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Обнаружены изменения экспрессии генов ферментов метаболизма сфинголипидов у трансгенных
мышей линии FUS (FUS(1-359)), моделирующих боковой амиотрофический склероз (БАС). Про-
анализированы профили молекулярных видов сфингомиелинов (СМ) и церамидов (ЦЕР) в струк-
турах головного мозга и в спинном мозге. В процессе развития БАС изменения в спектре молеку-
лярных видов ЦЕР отмечены только в спинном мозге, где уровни практически всех ЦЕР снижаются
по отношению к контролю через 2 и 3 месяца течения заболевания. Через 4 месяца развития пато-
логии наблюдается повышение экспрессии гена кислой церамидазы, в результате чего может обра-
зовываться сфингозин, обладающий выраженными проапоптотическими свойствами. Анализ экс-
прессии генов ферментов обмена ЦЕР и галактозилцерамида (ГалЦер) указывает на возможность
участия ГалЦЕР в качестве источника для поддержания уровня ЦЕР на терминальной стадии БАС.
Таким образом, метаболизм сфинголипидов представляет собой перспективную область исследо-
вания процессов, связанных с БАС, как в контексте поиска потенциальных диагностических мар-
керов и эффективных лекарственных средств, так и для объяснения патогенеза БАС. 
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ВВЕДЕНИЕ
Боковой амиотрофический склероз (БАС) –

неизлечимое мультисистемное нейродегенера-
тивное заболевание, поражающее главным обра-
зом верхние и нижние двигательные нейроны
центральной нервной системы. Потеря этих

групп нейронов приводит к неуклонно нарастаю-
щей мышечной слабости и атрофии, а в конечном
итоге – к гибели пациента в течение 3–5 лет после
постановки диагноза, в основном вследствие па-
ралича дыхательных путей. Около 90% всех слу-
чаев БАС имеют неизвестную этиологию и клас-
сифицируются как спорадические, остальные
10% – наследственные формы БАС [1]. Число
больных БАС в мире неуклонно растет из-за ста-
рения населения (характерный возраст начала за-
болевания – 50–75 лет) и к 2040 г. предположи-
тельно составит ~400 тыс. человек [2].

Генетический фон БАС исключительно разно-
образен. С БАС ассоциированы ~30 генов [3].
Наиболее распространены мутации в генах
C9orf72, SOD1, TDP-43 и FUS. В европейских по-
пуляциях чаще встречаются мутации C9orf72 (на-
следственная форма БАС – 33.7% и спорадическая –

Сокращения: БАС – боковой амиотрофический склероз;
ГалЦЕР – галактозилцерамид; ГлюЦЕР – глюкозилцера-
мид; СФЛ – сфинголипиды; СМ – сфингомиелин; ЦЕР –
церамид; 3-KSR – 3-кетодигидросфингозинредуктаза;
Asah – церамидаза; Asah1 – кислая церамидаза; aSMase –
кислая сфингомиелиназа; CerS – церамидсинтаза; DES – ди-
гидроцерамиддесатураза; FUS(1-359) – FUS-трансгенные
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ная сфингомиелиназа; SMase – сфингомиелиназа; SMS –
сфингомиелинсинтаза; SOD1 – супероксиддисмутаза; SPT –
серинпальмитоилтрансфераза.
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5.1%), затем SOD1 (14.8 и 1.2% соответственно),
TDP-43 (4.2 и 0.8%) и FUS (2.8 и 0.3%), а в азиат-
ских – SOD1 (30.0 и 1.5%), затем FUS (6.4 и 0.9%),
C9orf72 (2.3 и 0.3%) и TDP-43 (1.5 и 0.2%) [4].

Мутации генов проявляются в многообразных
патологических механизмах БАС, которые выра-
жаются в нарушении гомеостаза белков, метабо-
лизма липидов и РНК, репарации ДНК, функций
митохондрий и эндоплазматического ретикулу-
ма, нуклеоцитоплазматического, эндосомально-
го и везикулярного транспорта, аутофагии, а так-
же эксайтотоксичности, нейровоспалительных
реакциях и др. [5–10]. Успехи в изучении генети-
ческих основ БАС привели к созданию многочис-
ленных моделей этого заболевания [11]. Наиболее
изучены SOD-мутантные модели, т.к. мутации в
гене SOD были открыты первыми, как причин-
ные для БАС, еще в 1993 г. Последние 10 лет на-
блюдается неуклонный интерес к созданию и
изучению моделей БАС, экспрессирующих абер-
рантные формы РНК-связывающих белков, в
первую очередь TDP-43 и FUS, потому что наруше-
ние экспрессии, дисфункция и агрегация этих бел-
ков – основная отличительная черта БАС [12–16].

