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 В последние годы активно изучаются различные физические факторы способные 

влиять на структурно-функциональное состояние клеток. Излучение плазмы искрового 

разряда и УФ-излучение являются источником активных частиц, участвующих в реакциях 

окисления и восстановления и способных влиять на модификацию макромолекул. Клетки 

системы мононуклеарных фагоцитов являются эффекторными клетками неспецифической 

иммунной системы, обеспечивающие интенсивность иммунного ответа и гомеостаз 

организма, а также участвуют в специфических защитных реакциях, обеспечивая 

антигенпрезентацию. С помощью метода интерференционной микроскопии возможно 

провести прижизненную визуализацию и оценить параметры клетки по фазовым портретам. 

Принцип действия лазерного интерференционного микроскопа основан на измерении 

локальных фаз света. Фазовый портрет клетки – это распределение величины оптической 

разности хода в различных областях объекта. Параметры фазовых портретов позволяют 

судить о состоянии мембран клеток. 

 Цель данной работы – оценить параметры фазовых портретов перитонеальных 

макрофагов после физических воздействий. 

 Эксперименты проведены in vitro. Объектом исследования являлись перитонеальные 

макрофаги крыс. В качестве источника излучения использовали газоразрядное устройство 

ПИЛИМИН серии ИР-10 (спектр излучения сплошной, средний поток фотонов (1,26±0,2)х10 -

10 моль(см2 х с)-1) и ультрафиолетовую лампу ДБК9 (характер спектра монохроматический, 

средний поток фотонов 5,4 х 10-8 моль(см2 х с)-1). Суспензию клеток обрабатывали в течение 

300, 600 и 1200 секунд. Исследования проводили на лазерном микроскопе МИМ-340 (Швабе, 

Россия). Использовали объектив с оптическим разрешением х20 нм, апертурой 0,40, лазер с 

длиной волны 405 нм. Общее увеличение системы х1000. Точность измерения по высоте – 

0,5 нм, по полю – 20,0 нм. Анализировали следующие параметры: максимальный и 

минимальный диаметр клетки, максимальная фазовая высота, площадь поверхности.  

 Установлено изменение параметров фазовых портретов клеток после воздействия. 

При выбранных режимах воздействия излучением плазмы искрового разряда наблюдается 

снижение фазовой высоты клеток на 7,19 – 10,03%. Кроме того, при режиме воздействия 

длительностью 1200 секунд установлено увеличение максимального диаметра клетки на 

15,7% и площади поверхности на 40,49%. После воздействия УФ-излучением при 

выбранных режимах наблюдается снижение фазовой высоты клеток на 9,87 – 18,52%. При 

режимах воздействия длительностью 600 и 1200 секунд установлено увеличение 

минимального диаметра клетки на 13,78 и 14,91% соответственно. Наблюдается увеличение 

максимального диаметра клетки на 20,54% при воздействии длительностью 1200 секунд. 

Площадь поверхности клеток увеличивается при режимах воздействия длительностью 600 и 

1200 секунд почти в 2 раза. 

 Изменения параметров фазовых портретов перитонеальных макрофагов указывает на 

нарушения в мембранах клеток, что может быть связано с активацией окислительных 

процессов при длительных режимах воздействия. 

mailto:arhipova@nnovgorod.ru
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Работа направлена на разработку технологии замещения утраченных функций 

отдельных участков мозга посредством глубокой интеграции с электронными устройствами 

и может считаться технологией создания мозг-компьютерного интерфейса. Планируется 

разработка двунаправленного интерфейса для стимуляции и регистрации нейронных сетей in 

vivo с использованием адаптивных электронных компонентов, обеспечивающих реализацию 

заданного функционала – замещения или коррекции функций мозга при нейродегенерации 

или травме мозга. Актуальность данного исследования связана с развитием новых 

перспектив в гибридной нейроэлектронике и нейропротезировании для применения в 

высокотехнологичной медицине при замещении или коррекции сенсорных, моторных и 

других функций, нарушенных в результате нейродегенерации, травмы или старения.  

Использование инженерного подхода для задач восстановления функционального 

состояния мозга в результате травмы является эффективным методом и в наиболее простых 

вариантах (электрическая стимуляция мозга, глубокая стимуляция мозга) может 

использоваться в практической медицине [1,2]. Важным критерием является способность 

устройства действовать в зависимости от собственной активности областей мозга, то есть в 

устройстве должна быть предусмотрена возможность регистрации и декодирования 

активности. Кроме того, для обеспечения адаптивности взаимодействия необходима 

организация замкнутой петли управления устройством. Разработка подобного комплекса 

позволит осуществлять интеллектуальное замещение или шунтирование поврежденных 

участков мозга, в том числе и важного отдела мозга, отвечающего за память и обучение – 

гиппокампа. Кроме того, использование в качестве основных блоков аппаратных моделей 

нейронов (искусственных нейронов) и пластичных мемристивных устройств позволит 

получить разнообразную динамику искусственных сигналов для замещения 

электрофизиологических сигналов в нейронных сетях мозга.  

Благодарности: Работа поддержана Стипендией Президента СП-2458.2018.5. 

Литература: 

1. McConnell G. C., So R. Q., Grill W. M. Journal of neurophysiology, 2012. V. 115, №. 6. P. 

2791-2802. 

2. Ezzyat Y., Wanda P. A., Levy D.F. et al. Nature communications, 2018. V. 9, №. 1. P. 365. 
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ПОСЛЕ ТРАНСПЛАНТАЦИИ ДЕСЦЕМЕТОВОЙ МЕМБРАНЫ ПРИ ГЕНДЕРНОМ 

НЕСООТВЕТСТВИИ ДОНОРА И РЕЦИПИЕНТА. 
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e-mail: VasilyevaKatya@yandex.ru 

 

В структуре офтальмологической патологии ведущее место занимают заболевания 

роговицы, одной из причин которых является дисфункция эндотелия. Для восстановления 

зрения, утраченного в результате повреждения роговицы, используется трансплантация. 

Сохраняющийся недостаток донорского материала побуждает разрабатывать 

тканесберегающие технологии, споспособствующие снижению очереди на трансплантацию 

Десцеметовой мембраны роговицы и затрат государства на социальное обеспечение. На 

сегодняшний день наиболее эффективным способом определения источника эндотелиальных 

клеток (донор/реципиент) при трансплантации Десцеметовой мембраны является 

установление их половой принадлежности. 

В ходе эксперимента были взяты кролики-самки в качестве реципиентов Десцеметовой 

мембраны с монослоем эндотелиальных клеток и кролики-самцы в качестве доноров. 

Исследования по установлению половой принадлежности эндотелиальных клеток 

трансплантированной Десцеметовой мембраны и участка стромы роговицы, оголенного в 

процессе хирургического вмешательства, энуклеированного глаза кролика проводили на 

основании полового диморфизма клеток. Для анализа были использованы изолированные 

эндотелиальные клетки глаза кролика-реципиента из двух зон заднего слоя роговицы: первая 

– центральная область трансплантата диаметром 3 мм, вторая – периферическая зона на 

расстоянии 6-8 мм от центра. Суспензия эндотелиальных клеток была зафиксирована на 

предметном стекле, после чего было проведено окрашивание азур-эозином с последующей 

световой микроскопией, а также раствором акрихина и дальнейшая визуализация при 

люминесцентной микроскопии. В клетках периферической области были проанализированы 

ядра, находящиеся в интерфазе, на предмет наличия хроматиновых телец – телец Барра. В 

исследуемых клетках были обнаружены овальные глыбки Х-хроматина с гомогенным 

окрашиванием, прилежащие к внутренней поверхности ядерной оболочки. Вокруг глыбки 

чётко выявлялась светлая зона, наличие которой позволяет отдифференцировать Х-хроматин 

от других гетерохроматиновых образованиях ядра. В 80% интерфазных ядер эндотелиальных 

клеток периферической области был обнаружен Х-хроматин. В эндотелиальных клетках, 

полученных из центральной зоны, образования Х-хроматина в интерфазных ядрах составили 

8%. Отсутствие сильно спирализованной гиперпикнотической Х хромосомы в интерфазном 

ядре части эндотелиальных клеток периферической зоны может свидетельствовать о 

миграции клеток трансплантата на оголенные участки стромы. В то же время наличие Х-

хроматина в центральной области предполагает возможность замещение трансплантата 

клетками-реципиента. 

Таким образом, для определения половой принадлежности эндотелиальных клеток, 

мигрирующих на оголенные участки стромы после трансплантации Десцеметовой 

мембраны, необходимы дополнительные исследования в более отдаленном 

послеоперационном периоде. 

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного проекта 

№ 18-315-00144. 



