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СЕРОТОНИНОВЫЕ 5-НТ1А И ДОФАМИНОВЫЕ D2-РЕЦЕПТОРЫ, 
И НА ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЕ СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ CREB И NF-κB
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Механизмы возникновения аутизма вызывают чрезвычайный интерес в связи с его высокой распро-
странённостью в человеческой популяции. В этом контексте привлекает внимание транскрипцион-
ный фактор Freud-1 (кодируется геном  Cc2d1a), который регулирует множество внутриклеточных 
сигнальных путей, является сайленсером 5-HT1A серотониновых и D2 дофаминовых рецепторов. 
Нарушение функции Freud-1 приводит к развитию различных психопатологий. В  данной работе 
мы обнаружили повышение экспрессии гена Cc2d1a/Freud-1 в гиппокампе моделирующих аутисти-
чески-подобное поведение мышей линии BTBR по сравнению с мышами линии C57Bl/6J и исследо-
вали как влияет нормализация экспрессии гена Cc2d1a/Freud-1 в гиппокампе мышей BTBR на пове-
дение, 5-HT1A- и D2-рецепторы и внутриклеточные сигнальные пути Creb и NF-κB. Через 5 недель 
после введения мышам BTBR аденоассоциированного вирусного вектора (AAV), несущего плазмиду 
pAAV_H1-2_shRNA-Freud-1_Syn_EGFP, кодирующую малую, образующую шпильку РНК, подавляю-
щую экспрессию гена Cc2d1a/Freud-1 как на уровне мРНК, так и на уровне белка, было обнаруже-
но усиление тревожности и увеличение времени нахождения платформы и времени, необходимого 
для преодоления расстояния до платформы, в водном лабиринте Морриса, что, вероятно, связано 
с усилением стратегии активного избегания стресса. Однако нокдаун Cc2d1a/Freud-1 не повлиял 
на пространственную память и фосфорилирование транскрипционного фактора CREB, хотя такой 
эффект был обнаружен в нашей предыдущей работе на мышах линии  C57Bl/6J. Эти результаты 
позволяют предположить, что у мышей линии  BTBR нарушен CREB-зависимый эффекторный 
путь, что может играть важную роль в формировании аутистически-подобного фенотипа. Нокдаун 
Cc2d1a/Freud-1 в гиппокампе мышей BTBR не повлиял ни на экспрессию 5-HT1A- и D2-рецепто-
ров, ни на экспрессию ключевых генов NF-κB сигнального пути (Nfkb1 и Rela). Полученные нами 
данные позволяют заключить, что транскрипционный фактор Freud-1 играет существенную роль 
в патогенезе тревожности и активного избегания стресса при аутизме.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: нокдаун Cc2d1a/Freud-1, 5-HT1A серотониновый рецептор, D2 дофаминовый рецеп-
тор, CREB, NF-κB, мыши BTBR, аутистически-подобное поведение.
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Принятые сокращения: РАС – расстройство аутистического спектра; AAV – аденоассоциированный вирусный вектор; 
Cc2d1a/Freud-1 – ген Cc2d1a, кодирующий транскрипционный фактор Freud-1; EGFP –зелёный флуоресцентный белок; 
5-HT1A-рецепторы – серотониновые рецепторы.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Расстройство аутистического спек-
тра (РАС) – широкое понятие, которое исполь-
зуется для обозначения состояния, характеризуе-
мого дефицитом социального взаимодействия, 

ограниченным повторяющимся поведением 
разной степени тяжести и, зачастую, нару-
шениями обучения. Хотя эти признаки и яв-
ляются основой для диагностики аутизма, но 
механизмы развития этого состояния остают-
ся неизвестными и, несомненно, сложными. 
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Аутизм является одним из самых распростра-
нённых заболеваний среди детей. Современные 
оценки Центров по контролю и профилактике 
заболеваний (Centers for Disease Control and 
Prevention, CDC) показывают, что 1 из 59 вось-
милетних детей страдает аутизмом [1]. У людей 
с аутизмом наблюдаются изменения в строении 
и функционировании мозга. Так, например, 
возможно аномальное увеличение размера моз-
га, локальные аномалии в распределении серо-
го и белого вещества, уменьшение мозолистого 
тела [2–5].

Транскрипционный фактор Freud-1  – это 
эволюционно консервативный белок, коди-
руемый геном  Cc2d1a  [6]. Cc2d1a/Freud-1 иг-
рает важную роль в дифференцировке нейро-
нов  [7] и независимо регулирует множество 
внутриклеточных сигнальных путей  [8]. 
Cc2d1a/Freud-1 является мощным активатором 
NF-κB сигнального пути. NF-κB – это семей-
ство факторов транскрипции, регулирующих 
иммунитет, воспаление и выживаемость кле-
ток  [9]. В  соответствии с центральной ролью 
NF-κB-пути в воспалительных реакциях, су-
ществуют исследования нейробиологической 
основы некоторых психопатологий, которые 
предполагают участие NF-κB в этиологии этих 
расстройств [10]. Хотя точную патофизиологи-
ческую основу аутизма ещё предстоит найти, 
всё больше данных указывают на критическую 
роль нейровоспаления в механизме развития 
этого заболевания [11–14]. Кроме того, Cc2d1a/
Freud-1 модулирует сигналинг транскрипци-
онного фактора  CREB, который связывается 
с регионом CRE (Ca2+/cAMP-чувствительный 
элемент) в промоторах генов раннего отве-
та для их регуляции  [8]. Было показано, что 
CREB регулирует дифференцировку, выжи-
ваемость нейронов, синаптическую пластич-
ность и консолидацию памяти [15]. Мутации в 
гене Cc2d1a/Freud-1 связывают с различными 
психопатологиями, такими как шизофрения, 
умственная отсталость, социальный дефи-
цит [16]. Исследования влияния сверхэкспрес-
сии гена Cc2d1a/Freud-1 в серотониновых ней-
ронах пред полагают, что Cc2d1a/Freud-1 играет 
важную роль в регуляции серотониновых ре-
цепторов (5-HT1A-рецепторов) при тревожно-
сти и депрессии [17]. При этом было показано, 
что полный нокаут гена Cc2d1a/Freud-1 лета-
лен  [18–20]. Мыши с кондициональным но-
каутом Cc2d1a/Freud-1 в серотониновых ней-
ронах демонстрируют тревожно-депрессивное 
поведение, устойчивое к длительному лечению 
классическим антидепрессантом флуоксети-
ном [21]. Нокдаун Cc2d1a/Freud-1 в гиппокам-
пе мышей приводит к выраженному антиде-

прессивному эффекту, сопровождающемуся 
нарушением пространственной памяти [22].