И наследственные, и спорадические формы
БАС характеризуются дислипидемией, измене-
нием обмена липидов следующих классов: фос-
фолипидов [17], триглицеридов, жирных кислот
[18], а также сфинголипидов (СФЛ), которые не-
обходимы для развития и поддержания функцио-
нальной целостности нервной ткани [19–22].
Класс СФЛ чрезвычайно разнообразен и включа-
ет сотни молекул, которые служат как основными
компонентами мембран, так и ключевыми регу-
ляторами ряда важнейших клеточных процессов:
пролиферации и дифференцировки, адгезии и

миграции, межклеточного взаимодействия, вне-
и внутриклеточной передачи сигналов, воспале-
ния и старения, мито- и аутофагии, апоптоза, не-
кроптоза и др. [23–27]. Особую роль в метаболизме
СФЛ играет церамид (ЦЕР) [28], выступающий
гидрофобной основой для других подклассов СФЛ:
сфингомиелинов (СМ), цереброзидов, ганглиози-
дов, сульфатидов и др. Образование и деградация
ЦЕР строго регулируется несколькими десятками
ферментов, каждый из которых обладает уникаль-
ными свойствами и разнообразным распределени-
ем в тканях и органеллах [19, 28, 29] (рис. 1).

Согласно большинству данных литературы, в
том числе нашим ранее полученным данным, по-
вышение уровня ЦЕР в основном рассматривает-
ся как ключевое цитотоксическое и/или проапо-
птотическое событие [30]. О возможности изме-
нений спектра ЦЕР и СМ при БАС впервые
сообщили Cutler et al. в 2002 г., которые проде-
монстрировали повышенное содержание двух
молекулярных видов ЦЕР и одного молекулярно-
го вида СМ в поясничном отделе спинного мозга
больных спорадической формой БАС и у транс-
генных мышей линии SOD1G93A – модели семей-
ной формы БАС [31]. Затем Dodge et al. показали,
что уровень ЦЕР и СМ и активность ферментов
их метаболизма у мышей SOD1G93A может опреде-
ляться стадией развития БАС [20].

Участие CФЛ в патогенезе БАС в настоящее
время изучается только несколькими группами
исследователей и только на моделях мышей, не-
сущих мутации в гене SOD [20, 31–33]. В наших
экспериментах использовалась принципиально
другая модель, в которой ключевые признаки па-
тогенеза БАС человека имитировались мутация-
ми в гене FUS (так называемая FUSопатия [34]).

Рис. 1. Метаболизм сфингомиелина и церамида у млекопитающих.
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Цель данного исследования – определение из-
менений метаболизма сфингомиелина и церами-
да в структурах головного мозга (гиппокампе, коре
и мозжечке) и в спинном мозге трансгенных мы-
шей линии FUS(1-359), моделирующих боковой
амиотрофический склероз.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Уровни СФЛ особенно высоки в нервной си-
стеме [35, 36], и изменения сфинголипидного
профиля и активности ферментов метаболизма
ЦЕР и СМ проявляются в патогенезе многих ней-
родегенеративных заболеваний: при болезнях
Паркинсона [36–38], Хантингтона [35], Альцгей-
мера [36, 37, 39], рассеянном склерозе [26] и др.
[28]. Не исключение и БАС. Дисрегуляция мета-
болизма СФЛ, включая СМ и ЦЕР, показана с
использованием наиболее изученных моделей
БАС на мышах – линиях SOD1G86R [33] и
SOD1G93A [20, 31]. Мы в своей работе использова-
ли трансгенных мышей линии FUS(1-359), моде-
лирующих характеристики БАС человека [34].
Данный вид FUSопатии приводит к поврежде-
нию аксонов мотонейронов, нейровоспалению и
снижению численности мотонейронов и перифе-
рических нервных волокон. Клиническая карти-
на характеризуется относительно ранней мани-
фестацией и быстрым летальным исходом забо-
левания. Аберрантный метаболизм ЦЕР может
приводить к гибели нейронов в результате окис-
лительного стресса и апоптоза, как у животных
моделей, так и у пациентов, страдающих нейро-

дегенеративными заболеваниями [38–41]. Струк-
туры головного мозга мышей (гиппокамп, кора и
мозжечок) и спинной мозг были выделены на
разных стадиях развития БАС на сроках 2, 3 и
4 месяца у трансгенных мышей линии
FUS(1-359) и у контрольных животных соответ-
ствующего возраста.