 10 

Региональная конференция "Fundamental science for medicine" 
Нижний Новгород, Россия. 24 декабря, 2018. 

___________________________________________________________________________________ 

ВЛИЯНИЕ РОТАВИРУСНОГО NSP4 В СОСТАВЕ ИММУНОТОКСИНА 

НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК 

Васильчиков П.И., Брызгалова Д.А., Перенков А.Д., Селиванова С.Г. 

 

Нижегородский государственный университет им. Н.И. Лобачевского, 

603950, г. Нижний Новгород, пр. Гагарина, 23 

e-mail: unn@unn.ru 

 

 Создание рекомбинантных иммунотоксинов против опухолевых клеток на 

сегодняшний день является активно развивающимся направлением получения 

противоопухолевых препаратов. Для адресной доставки таких молекул к клеткам опухоли 

используют направляющий модуль (рекомбинантное антитело против 

опухолеассоциированных белков) и токсический модуль (молекулы, способные 

индуцировать гибель раковой клетки) [1]. Известно, что неструктурный ротавирусный 

энтеротоксин NSP4 и его фрагменты способны дестабилизировать мембрану, нарушать 

цитоскелет, клеточный метаболизм и вызывать апоптоз опухолевых клеток [2, 3]. Данные 

свойства позволяют использовать NSP4 ротавируса в качестве активной составляющей 

рекомбинантного противоопухолевого токсина. Целью работы явилось изучение механизмов 

действия ротавирусного NSP4, слитого с мини-антителом против Муцина 1 (scFv anti MUC1) 

на опухолевые клетки. 

 Методами молекулярного клонирования был получен фрагмент кДНК, кодирующий  

рекомбинантный иммунотоксин, представляющий собой scFv IKO25, слитый с пептидом 

NSP4 (112−175 ак) через (SG4)2-линкер. Белок был экспрессирован в E. coli, и очищен 

методом металл-хелатной аффинной хроматографии. Специфичность взаимодействия 

иммунотоксина с клетками опухолевых линий (Colo-205, MCF-7, Caco-2) исследовали 

проточной цитометрией с использованием scFv-NSP4, окрашенного Cy5. Цитотоксическое 

действие на опухолевые клетки определяли с помощью MTT-теста. Количество 

апоптотических и некротических клеток определяли проточной цитометрией с 

использованием аннексина V и йодистого пропидия. Уровни мРНК MUC1, Fas, Bcl-2 и Bax 

детектировали методом ОТ-ПЦР. Влияние белка на клеточный цикл определяли методом 

проточной цитометрии с окрашиванием клеток йодистым пропидием.  

 Установлено, что рекомбинантный белок scFv-NSP4 специфически взаимодействовал 

с MUC1-позитивными опухолевыми клетками (Colo-205, MCF-7), а также полностью 

подавлял их метаболизм. При этом на MUC1-негативные клетки (Caco-2) белок не оказывал 

токсического действия. Цитометрический анализ показал, что большая часть  

MUC1-позитивных клеток, находилась в состоянии апоптоза после 24 ч инкубации с 

scFv-NSP4. Данные подтверждались повышением уровня экспрессии Bax  в 4 раза в культуре 

клеток MCF-7. Причем уровень мРНК Bax в 2 раза превышал уровень мРНК Bcl-2, что 

характерно для процесса апоптотической гибели клеток. Также в 3 раза повышался уровень 

мРНК Fas. Было установлено, что scFv-NSP4 при инкубации с MUC1-позитивными 

опухолевыми клетками индуцировал арест клеточного цикла в фазе G0/G1. Количество 

делящихся клеток в культуре уменьшалось в 3-4 раза по сравнению с контролем.  

 Таким образом, пептид ротавирусного NSP4 (112-175 ак) в составе иммунотоксина 

способен полностью подавлять метаболизм MUC1-позитивных клеток и накладывать арест 

на клеточный цикл, что в конечном итоге вызывает их гибель путем апоптоза.  

1. Деев С.М., Лебеденко Е.Н. и др. Успехи химии, 2015. Том 84, №1. С. 1−26. 

2. Guo W., Cao L. et al. Protein Expression and Purification, 2011. Vol. 77. P. 185−192. 

3. Xiong X., Hu Y. et al. Virus genes, 2016. Vol. 53. P. 179–189. 

mailto:unn@unn.ru
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ПРИ РАЗНЫХ ВАРИАНТАХ ОБРАТНОЙ СВЯЗИ 
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na0grigorev@gmail.com 

 

 Интерфейс мозг-компьютер (ИМК) — это программно-аппаратная система, благодаря 

которой оператор способен управлять внешними устройствами напрямую от мозга. Обратная 

связь (ОС) в ИМК моторно-воображаемого типа необходима для обеспечения самоконтроля 

оператора в процессе обучения и формирования устойчивого навыка представления 

движения, поэтому нахождение наилучшего варианта ОС для интерфейса является важной 

задачей при разработке технологии. 

 Целью работы было сравнение показателей успешности взаимодействия оператора и 

контура ИМК с тремя командами при использовании вибротактильной, визуальной обратных 

связей и без них: степени десинхронизации мю-ритма при воображении движений и 

точности классификации. 

 В исследовании приняли участие 6 здоровых испытуемых добровольцев в возрасте 

18-24 лет с ведущей правой рукой. Каждый испытуемый принял участие в трех 

экспериментальных сессиях, в каждой сессии было сделано 6 записей по 10 предъявлений 

каждой команды в одной записи. 

 Запись ЭЭГ производилась с 30 электродов по системе 10-10. В первую сессию 

испытуемого обучали методике воображаемых движений. Вторая и третья сессии 

отводились для тестирования испытуемого с одним из вариантов ОС. За одну сессию 

испытуемому предоставлялся только один вариант ОС и в качестве контроля проводились 

тесты без обратной связи. Визуальная ОС подавалась в виде заполняющейся зеленым цветом 

полосы на мониторе при верном распознавании команды. Тактильная ОС осуществлялась с 

помощью трех вибромоторов, установленных на предплечьях и тыльной стороне шеи, они 

вибрировали при успешном распознавании паттернов ЭЭГ представления движений.  

 В среднем у всех испытуемых десинхронизация мю-ритма была статистически 

достоверно больше при использовании вибротактильной ОС по сравнению с контролем для 

электрода C3 при воображаемых движениях обеих рук. При сравнении десинхронизации с 

использованием визуальной ОС относительно контроля статистически достоверные различия 

были выявлены только при представлении движений правой рукой в контралатеральном 

полушарии (электрод C3). Результаты анализа точности классификации показывают, что 

введение тактильной ОС в контур ИМК не приводит к уменьшению эффективности работы 

оператора. Тактильная ОС приводила к возникновению более выраженной десинхронизации 

мю-ритма, по сравнению с визуальной ОС, в индивидуальных случаях. 
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 Бронхиальная астма, БА – хроническое аллергическое воспаление бронхов, 

сопровождающееся их гиперактивностью и обструкцией. Основное внимание у пациентов с 

БА уделяется правым отделам сердца и контролю давления в легочной артерии. Однако у 

детей с БА может иметь место дисфункция левых отделов сердца, формирующаяся через 

дисфункцию правых его отделов. В связи с этим важно исследование взаимосвязи 

характеристик сердца с параметрами внешнего дыхания у детей с БА.  

 Цель исследования: изучить взаимосвязь эхокардиографических и спирометрических  

показателей у детей с БА. Материалы исследования: 60 детей с БА от  4 до 17 лет (73,4% 

мальчики, 26,7% девочки). Методы исследования: опрос, эхокардиографический, 

спирометрический, антропометрический, статистический. 

 Результаты ЭхоКГ: 40% пациентов имели открытое овальное окно (ООО), 48%– 

недостаточность трикуспидального клапана (НТК), 20% – сочетание ООО и НТК, 20% – 

недостаточность митрального клапана (НМК), 17% – недостаточность клапана легочной 

артерии. Пациентов разделили на группы: с отсутствием и с наличием малых аномалий 

развития сердца (МАРС). У детей с достигнутым контролем БА различий между группами 

по скоростным показателям спирометрии не было, а у детей с частичным контролем БА и без 

ее контроля различия статистически значимые.  

 Выявлены значимые корреляционные зависимости параметров спирометрии и ЭхоКГ: 

КДР ЛЖ – ФЖЕЛ, КСР ЛЖ – ФЖЕЛ, КДР ЛЖ – ОФВ1 в обеих группах; КСР ЛЖ – ОФВ1, 

КДР ЛЖ – МОС 75%, КСР ЛЖ – МОС 75%, КДР ЛЖ – МОС 50% в 1ой группе. 

