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Введение. Спиноцеребеллярная атаксия первого типа (СЦА1) представляет собой нейродегенеративное заболевание, кото-

рое обычно поражает мозжечок.  В Российской Федерации  СЦА1  является наиболее часто наблюдаемым заболеванием  среди 

аутосомно-доминантно наследуемых атаксий. Причиной заболевания является экспансия CAG-повторов в кодирующей обла-

сти гена белка атаксина-1. Ранее на модели СЦА3 было показано, что CRAG является фактором, ограничивающим скорость 

деградации патологических форм полиглутаминовых белков, а направленная экспрессия CRAG является потенциальной 

генной терапией полиглутаминовых болезней. В этой работе  для выявления патологии мутантного атаксина-1 и установле-

ния влияния экспрессии CRAG на этот процесс охарактеризованы электрофизиологические аномалии зрелых мышей СЦА1.

Цель работы – изучение влияния молекулы CRAG на морфологию клеток Пуркинье (КП) и эндоканнабиноид-опосредо-

ванную синаптическую пластичность в мозжечке СЦА1 модельных животных.

Методика. В исследованиях была использована трансгенная модель СЦА1 с экспрессией гена белка атаксина-1 с 82 повто-

рами CAG. Для исследования влияния CRAG, мышам на 1-2-й постнатальный день внутривенно вводили векторную кон-

струкцию pAAV/MSCV-GFP-P2A-CRAG. Исследование выполнено на 4-месячных мышах линии CD1, которые были разде-

лены на 3 группы: 1-я группа (контрольная) – дикий тип (ДТ), 2-я и 3-я группы – СЦА1 модельные мыши: 2-я группа без экс-

прессии молекулы CRAG, 3-я – экспрессирующие молекулу CRAG: СЦА1 CRAG (–) и СЦА1 CRAG (+) соответственно. Влияние 

СRAG оценивали с помощью методов электрофизиологии: оценивали пассивные и активные свойства мембраны, эндо-

каннабиноид-опосредованную кратковременную пластичность (SSE).

Результаты. Установлено, что экспрессия мутантного атаксина-1 способствует уменьшению ёмкости мембраны КП моз-

жечка, вследствие чего уменьшаются время нарастания и время спада возбуждающих постсинаптических токов в синапсах 

КП с параллельными волокнами. Также в этих синапсах наблюдалось нарушение SSE. Было выявлено, что экспрессия CRAG в 

модельных мышах СЦА1 способствует восстановлению морфологии КП и нормализации кратковременной пластичности SSE.

Заключение. СЦА1 модельные мыши демонстрируют выраженное нарушение морфологии КП и SSE в мозжечке. Экспрес-

сия CRAG вызывает нейропротекторное действие в виде восстановления морфологии и синаптической пластичности КП.
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Background. Spinocerebellar ataxia type 1 (SCA1) is a neurodegenerative disease that affects the cerebellum and brainstem. It is 

the most common disease among autosomal dominant inherited ataxias in the Russian Federation. The disease is caused by expan-

sion of CAG repeats in the coding region of the ataxin-1 protein gene. Previously, it was shown on a SCA3 model that CRAG is a mol-

ecule that limits the degradation rate of pathological forms of polyglutamine proteins. For this reason, the directed expression of 

CRAG may be a potential gene therapy for polyglutamine diseases. In this study, we characterized the electrophysiological abnormal-

ities of mature SCA1 mice to elucidate the effect of pathological mutant ataxin-1 and the impact of CRAG expression on this process.

Aim. To study the effect of the CRAG molecule on Purkinje cell (PC) morphology and endocannabinoid-mediated synaptic plas-

ticity in the cerebellum of SCA1 model mice.

Methods. In this study, we used a transgenic SCA1 murine model with the expression of the ataxin-1 protein gene with 82 CAG 

repeats. For the CRAG expression, mice were intravenously injected with the pAAV/MSCV-GFP-P2A-CRAG vector at the first or 

second postnatal day. The study was performed on 4-month-old CD1 mice, which were divided into three groups: control, wild 

type (WT); SCA1 model mice without the CRAG molecule expression (SCA1 CRAG (-)); and SCA1 model mice expressing the CRAG 

molecule (SCA1 CRAG (+)). We examined the effect of CRAG using electrophysiological studies: determination of passive and active 

properties of membranes and endocannabinoid-mediated environmental plasticity (SSE).

Results. The mutant ataxin-1 expression decreased the cerebellar PC membrane capacitance, which led to decreases in the rise 

and decay times of the excitatory postsynaptic currents in PC synapses to parallel fibers. Also, SSE was altered in these synapses. 