Анализ экспрессии генов метаболизма ЦЕР и СМ в
спинном мозге мышей при развитии БАС. В спинном
мозге трансгенных мышей линии FUS(1-359), мо-
делирующих характеристики БАС человека, и в кон-
трольной группе методом РНК-секвенирования на-
ми был изучен уровень экспрессии генов фермен-
тов, участвующих в метаболизме ЦЕР: кислой
сфингомиелиназы (aSMase) – Smpd1, нейтральной
сфингомиелиназы (nSMase) – Smpd3, сфингомие-
линсинтазы-1 (SMS1) – Sgms1, сфингомиелинсин-
тазы-2 (SMS2) – Sgms2, кислой церамидазы
(aCDase) – Asah1, нейтральной церамидазы
(nCDase) – Asah2, галактозилцерамидазы (GALC) –
Galc, галактозилцерамидсинтазы (GalCS) – Ugt8a и
церамидсинтаз (CerS) – Lass1–6. На рис. 2–4 пред-
ставлены данные по уровню экспрессии генов наи-
более значимых изоформ изученных ферментов.

Анализ экспрессии генов SMase (кодируют
ферменты, генерирующие ЦЕР из СМ) показы-
вает, что уровень экспрессии гена Smpd3, кодиру-
ющего nSMase, практически не меняется в ходе
развития БАС у мышей, а экспрессия гена Smpd1,
кодирующего aSMase, через 2 мес. была ниже,
чем в контроле (рис. 2). Через 3 и 4 мес. достовер-
ных отличий от контроля не обнаружено. Из
представленных данных следует, что, вероятно, в

Рис. 2. Экспрессия генов нейтральной (Smpd3) (а) и кислой (б) сфингомиелиназ (Smpd1) у мышей линии FUS(1-359)
и мышей контрольной группы. Стандартное отклонение обозначено верхними и нижними границами усов графика,
интерквартильный размах – верхней и нижней границами ящика, черными точками обозначены “выбросы”.
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ходе развития модели БАС интенсивная генера-
ция ЦЕР из СМ не осуществляется. Пониженная
экспрессия гена фермента кислой изоформы
SMase, активность которой в первую очередь свя-
зывают с реализацией цитотоксического дей-
ствия ЦЕР, может указывать на запуск защитных
механизмов в ЦНС трансгенных животных на до-
симптоматической стадии БАС.

Изменение экспрессии генов Sgms1 и Sgms2,
которые кодируют ферменты SMS1 и SMS2, син-
тезирующие СМ из ЦЕР, идет разнонаправленно.
Уровень экспрессии гена изоформы SMS1, лока-
лизованной в аппарате Гольджи, повышается че-
рез 4 мес. развития БАС по сравнению с показате-
лями нормы, а уровень экспрессии SMS2, распо-
ложенной на плазматической мембране,
напротив, понижается (рис. 3а и 3б), что может

Рис. 3. Экспрессия генов сфингомиелинсинтазы 1 (Sgms1) (а), сфингомиелинсинтазы 2 (Sgms2) (б) и кислой церами-
дазы (Asah1) (в) у мышей линии FUS(1-359) и мышей контрольной группы. Стандартное отклонение обозначено верх-
ними и нижними границами усов графика, интерквартильный размах – верхней и нижней границами ящика, черны-
ми точками обозначены “выбросы”. *** Статистически достоверное различие с контролем, p < 0.01.
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указывать на специфическую роль отдельных пу-
лов СМ и ЦЕР в ходе развития БАС.

При анализе экспрессии генов, кодирующих
различные изоформы CerS, которые отвечают за
синтез ЦЕР de novo, мы не обнаружили отличий в
уровнях экспрессии по сравнению с соответству-
ющими контрольными уровнями (данные не
представлены).