Корреляционная зависимость скоростных показателей спирометрии (МОС 75%, 50%, 25%) и 

КДР ЛЖ уменьшается в направлении от крупных к мелким бронхам. Корреляция 

спирометрических параметров и КСР ЛЖ ниже, чем с КДР ЛЖ.  

 Корреляционная зависимость спирометрических параметров по отношению к 

соответствующим долженствующим величинам и основных расчетных параметров ЭхоКГ 

(фракция выброса, фракция сократимости) оказалось значительно слабее, чем в первом 

исследовании. Данная зависимость была выше у пациентов второй группы, что может 

отражать патогенетическую кооперацию структур МКК и бронхиального дерева в 

формировании бронхиальной обструкции. 

 Таким образом, возможна ассоциация МАРС по МКК с отсутствием контроля БА и 

его соответствующим негативным влиянием на показатели спирометрии. 

 

1. Чучалин А.Г., Национальная программа "Бронхиальная астма у детей. Стратегия лечения и 

профилактика", М.:Оригинал-маркет, 2017. 

2. M. Nassif, C. B. B. C. Heuschen, etc, Relationship between atrial septal defects and asthma-like 

dyspnoea: the impact of transcatheter closure, Neth Heart J, 25.08.16 
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Экспрессия VEGF-A человека в клетках Escherichia coli 

Д.Е. Зайцев1, Д.В. Новиков1, В.В. Мохонов1 

 

1 – Университет Лобачевского, 603950, Нижний Новгород, пр. Гагарина, 23  

mitya.zaitseff@yandex.ru 

 

 Одно из осложнений сахарного диабета – синдром диабетической стопы, 

характеризующийся язвами в области стопы и голени и в запущенных случаях ведущий к 

ампутации. Эти осложнения переносятся очень тяжело, и возникает необходимость в 

изменении регуляции ангиогенеза, так как образование новых сосудов ведет к 

заживлению ран. Фактор роста эндотелия сосудов (vascular endothelial growth factor, 

VEGF) – один из важнейших факторов, регулирующих ангиогенез. VEGF может быть 

использован в качестве терапевтического белка, способствующего заживлению  язв, 

вызванных сахарным диабетом, поэтому совершенствование методов получения чистых 

препаратов VEGF в разных экспрессионных системах является актуальным вопросом. При 

экспрессии в прокариотах VEGF находится в клетках в виде нерастворимых телец 

включения, поэтому для повышения растворимости VEGF используют его слияние с 

белком-помощником. 

 В качестве экспрессионной системы был использован штамм Escherichia coli 

Rosetta2. Для экспрессии был выбран белок hVEGF-A, соединённый с мальтоза-

связывающим белком (Maltose Binding Proteine (MBP) или MalE). MalE является 

растворимым белком E. coli, принадлежащим к мальтоза/мальтодекстриновой системе. В 

качестве агента, расщепляющего слитый белок, была использована рекомбинантная 

протеаза вируса гравировки табака (Tobacco Etch Virus, TEV). Оба рекомбинантных белка 

имели последовательность из шести гистидинов, которая необходима при проведении 

металл-хелатной хроматографии для связывания белков с Co-активированной сефарозой. 

Штаммы E. coli Rosetta2 подвергали химической трансформации плазмидами, 

содержащими гены рекомбинантных белков VEGF-MalE (pET-11-VEGF-MalE-6His) и 

TEV (pET-28-TEV-6His). Экспрессию рекомбинантных белков индуцировали изопропил-

β-D-1-тиогалактопиранозидом (IPTG). Производили лизис клеток ультразвуком, после 

избавлялись от осадка и супернатант использовали для проведения металл-хелатной 

хроматографии. Диализ белков проводили с целью удаления низкомолекулярных веществ, 

не желательных для гидролиза VEGF-MalE протеазой TEV. Затем очищали VEGF 

методом металл-хелатной хроматографии. Молекулярные массы и чистоту образцов 

белков анализировали с помощью электрофореза в полиакриламидном геле (ПААГ).  

 Результаты проведенных экспериментов демонстрируют, что слияние белков VEGF 

и MalE позволяет экспрессировать VEGF в растворимом виде. Дальнейшее отщепление 

MalE от слитого белка с использованием TEV-протеазы не влияет на растворимость 

VEGF. Присутствие последовательности из шести гистидинов в составе  белков MalE и 

TEV позволяет очистить конечный препарат VEGF. 

mailto:mitya.zaitseff@yandex.ru
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ИССЛЕДОВАНИЕ РОЛИ ПРОЦЕССОВ УБИКВИТИЛИРОВАНИЯ КОФИЛИНА В 

РЕГУЛЯЦИИ АУТОФАГИИ 

Ковалева Т.Ф.1, Пчелин П.В. 1, Ткаченко Н.М. 1, Максимова Н.С. 1 
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Пожарского. д.10/1  

e-mail: prazina@yandex.ru 

 

 Аутофагия – процесс деградации компонентов клеток, опосредованный лизосомами. 

Путем аутофагии элиминируются белки, патологические внутриклеточные агрегаты белков, 

и органеллы. Многие заболевания, в том числе заболевания нервной системы, связаны с 

нарушением процесса аутофагии, в частности митофагии. Одним из основных механизмов в 

запуске аутофагии являются процессы посттрансляционной модификации белков. 

Возможным участником сигнального пути при аутофагии является актин -связывающий 

белок кофилин, участвующий в различных внутриклеточных процессах, в том числе 

реорганизации актинового цитоскелета, регуляции экспрессии генов и программируемой 

клеточной гибели. В то же время процесс убиквитилирования кофилина и его роль при 

аутофагии остается малоизученным. Поиск сигнальных путей регуляции аутофагии 

необходим для понимания механизмов возникновения и развития различных заболеваний и 

способов их лечения. Целью данного исследования явилось изучение роли процессов 

убиквитилирования актин-связывающего белка кофилина в регуляции аутофагии в нервных 

клетках. 

 Эксперименты были выполнены на первичной культуре диисоциированных клеток 

гиппокампа мышей линии C57BL/6. Для оценки роли процессов убиквитилирования 

кофилина в аутофагии использовали ингибитор 26S протеасомы MG-132 в концентрации 

1мкМ. Для лизиса клеток использовали стандартный буфер RIPA. Анализ белков 

производился с помощью вестерн-блоттинга.  

 Было установлено, что кофилин присутствует в клетках гиппокампа в форме 

мономера и средне-молекулярных форм (протеоформ), что может быть обусловлено 

пострансляционными модификациями белка. Показана модификация кофилина цепями 

убиквитина, полимеризованному по лизину 63. Было выявлено увеличение уровня 

экспрессии LC3B в нервных клетках при действии ингибитора протеасомы MG-132, что 

указывает на активацию процесса аутофагии. При этом выявлен рост уровня экспрессии 

протеоформ кофилина, модифицированных убиквитином по К-63 цепям. Необходимо 

отметить, что К-63 цепи убиквитина могут быть сигналом как для деградации белка с 

помощью убиквитин-протеосомальной системы, так и для запуска различных молекулярных 

путей, в том числе аутофагии. 

 Таким образом, показана модификация кофилина неканоническими 

мультиубиквитиновыми цепями, что указывает на некатаболический, регуляторный характер 

такой модификации.  Наблюдается взаимосвязь между ингибированием работы протеасомы 

и активацией процесса аутофагии. Исследование роли кофилина и механизмов его регуляции 

путем убиквитилирования может внести новые данные в понимание молекулярных 

механизмов индукции и регуляции аутофагии в норме и патологии.  

 

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного проекта № 

18-34-00690. 
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В настоящее время актуальной является задача изучения навигации отростков 

нейронов за счет межклеточных взаимодействий. Для исследования свойств отдельных 

аксонов в контролируемых условиях используют микрофлюидные методы в сочетании с 

культивированием нейрональных клеток [1]. Для оценки морфологии аксонов при их 

взаимодействии с отростками других клеток могут применяться оптические методы 

имиджинга. Для прижизненной оценки морфологии аксонов должны учитываться  

токсичность красителей и  их потенциальное влияние на процессы передачи сигналов между 

клетками [2]. В данной работе предложен   способ оценки морфологии аксонов в 

микроканалах чипа на основе распространения биоэлектрических импульсов, вызванных 

деполяризацией мембраны с помощью одиночных электрических стимулов. Разработанный 

способ основан на совмещении методов микрофлюидики и методов регистрации и 

стимуляции электрических сигналов на микроэлектродных матрицах.  

