçà.

Âåñòåðí-áëîò àíàëèç. Êëåòî÷íûå êóëüòóðû ëèçèðîâàëè äîáàâëåíèåì ãî-
ðÿ÷åãî 3�SDS áóôåðà (íà 100 ìë: Tris-HCl-2.42 ã, pH 6.7; SDS 6 ã; ãëèöåðèí



15 ìë; áðîìôåíîëåèíèé 3 ìã è 10 % b-ìåðêàïòîýòàíîëà) èç ðàñ÷åòà 100 ìêë
áóôåðà íà 3.5 ñì2 (ïëîùàäü îäíîé ëóíêè). Çàòåì ëèçàò ñîáèðàëè â ïðîáèðêè,
èíêóáèðîâàëè 15 ìèí ïðè 95 °Ñ è õðàíèëè ïðè òåìïåðàòóðå –20 °Ñ.

Áåëêè â ïðîáàõ ðàçäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì
ãåëå ïî Ëýììëè (SDS-PAGE). Ïîñëå ïåðåíîñà áåëêîâîé ôðàêöèè íà íèòðî-
öåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó (Amersham Biosciences) ìåìáðàíû èíêóáèðîâàëè â
3%-íîì ðàñòâîðå áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà íà TBS-T áóôåðå (0.1 Ì
Tris-HCl áóôåð pH 7.6, ñîäåðæàùèé 0.15 Ì NaCl è 0.1 % Tween-20) â òå÷åíèå
1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå äëÿ èñêëþ÷åíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâà-
íèÿ àíòèòåë. Çàòåì â òå÷åíèå íî÷è ïðè òåìïåðàòóðå 4 °Ñ ïðîâîäèëàñü èíêóáà-
öèÿ â ðàñòâîðå ïåðâûõ àíòèòåë ïðîòèâ êèíàç ÌÀÐÊ êàñêàäà: cRaf1 (êðîëèê,
1 : 1000; Cell Signaling, #9422), p(Ser338)-cRaf1 (êðîëèê, 1 : 1000; Cell Signa-
ling, #2330), ERK1/2 (êðîëèê, 1 : 10000; Cell Signaling, #9102),
p(Thr202/Thr204)-ERK1/2 (êðîëèê, 1 : 10000; Cell Signaling, #4376); áåëêîâ
GSK3-çàâèñèìîãî êàñêàäà: Akt (êðîëèê, 1 : 1000; Cell Signaling, #4691),
p(Thr308)-Akt (êðîëèê, 1 : 100; Cell Signaling, #2965), GSK3b (êðîëèê,
1 : 1000; Thermo Scientific, #PA1-14183), p(Ser9)-GSK3b (êðîëèê, 1 : 1000; Cell
Signaling, #5558), b-catenin (ìûøü, 1 : 1000; BD, #610154); áåëêîâ, ó÷àñòâóþ-
ùèõ â ïðîöåññå àïîïòîçà: p53 (ìûøü, 1 : 1000; Cell Signaling, #2524),
p(Ser15)-p53 (êðîëèê, 1 : 10000; Cell Signaling, #12517), p(Ser70)-Bcl2 (ìûøü,
1 : 1000; Millipore, #05-843R), Cleaved caspase 3 (êðîëèê, 1 : 1000, Cell Signa-
ling, #9661); áåëêîâ — CREB (êðîëèê, 1 : 1000; Cell Signaling, #9197),
p(Ser133)-CREB (ìûøü, 1 : 1000; Millipore, #05-807) è GAPDH (ìûøü, 1 :
10000; Abcam, #ab8245).