It was found that the CRAG expression in SCA1 model mice partly restored the PC morphology and normalized SSE.

Conclusions. SCA1 model mice show a pronounced impairment of PC morphology in the cerebellum. The CRAG expression pro-

vides restoration of PC morphology and synaptic plasticity.
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Введение

Спиноцеребеллярная атаксия (СЦA) представляет 

собой нейродегенеративное заболевание, обычно по-

ражающее мозжечок. При прогрессировании заболева-

ния страдают и другие области ЦНС, например, ствол 

головного мозга и спинной мозг. Около трети случа-

ев СЦА носят наследственный характер, при котором 

наиболее часто наблюдаются полиглутаминовые за-

болевания. Причиной полиглутаминовых заболева-

ний является аномальная экспансия тринуклеотид-

ных CAG-повторов в кодирующей области гена [1, 2]. 

СЦA 1 типа (СЦА1) – наиболее часто наблюдаемое за-

болевание среди аутосомно-доминантно наследуемых 
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атаксий и вызывается экспансией CAG-повторов в ко-

дирующей области гена белка атаксина-1 [3]. 

Ранее на созданных модельных мышах СЦA3, ко-

торые экспрессируют укороченный на N-конце атак-

син-3 с аномально удлинённой полиглутаминовой по-

следовательностью, специфически в клетках Пуркинье 

(КП) мозжечка, было выявлено, что постнатальное на-

копление мутантного атаксина-3 в ядре нарушает диф-

ференцировку дендритов и передачу сигналов mGluR 

в КП мышей СЦA3, и это нарушение может быть вызва-

но дефектом пути транскрипции, управляемого RORα 

[4]. Нам удалось удалить отложения мутантных поли-

глутаминовых белков из пораженных КП и значитель-

но уменьшить развитие атаксии у СЦA3 мышей посред-

ством мозжечковой инъекции аденоассоциированных 

вирусных векторов, экспрессирующих CRAG. CRAG –  

молекула медиатора ответа коллапсина, ассоциирован-

ная с гуанозинтрифосфатазой и содержит последова-

тельность сигнала ядерной локализации. CRAG участву-

ет в механизмах, лежащих в основе ядерной транслока-

ции, деградации белков через убиквитин-протеасомный 

путь и образования агрегатов полиглутаминовых белков 

[5]. Однако то, как мутантный атаксин-1 с аномально 

удлинённой полиглутаминовой последовательностью 

влияет на функцию КП, еще не полностью изучено. 

В этом исследовании мы охарактеризовали электрофи-

зиологические аномалии зрелых мышей СЦА1, чтобы 
прояснить патологию мутантного атаксина-1 и влияние 

экспрессии CRAG на этот процесс.

Методика

Экспериментальные животные.  В  исследовании ис-

пользованы мыши линии CD1 B05, экспрессирующие 

ген белка атаксина-1, с 82 повторами CAG и их однопом-

етников дикого типа [6]. Животных содержали на 12-ча-

совом цикле свет/темнота при свободном доступе к пи-

ще и воде. Исследования выполняли после утверждения 

заявки и протокола на использование лабораторных жи-

вотных на заседании биоэтической комиссии по работе 

с животными при локальном этическом комитете ФГ-

БОУ ВО «Красноярский государственный медицинский 

университет им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого». 

Было сформировано 3 группы животных: груп-

па «ДТ» – контрольная группа, мыши дикого типа; 

группа «СЦА1 CRAG (–)» – мыши СЦА1, которым 

не вводили генетические конструкции; группа «СЦА1 

CRAG(+)» – мыши СЦА1, которым вводили pAAV/

MSCV-GFP-P2A-CRAG.

Производство векторов AAV. Вирусные конструк-

ции предоставлены лабораторией проф. Х. Хираи 

(Gunma University, Dep. of Neurophysiology and Neural 

repair, Japan). Для экспрессии терапевтического гена 

в КП с помощью аденоассоциированного вирусного 

вектора серотипа-9 (AAV9) нами использован промо-

тор вируса стволовых клеток мышей (MSCV), кото-

рый обладает сильной транскрипционной активностью 

в КП [7]. Плазмида для экспрессии pAAV/MSCV-GFP-

P2A-CRAG была получена ферментативными реак-

циями с использованием pNAV [8] и pCL20c/MSCV-

GFP-P2A-CRAG [9]. Первоначально pAAV/MSCV по-

лучали путем вставки фрагмента промотора MSCV 

с тупыми концами MluI и BamHI в сайты с тупыми 

концами XhoI и BamHI pNAV. Затем кассету GFP-P2A-

CRAG с тупыми концами NotI и BamHI субклонирова-

ли в pAAV/MSCV с тупыми концами EcoRI и BamHI. 