Микрофлюидные чипы изготавливались из биосовместимого силикона 

полидиметилсилоксана (ПДМС) и совмещались с микроэлектродными матрицами 

(Multichannel systems, Германия). Диссоциированные клетки гиппокампа мышей (Е18) 

культивировали в камерах чипа, соединенных микроканалами [3]. Высота микроканалов 5 

мкм позволяла прорасти в них нейрональным отросткам, но не телам клеток.  Структура 

чипа состояла из 4 камер, три из которых использовались для культивирования клеток, и 

соединяющих их микроканалов с шириной 10 мкм. Два длинных микроканала соединяли 

камеры A и Б и пять коротких боковых микроканалов соединяли боковые камеры В и Г с 

длинными микроканалами. Клетки высаживались в камеру А, так, что аксоны прорастали 

через длинные микроканалы в камеру Б. На 4-й день культивирования в камеры В и Г 

вторично высаживали культуры нейронов, отростки которых прорастали в боковые 

микроканалы и достигали  аксонов из камеры А. Стимуляция состояла из 

последовательности 30-60 бифазных импульсов (260 мкс на фазу, первый положительный) с 

амплитудой ± 200 мВ, интервалы между стимулами составляли 1 с. Записи вызванной 

стимуляцией активности аксонов были проанализированы с помощью программы MatLab. 

Направление роста аксонов из камер В и Г, взаимодействующих с направляющими аксонами 

из камеры А, определялись с помощью регистрации не синаптического вызванного импульса 

в первые 5 мс после стимула, приложенного к электроду в боковом микроканале чипа. 

Расположение электродов матрицы вдоль микроканалов с шагом 200 мкм позволило 

обнаружить распространение вызванного сигнала в виде задержек с интервалом 0.1-2 мс 

между импульсами. По наличию и отсутствию вызванного импульса можно было оценить 

пространственное расположение аксонов в микроканалах - направление роста и длину 

отростка. Таким образом, был разработан и протестирован новый способ оценки морфологии 

аксонов при взаимодействии с аксонами других нейронов в микроканалах чипа на основе 

распространения биоэлектрических сигналов, вызванных электрическими стимулами.  

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного 

проекта №  18-34-00639. 

1. Millet LJ, Gillette MU. Trends Neurosci. 2012, 35(12):752-61. 

2. Progatzky F., Dallman M.J., Celso C. Lo. Interface Focus. 2013. Т. 3: 20130001. 

3. Gladkov A., Pigareva Y., et al. Scientific Reports. 2017, Vol. 15, №7(1):15625.  
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Развитие нейроморфных технологий имеет большое значение для нейропротезирования 

и человечества. Одним из нейроморфных технологических решений является внедрение 

электронных устройств, которые имитируют электрофизиологическое поведение реальных 

нейронных сетей. Нейроморфные технологии актуальны не только для медицинских 

приложений, но и для немедицинских задач, таких как обработка нейроморфной 

информации, интеллектуальные адаптивные системы автоматического управления, 

биороботы и т.д. 

В этой работе мы создаем оптоволоконный интерфейс для соединения аналогового 

электрического нейрона ФитцХью-Нагумо с живыми нейронами в срезах гиппокампа [1].  

После этого мы изучили возможности стимулирования живых нейронов путем передачи 

оптического сигнала от электронного нейрона и проанализировали синхронизацию между 

искусственным нейроном и живыми нейронами. 

Предлагаемая оптоэлектронная система (гибридная нейронная цепь) очень эффективна 

для стимуляции электрофизиологических живых нейронов в гиппокампе и может 

использоваться для восстановления активности в отдельных областях мозга или для 

замещения отдельных частей мозга (нейропротезирование), которые были повреждены в 

результате травмы, нейродегенеративных заболеваний или старения.  

Благодарности: Работа поддержана Стипендией Президента СП-2458.2018.5. 

Литература: 

1. Mishchenko M.A.*, Gerasimova S.A.*, Lebedeva A.V.* et al. PloS one, 2018. V. 13, №. 6. 

P. e0198396. 
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 ПРОСТРАНСТВЕННЫЕ СВОЙСТВА АКТИВНОСТИ НЕЙРОНАЛЬНОЙ СЕТИ 

КУЛЬТУРЫ КЛЕТОК ГИППОКАМПА ПРИ РАЗВИТИИ 
Лебедева А.В.1, Лобов С.А.1 
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Эффект нейрональной пластичности является одним из основных механизмов обучения 

и памяти. На данный момент достаточно хорошо изучены механизмы, лежащие в основе 

различных форм пластичности на уровне отдельных клеток и синапсов [1]. Механизмы 

формирования сетевой активности и пластичности в сетях головного мозга на данный 

момент исследованы слабо.  

Хорошей моделью для исследования пространственных свойств сетевой активности 

нейронов являются диссоциированные культуры нейронов [2]. При развитии такие 

клеточные культуры демонстрируют хорошо организованные спонтанные всплески 

активности в сети. Вспышки повторяемы, а их пространственно-временные профили 

отражают синаптическую архитектуру культуры [3]. 

Для изучения динамики сети и выявления механизмов, лежащих в основе процессов 

обучения, удобно использовать математические биологоправдоподобные модели [4]. Чтобы 

достичь биологической значимости данные математические модели должны включать 

различные параметры связи между нейронами, соответствующие стадиям развития культуры 

[5]. Искусственные нейронные сети, описываемые в математических моделях, могут 

демонстрировать организованные всплески активности, которые можно наблюдать в 

биологических экспериментах. Эти ответы быть обнаружены и классифицированы, а 

результаты могут быть использованы для создания алгоритмов управления 

роботизированных устройств и разработок мозг-компьютерных интерфейсов [6].  

Благодарности: Работа поддержана Стипендией Президента СП-2458.2018.5. 

Литература: 
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ИССЛЕДОВАНИЕ АКТИВНОСТИ ПРОЦЕССОВ АУТОФАГИИ В МИТОХОНДРИЯХ 

НЕРВНЫХ КЛЕТОК 

Максимова Н.С. 1, Пчелин П.В. 1, Ткаченко Н.М. 1, Ковалева Т.Ф.1 

 

1 -  ФГБОУ ВО "ПИМУ" Минздрава России, 603005, г. Нижний Новгород, пл. Минина и 

Пожарского. д.10/1  

e-mail: Naterruna@yandex.ru 

 
 Митохондрии играют важную роль в регуляции энергетического метаболизма 

нервных клеток. Митофагия – процесс аутофагии, направленный на селективное удаление 

поврежденных митохондрий и поддержание клеточных функций. Нарушение процессов 

аутофагии выявлено при различных нейродегенеративных заболеваниях, таких как болезни 

Альцгеймера, Паркинсона, Гентингтона. Важную роль в инициации аутофагии играют 

легкие цепи 3 ассоциированного с микротрубочками протеина 1 (LC3). При 

посттрансляционной модификации данный белок превращается сначала в LC3-I, а затем в 

LC3-II. Целью данной работы явилось изучение уровня экспрессии белка LC3B в 

митохондриях и цитоплазме нервных клеток. 

 Эксперименты были выполнены на мышах линии C57BL/6. Цитоплазматическую и 

митохондриальную фракции головного мозга получали методом дифференциального 

центрифугирования. Для лизиса образцов использовали стандартный RIPA буфер. Вестерн-

блоттинг проводили с использованием моноклональных кроличьих антител к LC3B. Для 

визуализации использовались анти-кроличьи антитела, конъюгированные с пероксидазой 

хрена. Полученные результаты обрабатывали с помощью программы "GelAnalyzer 2010a".  

Было установлено присутствие как LC3B-I, так и LC3B-II форм в цитоплазме нервных 

клеток. Следует отметить, что общее количество LC3-II напрямую коррелирует с 

активностью аутофагии в клетке. В митохондриях детектируется только форма LC3B-I, при 

этом уровень экспрессии LC3B-I выше в митохондриальной фракции относительно 

цитоплазматической, что может свидетельствовать об инициации митофагии и нормальном 

функционировании митохондрий в нервных клетках. Присутствие LC3B-II формы в 

цитоплазме указывает на накопление аутофагосом в клетке, что может быть связано с 

деградацией различных клеточных органелл в цитоплазме путем аутофагии. 

 Таким образом, нервные клетки характеризуются разной активностью процессов 

аутофагии в митохондриях и цитоплазме, что может быть обусловлено специфической 

регуляцией и особыми функциями митофагии в функционировании нервной системы в 

норме и при патологии. 