Нарушения развития нервной системы у 
людей, страдающих аутизмом, могут быть ре-
зультатом дефектов нейрональной пластич-
ности и проблем с синаптической передачей 
сигналов. Некоторые из этих проблем могут 
быть связаны с аномальными уровнями мо-
ноаминов (серотонин, дофамин, адреналин и 
норадреналин) в разных областях мозга  [23]. 
Теория о связи развития аутизма с серотони-
новой системой возникла из большого чис-
ла противоречивых на сегодняшний момент 
данных, свидетельствующих об отклонениях 
в функционировании 5-НТ-системы у людей 
с аутизмом  [24]. Известно, что транскрипци-
онный фактор Freud-1 связывается с сайтами 
5′-DRE и 3′-DRE в промоторе гена 5-HT1A-ре-
цептора и блокирует транскрипцию гена этого 
рецептора  [25]. В  гене дофаминового рецеп-
тора D2 также были найдены последователь-
ности, высокогомологичные DRE-элементам 
(D2-DRE). Было показано, что Freud-1 явля-
ется сайленсером как дофаминовых D2-рецеп-
торов, так и серотониновых 5-HT1A-рецепто-
ров  [26]. Рецепторы D2 играют важную роль 
в функционировании дофаминовой системы, 
которая участвует в механизмах мотивации, 
обучения и в регуляции двигательной актив-
ности [27, 28].

Несомненно, для исследования такой 
сложной психопатологии как аутизм необходи-
мо иметь адекватные модельные объекты для 
исследований. Наиболее широко используемой 
на сегодняшний день моделью аутизма явля-
ются мыши линии T+Itpr3tf/J  (BTBR). Эти жи-
вотные отличаются поведенческими чертами, 
напоминающими симптомы аутизма у людей. 
К таким особенностям фенотипа исследовате-
ли относят дефицит социального взаимодей-
ствия и стереотипно повторяющееся поведе-
ние [29]. Кроме поведенческого сходства, мыши 
линии BTBR имеют нейроанатомические и фи-
зиологические черты, характерные для людей, 
страдающих аутизмом [30–32].

В предварительных исследованиях мы об-
наружили повышение экспрессии гена Cc2d1a/
Freud-1 в гиппокампе мышей линии  BTBR по 
сравнению с мышами линии C57Bl/6J (рис. 1). 
На основе известных данных о ключевой роли 
Cc2d1a/Freud-1 в регуляции NF-κB-пути, се-
ротониновой и дофаминовой систем, а также 
пути CREB можно предположить, что чрезмер-
ная экспрессия гена Cc2d1a/Freud-1 в гиппо-
кампе может играть значительную роль в фор-
мировании аутистически-подобного поведения 
у  мышей  BTBR. Для исследования этой гипо-
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тезы мы ввели в гиппокамп мышей BTBR аде-
ноассоциированный вирусный вектор  (AAV), 
несущий плазмиду, которая кодирует малую 
образующую шпильку РНК (shRNA) для подав-
ления экспрессии гена Cc2d1a/Freud-1. Через 
5 недель после введения вектора мы исследова-
ли влияние локального снижения уровня гена 
Cc2d1a/Freud-1 в гиппокампе мышей BTBR на 
пространственное обучение и память, на сте-
реотипное и социальное поведение, на тревож-
ность и на экспрессию основных генов, регули-
руемых транскрипционным фактором Freud-1 
(Htr1a, Drd2, Creb1, Nfkb1, Rela).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экспериментальные животные. Первую се-
рию экспериментов проводили на самцах мы-
шей инбредных линий BTBR и С57Bl/6J только 
для определения уровня мРНК гена Cc2d1a в 
гиппокампе и префронтальной коре. За  46–
48  ч до выведения животных из эксперимента 
мышей линий BTBR и С57Bl/6J рассаживали 
по индивидуальным вентилируемым клеткам 
Optimice («Animal Care Systems», США) для 
снятия групповых эффектов.

Вторую серию экспериментов проводи-
ли только на самцах мышей инбредной линии 
BTBR. Для тестирования поведения мышей 
BTBR (через 5 недель после введения конструк-
тов) за 46–48  ч до поведенческих тестов взве-
шивали (их средний вес составил ~ 35 г) и рас-
саживали по индивидуальным вентилируемым 
клеткам (Optimice, «Animal Care Systems») для 
снятия групповых эффектов. Оценку поведе-
ния проводили во время сумерек и начала ноч-
ной фазы (15:00–18:00). Всех животных во всех 
сериях эксперимента содержали в стандарт-
ных условиях SPF-вивария ИЦиГ СО РАН при 
искусственном 14-часовом освещении, посто-
янных влажности  (60%) и температуре  (23  °С) 
и свободном доступе к сбалансированному 
корму и воде.

Плазмида. Последовательности shRNA для 
подавления гена Cc2d1a, кодирующего Freud-1, 
были следующими: смысловая  – 5′-gatccccaga
tacctctgaggctgtcttcaagagagacagcctcagaggtatcttttt
ttttggaaag-3′ и антисмысловая – 5′-tcgactttccaaaa
aaagatacctctgaggctgtctctctctgaagacagcctcagaggtatc
tggg-3′.

Двухцепочечный олигонуклеотид был 
вставлен в вектор pAAV-Syn (0.5)-EGFP-H1-2 
по сайтам эндонуклеаз рестрикции BglII и SalI 
под контроль промотора H1 [33]. Полученный 
вектор также содержал зелёный флуоресцент-
ный белок (EGFP; плазмида, несущая ген egfp, 

получена от профессора Е.Г.  Понимаскина 
(MHH, Ганновер, Германия)) для контроля 
эффективности экспрессии плазмиды. Все 
этапы клонирования были проверены секве-
нированием по Сэнгеру. Плазмида, кодирую-
щая случайную shRNA (не имеющая сродства 
к геному мыши), была получена от профессора 
Е.Г. Понимаскина. Оба аденоассоциированных 
вектора использовали промотор  H1 как для 
экспрессии shRNA-Freud-1 в опытной группе 
животных, так и для случайной shRNA – в кон-
трольной группе, в то время как EGFP находил-
ся под контролем синапсинового промотора.