Ïîñëå ïðîìûâîê â TBST ìåìáðàíû ïîìåùàëè â ðàñòâîð âòîðè÷íûõ àíòè-
òåë ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèía G êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûå ñ áèîòèíîì
(1 : 3000, Sigma) èëè ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíà G ìûøè, êîíúþãèðîâàííûå ñ
áèîòèíîì (1 : 3000, Sigma) â TBST. Çàòåì ìåìáðàíû èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå
ñòðåïòàâèäèí-ïåðîêñèäàçû (1 : 5000, Sigma). Âèçóàëèçàöèÿ ðåçóëüòàòîâ ïðî-
âîäèëàñü ïðè ïîìîùè ECL plus ñèñòåìû (Amersham Biosciences).

Äåíñèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç êîëè÷åñòâà áåëêà îñóùåñòâëÿëñÿ â ïðîãðàììå
ImageJ ïîñëå ñêàíèðîâàíèÿ ïëåíîê, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå êàê ìèíèìóì
òðåõ ýêñïåðèìåíòîâ. Óðîâåíü ñåðîãî ñïåöèôè÷åñêèõ áåíäîâ áûë ñêîððåêòè-
ðîâàí ïî ôîíîâîìó ñèãíàëó è íîðìèðîâàí ïî óðîâíþ GAPDH èëè ponceau
äëÿ p(Ser70)-Bcl-2 è caspase-3, èñïîëüçóåìûõ äëÿ îïðåäåëåíèÿ îáùåãî êîëè-
÷åñòâà áåëêà â ïðîáå. Òàêæå â àíàëèçå ó÷èòûâàëàñü ïëîùàäü ñïåöèôè÷åñêèõ
áåíäîâ.

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ðåçóëüòàòîâ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû îöåíèâà-
ëèñü ïî t-êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà ñ èñïîëüçîâàíèåì êîììåð÷åñêîé ïðîãðàììû
Microsoft Excel 2013. Òàêæå ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëñÿ â ïðîãðàììå
GraphPad Prism 7 ñ èñïîëüçîâàíèåì íåïàðàìåòðè÷åñêîãî êðèòåðèÿ Ìàí-
íà—Óèòíè. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåãî àðèôìåòè÷åñêîãî � îøèá-
êà ñðåäíåãî (SEM). Äîñòîâåðíûìè ñ÷èòàëèñü îòëè÷èÿ ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè
p < 0.05.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Îöåíêà àêòèâíîñòè êèíàç ERK1/2 ÌÀÐÊ êàñêàäà. Ïåðâîíà÷àëüíî ìû ïðî-
àíàëèçèðîâàëè óðîâåíü áåëêîâîé ýêñïðåññèè è àêòèâíîñòè ÷ëåíîâ ERK1/2
ñèãíàëüíîãî êàñêàäà, ÿâëÿþùåãîñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ðåãóëÿòîðîâ ïðîöåñ-
ñîâ ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû íå âûÿâèëè
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ðàçëè÷èé â óðîâíå cRaf è ERK1/2 ìåæäó ÍÑÊ ëèíèé Âèñòàð è ÊÌ (ðèñ. 1).
Óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ cRaf è ERK1/2 â êëåòêàõ ÊÌ òàêæå íå îòëè÷àëñÿ
îò êîíòðîëüíûõ ÍÑÊ Âèñòàð (ðèñ. 1). Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò
îá îòñóòñòâèè ðàçëè÷èé â óðîâíå àêòèâíîñòè ÷ëåíîâ ERK1/2 ñèãíàëüíîãî êàñ-
êàäà ìåæäó ÍÑÊ êðûñ ëèíèé Âèñòàð è ÊÌ.

Àíàëèç àêòèâíîñòè Akt/GSK3â/â-catenin ñèãíàëüíîãî êàñêàäà.
Akt/GSK3â/â-catenin ñèãíàëüíûé êàñêàä ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ êàñêà-
äîâ, ðåãóëèðóþùèõ âûæèâàåìîñòü íåéðîíîâ. Òàêæå èçâåñòíî, ÷òî ÷ëåíû ýòî-
ãî êàñêàäà, â ÷àñòíîñòè GSK3â, ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè íåéðîíàëü-
íîé äèôôåðåíöèðîâêè [7]. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî â ÍÑÊ
ÊÌ çíà÷èòåëüíî ñíèæåí óðîâåíü ýêñïðåññèè Akt ïî ñðàâíåíèþ ñ ÍÑÊ Âèñòàð
(ðèñ. 2). Òàêæå â ÍÑÊ ÊÌ áûë çíà÷èòåëüíî ñíèæåí óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ GSK3â è óðîâåíü â-catenin (ðèñ. 2).