 

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного проекта № 

18-34-00690. 
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ИЗУЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ АГОНИСТА НЕГЕМАТОПОЭТИЧЕСКОЙ ФОРМЫ 

РЕЦЕПТОРА EPOR НА ПОКАЗАТЕЛИ МИТОХОНДРИАЛЬНОГО ДЫХАНИЯ ПРИ 
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Ишемический инсульт представляет собой заболевание с высокой степенью 

инвалидизации. Инсульт часто оставляет тяжелые последствия в виде двигательных, 

речевых, когнитивных и иных нарушений. Актуальной проблемой является поиск 

нейропротекторных соединений, способствующих восстановлению после инсульта. Одной 

из перспективных мишеней нейропротекции при разработке технологий защиты и коррекции 

при ишемическом повреждении являются митохондрии.  

Цель работы – изучить влияние агониста негематопоэтической формы рецептора EpoR 

(EpoR-βсR) (ООО «Фармапарк», Россия) на показатели дыхания митохондрий.  

Материалы и методы. Локальная ишемия головного мозга (ИГМ) моделировалась на 

крысах-самцах Wistar путем одностороннего фотохимического тромбоза правого полушария 

головного мозга. Животные были разделены на 3 группы: интактные, группа с ИГМ (в/в 

физ.раствор через 1,3,6,8,12,24 часа после ишемии) и группа ИГМ с агонистом 

негематопоэтической формы рецептора EpoR (EpoR-βсR) (в/в 100 мкг/кг, через 1,3,6,8,12,24 

часа после ишемии). На 20-е сутки после ишемии выделяли митохондрии головного мозга из 

ишемизированного полушария и проводили оценку митохондриального дыхания с помощью 

респирометра высокого разрешения Oroboros (Австрия). 

Результаты. Были оценены активность I и II комплексов дыхательной цепи (ДЦ), 

окислительное фосфорилирование, величина протонной утечки и интенсивность 

внемихондриального дыхания.  

После стимулирования I комплекса ДЦ малатом и глутаматом в группе ИГМ 

наблюдалось снижение скорости дыхания на 20-е сутки на 15% относительно интактных 

значений. Курсовое введение агониста после ИГМ, привело к достоверному снижению 

НАДН-опосредованного дыхания в условиях нехватки кислорода на 20-е сутки. Аналогичная 

динамика наблюдалась при изучении интенсивности окислительного фосфорилирования. 

Однако, обнаружена активация альтернативного пути тканевого дыхания в условиях 

ишемического повреждения ГМ в исследуемых группах после стимуляции митохондрий 

раствором сукцината. Причем величина данного показателя в присутствии агониста EpoR -

βсR на 20-е сутки увеличивается в 2 раза относительно контрольных значений, что 

отразилось на активности окислительного фосфорилирования. Известно, что в условиях 

гипоксии в митохондриях многократно увеличивается количество активных форм кислорода, 

приводящих к нарушению целостности мембран и увеличивающих протонную утечку. 

Однако, изучение данного показателя не выявило достоверных отличий между группами, что 

свидетельствует о стабилизации структуры мембраны митохондрий через 20 суток после 

моделирования ишемии.  

 Заключение. Таким образом, при оценке дыхания митохондрий на 20-е сутки после 

фокальной ИГМ отмечалось угнетение НАДН-зависимого дыхания на фоне активации 

сукцинатдегидрогеназного пути окисления. В большей степени данные процессы 

проявляются после курсового введения агониста негематопоэтической формы рецептора 

EpoR (EpoR-βсR), что позволит при возможных повторных ишемических событиях с 

большей вероятностью и быстрее преодолеть постгипоксический энергодефицит.   



 20 

Региональная конференция "Fundamental science for medicine" 
Нижний Новгород, Россия. 24 декабря, 2018 

___________________________________________________________________________________ 

РАЗРАБОТКА МЕТОДОЛОГИИ ТРЕХМЕРНОГО АНАЛИЗА АСТРОЦИТОВ 

ГИППОКАМПА МЫШИ 

Носова О.И.1,2 
1 – Институт экспериментальной медицины ФГБНУ, 197022, Санкт-Петербург, Каменноостровский 

проспект, 71 
2 - НИИ Нейронаук ННГУ им.Лобачевского, 603950, Нижний Новгород пр. Гагарина, д. 23, к. 7 
email: nosova@neuro.nnov.ru 

 

 Многие биологические и физиологические исследования базируются на анализе 

распределения белковых маркеров на уровне клеток и тканей. Наиболее распространенные 

методы иммунодетекции позволяют наблюдать организацию и взаимосвязь маркеров в 

клетке.  В частности, применяется колокализационный анализ, дающий представление о 

перекрытии маркеров, отражающих функциональные взаимодействия в клетке в двухмерном 

пространстве [1, 2]. В то время как инструменты, позволяющие в полной мере оценить 

взаимодействие белков в пространстве недостаточно разработаны. В связи с этим, наиболее 

актуальным является разработка методов,  позволяющих получить максимально полное 

представление о трехмерной организации маркеров в клетке или ткани.  

 Целью данного исследования является разработка методического подхода, 

обеспечивающего получение флюоресцентых изображений, пригодных для анализа  

колокализации белковых маркеров в 3D. 

 В качестве объекта исследования были использованы срезы гиппокампа мыши линии 

C57BL/6 в возрасте 3 месяцев. Изолированный гиппокамп помещался в агаровый блок для 

получения срезов толщиной 350µm с помощью вибротома (Microm HM650V; Thermo Fisher 

Scientifiс). Полученные срезы помещались в фиксирующий раствор (цинк-этанол-

формальдегид) на сутки. Далее эти свободноплавающие срезы отмывались в 0.1M PBS с 

0.3% тритоном х-100 и инкубировались в блокирующее растворе, после чего помещались в 

раствор первичных антител к GFAP  на 5 дней. Срезы отмывались в PBS и инкубировались 

во вторичных антителах RRX, сутки. После серии промывок в PBS срезы заключались в 

флюоресцентную монтирующую среду (Dako). Получение цифровых флюоресцентных 

изображений осуществляли с помощью конфокального микроскопа (LSM 710, Zeiss).  

Описанный методический подход позволил получить четкое флюоресцентное изображение 

астроцитов гиппокампа, меченных маркером GFAP, на глубине до 50µm в режиме 

конфокальной флюоресцентной микроскопии. В более глубоких слоях происходило быстрое 

ослабление флуоресцентного сигнала. Известно, что диаметр астроцитарных доменов 

составляет примерно 60µm [3], и такая глубина проникновения лазера в срез дает 

достаточную возможность для трехмерной реконструкции астроцитарного домена. Более 

того, полученные 3D-стеки показывают приемлемое качество реакции в астроцитарных 

отростках, что позволяет осуществить анализ структурной организации отростков 

астроцитов.    

 Таким образом, предлагаемый двухступенчатый иммунофлуоресцентный метод 

может быть успешно использован для подготовки препаратов гиппокампа мыши к 

проведению 3D-реконструкций астроцитов. При этом нет необходимости в приготовлении 

срезов толщиной более 70-80 мкм, поскольку использование флуоресценции вне 

инфракрасного диапазона не позволяет получать сигнал из глубоких слоев толстого среза 

при использовании стандартной заключающей среды. 

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного проекта № 

19-34-80016. 

 

1. Emerit M.B. [и др.]. The Journal of Neuroscience. 2016. № 5 (36). C. 1456–1470. 
2.  Zinchuk V., Wu Y., Grossenbacher-Zinchuk O. Scientific Reports. 2013. (3). C. 1–5. 

3. Oberheim N.A. [и др.]. Journal of Neuroscience. 2008. № 13 (28). C. 3264–3276. 
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Одним из новых направлений в разработке методов нейропротекции при инсульте 

является использование в качестве терапевтических агентов модифицированных агонистов к 

эритропоэтиновому рецептору, не обладающими гемопоэтическими свойствами, но 

обладающими цитопротекторным эффектом. Одним из таких перспективных кандидатов 

является карбамилированный дарбэпоетин (CdEPO).  

Целью настоящей работы являлось изучение влияния карбамилированного 

дарбэпоетина на метаболические характеристики первичной культуры гиппокампа мыши 

линии C57BL/6J. 

Все эксперименты проводились на первичных культурах с 21 по 23 дней развития in 

vitro. Для оценки кальциевых осцилляций применялся кальциевый краситель (Oregon green 

BAPTA -1 AM (Invitrogen)), запись производилась на конфокальном микроскопе LSM 510 

(Carl Zeiss). В качестве агониста эритропоэтинового рецептора исследовался 

карбомилированный  дарбэпоэтин (CdEPO), в концентрации 100 нг/мл. Вещество вводилось 

в культуральную среду за 24 ч. до проведенных исследований. В контрольные культуры 

вводился фосфатный буфер, в том же количестве. При анализе кальциевой активности 

учитывались такие параметры как  длительность и частота кальциевых осцилляций, а также 

процент активных клеток в культуре.  