Клеточная культура и трансфекция клеток. 
Клетки HEK293FT субкультивировали в сре-
де Eagle's medium с модификацией Dulbecco's 
(DMEM) («Sigma», США), с добавлени-
ем 10%  фетальной бычьей сыворотки (FBS, 
«Gibco», США), 1%  Gluta MAX («Gibco») и 
1%  пенициллина-стрептомицина («Gibco»). 
Клетки инкубировали при 37  °C в атмосфе-
ре 5%  CO2. Каждые 2–3  дня (при достиже-
нии  70%  конфлюэнтности) клетки  разделяли 
и меняли среду. Клетки HEK293FT трансфи-
цировали плазмидами с использованием поли-
этиленимина (PEI; «Polysciences», США), сле-
дуя инструкциям производителя.

Получение аденоассоциированного вируса. 
Упаковку pAAV_SynH1-2_shRNA-Freud-1_Syn_
EGFP или плазмиды, несущей случайную кон-
трольную РНК, в аденоассоциированные вирус-
ные капсиды выполняли путём котрансфекции 
плазмидами AAV-DJ и pHelper («CellBiolabs, 
Inc.», США) в клетки HEK293FT  [33]. Ви-
русные частицы собирали через 48  ч в соот-
ветствии с протоколом, описанным в  2003  г. 
Grimm  et  al.  [34]. Количество полученных ви-
русных частиц определяли при проведении ко-
личественного ПЦР-анализа в реальном време-
ни с праймерами (F: 5′-cctggttgctgtctctttatgagg-3′; 
R: 5′-tgacaggtggtggcaatgc-3′). Серию разведе-
ний исходной плазмиды известной концен-
трации использовали в качестве стандарта 
для определения количества вирусных частиц. 
Оба вектора, использованные в этом иссле-
довании, показали сходные геномные титры 
(109 вирусных частиц/мкл).

Стереотаксическая инъекция в гиппокамп. 
Для наркотизации животных использова-
ли 400  мкл  смеси (1/1) 2,2,2-трибромэтано-
ла («Sigma») и 2-метил-2-бутанола («Sigma»), 
кожу на голове вскрывали, после этого мышей 
помещали в стереотаксическую рамку («TSE 
Systems», Германия). Затем в черепе делали 
4 отверстия согласно координатам (AP: –1 мм, 
L: ± 1 мм, DV: 2,5 мм и AP: –2 мм, L: ± 2 мм, 
DV:  1,5  мм)  [35]. Вирусные частицы, несущие 
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pAAV_SynH1-2_shRNA-Freud-1_Syn_EGFP 
(группа  «опыт»), медленно вводили по  1  мкл 
в каждый гиппокамп с помощью шприца Га-
мильтона со скоростью 0,1  мкл/мин в течение 
10 мин. После инъекции иглу удерживали в ме-
сте укола ещё 2  мин, чтобы минимизировать 
вытекание вирусной суспензии при извлече-
нии иглы. В качестве контроля вводили таким 
же образом AAV, несущий случайную  shRNA, 
не имеющую сродства к геному мыши (груп-
па «контроль»). После двустороннего введения 
вирусных частиц разрез зашивали прерывисты-
ми швами шёлковыми нитями, а животное по-
мещали в клетку с подогревом до пробуждения 
от наркоза.

Через 5  недель мы проводили тестирова-
ние поведения (тесты «закапывание шариков», 
«водный лабиринт Морриса», «трёхкамерный 
социальный тест» и «приподнятый кресто-
образный лабиринт»). Все тесты, кроме теста 
закапывания шариков, были проведены с ис-
пользованием видеосъемки и алгоритмов про-
граммного обеспечения Ethostudio, разрабо-
танных в нашей лаборатории [36]. Затем были 
выделены образцы гиппокампа и префронталь-
ной коры для ОТ-ПЦР в реальном времени и 
Вестерн-блот-анализа. Количество протести-
рованных животных: в опытной группе n = 12, 
в контрольной – n = 13.

Тест закапывание шариков. Восемнадцать 
шариков из стекла (d = 1 см) помещали на слой 
опилок толщиной 4 см в клетке Optimice. Мышь 
помещали в клетку с шариками на 30  мин. 
Спустя необходимое время мышь убирали и 
подсчитывали количество шариков. Шарик 
рассматривался как закопанный, если опилки 
покрывали его более чем на две трети.

Водный лабиринт Морриса. Эксперимент 
проводили, как было описано ранее  [37]. Ис-
пользовали круглый пластиковый матовый ре-
зервуар (d  =  100  см и  h  =  40  см) белого цвета 
с полупрозрачным дном. Для наблюдения за 
животными использовалась методика прохо-
дящего освещения  [38]. С  помощью обезжи-
ренного сухого молока воду (25  °C) делали не-
прозрачной. Поверхность воды была разделена 
на 4 сектора. В центре одного из секторов была 
расположена стеклянная платформа (d  =  5  см 
и h = 14,5 см) на 1,0 см ниже уровня жидкости. 
На ближайшей к платформе стенке резервуара 
помещали черный треугольник (ближний ори-
ентир). В течение 4-х дней мыши имели по 3 по-
пытки в день для обучения находить скрытую 
платформу. Во время обучения мышь последо-
вательно опускали в секторы на 60 с (перерыв 
между попытками – 15 с). Если мышь не смогла 
сама найти платформу, то её помещали на плат-

форму на 15 с. Во время учебных попыток изме-
ряли следующие параметры: время достижения 
цели  (с), длина пути к платформе  (м) и куму-
лятивная дистанция  – суммарное расстояние 
от животного до платформы (м). Далее, исходя 
из данных за  4  дня, были рассчитаны средние 
значения параметров.

На 5-й день платформа из резервуара была 
убрана, а мышь выпускали в центре резервуа-
ра. Мышам были предоставлены три попытки 
по 60 с, разделённые 15-секундными перерыва-
ми, при этом измеряли время в целевом секто-
ре (%). Далее были рассчитаны средние значе-
ния для трёх испытаний.

Трёхкамерный социальный тест. Установка 
для тестирования представляла собой ящик, 
состоящий из двух боковых и одной централь-
ной камеры с переходами между отсеками. 
На 1-м этапе тестирования животному предо-
ставляли возможность ознакомиться со всеми 
камерами; на 2-м этапе в один из боковых от-
секов помещали клетку с другим самцом, а в 
другой – клетку с неживым объектом (пласти-
ковый кубик 4  ×  4  см). Длительность каждого 
этапа составляла 10  мин. На 2-м этапе фик-
сировали время нахождения  (с) около пустой 
клетки и около клетки с другим самцом мыши.