Наиболее интересные результаты получены
для генов ферментов Asah1 (образует сфингозин
из ЦЕР), GALC (ЦЕР из ГалЦЕР) и Ugt8a
(ГалЦЕР из ЦЕР). Повышение экспрессии гена
Asah1 через 4 мес. развития FUS-опосредованной
протеинопатии (рис. 3в) указывает на то, что ЦЕР
под действием Asah1 может превращаться в
сфингозин на терминальной стадии БАС, когда
интенсивно гибнут клетки спинного мозга от
апоптоза, индуцируемого сфингозином. Это
предположение находит подтверждение в нашей
недавней работе, в которой был проведен масс-
cпектрометрический анализ сфингоидных осно-
ваний на разных стадиях развития FUSопатии и
обнаружено повышенное в несколько раз по
сравнению с показателями контрольных живот-
ных содержание сфингозина в тканях спинного
мозга [42]. Кроме того, активация экспрессии ге-
на Galc, кодирующего GALC (фермент, ответ-
ственный за образование ЦЕР из ГалЦЕР), на
этом же сроке (рис. 4а) дает основание полагать,
что в процессе развития БАС происходит генера-
ция дополнительных количеств ЦЕР в результате
ферментативной деградации ГалЦЕР этим фер-

ментом, т.е. активируется так называемый “путь
спасения” для образования ЦЕР. Важно отме-
тить, что при этом есть указания на ингибирова-
ние обратного процесса, а именно образование
ГалЦЕР из ЦЕР синтазой ГалЦЕР, поскольку
экспрессия гена Ugt8a снижается (рис. 4б). Таким
образом, можно предположить, что сфингозин на
поздней симптоматической стадии БАС, скорее
всего, образуется из ЦЕР, в том числе возникаю-
щего при гидролизе ГалЦЕР.

Анализ спектра молекулярных видов сфингомие-
линов в гиппокампе, коре головного мозга, мозжеч-
ке и в спинном мозге в процессе развития БАС. Мы
изучили уровни суммарных СМ и наиболее рас-
пространенных молекулярных видов СМ d18:1 с
длиной жирной кислоты от С16 до С24
(d18:1/16:0, d18:1/18:0, d18:1/18:1, d18:1/20:0,
d18:1/20:1, d18:1/22:0, d18:1/22:1, d18:1/24:0,
d18:1/24:1) в гиппокампе, коре головного мозга,
мозжечке и спинном мозге трансгенных мышей
линии FUS(1-359), моделирующих характеристи-
ки БАС человека, и мышей контрольной группы
методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии c тандемной масс-спектрометрией
(ВЭЖХ/МС). Анализ суммарных СМ показал их
практическую неизменность во всех изученных
структурах ЦНС в процессе развития протеино-
патии по сравнению с соответствующими показа-
телями контроля (рис. 5). Общее содержание СМ
практически одинаково в гиппокампе и коре го-
ловного мозга, несколько выше в мозжечке, а в
спинном мозге – в несколько раз выше, чем в

Рис. 4. Экспрессия генов галактозилцерамидазы (Galc) (а) и галактозилтрансферазы (Ugt8a) (б) у мышей линии
FUS(1-359) и мышей контрольной группы. Стандартное отклонение обозначено верхними и нижними границами
усов графика, интерквартильный размах – верхней и нижней границами ящика, черными точками обозначены “вы-
бросы”. * Cтатистически достоверное различие с контролем, p < 0.05.

Контр
оль −

 2 м
ес

.

Контр
оль −

 4 м
ес

.

FUS − 2 м
ес

.

FUS − 3 м
ес

.

FUS − 4 м
ес

.

К
ол

ич
ес

тв
о 

но
рм

ир
ов

ан
ны

х
пр

оч
те

ни
й 

на
 г

ен

35

40

45

50

55

Контр
оль −

 2 м
ес

.

Контр
оль −

 4 м
ес

.

FUS − 2 м
ес

.

FUS − 3 м
ес

.

FUS − 4 м
ес

.

0

500

1000

1500

(б)(a)

*

*



120

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 1  2022

ШУПИК и др.

структурах головного мозга (рис. 5). Данное на-
блюдение согласуется с имеющимися представ-
лениями о том, что миелиновые оболочки (ос-
новным компонентом которых выступает СМ)
спинного мозга значительнее обогащены липи-
дами, чем ткани головного мозга.

Среди отдельных молекулярных видов СМ в
гиппокампе, коре головного мозга и мозжечке
преобладает СМ d18:1/18:0 (рис. 6а–6в), что со-
гласуется с имеющимися данными литературы о
сфинголипидном составе структур головного
мозга. Спинной мозг характеризуется более раз-
нообразным в количественном выражении спек-
тром СМ. Преобладает СМ d18:1/24:1, далее в
равных соотношениях представлены СМ
d18:1/18:0 и d18:1/24:0, затем d18:1/20:0 и
d18:1/22:0, d18:1/16:0 и d18:1/22:1 (рис. 6г).