Рекомбинантные одноцепочечные векторы AAV9 бы-

ли получены путем котрансфекции клеток HEK293 

тремя плазмидами: pAAV/MSCV-GFP-P2A-CRAG, 

pHelper и pAAV2/9 (Stratagene, Ла-Хойя, Калифорния, 

США). Вирусные частицы очищали, используя осаж-

дение сульфатом аммония и центрифугирование в не-

прерывном градиенте йодиксанола, как описано ранее 

[10]. Геномный титр очищенного вектора AAV9, опре-

деленный с помощью ПЦР в реальном времени, соста-

вил 9,9×1014 векторных геномов/мл.

Введение векторов. Детенышей мышей, получав-

ших вирусные инъекции, выводили  скрещивани-

ем гетерозиготных мышей В05 с мышами дикого ти-

па. Мышам Р1-2 вводили очищенный раствор AAV9 

через наружную яремную вену с помощью шприца 

Hamilton объемом 0,1 мл (HamiltonCompany, Рино, 

Невада, США) с иглой 30 калибра (Becton Dickinson 

& Co, Франклин Лейкс, Нью-Джерси, США). 

Через 3 нед после инъекции генотипы мышей (ге-

терозиготные или дикого типа) определяли с помо-

щью ПЦР с использованием специфических прайме-

ров 5’-GTGAGTTTGGGTCTGGCATC-3’ (смысловой) 

и 5’-CCAAAAGTTAGGATCACAGCCC-3′ (антисмыс-

ловой). В качестве контроля использовали неинъе-

цированных гетерозиготных мышей и мышей дико-

го типа.

Электрофизиологические эксперименты. Для элек-

трофизиологических исследований подготавливали па-

расагиттальные срезы мозжечка (толщиной 250 μм), 

как детально описано ранее [11, 12]. Вкратце, 4-месяч-

ных мышей глубоко анестезировали изофлураном (3%). 

Вскрывали черепную коробку,   извлекали мозг и по-

гружали его на минуту в ледяной раствор, состав рас-

твора в мМ: 234 сахарозы; 26  NaHCO
3
; 2,5 Kcl; 1,25 

NaH
2
PO

4
; 11 D-глюкозы; 10 MgSO

4
 и 0,5 CaCl

2
 (pH 7,4), 

с аэрацией смесью газов 95% O
2
 и 5% CO

2
. Парасагит-

тальные срезы червя мозжечка получали с помощью 
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вибротома (Thermo Scientific; Microtom CU65, США). 
Срезы при комнатной температуре в течение не ме-
нее 45 мин до начала записи выдерживали во внекле-
точном растворе, содержащем (в мМ) 125 NaCl; 2,5 
KСl; 2 CaCl

2
; 1 MgCl

2
; 1,25 NaH

2
PO

4
; 26 NaHCO

3
; 10 D-глю-

козы и 0,1 пикротоксина, который непрерывно перфузиро-
вали смесью 95% O

2
 и 5% CO

2
. Для записи использовались 

стеклянные электроды, заполненные внутриклеточным 
раствором ((в мМ) 65 К-глюконата; 65 Cs-метансульфо-
ната; 10 KCl; 1 MgCl

2
; 4 Na

2
ATP; 1 NaGTP; 20 HEPES; 0,4 

EGTA и 5 сахарозы (pH 7,3)). Электроды имели сопро-
тивление от 2 до 4 МΩ. 

Потенциал КП фиксировался на 70 мВ для за-
писи возбуждающих постсинаптических токов в си-
напсах КП с параллельными волокнами (ПВ ВПСТ). 
Парное усиление амплитуд ВПСТ (PPF) проводилось 
с межстимуляционным интервалом в 50 мс. Пассив-
ные свойства мембраны, такие как емкость мембраны 
(Cm) и сопротивление мембраны (Rm), были получе-
ны путем изменения гиперполяризующего напряже-
ния от 70 до 80 мВ в течение 500 мс. 

Для синаптически вызванного подавления воз-
буждения (SSE) регистрировали стабильный базо-
вый ответ ВПСТ в течение 1 мин, а затем применя-
ли высокочастотную стимуляцию ПВ (50 импульсов 
с частотой 100 Гц). ПВ ВПСТ регистрировали в тече-
ние 100 с после стимуляции. 