Приподнятый крестообразный лабиринт. 
Тест проводился в установке из серого пла-
стика, у которой было две закрытых и две от-
крытых части (длина – 30 см; ширина – 5 см). 
Закрытые части обрамлялись пластиковыми 
стенками (высота – 30 см). Конструкция была 
поднята над полом на 60 см и слабо освещалась 
рассеянным светом галогеновой лампы (25 Вт), 
которая располагалась на 1 м выше лабиринта. 
На 60 см выше установки располагался датчик 
для регистрации поведения животного. Мышь 
помещали в центр лабиринта головой в сто-
рону закрытого рукава установки. С помощью 
программного обеспечения EthoStudio оцени-
валось время, проведённое в закрытых и от-
крытых частях (%). Установка очищалась после 
каждого животного.

Извлечение гиппокампа и префронтальной 
коры. В первой серии экспериментов через 
46–48  ч после рассадки по индивидуальным 
клеткам мышей линий BTBR и С57Bl/6J выво-
дили из эксперимента методом декапитации, 
а их гиппокамп и префронтальную кору извле-
кали на льду, замораживали в жидком азоте и 
хранили при температуре –80 °С до выделения 
общей РНК.

Во второй серии экспериментов через 
46–48  ч после тестирования поведения мы-
шей линии  BTBR выводили из эксперимента 
методом декапитации, а их гиппокамп и пре-
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фронтальную кору извлекали на льду, замора-
живали в жидком азоте и хранили при темпера-
туре –80 °С до выделения общей РНК и белка.

ОТ-ПЦР. Выделение общей РНК. Об-
щая РНК была выделена с помощью TRIzol 
Reagent («Lifetechnologies», США) в соответ-
ствии с инструкцией производителя. Получен-
ную РНК разводили водой до концентрации 
0,125  мкг/мкл и хранили при  –70  °С. Присут-
ствие примесей геномной ДНК в препаратах 
РНК определяли в соответствии с протоколом, 
описанным ранее [39, 40].

Экспрессию генов определяли с помощью 
разработанного в нашей лаборатории коли-
чественного метода обратной транскрипции с 
последующей полимеразной цепной реакцией 
(ОТ-ПЦР) со специфическими праймерами 
(таблица) [39–41]. Использовали два типа стан-
дартов: внешний и внутренний. Внутренний 
стандарт (мРНК Polr2a) применяли для контро-
ля обратной транскрипции в качестве основы 
для расчёта уровня мРНК исследуемых генов. 
В  предварительных опытах не были выявлены 
различия в уровне мРНК Polr2a в исследуемых 
структурах мозга. Внешним стандартом слу-
жила ДНК мыши известной концентрации, 
что позволяло контролировать ПЦР и опре-
делять число копий мРНК исследуемых генов 
и Polr2a в образцах.

Реакция обратной транскрипции. Общая 
РНК (8 мкл или 1 мкг) была смешана со 180 нг 
статистического праймера длиной 6  нуклео-
тидов (конечная концентрация праймера 
составила 5  мкМ) и 2,25  мкмолями стериль-
ного  KCl в объёме 16  мкл, денатурирована 
при  94  °C в течение 5  мин на амплификаторе 
«БИС»  М-120 («БИС-Н», Россия), после чего 

был проведён отжиг при 41 °C в течение 15 мин; 
затем было добавлено 15  мкл  смеси, содержа-
щей обратную транскриптазу M-MLV (200 ед.), 
Tris-HCl  (pH  =  8,3, 0,225   мкмоль), 
смесь  dNTP  (0,015  мкмоль каждого), 
DTT  (0,225  мкмоль) и  MnCl2  (0,03  мкмоль). 
Полученная смесь (конечный объём – 31 мкл) 
была инкубирована при 41 °C в течение 60 мин. 
Синтезированную кДНК хранили при темпе-
ратуре –20 °C.

Полимеразная цепная реакция в реальном 
времени. Праймеры, используемые для ампли-
фикации кДНК исследуемых генов (табли-
ца), разработаны на основе последовательно-
стей, опубликованных в базе данных EMBL 
Nucleotide database, и синтезированы в компа-
нии «Биосан» Россия. 1 мкл кДНК смешивали 
с  2,5  мкл ПЦР-буфера (содержит интеркали-
рующий краситель SYBR  green  I и референс-
ный краситель ROX), 2,5  мкл  2,5  мМ  dNTP, 
2,5 мкл 25 мМ MgCl2, 2,5 мкл смеси праймеров 
(прямого и обратного), 0,2 мкл Taq ДНК-поли-
меразы и стерильную воду (до конечного объ-
ёма 20 мкл). При приготовлении реакционной 
смеси были использованы наборы реагентов 
фирмы «Синтол» Россия. ПЦР была проведе-
на на амплификаторе LightCycler  480  System 
(«Roche», Швейцария) в соответствии со сле-
дующим протоколом: 3 мин при 94 °C, 1 цикл; 
10  сек при  94  °C, 30  сек при соответствующей 
температуре отжига (таблица); 30 сек при 72 °C, 
40  циклов. Серию разведений геномной ДНК 
(0,125, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 и 128 нг/мкл) 
амплифицировали одновременно в отдель-
ных пробирках и использовали как внеш-
ний экзогенный стандарт для построения 
калибровочной кривой. Калибровочная кри-

Нуклеотидные последовательности праймеров и их характеристики

Ген Нуклеотидная последовательность Тотж., °C
Длина продукта 

ПЦР, п.н.