Изменение содержания молекулярных видов це-
рамидов в гиппокампе, коре головного мозга, моз-
жечке и в спинном мозге в процессе развития БАС.
В наших экспериментах показано, что у мышей
линии FUS(1-359) отсутствуют достоверные из-
менения суммарного уровня всех изученных на-
ми молекулярных видов ЦЕР в отделах головного
мозга (гиппокампе, коре и мозжечке) по сравне-
нию с соответствующим значениями у мышей
контрольной группы (рис. 7). Однако в спинном
мозге наблюдается понижение уровня суммар-
ных ЦЕР через 2 мес. после индукции БАС по срав-
нению с показателями контроля (рис. 7). Подобно
СМ, мы исследовали изменения в уровнях молеку-
лярных видов ЦЕР с аналогичными жирными кис-
лотами в их составе: d18:1/16:0, d18:1/18:0,
d18:1/18:1, d18:1/20:0, d18:1/20:1, d18:1/22:0,
d18:1/22:1, d18:1/24:0, d18:1/24:1 (рис. 8а–8г).

В структурах головного мозга наблюдается
преобладание ЦЕР d18:1/18:0 – основного моле-
кулярного вида, характерного для нейронов. В
спинном мозге, где более выражено содержание
миелина, преобладает также ЦЕР d18:1/24:1 и вы-
ше процентное содержание остальных молеку-
лярных видов ЦЕР. В процессе развития заболе-
вания изменения в спектре молекулярных видов
ЦЕР отмечены только в спинном мозге, где уро-
вень практически всех ЦЕР снижается по отно-
шению к контролю через 2 и 3 мес. течения забо-
левания. На четвертый месяц, так же как и для
суммарных ЦЕР на этот срок, их уровень соответ-
ствует контрольному (рис. 8г).

Подобное поведение ЦЕР может определять
его превращение в сфингозин путем гидролиза
ЦЕР Asah1. Сфингозин обладает более
выраженными проапоптотическими свойствами
по сравнению с ЦЕР, его появление в клетках
ЦНС способствует более активной их гибели.

Обсуждение результатов. Эксперименты по
определению уровня экспрессии генов фермен-
тов, катализирующих как образование, так и рас-
щепление СМ, не показали существенных изме-
нений, что согласуется с неизменным содержа-
нием СМ и спектра его индивидуальных
молекулярных видов на всех изученных нами
сроках БАС. Также при FUSопатии не отмечено
изменений уровня мРНК ни одной из изоформ
CerS (Lass1–6). Ранее мы показали неизменность
экспрессии гена еще одного фермента, вовлечен-
ного в процесс синтез ЦЕР de novo, – 3-кетоди-
гидросфингозинредуктазы – у FUS-трансгенных
мышей на всех изученных сроках [43]. Получен-
ные нами данные указывают на то, что синтез
ЦЕР при БАС происходит не за счет образования
de novo, а по катаболическим путям. К аналогич-
ному заключению пришли Dodge et al., проде-
монстрировавшие это на модели БАС SOD1G93A у
мышей [20]. Образование ЦЕР может происхо-
дить в результате повышения экспрессии гена
фермента GALC, генерирующего ЦЕР из
ГалЦЕР, т.к. изученные нами образцы характери-
зуются повышенной экспрессией гена Galc. На
этом фоне ингибируется обратный процесс, а
именно образование ГалЦЕР из ЦЕР синтазой
ГалЦЕР, поскольку экспрессия гена Ugt8a снижа-
ется. Предположение о роли ГалЦЕР в качестве
источника для поддержания уровня ЦЕР согласу-
ется и с некоторыми результатами работы Dodge
et al. в части, проведенной на образцах серого ве-
щества спинного мозга пациентов с БАС, у кото-
рых обнаруживается повышение активности фер-
ментов, генерирующих ЦЕР из гексозилцерами-
дов, GALC и GBA2 [20].