Ðèñ. 1. Îöåíêà óðîâíÿ ýêñïðåññèè è ôîñôîðèëèðîâàíèÿ êèíàç ERK1/2 çàâèñèìîãî ñèãíàëü-
íîãî êàñêàäà.

À — ñîäåðæàíèå áåëêîâ cRaf1, p-cRaf1, ERK1/2, p-ERK1/2 â ÍÑÊ êðûñ ëèíèè Âèñòàð è ÊÌ. Îòíîñè-
òåëüíîå êîëè÷åñòâî áåëêà îöåíèâàëîñü ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîò àíàëèçà; Á — íà ãðàôèêàõ ïðåäñòàâëå-
íû ðåçóëüòàòû äåíñèòîìåòðèè. Ïî îñè îðäèíàò — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü, âûðàæåííàÿ â óñëîâíûõ åäè-

íèöàõ; ïî îñè àáñöèññ — áåëêè èíòåðåñà.



ÍÑÊ êðûñ ëèíèè ÊÌ õàðàêòåðèçóþòñÿ ñíèæåííîé àêòèâíîñòüþ òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà CREB. Äàëåå ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè àêòèâíîñòü òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà CREB. Èçâåñòíî, ÷òî CREB ðåãóëèðóþò ýêñïðåññèþ
ìíîæåñòâà ðàçëè÷íûõ ãåíîâ, â òîì ÷èñëå ãåíîâ, ðåãóëèðóþùèõ ïðîëèôåðà-
öèþ, äèôôåðåíöèðîâêó è âûæèâàåìîñòü íåéðîíîâ. Ïðè ýòîì åãî àêòèâíîñòü
ðåãóëèðóåòñÿ ìíîæåñòâîì ôàêòîðîâ, â òîì ÷èñëå ERK1/2 è Akt. Ïîëó÷åííûå
äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî â ÍÑÊ ÊÌ çíà÷èòåëüíî ñíèæåí íå òîëüêî óðîâåíü áåë-
êà CREB, íî òàêæå è óðîâåíü åãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëü-
íûìè ÍÑÊ Âèñòàð (ðèñ. 3). Ïî âñåé âèäèìîñòè, êîíòðîëü ñèíòåçà è àêòèâíî-
ñòè CREB â ÍÑÊ ÊÌ îñóùåñòâëÿåòñÿ ERK-íåçàâèñèìûì ïóòåì è ðåãóëèðóåò-
ñÿ Akt ñèãíàëèíãîì, ïîñêîëüêó óðîâåíü àêòèâíîñòè ERK1/2 êàñêàäà íå ðàçëè-
÷àëñÿ ìåæäó ëèíèÿìè ÍÑÊ (ðèñ. 1), à óðîâåíü àêòèâíîñòè Akt êàñêàäà áûë
ñíèæåí â ÍÑÊ ÊÌ (ðèñ. 2).
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Ðèñ. 2. Àíàëèç àêòèâíîñòè ÷ëåíîâ Akt/GSK3b ñèãíàëüíîãî êàñêàäà.