Cc2d1a F: 5′-gcaaagccgggcaacatcatc-3′
R: 5′-tagcagaggtgggtgtagtgg-3′

60 181

Htr1a F: 5′-ctgtgacctgtttatcgccctg-3′
R: 5′-gtagtctatagggtcggtgattgc-3′

62 109

Drd2 F: 5′-cctggtacgatgatgatctggag-3′
R: 5′-gcatggcatagtagttgtagtggg-3′

63 99

Creb1 F: 5′-ctgcctcaggcgatgtacaa-3′
R: 5′-ttcattagacggacctctctcttc-3′

63 145

Nfkb1 F: 5′- cgtctgtctgctctctctcgac-3′
R: 5′- ctcgcctcggtacttctctctc-3′

64 152

Rela F: 5′-gcacctgttccaaagagcac-3′
R: 5′-gagttgtccacagatgccagg-3′

64 93

Polr2a F: 5′-tgtgacaactccatacaatgc-3′
R: 5′-ctctcttagtgaatttgcgtact-3′

61 194
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вая в координатах  Ct  (значение порогово-
го цикла)  – log  P  (десятичный логарифм ко-
личества стандарта  ДНК) была построена 
автоматически программным обеспечением 
LightCycler 480 System. Экспрессия генов пред-
ставлена как отношение количества кДНК ис-
следуемых генов к 100 копиям кДНК rPol2a, вы-
полняющей функцию внутреннего стандарта.

Вестерн-блот-анализ. Образцы гомоге-
низировали в  300  мкл лизирующего буфе-
ра (300  мМ  NaCl, 100  мМ  Tris-HCl  (pH  8,4), 
4  мМ  EDTA, 0,2%  (w/v)  Triton  X-100, 
1  мМ  Na3VO4, 2  мМ  PMSF («Sigma») и кок-
тейль ингибиторов протеазы («Thermo Fisher 
Scientific Inc.», США)), инкубировали в те-
чение 60  мин на льду и центрифугировали 
(12  000  g в течение 15  мин). Супернатант пе-
реносили в чистые пробирки и хранили при 
температуре –80 °С. Концентрацию белка оце-
нивали спектрофотометрически с использо-
ванием набора для анализа белка Pierce BCA 
Protein Assay Kit («Thermo Fisher Scientific Inc.») 
на  NanoDrop  2000C («Thermo Fisher Scientific 
Inc.») и разводили до равной концентрации с 
помощью 2× буфера  Лэммли. Белки денату-
рировали, прогревая пробы 10  мин при 65  °С. 
Выделенные белки (по  20  мкл каждого образ-
ца) разделяли методом электрофореза в 10%-
ном  SDS-PAAG, затем переносили на нитро-
целлюлозную (для Freud-1, 5-HT1A, 5-HT2A, D2) 
или PVDF-мембрану (для CREB и pCREB) («Bio-
rad Laboratories Ltd.», США) с помощью полу-
сухого электроблоттинга Trans-BlotTurbo («Bio-
Rad Laboratories Inc») в течение 2  ч. Для им-
мунодетекции белка мембрану блокировали 
5%-ным сухим обезжиренным молоком (для 
Freud-1, 5-HT1A, D2) или 5%-ным BSA (для 
CREB и pCREB), разведённым в буфере TBS-T 
(Tris Bufferd Saline, «Bio-Rad Laboratories, Inc.») 
с добавлением 0,1%  (v/v)  Tween  20. Все мем-
браны блокировали 1  ч, промывали, а затем 
инкубировали с первичными антителами (кро-
личьи моноклональные или поликлональные 
первичные антитела к белкам Freud-1 (1 : 2000, 
«Abcam», Великобритания); 5-HT1A (1 : 1000, 
«Abcam»); D2DR (1 : 200, «Santa Cruz», США); 
pCREB (1 : 1000, «Abcam»); CREB (1 : 1000, 
«Abcam») и мышиные поликлональные первич-
ные антитела к белку GAPDH  (CAB932Hu01, 
1 : 2500, «Cloud-Clone Corp.», США) в 5%-ном 
сухом молоке с TBS-T или в 5%-ной FBS с 
TBS-T, 16 ч при 4 °C. После детекции белка (как 
описано далее) мембрану отмывали от антител 
для повторной гибридизации с первичными 
антителами к GAPDH (внутренний контроль). 
Для детекции белка мембраны промывали в 
TBS-T (5 × 5 мин) с последующей инкубацией 

со вторичными антителами, конъюгирован-
ными с пероксидазой хрена (вторичные козьи 
антитела против кроличьих иммуноглобули-
нов (1 : 10 000, «Invitrogen», США) в 5%-ном 
сухом молоке с TBS-T и антитела против мы-
шиных иммуноглобулинов (1 : 20 000, «Abcam) 
в 5%-ной FBS с TBS-T), 1  час при комнатной 
температуре. После промывки мембрану обра-
батывали субстратом Clarity Western ECL («Bio-
Rad Laboratories Inc», США) в соответствии 
с инструкцией производителя. Полосы белка 
были визуализированы хемилюминесцентным 
сканером C-DiGit («LI-COR», США). Количе-
ственную оценку белковых полос проводили с 
помощью Image Studio («LI-COR»). Экспрес-
сию белка выражали в относительных едини-
цах, нормировали на экспрессию  GAPDH, 
конститутивную для клеток мозга. Количество 
проанализированных образцов – n ≥ 9 (в связи 
с использованием критерия Диксона для выяв-
ления и исключения крайних отклонений из 
анализа число образцов варьировало. Допол-
нительно количество проанализированных об-
разцов указано на подписях к рисункам).

Флуоресцентная микроскопия срезов моз-
га мышей. Мышей транскардиально перфузи-
ровали фосфатно-солевым буфером  (PBS) и 
4%-ным раствором параформальдегида под 
анестезией через 5 недель после инъекции AAV. 
Мозг извлекали и дополнительно фиксировали 
4%-ным параформальдегидом в течение  6  ч, 
затем погружали в 30%-ный раствор сахарозы 
в PBS на 2 дня. Последовательные срезы толщиной 
14 мкм делали в криостате («Thermo Scientific», 
США). Ядра клеток окрашивали раствором 
бис-бензимида (краситель Hoechst  33258, 
5  мкг/мл в  PBS, «Sigma-Aldrich», Германия). 
Наконец, срезы помещали в антиквантную 
среду (Fluoromount G; «Southern Biotechnology 
Associates», США) с последующим микроско-
пическим анализом с использованием микро-
скопа Zeiss AxioImager («Zeiss», Германия) с 10× 
и 40× объективами с воздушной иммерсией.

Статистический анализ. Результаты были 
представлены как m  ±  SEM (где m  – среднее; 
SEM – стандартная ошибка среднего), а в тесте 
«закапывание шариков» добавлено значение 
медианы. Сравнение выборок проводилось с 
использованием однофакторного дисперсион-
ного анализа  ANOVA с апостериорным мно-
жественным сравнением по  Фишеру для всех 
методов, кроме «водного лабиринта Морриса» 
и теста «закапывание шариков». Для теста «вод-
ный лабиринт Морриса» параметры в различ-
ные дни обучения анализировались с помощью 
ANOVA, используемым при повторных измере-
ниях, с последующим сравнением по  Фишеру. 