 В результате оценки кальциевой динамики выяснилось, что культуры, подвергнутые 

воздействию CdEPO имеют тенденцию к изменению динамики кальциевой активности и 

числа активных клеток. В анализе исследовались лишь одиночные кальциевые осцилляции. 

Средняя длительность кальциевых осцилляций без разделения на отдельные типы клеток при 

добавлении CdEPO составила 7,20±0,35 сек, что статистически достоверно ниже, чем в 

контрольной группе (8,33±0,32 сек). Частота кальциевых осцилляций всех типов клеток 

статистически достоверно не изменялась при добавлении данного вещества. Помимо самой 

кальциевой активности процент работающих клеток незначительно уменьшался: с 32,57± 

3,36 %  до 20,67±4,72% в экспериментальной группе. 

 Таким образом, карбамилированный дарбэпоэтин влияет на кальциевую активность 

нейрон-глиальных сетей in vitro незначительно.  

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного 

проекта № 18-34-00877. 
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Ионы Ca2+ являются активным участником внутриклеточной сигнализации, 

определяющим большое колличество функций практически во всех типах клеток живого 

организма, включая контроль над сокращение сердечной  мышцы (Dulhunty, 2006), а также 

регуляцию клеточного цикла от дифференциации клеток до смерти (Orrenius et al., 2003). В 

нервной системе, ионы Ca2+ являются универсальным посредником благодаря 

морфологическим особенностям нейронов. Так, в пресинаптических терминалях увеличение 

[Ca2+] приводит к экзоцитозу синаптических везикул, содержащих нейротрансмиттер (Neher 

and Sakaba, 2008). Ранее для оценки внутриклеточной [Ca2+]  динамики в культивируемых 

клетках использовались метрические флуоресцентные индикаторы, такие как fura-2. Данный 

подход успешно применяется в клеточных культурах состоящих из одно-двух слоев клеток, 

однако не способен обеспечить точное измерение внутриклеточной [Ca2+] в организованных 

тканях. Основными лимитирующими факторами являются: поглощение и рассеяние света в 

ткани, а так же низкая точность оценки базовой [Ca2+] (<100 нМ).  

В данном проекте мы разработали и протестировали протокол записи изменения 

[Ca2+] в пресинаптических бутонах с помощью регистрации FLIM сигнала.  В отличие от 

способа измерения интенсивности флуоресценции сигнала, методика FLIM позволяет 

оценить время  релаксации молекул флуорофора, обычно происходящей в наносекундном 

масштабе времени. Время релаксации флуорофора не зависит от концентрации красителя, 

смещения фокуса, колебаний мощности лазера или рассеяния света в ткани. Поэтому, 

разработанный нами FLIM протокол, позволяет осуществить мониторинг молекулярных 

взаимодействий в организованой ткани. 
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Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного проекта № 

18-315-00326 

mailto:popov@neuro.nnov.ru
https://kias.rfbr.ru/index.php
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АКТИВНО ЗАВИСИМОЕ УВЕЛИЧЕНИЕ ТОНИЧЕСКОЙ ПРОВОДИМОСТИ ГАМКА 

РЕГУЛИРУЕТ ЭПИЗОДЫ ТЕТА-РИТМА 

Пушкарев А.П.1 
 

1 – Нижегородский государственный университет им. Н.И. Лобачевского, 603950, 

г.Нижний Новгород, пр.Гагарина, 23 

e-mail: pushkarev@neuro.nnov.ru 

 

 Тета-ритм — это эпизоды, которые способствуют кодированию пространственной и 

поведенческой информации в гиппокампе. Здесь мы нацелились исследовать механизм, 

ответственный за появление этих колебаний второго порядка.  

 

 Методы: мы записали гиппокампальные тета-ритмы с внеклеточным электродом 

через беспроводную телеметрическую систему ЭЭГ. Ритмическая модуляция 

гиппокампальной тета-мощности была изучена с использованием Вейвлет-анализа. 

 

 Результаты. ранее было показано, что низкая концентрация пикротоксина (1 мкМ) 

избирательно блокирует тонические токи ГАМКА (рецептор γ-аминомасляной кислоты), но 

мало влияет на кратковременные тормозные постсинаптические токи [1]. 1 мкМ 

пикротоксина, инъецированного через канюлю в гиппокамп мыши, значительно изменял 

фазовые характеристики тета-ритма: увеличивал длину эпизодов и уменьшал интервал 

между ними. Более крупные концентрации пикротоксина (10 мкМ и 100 мкМ), которые, как 

известно, блокируют тонические токи ГАМКА и кратковременные тормозные 

постсинаптические токи, делали эпизоды тета-ритма более короткими и интервалы между 

ними длиннее. Этот вывод согласуется с важной ролью синаптических ГАМКергических 

связей в генерации ритма. Ингибиторы SNAP-5114 (100 мкМ) и NNC-711 (10 мкМ) 

значительно сокращали длину эпизодов и увеличивали интервалы между ними. Гормон 

аллопрегнанолон в концентрации 100нМ укорачивал длину эпизода и увеличивал интервалы 

между ними. 

 

 Выводы. мы полагаем, что накопление внеклеточного ГАМК во время синхронной 

нейронной активности ингибирует нейроны и прекращает их возбуждение, следовательно, 

ритмическую активность. Когда нейронная активность снижается, концентрация свободной 

ГАМК также уменьшается. Такие колебания свободного ГАМК отвечают за ритмическую 

модуляцию тета-осцилляций. Поглощение ГАМК или усиление тонического тока ГАМКА с 

аллопрегнанолоном модулируют эпизоды тета-ритмов.  

 

[1] Semyanov A et al.  Nat Neurosci. 2003 May; 6(5):484-90. 
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 ИЗУЧЕНИЕ ПОСТТРАНСЛЯЦИОННЫХ МОДИФИКАЦИЙ КОФИЛИНА В 

НЕРВНЫХ КЛЕТКАХ. 

Пчелин П.В. 1,  Максимова Н.С. 1,  Ткаченко Н.М. 1, Ковалева Т.Ф. 

 

1 -  ФГБОУ ВО "ПИМУ" Минздрава России, 603005, г. Нижний Новгород, пл. Минина и 

Пожарского. д.10/1  

e-mail: ptch.pv@gmail.com 

 Многие нейродегенеративные заболевания связаны с нарушением энергетического 

метаболизма клеток и структуры и функций митохондрий. Результатом патологических 

изменений внутри клетки может являться изменение уровня/активности регуляторных 

белков и образование новых протеоформ. Одним из регуляторных белков является актин-

связывающий белок кофилин, который участвует в регуляции динамики актинового 

цитоскелета, процессов транскрипции и программируемой клеточной гибели. Основными 

механизмами изменения активности кофилина являются процессы 

фосфорилирования/дефосфорилирования при участии LIM-киназы и slingshot-фосфатазы. 

При этом остаются малоизученными другие пути посттрансляционной модификации 

кофилина, в том числе убиквитилирование. 

 Целью данной работы явилось изучение уровня экспрессии кофилина в цитоплазме и 

митохондриях клеток головного мозга.  

 Эксперименты были выполнены на мышах линии C57BL/6. Методом 

дифференциального центрифугирования получали цитоплазматическую и 

митохондриальную фракции головного мозга. Лизирование проводилось с помощью 

стандартного буфера RIPA. Анализ экспрессии белков проводили с помощью метода 

вестерн-блоттинга. 

 Было установлено, что кофилин присутствует как в цитоплазме, так и митохондриях 

нервных клеток. При этом мономерный кофилин и фосфокофилин (неактивная форма) 

детектируются только в цитоплазме. В то же время и в цитоплазме, и митохондриях 

определяются протеоформы кофилина, модифицированные К-48 и К-63 цепями убиквитина. 

При этом уровень экспрессии убиквитилированных форм кофилина в цитоплазме выше, чем 

в митохондриях. Следует отметить, что модификация кофилина К-63 цепями убиквитина в 

отличие от К-48 цепей может служить сигналом как для протеасомальной деградации, так и 

для запуска сигнальных путей.  

 Таким образом, разный уровень/активность кофилина и присутствие различных 

протеоформ в митохондриях и цитоплазме клеток головного мозга позволяют предположить 

регуляторный характер посттрансляционных модификаций кофилина и его участие в разных 

внутриклеточных процессах, что вносит новые данные в понимание особенностей 

функционирования нервных клеток. 