Статистический анализ. Результаты выражены 
как среднее значение ± стандартная ошибка средне-
го (m±SEM), n указывает количество исследованных 
КП. Статистический анализ различий между группа-
ми проводили с использованием однофакторного дис-
персионного анализа (ANOVA) с последующим апо-
стериорным тестом Тьюки. Во всех случаях различия 
принимали значимыми при p≤0,05.

 Результаты

Изменение пассивных и активных свойств мембра-

ны КП мозжечка мышей СЦА1. При проведении элек-

трофизиологических экспериментов было выявлено 
(табл. 1)  уменьшение ёмкости мембраны (Cm) в КП 
мышей СЦА1 CRAG (–) по сравнению с мышами ди-
кого типа (р=0,00002), что свидетельствует, в пер-
вую очередь, о серьезном нарушении роста дендри-
тов. AAV9-опосредованная экспрессия CRAG в КП 
трансгенных мышей значительно увеличила мембран-
ную ёмкость КП. Были выявлены статистически зна-
чимые различия в ёмкости мембран между КП, экс-
прессирующими CRAG, и КП неинъецированных 
мышей СЦА1 (р=0,03). Другие свойства пассивной 
мембраны, такие как сопротивление мембраны (Rm) 
и сопротивление доступа (Ra), существенно не разли-
чались между генотипами, и экспрессия CRAG на них 
не влияла (табл. 1). 

Анализ кинетики ПВ ВПСТ показал значитель-
но более быстрое время нарастания и спада у мышей 
СЦА1, чем у однопомётных животных дикого типа 
(р=0,036 и р=0,0035, соответственно) (табл. 2), что 
можно объяснить заметно нарушенным развитием 
дендритов и, следовательно, более маленькой ёмко-
стью мембран КП мышей СЦА1. У мышей СЦА1, экс-
прессирующих CRAG, также отличались от контроль-
ной группы время нарастания (р=0,037) и время спа-
да (р=0,009).

Нарушение эндоканнабиноид-опосредованного пре-

синаптического ингибирования у мышей СЦА1. Крат-
ковременная стимуляция ПВ вызывает в КП акти-
вацию mGluR1 пути передачи сигналов и локальное 
повышение  Ca2+. Эти эффекты активируют продук-
цию и секрецию эндоканнабиноидов постсинаптиче-
ской мембраной и приводят к ретроградному подавле-
нию высвобождения глутамата из пресинаптических 
окончаний ПВ (синаптически вызванное подавление 
возбуждения, SSE) [13–16]. В ответ на тетаническую 
стимуляцию амплитуды ПВ ВПСТ в группе«ДТ» сни-
жались до 49±3,7 % от контрольной амплитуды, и воз-
вращались к контрольным достимуляционным значе-
ниям через 80 с (рисунок). В модельных мышах СЦА1 

Таблица 1/Table 1

Сравнение пассивных свойств мембраны клеток Пуркинье

Comparison of passive properties of Purkinje cell membrane

Группы / показатели
Groups / indicators

Ёмкость Cm(pF) Ra (mΩ) Rm (mΩ)

ДТ – контроль (control) (n = 10/3) 683,8±57,8*** 10,9±0,6 207,5±15,4

СЦА1 CRAG (–) (n = 8/3) 296,6±29,0 10,3±1,4 210,8±34,3

СЦА1 CRAG(+) (n = 9/3) 422,0±44,0† 9,6±0,9 212,5±27,7

Примечание/Note. *** –  р<0,001; †  – p<0,05; membrane capacitance (Cm) and resistance; ДТ (wild-type mice). 
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деполяризация вызывала снижение амплитуды значи-

тельно меньше – только до 77±11,2% (р=0,039), и че-

рез 20 с значения возвращались к достимуляционным.

Также мы оценили влияние экспрессии CRAG 

в КП мышей СЦА1 на SSE (рисунок). Экспрессия 

CRAG у мышей СЦА1 приводила к восстановлению 

SSE – амплитуда снижалась до 49,2+11,4%, что ста-

тистически не различалось с контрольной группой 

(p=0,984). Время восстановления амплитуд также из-

менилось у мышей СЦА1, экспрессирующих CRAG, 

– через 20 с амплитуда восстановилась до 71,9±7,7 %, 

тогда как у мышей СЦА без экспрессии CRAG ампли-

туда в этот временной промежуток  восстановилась 

до базальных значений (98,8±9,3 %, р=0,046).