БЕЛОКОПЫТОВА и др.1520

БИОХИМИЯ том 87 вып. 10 2022

Значения времени в целевом секторе в тесте без 
платформы сравнивали со случайным  (25%) 
с помощью t-критерия Стьюдента. Для теста 
«закапывание шариков» использовался не-
параметрический критерий Манна–Уитни. 
Достоверными считались различия при крите-
рии значимости p  <  0,05. Нормальности дис-
персий проверялись с помощью критериев 
Колмогорова–Смирнова и Шапиро–Уилка. 
Критерий Диксона использовался для выяв-
ления и исключения крайних отклонений из 
анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Определение уровня мРНК гена Cc2d1a в гип-
покампе и префронтальной коре. Было показано 
существенное (F1,20 = 5,22, p = 0,005) повышение 
экспрессии гена Cc2d1a/Freud-1 в гиппокампе 
интактных мышей линии BTBR по сравнению 
с интактными мышами линии C57Bl/6J (рис. 1) 
(n = 11 в каждой группе). В связи с этим была 
проведена дальнейшая работа по исследованию 

Рис. 1. Уровень мРНК гена Cc2d1a в гиппокампе мышей 
линий BTBR и C57Bl/6J. Экспрессия гена представлена 
как число копий кДНК соответствующего гена на 100 ко-
пий кДНК Polr2a, n = 11. ** p < 0,01 – достоверное отличие 
при сравнении групп BTBR и C57Bl/6J

влияния  снижения экспрессии гена Cc2d1a/
Freud-1 в гиппокампе мышей линии  BTBR до 
уровня, обнаруженного в мозге интактных мы-
шей линии C57Bl/6J.

Рис. 2. Уровни мРНК гена Cc2d1a  (а) и белка Freud-1 (б) в гиппокампе мышей BTBR. Экспрессия гена представлена 
как число копий кДНК соответствующего гена на 100 копий кДНК Polr2a. Уровень белка представлен в относитель-
ных единицах хемолюминесцентного сигнала и нормирован на уровень белка GAPDH, n = 11–13. На рисунке пока-
зана количественная оценка интенсивности хемилюминесцентного сигнала и результат иммуноблота на мембране. 
в  – Об успешной AAV-опосредованной трансфекции свидетельствует экспрессия флуоресцентного зелёного бел-
ка EGFP, обнаруживаемая в клетках области СА1 и зубчатой извилины. Шкала – 100 мкм. * p < 0,05 – достоверное 
отличие при сравнении групп «контроль» и «опыт»
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Рис. 3. Влияние снижения экспрессии гена Cc2d1a на число полностью закопанных шариков в тесте «закапывание ша-
риков» (а), время проявления интереса к животному или объекту в трёхкамерном социальном тесте (б) и время в откры-
тых и закрытых рукавах приподнятого крестообразного лабиринта (в), n = 10–13. ** p < 0,01,*** p < 0,001 – достоверное 
отличие при сравнении групп «контроль» и «опыт»

Влияние нокдауна гена Cc2d1a в гиппокампе 
мышей линии BTBR на экспрессию гена Cc2d1a/
Freud-1. Нокдаун гена Cc2d1a в гиппокампе при-
вёл к достоверному падению уровня мРНК гена 
Cc2d1a в гиппокампе мышей из группы «опыт» 
(F1,23 = 4,69, p = 0,04), в префронтальной коре 
экспрессия этого гена осталась без изменений 
(F1,24 = 1,26, p = 0,90) (рис 2, а). Вестерн-блот-
анализ показал достоверное снижение уровня 
белка Freud-1 в гиппокампе у опытной груп-
пы животных (F1,20  =  5,43, p  =  0,03). В  пре-
фронтальной коре изменения в экспрессии 
этого белка отсутствовали (F1,20 = 1,38, p = 0,25) 
(рис. 2, б) (n = 13 – в опытной группе, n = 12 – 
в контрольной группе). Кроме того, экспрессия 
плазмиды в месте инъекции была подтвержде-
на при помощи флуоресцентной микроскопии 
срезов головного мозга (рис. 2, в).

Влияние нокдауна Cc2d1a в гиппокампе 
мышей линии BTBR на поведение. Тест зака-
пывание шариков. Количество закопанных 
шариков отражает выраженность стерео-
типного поведения животного. Влияния 
нокдауна Cc2d1a/Freud-1 в гиппокампе на 

количество закопанных шариков выявле-
но не было, т.е  стереотипное поведение 
осталось без изменений (U  =  69, p  =  0,61) 
(риc. 3, a).

Трёхкамерный социальный тест. Трёхка-
мерный социальный тест служит для оценки 
степени выраженности социального поведения 
у животных. В  результате анализа поведения 
животных в этой установке не было обнаруже-
но достоверных отличий для мышей всех групп 
в исследовательском предпочтении к объекту 
(F1,22  =  0,07, p  =  0,79) или другому животному 
(F1,21 = 0,33, p = 0,56) (риc. 3, б).

Приподнятый крестообразный лабиринт. 
Анализ данных теста «приподнятый кресто-
образный лабиринт» позволяет оценить тре-
вожность животных. В  группе  «опыт» было 
обнаружено достоверное снижение времени 
нахождения в открытых рукавах лабиринта 
(F1,23  =  46,10, p  =  0,0009) и увеличение  – в за-
крытых (F1,23 = 10,05, p = 0,004) (риc. 3, в), что 
может говорить об усилении тревожности жи-
вотных группы «опыт» по сравнению с кон-
трольной группой животных.
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Рис. 4. Динамика изменения времени поиска платформы, пройденного пути, кумулятивной дистанции, а также время 
в целевом секторе на 5-й день в водном лабиринте Морриса; n = 11–13. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 – достоверное 
отличие по сравнению с 1-м днём для групп «контроль» и «опыт»; ɛ p < 0,05 – достоверное отличие при сравнении групп 
«контроль» и «опыт» на 4-й день; @ p < 0,01, @@ p < 0,01 – достоверное отличие по сравнению со случайным нахождением 
в секторе (25%)