 

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного проекта № 

18-34-00690. 
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ОЦЕНКА ЭЛЕКТРОФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ НЕЙРОНОВ ПРИ 

ДОБАВЛЕНИЕ АНТИТЕЛ ВО ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЙ РАСТВОР 

Р.А.Соколов1, О.М. Широкова2, И.В. Мухина1,2 
1 Нижегородский государственный университет им. Н.И. Лобачевского 
2 ФГБОУ ВО "ПИМУ" Минздрава России, Нижний Новгород 

Для разработки протокола по совмещению методалокальной фиксации потенциала и 

электронной микроскопии в пределах отдельных клеток необходимы надежные методы 

маркирования клеток. Для этой цели помимо координатных сеток были использованы как 

стандартные методики (внутриклеточный раствор с флуоресцирующим агентов Alexa 594), 

так и маркирование клеток при помощи антител к компонентам цитоскелета, с 

флуоресцентной меткой. При работе с внутриклеточным раствором, содержащим Alexa 594 

было выявлено, что он «вымывается» из клетки при пробоподготовке к электронной 

микроскопии. Упор был сделан на маркирование клеток при помощи антител к компонентам 

цитоскелета, с флуоресцентной меткой. В связи с тем, что антитела не являются 

«стандартной» частью внутриклеточного раствора, проведено исследование влияния антител 

при проведении исследования электрофизиологических параметров нейронов 

диссоциированных культур гиппокампа in vitro. Диссоциированные культуры гиппокампа 

получены из эмбрионов мышей линии C57bl/6 (Е18). Сроки проведения экспериментов на 

21-й − 23-й дни развития in vitro (DIV). Все измерения клеточной активности произведены 

методом локальной фиксации потенциала (patch-clamp) в стандартных условиях.  

Исследование выполнено патч-методом в конфигурация «целая клетка». В 

исследовании представлены только клетки с сопротивлением доступа ниже 20 МΩ и током 

утечки <100 пA и >−100 пA. Потенциал покоя для нейронов поддерживался на -70мВ. 

Измерение клеточной возбудимости определялось по пороговой силе тока, достаточной для 

возникновения потенциала действия. Параметры потенциала действия каждой из клеток 

определялись по первому потенциалу действия на пороговом стимуле. Спонтанная 

активность клеточной культуры определялась на протяжении 5 минут. Было установлено 

отсутствие статистически значимых изменений в таких параметрах потенциалов действия 

как: размер потенциала действия (рассчитывался от порогового потенциала и до точки 

«овершута»), 93,85±1,66 милливольт (мВ) в контроле, 89,76±1,94 мВ в эксперименте; 

величина гиперполяризации после потенциала действия -5,14±0,26 мВ в контроле, -4,18±0,60 

мВ в эксперименте (рассчитывалась от базовой линии на пороговом стимуле). При помощи 

тестового стимула в 5мВ проверялась емкость мембраны клетки. Этот параметр так же 

остался без изменений 1,15±0,18 нанофарад (нФ) в контрольной группе и 1,11±0,24 нФ в 

присутствии антител. Было установлено отсутствие статистически значимых изменений в 

таких параметрах как: частота спонтанного возникновения одиночных потенциалов 

действия. Каждая пачка ПД обсчитывалась по количеству потенциалов, а не принималась за  

один. При измерении возбудимости аппроксимированные кривые возбудимости (количество 

потенциалов действия на стимулирующий импульс 500мс) находятся в воротах погрешности, 

что свидетельствует об отсутствии влияния антител во внутриклеточном растворе (и в клетке 

при их диффузии внутрь) на клеточную возбудимость. 

 Таким образом, отсутствие статистически значимых отличий по различным 

параметрам спонтанной электрической активности и параметров самих спайков 

диссоциированных нейронов гиппокампа после диффузии антител во внутриклеточное 

пространство подтверждает возможность использования данной методики для маркирования 

одиночных клеток. В свою очередь маркированные клетки могут быть обнаружены при 

помощи флуоресцентного микроскопа или при помощи электронного микроскопа при 

рассмотрении ультраструктуры клетки что даст дополнительную информацию о 

физиологических процессах одной клетки. 

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного 

проекта № 18-34-00877. 
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Изучение электрокинетических,  оксидантных, антиоксидантных и агрегационных 

свойств эритроцитов у пациентов в посттрансплантационный период 

Н.А. Титова¹, С.А. Васенин², Е.Н. Рябова², А.В. Дерюгина¹ 

 

1 – Университет Лобачевского, 603950, Нижний Новгород, пр. Гагарина, 23  

2 -  ФБУЗ «Приволжский окружной медицинский центр Федерального медико-

биологического агентства России»,  Нижний Новгород 

titova@neuro.nnov.ru 

 Трансплантация солидных органов заняла прочные позиции в лечении многих 

хронических заболеваний в терминальной стадии. Однако, пересадка органов продолжает 

оставаться сложным хирургическим вмешательством с риском развития ряда грозных 

осложнений в послеоперационном периоде – в первую очередь инфекционных. Поэтому 

актуальной  задачей биомедицины представляется поиск диагностических критериев, 

которые давали бы точную картину течения пострансплантационных изменений у 

пациентов, перенесших трансплантацию органов. В клинической практике остается мало 

изученными реологические характеристики крови, являющиеся в большей мере отражением 

течения посттрансплантационых изменений.  

 Исследовали динамику изменения электрофоретической подвижности (ЭФПЭ), 

малонового диальдегида (МДА), каталазы и агрегацию эритроцитов больных. Установка для 

определения ЭФПЭ состояла из горизонтальной микрокамеры, микроскопа, источника 

постоянного тока. Интенсивность перекисного окисления липидов определяли по методу, 

основанному на способности молекулы МДА в кислой среде при температуре 90-100°С 

реагировать с двумя молекулами тиобарбитуровой кислоты (ТБК) с образованием 

окрашенного триметинового комплекса. Антиоксидантные свойства определяли по  

способность каталазы разлагать перекись водорода с образованием воды и кислорода. 

Показатель агрегации эритроцитов исследовали методом подсчета одиночных эритроцитов 

и их агрегатов в камере Горяева. 

 В серии экспериментов были проанализированы данные, полученные от десяти 

человек, перенёсших операцию по трансплантации органов (печень или почка), четверо 

человек -  доноры органов (условный контроль) и 8 человек, в анамнезе которых не было 

трансплантации (контроль). Временная динамика:  1 день до после операции, через 7 дней,  

1-12  месяцев после операции. Статистическая обработка полученных результатов показала, 

что у пациентов с трансплантацией почек и печени в период до второго месяца ЭФПЭ 

достоверно снижена, и в ходе лечения она все еще остается ниже нормы, хотя и стремится к 

восстановлению, что говорит о сохранении либо патологии либо стресса. Происходит 

тенденция к повышению МДА (окислительный стресс) причем он усиливается (вероятно на 

начальном этапе у больных идет интенсивная терапия, что подавляет окислительные 

процессы), а потом без интенсивной терапии МДА повышается. Происходит тенденция к 

повышению агрегации эритроцитов на 7 сутки и тенденция к увеличению активности 

каталазы. 

mailto:titova@neuro.nnov.ru
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ВЛИЯНИЕ ХРОНИЧЕСКОЙ ПРЕНАТАЛЬНОЙ ГИПОКСИИ НА СОСТОЯНИЕ 

ДОЛГОВРЕМЕННОЙ ПАМЯТИ и МИТОХОНДРИАЛЬНОГО ДЫХАНИЯ МЫШЕЙ 

ЛИНИИ C57BL/6 

Уразов М.Д. 1, Астраханова Т.А. 1, Усенко А.В. 1, Мищенко Т.А. 1,2, Ведунова M.В. 1, 

Митрошина Е.В 1,2 
1 - Нижегородский государственный университет им Н.И. Лобачевского, Hижний 

Hовгород, 603950, Нижний Новгород, пр. .Гагарина, 23, e-mail: unn@unn.ru; 2 - 

Приволжский исследовательский медицинский университет, 603005,Нижний Новгород, пл. 

Минина и Пожарского, 10/1 
email: urazov@neuro.nnov.ru 

 

 Гипоксия является патологическим состоянием, характеризующимся пониженным 

содержанием кислорода в тканях, и представляет собой один из самых распространённых 

факторов, который может приводить к различным нарушениям у плода. Более половины 

повреждений нервной системы новорождённых связаны именно с гипоксическими 

факторами, тогда как на другие причины приходится не более 20%. Различные тяжёлые 

нарушения, такие как асфиксия, энцефалопатия, детский церебральный паралич, и прочие 

могут быть обусловлены именно гипоксическими поражениями в пренатальный период.  

 Целью данной работы являлось изучить влияние хронической пренатальной гипоксии 

на состояние митохондриального дыхания и долговременной памяти мышей линии C57BL/6. 