Также нами обнаружено увеличение экспрес-
сии гена Asah1, кодирующего фермент, который
превращает ЦЕР в еще более активный проапо-

Рис. 5. Общее содержание сфингомиелина в структу-
рах ЦНС мышей линии FUS(1-359) и мышей кон-
трольной группы. Приведены средние значения и
стандартная ошибка среднего.
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птотический агент – сфингозин. В своей недав-
ней работе, проведенной на той же модели мы-
шей линии FUS(1-359), мы исследовали аспекты
метаболизма сфингоидных оснований при БАС и
показали, что активация экспрессии генов фер-
ментов обмена сфингозина и повышенное содер-
жание этого проапоптотического метаболита
сфингомиелинового цикла обнаруживаются на
терминальной стадии FUSопатии в спинном моз-
ге мышей [43]. Таким образом, можно предполо-
жить, что ЦЕР, образующийся вследствие фер-
ментативной деградации ГалЦЕР, не накаплива-
ется при патологии БАС у мышей, а
превращается в сфингозин, который приводит к
гибели клеток спинного мозга.

Один из аспектов передачи сигналов ЦЕР в
клетках – регуляция гибели клеток посредством
формирования каналов ЦЕР во внешних мембра-
нах митохондрий [44]. Различие метаболических
профилей митохондрий в спинном и головном
мозге может объяснять различия в характере из-
менений сфинголипидного профиля в головном
и спинном мозге. Различие метаболических про-

филей митохондрий в спинном и головном мозге
проявляется в том, что митохондрии в спинном
мозге производят больше АФК и имеют более вы-
раженные окислительные повреждения по срав-
нению с митохондриями головного мозга. Эти
тканеспецифические отличия могут быть причи-
ной того, что определенные области ЦНС осо-
бенно уязвимы, а также могут играть важную роль
в специфических возрастных и нейродегенера-
тивных заболеваниях, таких как БАС [45]. Более
того, митохондриальная функция, по-видимому,
неодинакова не только в клетках разных типов
тканей, но даже в разных областях клеток одного
типа, например, в синаптических и несинаптиче-
ских митохондриях [46], а с возрастом эти разли-
чия увеличиваются еще больше [45, 47]. Также в
спинном мозге значительно выше повреждения
митохондриальной ДНК, чем в головном мозге
[48]. Это может усиливать характерные для БАС
нарушения в работе митохондрий из-за повыше-
ния вероятности мутаций белков, кодируемых
митохондриальной ДНК и, как следствие, их дис-
функции [45].

Рис. 6. Содержание молекулярных видов сфингомиелина в структурах ЦНС мышей линии FUS(1-359) и мышей кон-
трольной группы: (а) – гиппокамп, (б) – кора головного мозга, (в) – мозжечок, (г) – спинной мозг. Приведены сред-
ние значения и стандартная ошибка среднего.
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Изменения уровня СФЛ могут различаться в
зависимости от области отдела мозга. Так, при
болезни Паркинсона показано, что в передней
части поясной извилины коры головного мозга
содержание СМ понижено, а в затылочной коре
изменений нет. Кроме этого, в поясной коре
уровни СМ С23:0, С24:1 и С26:1 снижены, а кон-
центрации С18:1 и С20:0 увеличены [49]. Таким
образом, наблюдаемое нами отсутствие принци-
пиальных изменений в исследованных структу-
рах головного мозга может отражать как принци-
пиальное отличие в их метаболизме от спинного
мозга, так и необходимость более детального раз-
деления тканей для выявления изменений, кото-
рые могут быть характерны для более локальных
участков и нивелируются при анализе липидов,
выделенных из более крупных образцов. При
анализе данных следует также принимать во вни-
мание тот факт, что сфинголипидный состав как
отдельных органов, так и биологических жидко-
стей различен, и он отличается у разных организ-
мов [20]. С учетом роли СФЛ в патогенезе БАС

Рис. 7. Общее содержание церамида в структурах
ЦНС мышей линии FUS(1-359) и мышей контроль-
ной группы. Приведены средние значения и стан-
дартная ошибка среднего. * Cтатистически достовер-
ное различие с контролем, p < 0.05.
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Рис. 8. Содержание молекулярных видов ЦЕР в структурах ЦНС мышей линии FUS(1-359) и мышей контрольной
группы: (а) – гиппокамп, (б) – кора головного мозга, (в) – мозжечок, (г) – спинной мозг. Приведены средние значе-
ния и стандартная ошибка среднего.
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ведется поиск новых препаратов, влияющих на
метаболизм СФЛ. В настоящее время клиниче-
ские испытания безопасности фазы IIа для лече-
ния БАС проходит единственный препарат из
класса СФЛ – Fingolimod [50], эффективность
которого доказана у мышей SOD1G93A на симпто-
матической стадии БАС при диагностируемой
двигательной дисфункции [32].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Модель БАС. В качестве модели БАС исполь-