Водный лабиринт Морриса. Данный тест по-
зволяет оценить память и способность мышей 
к обучению. Анализ ANOVA для повторных из-
мерений показал эффект группы (F1,23  =  4,98, 
p  =  0,036)  – для пройденного пути и эффект 
измерения  – для кумулятивной дистанции 
(F3,69  =  9,6, p  =  0,0001) и для времени поиска 
платформы (F3,69 = 6,3, p = 0,0007). Мыши кон-
трольной группы успешно обучались находить 
скрытую платформу, что отражалось в сниже-
нии времени поиска платформы (p  =  0,0001) 
и пройденного пути к 4-му дню (p = 0,018) по 
сравнению с 1-м днём тестирования. Введение 
конструкта, несущего плазмиду pAAV_SynH1-2_
shRNA-Freud-1, значительно повлияло на по-
ведение животных в данном тесте. Время по-
иска платформы (p  =  0,06) и длина пройден-
ного пути (p = 0,26) у мышей опытной группы 
на 4-й день обучения достоверно не отличалось 
от такового на 1-й день обучения. При этом на 
4-й день тестирования было обнаружено дос-
товерное различие в длине пройденного пути 
(p = 0,016) между группами «опыт» и «контроль». 
Кумулятивная дистанция, однако, уменьши-
лась как в группе «контроль» (p  =  0,0001), так 
и в группе  «опыт» (p  =  0,002). Интересно, что 
проверка запоминания положения платфор-
мы на 5-й день показала, что мыши обеих 
групп проводили достоверно больше времени 
в целевом секторе по сравнению со случайным 
значением – 25% («контроль»: n = 12, t = 3,16, 

p = 0,009; «опыт»: n = 13, t = 2,25, p = 0,04). Ста-
тистически значимой разницы между опытны-
ми и контрольными животными по времени 
нахождения в целевом секторе найдено не было 
(F1,23 = 1,25, p = 0,27) (рис. 4).

Влияние нокдауна Cc2d1a в гиппокампе мы-
шей линии BTBR на экспрессию исследуемых 
генов и белков. Нокдаун гена Cc2d1a не повли-
ял достоверно на уровень мРНК гена Htr1a 
как в гиппокампе (F1,24 = 0,63, p = 0,43), так и 
в префронтальной коре (F1,24  =  0,76, p  =  0,39) 
(рис.  5  а). Снижение уровня экспрессии гена 
Cc2d1a в гиппокампе мышей не повлияло на 
уровень белка 5-HT1A серотонинового рецепто-
ра как в гиппокампе (F1,22 = 0,63, p = 0,43), так 
и в префронтальной коре (F1,20 = 0,76, p = 0,78) 
(рис. 5, б).

Нокдаун гена Cc2d1a не повлиял на экс-
прессию гена Drd2 в гиппокампе (F1,26  =  0,17, 
p  =  0,67) и префронтальной коре (F1,26  =  0,08, 
p  =  0,77) (рис.  5,  в). Введение аденоассоции-
рованного вирусного вектора не изменило 
экспрессию белка D2 дофаминового рецеп-
тора как в гиппокампе (F1,22  =  0,73, p  =  42), 
так и в префронтальной коре (F1,22  =  0,63, 
p = 0,53) (рис. 5, г).

Экспрессия гена Creb1 не отличалась в 
опытной и контрольной группах в гиппокампе 
(F1,24 = 0,14, p = 0,71). Однако в префронтальной 
коре уровень мРНК гена Creb1 в группе «опыт» 
снизился относительно контрольной группы 
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Рис. 5. Уровни мРНК генов Htr1a, Drd2  (а и в) и белка 5-HT1A, D2-рецепторов  (б и г) в гиппокампе и префронталь-
ной коре мозга мышей. Экспрессия гена представлена как число копий  кДНК соответствующего гена на 100  копий 
кДНК Polr2a. Уровень белка представлен в относительных единицах хемолюминесцентного сигнала и нормирован на 
уровень белка  GAPDH. На рисунке показана количественная оценка интенсивности хемилюминесцентного сигнала 
и результат иммуноблота на мембране, n = 11–13

животных (F1,21  =  5,55, p  =  0,028) (рис.  6,  a). 
Были измерены уровни белков CREB и pCREB, 
чтобы оценить степень фосфорилирования 
белка  CREB. Было обнаружено, что сниже-
ние экспрессии гена Cc2d1a в гиппокампе мы-
шей  BTBR не повлияло на фосфорилирова-
ние белка CREB ни в гиппокампе (F1,18 = 1,02, 
p = 0,32), ни в префронтальной коре (F1,21 = 0,10, 
p = 0,74) (рис. 6, б). Также экспрессия гена Nfkb1 
не различалась между контрольной и опыт-
ной группами животных как в гиппокампе 
(F1,24 = 0,68, p = 0,79), так и в префронтальной 
коре (F1,24  =  0,66, p  >  0,42) (рис.  6,  в). Кроме 
того, снижение уровня экспрессии гена Cc2d1a 
в гиппокампе мышей BTBR достоверно не по-
влияло на уровень мРНК гена Rela как в гиппо-
кампе (F1,20 = 0,37, p = 0,54), так и в префрон-
тальной коре (F1,25 = 0,29, p = 0,59) (рис. 6, г).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Расстройства аутистического спектра – это 
наследуемая и весьма гетерогенная группа фе-
нотипов психического развития, диагностируе-
мая более чем у 1% детей. Совокупность гене-
тических факторов вносит существенный вклад 
в развитие этого синдрома, но на сегодняшний 
день ни одна индивидуальная мутация гена не 
была надёжно связана с РАС [42]. В этом иссле-
довании в качестве гена кандидата, ответствен-

ного за развитие симптомов аутизма, рассмо-
трен ген Cc2d1a. Этот ген участвует в развитии 
нервной системы, регулирует большое коли-
чество внутриклеточных сигнальных путей и 
уже отмечен многими исследователями как ген, 
связанный с дефицитом коммуникативных и 
когнитивных способностей [16, 43–45].

В ходе данного исследования было обнару-
жено, что экспрессия гена  Cc2d1a существен-
но выше в гиппокампе мышей линии  BTBR 
по сравнению с мышами контрольной ли-
нии  C57Bl/6J. Принимая во внимание тот 
факт, что чрезмерная экспрессия Cc2d1a может 
лежать в основе развития различных психо-
патологий  [17], мы предположили, что сниже-
ние экспрессии  Cc2d1a в гиппокампе мышей 
линии  BTBR до уровня, наблюдаемого в гип-
покампе мышей линии C57Bl/6J, может приве-
сти к коррекции каких-либо аутистически-по-
добных поведенческих черт у исследуемых 
животных.