À — ñîäåðæàíèå áåëêîâ AKT, p-AKT, GSK3b, p-GSK3b, b-catenin â ÍÑÊ êðûñ ëèíèè Âèñòàð è ÊÌ. Îò-
íîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî áåëêà îöåíèâàëîñü ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîò àíàëèçà; Á — íà ãðàôèêàõ ïðåä-
ñòàâëåíû ðåçóëüòàòû äåíñèòîìåòðèè. Ïî îñè îðäèíàò — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü, âûðàæåííàÿ â óñëîâ-

íûõ åäèíèöàõ; ïî îñè àáñöèññ — áåëêè èíòåðåñà. ** ð < 0.005, *** ð < 0.001.
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Àêòèâíîñòü áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïðîöåññå àïîïòîçà. Õîðîøî èçâåñòíî,
÷òî ñèãíàëüíûå áåëêè àïîïòîçà òàêæå èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ïðîöåññå íåéðî-
íàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè è ïðîëèôåðàöèè [16]. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïî-
êàçàëè, ÷òî óðîâåíü áåëêà ð53 è åãî ôîñôîðèëèðîâàííîé ïî Ser15 àêòèâíîé
ôîðìû, à òàêæå ñâÿçàííîé ñ íèì êàñïàçû-3 â êóëüòóðå ÍÑÊ ÊÌ íå îòëè÷àåòñÿ
îò êîíòðîëÿ (ðèñ. 4). Ïðè ýòîì ìû íàáëþäàëè ïîâûøåííûé óðîâåíü ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ Bcl-2 â ÍÑÊ ÊÌ, ÷òî ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü, ñ îäíîé ñòîðîíû,
îá àêòèâàöèè àïîïòîçà, à ñ äðóãîé — îá îñòàíîâêå êëåòî÷íîãî öèêëà Bcl-2 çà-
âèñèìûì ïóòåì [2].

ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ ÐÅÇÓËÜÒÀÒÎÂ

Ïðîëèôåðàöèÿ íåéðîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, ìèãðàöèÿ è äèôôåðåíöè-
ðîâêà êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèö, à òàêæå èíòåãðàöèÿ íîâîîáðàçîâàííûõ íåéðî-
íîâ â ñóùåñòâóþùèå ôóíêöèîíàëüíûå ñõåìû ìîçãà ÿâëÿþòñÿ ÷ðåçâû÷àéíî
ñëîæíûìè ïðîöåññàìè, òîíêàÿ ðåãóëÿöèÿ êîòîðûõ îñóùåñòâëÿåòñÿ âçàèìî-
äåéñòâèåì ìíîæåñòâà âíóòðèêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé. Ðàíåå ìû ïîêàçà-
ëè, ÷òî â óñëîâèÿõ in vitro ÍÑÊ êðûñ ÊÌ ðàíüøå âûõîäèëè èç êëåòî÷íîãî
öèêëà è íà÷èíàëè äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ ïî íåéðîíàëüíîìó ïóòè ïî ñðàâíåíèþ
ñ ÍÑÊ êðûñ Âèñòàð [19]. Èçâåñòíî, ÷òî îñòàíîâêà êëåòî÷íîãî öèêëà çàâèñèò îò
ìíîæåñòâà ôàêòîðîâ, â òîì ÷èñëå îò óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ Bcl-2 [2]. Ïî-

Ðèñ. 3. Àíàëèç óðîâíÿ ýêñïðåññèè è àêòèâíîñòè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà CREB.

À — ñîäåðæàíèå íåôîñôîðèëèðîâàííûé è ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû CREB â ÍÑÊ êðûñ ëèíèè Âèñ-
òàð è ÊÌ. Îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî áåëêà îöåíèâàëîñü ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîò àíàëèçà; Á — íà ãðà-
ôèêàõ ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû äåíñèòîìåòðèè. Ïî îñè îðäèíàò — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü, âûðàæåí-

íàÿ â óñëîâíûõ åäèíèöàõ; ïî îñè àáñöèññ — áåëêè èíòåðåñà. ** ð < 0.005, *** ð < 0.001.



ëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîêàçàëè, ÷òî óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ Bcl-2 â
êóëüòóðå ÍÑÊ ÊÌ áûë çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì â êëåòêàõ êðûñ Âèñòàð. Ýòè
äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî àêòèâàöèÿ Bcl-2 ìîæåò áûòü îäíèì èç
ôàêòîðîâ, ïðèâîäÿùèõ ê ñíèæåíèþ ïðîëèôåðàöèè â êëåòêàõ êðûñ ÊÌ.

Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÍÑÊ ÊÌ ïðåèìóùåñòâåííî äèôôåðåíöèðîâàëèñü â
âîçáóæäàþùèå ãëóòàìàòåðãè÷åñêèå íåéðîíû, ÷òî ìîæåò îáóñëîâëèâàòü ïðåä-
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Ðèñ. 4. Îöåíêà óðîâíÿ ýêñïðåññèè è ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïðîöåññå
àïîïòîçà.

À — ñîäåðæàíèå ôîñôîðèëèðîâàííîé è íåôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðì áåëêà ð53 â ÍÑÊ êðûñ ëèíèè Âèñ-
òàð è ÊÌ; Á — ñîäåðæàíèå áåëêîâ ð-Bcl-2 è caspase 3 â ÍÑÊ êðûñ ëèíèè Âèñòàð è ÊÌ. Îòíîñèòåëüíîå
êîëè÷åñòâî áåëêà îöåíèâàëîñü ñ ïîìîùüþ Âåñòåðí-áëîò àíàëèçà; Â — íà ãðàôèêàõ ïðåäñòàâëåíû ðå-
çóëüòàòû äåíñèòîìåòðèè. Ïî îñè îðäèíàò — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü, âûðàæåííàÿ â óñëîâíûõ åäèíèöàõ;

ïî îñè àáñöèññ — áåëêè èíòåðåñà. *** ð < 0.001.
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ðàñïîëîæåííîñòü êðûñ ÊÌ ê àóäèîãåííûì ñóäîðîæíûì ïðèïàäêàì [19]. Èçâå-
ñòíî, ÷òî îäíèì èç îñíîâíûõ êàñêàäîâ, ðåãóëèðóþùèõ íåéðîíàëüíóþ äèôôå-
ðåíöèðîâêó, ÿâëÿåòñÿ ERK1/2 ñèãíàëüíûé êàñêàä [12]. Òàêæå â ðåãóëÿöèè íåé-
ðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè ïðèíèìàåò ó÷àñòèå áåëîê ð53 [13]. Êðîìå òîãî,
èìåþòñÿ äàííûå î ôóíêöèîíàëüíîé ñâÿçè ìåæäó MAPK/ERK êàñêàäîì è áåë-
êîì ð53 [10]. Îäíàêî ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå íå âûÿâèëè èçìåíåíèé â àêòèâ-
íîñòè ð53 è ÷ëåíîâ ERK1/2 êàñêàäà â êóëüòóðå ÍÑÊ êðûñ ÊÌ. Ñîîòâåòñòâåí-
íî àêòèâàöèÿ äèôôåðåíöèðîâêè ÍÑÊ êðûñ ëèíèè ÊÌ íå çàâèñèò îò àêòèâíî-
ñòè p53 è/èëè ERK1/2.