зовали линию трансгенных мышей FUS(1-359)
(Биоресурсная коллекция Института физиологи-
чески активных веществ РАН, Россия), проявля-
ющих характеристики БАС. В нервной системе
животных экспрессируется трансгенная последо-
вательность, кодирующая аберрантную форму
белка FUS человека с удаленным сигналом ядер-
ной локализации под нейрон-специфичным про-
мотором Thy1. Линию стабильно поддерживали в
гемизиготном состоянии согласно ранее описан-
ному протоколу с переводом животных на генети-
ческий фон CD1 [34]. Гетерозиготных животных
определяли методом конвенционной ПЦР с ис-
пользованием праймеров (5′-TCTTTGTGCAAGG-
CCTGGGT-3′ и 3′-AGAAGCAAGACCTCTGCA-
GAG-5′) при следующих условиях: 2 мин предвари-
тельной денатурации при 94°C, далее 30 циклов:
94°C – 15 с, 58°C – 30 с, 72°C – 40 с, детектируя
фрагмент размером 255 п.н. [34]. У трансгенных
мышей накапливаются белковые агрегаты в цито-
плазме нервных клеток. Данный вид FUS-проте-
инопатии приводит к повреждению аксонов мо-
тонейронов, нейровоспалительным реакциям и
снижению числа тел мотонейронов. Такая клини-
ческая картина характеризуется относительно ран-
ней манифестацией заболевания (2.5–4.5 мес.) и
быстрым летальным исходом (в течение несколь-
ких дней с момента манифестации). Изменения
метаболического и стрессового ответа предше-
ствуют началу открытого моторного заболевания
БАС [51]. Поэтому у модельных мышей выделяли
структуры головного мозга (гиппокамп, кору,
мозжечок) и спинной мозг в 2, 3 и 4 мес. жизни,
что соответствует досимптомной, ранней симп-
томатической и симптоматической стадиям БАС.
Для одной экспериментальной точки использо-
вали семь мышей-самцов. В контрольную группу
входили не содержащие трансгенную кассету од-
нопометные особи того же возраста, что и мо-
дельные мыши.

Анализ экспрессии генов. Анализ экспрессии
генов ферментов метаболизма сфинголипидов в
спинном мозге мышей проводили методом РНК-
секвенирования. Библиотеки мРНК для секвени-
рования получали с помощью набора для выделе-
ния полиА(+)-фракции мРНК и набора для со-
здания библиотек NEBNext Ultra II Directional

RNA Library Prep Kit for Illumina (New England
Biolabs, США) по методике, предложенной про-
изводителем [52]. Cеквенирование полиА(+)-
обогащенной фракции РНК проводили на плат-
форме Illumina NextSeq 500 (Illumina, США) в
Центре коллективного пользования “Геном” Ин-
ститута молекулярной биологии им. В.А. Энгель-
гардта РАН.

Обработку данных проводили при помощи
программного обеспечения PPLine [53]. Она
включала триммирование коротких прочтений
по качеству и длине при помощи программы
Trimmomatic [54], выравнивание прочтений на
референсный геном версии GRCm38 программой
STAR [55] и подсчет прочтений, выравненных на
гены, программой htseq-count [56].

Статистическую обработку данных и вычисле-
ние дифференциальной экспрессии генов произ-
водили при помощи пакета edgeR [57], использу-
емого в среде статистической обработки данных
языка R [58]. В ходе парного сравнения экспери-
ментальных групп для определения достоверно-
сти дифференциальной экспреcсии использова-
ли стандартный F-тест Фишера с применением
метода Беньямини–Хохберга для внесения по-
правки на множественное тестирование [59]. Для
визуализации полученных данных применяли па-
кет ggplot2 [60].