Моделирование хронической пренатальной гипоксии осуществлялось ежедневно. Для этого 

беременные самки мышей, начиная с 14-го дня беременности и до родов, помещались в 

герметичную барокамеру, в которой в течение 2 часов поддерживали давление 280-300 мм 

рт. ст., что соответствует высоте 8000 м над уровнем моря. 

 Для оценки долговременной памяти животных после пренатальной гипоксии, по 

достижению ими возраста 30 дней, проводилось тестирование в водном лабиринте Морриса.  

По результатам тестирования осуществлялся расчет отсроченного коэффициента сохранения 

(оКс) и дистанции, пройденной животными до достижения цели. Наблюдалась тенденция к 

уменьшению обоих показателей у группы животных с гипоксией, однако, статистически 

значимых различий выявлено не было. Коэффициент сохранения составил 37,5±7,5% у 

интактных животных и 31,8±5,4% у группы с гипоксией. Длина трека животных составила от 

8950 до 10200 мм. Тестирование показало, что хроническая пренатальная гипоксия в 

отдалённом периоде изменяет долю времени пребывания животного в зоне, где находилась 

платформа, что может говорить о нарушении процессов формирования долговременной 

памяти. 

 Также, была оценена интенсивность митохондриального дыхания клеток головного 

мозга мышей на 1 сутки после рождения. 

 Установлено, что базальная скорость потребления кислорода, при окислении 

субстратов глутамата и малата, в группе гипоксия достоверно увеличивалась по сравнению с 

интактной группой на 45% и составляла 4053,88 ± 582,1 пмоль/(с*мл) на 1 мг белка. 

Интенсивность окислительного фосфорилирования в контрольной группе (16016,38 ± 1196,9 

пмоль/(с*мл) на 1 мг белка) возрастала на 45% относительно интактных значений. Также 

отмечался рост активности II комплекса дыхательной цепи, при котором показатели в группе 

гипоксия (10 907,8 ± 884,67 пмоль/(с*мл) на 1 мг белка) были в 1,4 раза были выше чем в 

интактной группе. 

 Поскольку статистически значимые отличия при тестировании в лабиринте Морриса 

отсутствовали можно сделать вывод, что нарушения долговременной памяти связаны не 

столько с тяжёлыми гипоксическими повреждениями головного мозга, сколько с 

разнообразными биохимическими нарушениями. В то время как наличие достоверных 

различий при оценки митохондриального дыхания, вероятно, говорят о активации 

механизмов адаптации организма, формируемых постепенно в стресс-условиях. 
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ОЦЕНКА ЧИСЛА СУЛЬФГИДРИЛЬНЫХ ГРУПП И ГЛИКОЗИЛИРОВАННЫХ 

БЕЛКОВ ПОСЛЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ ИЗЛУЧЕНИЯ НИЗКОТЕМПЕРАТУРНОЙ 

ПЛАЗМЫ И УФ – ИЗЛУЧЕНИЯ 

Фитасова К.А.,1,2 Иванова И.П.1 

1 - Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего 
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Пожарского. д.10/1 

2 - Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего 

образования "Национальный исследовательский Нижегородский государственный 

университет им. Н.И. Лобачевского" (ННГУ), 603950, г.Нижний Новгород, пр.Гагарина, 23  

 

 

Как за рубежом, так и в России широко исследуются биологические эффекты газоразрядной 

плазмы [1]. Спектральный диапазон излучения плазмы включает в себя и УФ – излучение [2-

3]. Поэтому исследование влияния излучения газоразрядной плазмы и УФ - излучения на 

окислительную модификацию белков опухолевых клеток является актуальным. 

Исследование SH - групп проводили по реактиву Эллмана [4]. Исследования проводились на 

суспензиях клеток лимфосаркомы ((5-6)×106 кл/мл) в стерильном растворе Хенкса (Биолот, 

Россия). Обработку суспензий проводили в стерильных пластиковых чашках Петри, 

диаметром 4 см. Режимы воздействия: 30с, 60с, 120с, 300с, 600с, 1200с, 2400с, 3600с. 

Флуориметрические исследование проводили на флуориметре «Панорама-02».Анализ уровня 

гликозилированных белков проводили по флуоресценции гликозилированных белков в 

клетках ЛСП: возбуждение - 370 нм; регистрация 400-450 нм; пик флуоресценции - 424 нм 

[5-6]. Установлено, что при воздействии УФ-излучением с увеличением времени 

воздействия уровень гликозилированных белков увеличивался в 7.18 раз по сравнению с 

контрольной группой. Изменений концентрации тиоловых групп белков опухолевых клеток 

под действием УФ - излучения не выявлено. Можно заметить, что после длительного (20 

минут) воздействия излучением плазмы наблюдается снижение концентрации SH - групп на 

22 % . Установленная концентрация SH - групп при воздействии УФ - излучением может 

означать, что скорости образования этих групп в ходе процессов восстановления и 

окисления оказываются одинаковыми. А снижение их концентрации после воздействия 

излучением плазмы в течение 20 минут может свидетельствовать о преобладании процессов 

восстановления в исследуемом субстрате. 
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 Активация эритропоэтиновой системы в нейрон-глиальных сетях может быть 

перспективной стратегией для лечения различных нейродегеративных заболеваний 

благодаря запуску нейропротекторных механизмов.  

 Целью данной работы являлось изучение ультраструктурных характеристик 

синаптического пула нейрон-глиальных сетей при воздействии агониста эритропоэтинового 

рецептора - карбамилированного дарбэпоэтина (CdEPO).  

 Эксперименты проводились на диссоциированных культурах гиппокампа, 

полученных из эмбрионов мышей линии C57bl/6 (Е18) на 21 - 23 дни развития in vitro. 

Карбамилированный дарбэпоэтин вводился в культуральную среду в конечной 

концентрации 100нг/мл за 24 ч. до проведенных исследований. Ультраструктурные 

характеристики исследовались с использованием классической просвечивающей 

электронной микроскопии ( Morgagni 268D (FEI, Германия)). 

 Проведенный ультраструктурный анализ продемонстрировал отсутствие 

статистически значимых различий в количестве зрелых везикулярных синаптических 

контактов. Однако, осмиофильность ассиметричных синапсов  в экспериментальной группе 

значительно изменялась. Так, при добавлении CdEPO наблюдалось крайне мало синапсов с 

высоко осмиофильным  постсинаптическим уплотнением, и возрастало число синапсов в 

которых постсинаптическое уплотнение было не осмиофильным.  

Также исследовались такие характеристики как ширина ПСУ ассиметричных синапсов, 

протяженность ассиметричных синапсов и поперечное сечение ассиметричных синапсов. По 

этим параметрам статистически достоверных различий не обнаружено. Исследование 

структуры дендритных шипиков продемонстрировал изменение процентного соотношения 

дендритных шипиков по параметру наличия органелл  внутри них в различных 

экспериментальных группах.  При воздействии карбамилированного дарбэпоэтина на 

интактные клетки увеличивается процент дендритных шипиков с эндоплазматическим 

ретикулумом и появляются дендритные шипики с шипиковым аппаратом.  

 Таким образом, карбамилированный дарбэпоэтин оказывает слабое воздействие на 

синаптический аппарат нейронов, проявляющееся в изменении количества белков 

постсинаптического уплотнения и организации дендритных шипиков. 

 

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного 

проекта № 18-34-00877. 
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I Региональная конференция Fundamental Science for Medicine посвящена 

использованию научных открытий и знаний в медицинской и психологической 

практике. Главная цель Конференции – объединение усилий 

высококвалифицированных и молодых специалистов научного сообщества для 

сохранения биологического и психического здоровья людей в современном мире. В 

рамках Конференции проводятся обучающие лекции молодых ученых. На 

заседаниях секций Конференции будут обсуждаться научные проблемы в 

следующих направлениях: Нейрохимия, клеточные технологии, когнитивные 

исследования, патофизиология, биофизика, молекулярная биология, 

нанобиотехнологии, нейротехнологии. В работе конференции принимают участие 

молодые ученые, врачи, психологи, фармацевты, педагоги и другие 

заинтересованные лица, чьи интересы связаны с комплексным изучением 

разнообразных функций организма. Подобные форумы необходимы для развития и 

укрепления кооперативных связей между молодыми учеными, работающими в 

области стыка фундаментальных наук и медицины 

 

Ключевые слова: нейронаука, нейромедицина, когнитивные исследования, нейро-

иммунно-эндокринные взаимодействия, онкология, биофизика клетки, психические 

расстройства, нейродегенеративные заболевания, онтогенез. 

 
Оргкомитет планирует организацию в будущем этой конференции для молодых 

ученых, посвященных интеграции фундаментальных исследований в медицину. Вся 

новая информация будет размещена на сайте в Интернете: http://fsm-conf.ru/ 
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