Обсуждение

Трансгенные мыши B05 сверхэкспрессируют чело-

веческий атаксин 1 с 82 повторами глутамина только 

в КП благодаря специфичному промотору [6]. У этих 

мышей развивается неврологический дефицит начи-

ная с 6-й недели, наблюдается прогрессирующая по-

теря КП и нарушение функции мозжечка. Удлинённая 

полиглутаминовая последовательность в атаксине-1 

приводит к неправильной структуре мутантного белка, 

вследствие чего образуются растворимые и нераство-

римые агрегаты в клетках. Нарушение функции белка, 

накопление агрегатов, нарушение деградации мутант-

ных белков  вносит вклад в патогенез СЦА1 [6, 17, 18].

Таблица 2/Table 2

Сравнение характеристик возбуждающих постсинаптических токов в синапсах КП с параллельными волокнами (ПВ ВПСТ)

Comparison of the characteristics of the excitatory postsynaptic currents parallel fibers-PC synapse  (PF  EPSC)

Группы 

Groups 

Амплитуда

Amplitude (pA)

Коэф.

 coefficient

PPF

Время подъёма/ Rise 

time  (ms)

Время спада 

 Decay time  (ms)

ДТ  – контроль (control) (n = 10/3) 666,8±78,9 1,6±0,1 2,0±0,2* 10,5±0,8**

СЦА1 CRAG (-) (n = 8/3) 707,3±191,5 1,6±0,1 1,7±0,1 6,3±0,9

СЦА1 CRAG(+) (n = 9/3) 846,2±144,4 1,6±0,1 1,6±0,1 7,1±0,9††

Примечание/Note. * –  р<0,05, ** –  р<0,01, †† 
р<0,01. 

График динамики нормированных амплитуд ПВ ВПСТ у мышей дикого типа, модельных мышей СЦА1 без введения AAV(CRAG (–)) и экспресси-

рующих CRAG (CRAG (+)). Количество исследованных КП (n) и животных показано в скобках. Сверху представлены репрезентативные кривые 

до (черный цвет) и после (красный цвет) стимуляции; * –  р<0,05.

  Graph of the dynamics of the normalized SP amplitudes  PF  EPSC of  in wild-type, model CCA1 mice without AAV(CRAG (–)) and expressing CRAG(CRAG 

(+). The number of Purkinje cells (n) and animals studied are shown in parentheses. Above are representative traces before (black) and after (red) 

stimulation. * –  p<0.05.
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Наш анализ срезов мозжечка с помощью метода 

локальной фиксации потенциала показал значитель-

но меньшую ёмкость мембраны КП у мышей СЦА1, 

по сравнению с мышами дикого типа, что свидетель-

ствует о уменьшении размера дендритов в КП мышей 

СЦА1. Наше исследование четко показало функцио-

нальное нарушение эндоканнабиноид-опосредован-

ного пресинаптического ингибирования (SSE) у мы-

шей СЦА1.Так как эндоканнабиноиды модулируют си-

наптическую передачу и опосредуют множественные 

формы синаптической пластичности [19–22], то такое 

нарушение может способствовать развитию атаксии, 

наблюдаемой у пациентов с СЦА1.

Для уменьшения количества мутантного атаксина-1 

в КП мышей СЦА1 мы использовали AAV9, поскольку 

его внутривенное введение позволяет доставлять трансген 

в ЦНС на ранних этапах развития до формирования ге-

матоэнцефалического барьера [23–25]. AAV9-опосредо-

ванная экспрессия CRAG в КП СЦА1-мышей восстанав-

ливала размеры КП и значительно улучшала экспрессию 

SSE. Эти результаты подтверждают, что постнатальное 

отложение мутантного атаксина-1 с аномально удлинён-

ной полиглутаминовой последовательностью в КП in vivo 

нарушает развитие дендритов и кратковременную си-

наптическую пластичность в синапсах ПВ-КП.

Заключение

Охарактеризованы электрофизиологические на-

рушения у СЦА1 зрелых мышей, которые экспресси-

руют в КП мутантный ген атаксина-1 с 82 повторами 

CAG, что и обуславливает тяжелую атаксию. Элек-

трофизиологическое исследование КП мышей СЦА1 

выявило значительное снижение ёмкости мембраны 

КП и нарушение эндоканнабиноид-опосредованного 

пресинаптического ингибирования возбуждения в си-

напсах ПВ-КП. Постнатальное снижение количества 

мутантного атаксина-1 за счет AAV9-опосредованной 

экспрессии CRAG способствовало частичному вос-

становлению размеров КП и полному восстановле-

нию эндоканнабиноид-опосредованной кратковре-

менной синаптической пластичности.
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