Анализ сфинголипидов. Липиды отделов голов-
ного (кора, мозжечок и гиппокам) и спинного
мозга экстрагировали по методу Bligh и Dyer [61].
Церамиды и сфингомиелины анализировали ме-
тодом хромато-масс-спектрометрии [62]. Выде-
ленные липиды упаривали под током азота и рас-
творяли в смеси хлороформ/метанол в соотноше-
нии 2 : 1 (v/v). Анализ липидов проводили
методом ВЭЖХ/МС на приборе TSQ Endura
(Thermo Scientific, США), снабженном ВЭЖХ-
колонкой EclipsePlusC8 (Agilent, США), в режиме
мониторинга множественных реакции (ММР)
при давлении в ячейке соударений 1.5 мТорр, раз-
решение на Q1 и Q3 1.2 Да. Для ЦЕР проводили
фрагментацию исходных протонированных и де-
гидратированных молекул при энергии 25 В до
иона с m/z 264.4, dwell time 25 мс. Для СМ прово-
дили фрагментацию исходных протонированных
молекул при энергии 25 В до иона с m/z 184.1,
dwell time 25 мс. Параметры источника иониза-
ции: температура нагревателя 300°С, температура
капилляра 340°С, поток sheath gas 45 arb, поток
aux gas 13 arb, поток sweep gas 1 arb. Для построе-
ния калибровочных зависимостей использовали
СМ и ЦЕР d18:1/16:0, d18:1/18:0, d18:1/18:1,
d18:1/20:0, d18:1/22:0, d18:1/24:0 и d18:1/24 (Avan-
ti, США). Для каждого липида вычисляли отно-
шение площади под хроматографическим пиком
этой молекулы к площади хроматографического
пика молекулы стандарта.
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ШУПИК и др.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые охарактеризован профиль молеку-
лярных видов СМ и ЦЕР, а также уровни экс-
прессии генов ферментов их метаболизма в ЦНС
трансгенных мышей линии FUS(1-359), модели-
рующих характеристики БАС на разных сроках
развития FUS-протеинопатии. Показано, что из-
менения содержания ЦЕР и экспрессии генов
ферментов его обмена происходят в спинном
мозге животных на всех стадиях БАС. Таким об-
разом, метаболизм СФЛ представляет собой пер-
спективную область исследования процессов,
связанных с БАС, как в контексте поиска потен-
циальных диагностических маркеров и эффек-
тивных лекарственных средств, так и для объяс-
нения патогенеза БАС.

БЛАГОДАРНОСТИ

Содержание животных обеспечено Программой
поддержки биоресурсных коллекций Института фи-
зиологически активных веществ РАН и проведено на
оборудовании Центра коллективного пользования
Института физиологически активных веществ РАН.

Анализ данных высокопроизводительного секве-
нирования выполнен на оборудовании Центра кол-
лективного пользования “Геном” Института молеку-
лярной биологии им. В.А. Энгельгардта РАН
(http://www.eimb.ru/rus/ckp/ccu_genome_c.php).

ФОНДОВАЯ ПОДДЕРЖКА

Исследование нейродегенеративных процессов у
модельных животных линии FUS(1-359) выполнено
при поддержке Российского научного фонда (проект
№ 19-13-00378).

Содержание животных осуществлялось в рамках
государственного задания Института физиологически
активных веществ РАН № 0090-2017-0019.

Исследования свойств липидов в нейропатологиях
выполнены в рамках государственного задания Инсти-
тута физиологически активных веществ РАН (тема
№ 44.4, номер государственной регистрации 01201253310).
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Changes in the expression of genes for enzymes of sphingolipid metabolism in transgenic FUS mice
(FUS (1-359)) simulating amyotrophic lateral sclerosis (ALS) were found. The profiles of molecular species
of sphingomyelins (SM) and ceramides (CER) in the structure of the brain and in the spinal cord were ana-
lyzed. During the development of ALS, changes in the spectrum of molecular types of CER were noted only
in the spinal cord, where almost all CER decreased in relation to the control after 2 and 3 months of the
course of the disease. After 4 months of the development of the pathology, an increase in the expression of
the acid ceramidase gene is observed, as a result of which sphingosine can be formed, which has pronounced
proapoptotic properties. Analysis of gene expression of CER metabolism enzymes and galactosylceramide
(GalCER) indicates the possibility of GalCER involvement as a source for maintaining CER levels at the ter-
minal stage of ALS. Thus, the metabolism of sphingolipids is a promising field of study of the processes as-
sociated with ALS, both in the context of the search for potential diagnostic markers and effective drugs, and
for explaining the pathogenesis of ALS.

Keywords: amyotrophic lateral sclerosis (ALS), FUS(1-359) transgenic mice, sphingomyelin, ceramide, cerami-
dases, galactosylceramidase, galactosylceramide synthase