Ïîìèìî ERK1/2 ñèãíàëüíîãî ïóòè â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî öèêëà, âûæè-
âàíèÿ, ïðîëèôåðàöèè, äèôôåðåíöèðîâêè è ìèãðàöèè êëåòîê âàæíóþ ðîëü èã-
ðàåò ïðîòåèíêèíàçà Akt, îñíîâíîé ìèøåíüþ êîòîðîé ÿâëÿåòñÿ GSK3b [3]. Akt
íåãàòèâíî ðåãóëèðóåò àêòèâíîñòü êèíàçû GSK3b ôîñôîðèëèðîâàíèåì ïî
Ser9. Â ñâîþ î÷åðåäü èíãèáèðîâàíèå GSK3b è ñîîòâåòñòâåííî ñòàáèëèçàöèÿ
áåòà-êàòåíèíà óäåðæèâàåò êëåòêó â ñòâîëîâîì ñîñòîÿíèè. Êðîìå òîãî, GSK3b
íåãàòèâíî ðåãóëèðóåò àêòèâíîñòü áåëêà CRMP-2, êîòîðûé ó÷àñòâóåò â ðîñòå
àêñîíîâ è íåéðîíàëüíîé ïîëÿðíîñòè [18]. Àíàëèç AKT/GSK3b êàñêàäà ïîêà-
çàë, ÷òî â ÍÑÊ ëèíèè ÊÌ àêòèâíîñòü AKT áûëà çíà÷èòåëüíî ñíèæåíà, ïðè
ýòîì òàêæå áûë ñíèæåí óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ GSK3b ïî Ser9 è óðîâåíü
áåëêà b-catenin ïî ñðàâíåíèþ ñ ÍÑÊ êðûñ ëèíèè Âèñòàð.

Ýôôåêòû Akt òàêæå ìîãóò áûòü îïîñðåäîâàíû òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòî-
ðîì CREB, ôîñôîðèëèðîâàíèå êîòîðîãî ïî Ser133 ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ
åãî òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè [5]. Èçâåñòíî, ÷òî CREB ðåãóëèðóåò ýêñï-
ðåññèþ ìíîæåñòâà ãåíîâ, â òîì ÷èñëå íåîáõîäèìûõ äëÿ ïîääåðæàíèÿ æèçíå-
ñïîñîáíîñòè è ðåãóëÿöèè äèôôåðåíöèðîâêè íîâîîáðàçîâàííûõ íåéðîíîâ â
ãèïïîêàìïå [11].

Ìû îöåíèëè àêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà CREB è ïîêàçàëè,
÷òî óðîâåíü åãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî Ser133 áûë òàêæå çíà÷èòåëüíî ïîíè-
æåí â êëåòêàõ êðûñ ÊÌ. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ïîêàçàííûå íàìè ðàçëè÷èÿ â
îòíîñèòåëüíîì óðîâíå è àêòèâíîñòè áåëêîâ Akt, GSK3b, b-catenin è CREB

Ðèñ. 5. Ðîëü AKT/ GSK3b/b-catenin/CREB ñèãíàëüíîãî ïóòè â ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè è
äèôôåðåíöèðîâêè íåéðîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê.



ìåæäó ÍÑÊ êðûñ ÊÌ è Âèñòàð ìîãóò áûòü âçàèìîñâÿçàíû. Ïîñêîëüêó ñîäåð-
æàíèå Akt â ÍÑÊ êðûñ ÊÌ ïàäàåò, òî óìåíüøàåòñÿ è åãî èíãèáèðóþùåå âîç-
äåéñòâèå íà GSK3b. Ñíÿòèå òîðìîçíîãî âëèÿíèÿ âåäåò ê íàêîïëåíèþ àêòèâ-
íîé ôîðìû áåëêà è ïðîÿâëåíèþ åãî ýôôåêòîâ ÷åðåç èíãèáèðîâàíèå ïðîëèôå-
ðàòèâíîé àêòèâíîñòè b-catenin è CREB, ÷òî âåäåò ê îñòàíîâêå ïðîöåññà
ñàìîîáíîâëåíèÿ è èíäóöèðóåò äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê.

Òàêèì îáðàçîì, íàøè äàííûå, ïîëó÷åííûå â ýêñïåðèìåíòàõ in vitro, ïîêà-
çàëè, ÷òî ïîâûøåííàÿ ñêîðîñòü äèôôåðåíöèðîâêè íåéðîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê êðûñ ëèíèè Êðóøèíñêîãî—Ìîëîäêèíîé îïîñðåäîâàíà ñíèæåííûì
óðîâíåì àêòèâíîñòè AKT/GSK3b/b-catenin/CREB ñèãíàëüíîãî ïóòè (ðèñ. 5).
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