Введение аденоассоциированного ви-
русного вектора, несущего плазмиду pAAV_
SynH1-2_shRNA-Freud-1, значительно снизи-
ло экспрессию гена Cc2d1a, который кодирует 
транскрипционный фактор Freud-1. Следует от-
метить, что снижение уровня мРНК гена Cc2d1a 
составляет примерно  20%, что соответствует 
различиям в экспрессии Cc2d1a, наблюдаемым 
между мышами  BTBR и  C57Bl/6J. Уменьше-
ние количества белка Freud-1 стало законо-
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Рис. 6. Экспрессия генов Creb1  (а), Nfkb1  (в), Rela  (г) и уровень фосфорилирования белка CREB (б) в гиппокампе и 
префронтальной коре мозга мышей. Экспрессия гена представлена как число копий кДНК соответствующего гена на 
100 копий кДНК Polr2a. Уровень белка представлен в относительных единицах хемолюминесцентного сигнала и норми-
рован на уровень белка GAPDH. На рисунке показано количественная оценка интенсивности хемилюминесцентного 
сигнала и результат иммуноблота на мембране, n = 9–13. * p < 0,05 – достоверное отличие при сравнении групп «кон-
троль» и «опыт»

мерным следствием уменьшения уровня мРНК 
гена Cc2d1a.

Привнесённые  в экспрессию гена Cc2d1a 
изменения привели к значительному усилению 
тревожности, отражённому в сокращении вре-
мени, проводимом животными в открытых ру-
кавах, и соответственно увеличению времени в 
закрытых рукавах приподнятого крестообраз-
ного лабиринта. В  целом, полученные дан-
ные согласуются с данными о протревожном 
эффекте нокдауна гена  Cc2d1a в гиппокампе 
мышей линии  C57Bl/6J  [22]. Необходимо от-
метить, что тревожность является одним из со-
путствующих симптомов аутизма. Эта пробле-
ма распространена среди людей, страдающих 
аутизмом, с частотой от  11 до  84%  [46]. Наши 
данные указывают на то, что ген  Cc2d1a уча-
ствует в механизмах тревожности и, в частно-
сти, в механизмах тревожности при аутистиче-
ски-подобном поведении.

В ходе данного исследования нами также 
было обнаружено, что нокдаун гена Cc2d1a в 
гиппокампе мышей  BTBR приводит к значи-
тельному увеличению времени нахождения 
платформы и преодолённого расстояния до 
платформы в водном лабиринте Морриса у ис-
следуемых животных. Можно было бы предпо-
ложить, что нокдаун гена Cc2d1a в гиппокам-
пе приводит к нарушению пространственного 
обучения и памяти, однако в день ре-теста без 

платформы мыши BTBR проводили более 
25%  времени в секторе, где ранее располага-
лась платформа. Это указывает на то, что жи-
вотные запомнили местоположение платфор-
мы. Следовательно, можно предположить, что 
увеличение времени нахождения платформы 
и преодолённого расстояния до платформы у 
мышей BTBR связано с высоким уровнем ак-
тивного избегания стресса, наблюдаемого у 
этих животных [47], который ещё больше воз-
рос в связи с протревожным эффектом нок-
дауна гена Cc2d1a. Крайне важно отметить, что, 
как нами было показано ранее, пространствен-
ная память нарушалась у мышей стандартной 
линии  C57Bl/6J после нокдауна гена  Cc2d1a в 
гиппокампе: в день ре-теста эксперименталь-
ные животные проводили в секторе, где ра-
нее располагалась платформа, менее 25%  вре-
мени [22].

Из литературных данных известно, что 
мыши с нокаутом по гену  Cc2d1a имеют це-
лый ряд поведенческих нарушений: когнитив-
ный и социальные дефициты, тревога, гипер-
активность и повторяющееся поведение  [44]. 
Однако локальный нокдаун  Cc2d1a в гиппо-
кампе не оказал существенного влияния на со-
циальный дефицит и стереотипное поведение 
мышей BTBR.

Несмотря на важную роль Freud-1 в регуля-
ции 5-HT1A [17] и D2-рецепторов [26], обнару-
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жить эффект нокдауна Cc2d1a в гиппокампе на 
экспрессию генов этих рецепторов не удалось. 
Возможно, это связано с компенсаторными 
механизмами, запускающимися через 5 недель 
после нокдауна гена Cc2d1a [22].

Нокдаун гена Cc2d1a в гиппокампе мы-
шей  BTBR не оказал существенного влия-
ния ни на экспрессию ключевого эффектора 
Freud-1 – транскрипционного фактора CREB, 
ни на его фосфорилирование. Это указывает 
на то, что CREB не принимает участие в выяв-
ленных нами эффектах нокдауна гена Cc2d1a 
на поведение. Однако, как было показано в на-
шей предыдущей работе, у мышей стандартной 
линии  C57Bl/6J нокдаун гена Cc2d1a в гиппо-
кампе приводил к значительному снижению 
как уровня мРНК Creb, так и фосфорилирова-
ния белка [22]. Кроме того, подобное влияние 
на CREB было продемонстрировано и другим 
научным коллективом на мышах с дефицитом 
Cc2d1a  [8]. Известно, что транскрипционный 
фактор CREB имеет критическое значение 
для формирования памяти  [48]. В  более ран-
них исследованиях показано, что нокдаун гена 
Cc2d1a нарушает пространственно-временную 
память в водном лабиринте Морриса  [16, 22]. 
Однако у мышей BTBR нокдаун гена Cc2d1a в 
гиппокампе не повлиял ни на пространствен-
ную память, ни на фосфорилирование тран-
скрипционного фактора CREB, в то время как у 
мышей С57Bl/6J было обнаружено и ухудшение 
пространственной памяти, и снижение фосфо-
рилирования CREB  [22]. Совместно эти дан-
ные указывают на нарушение CREB-зависи-
мого эффекторного пути транскрипционного 
фактора Freud-1 в мозге мышей линии BTBR.

Широкий спектр внеклеточных лигандов 
и мембраносвязанных рецепторов активиру-
ет каскад NF-κВ. Активация NF-κB в основ-
ном происходит по каноническим и некано-
ническим сигнальным путям. Канонический 
путь основывается на индуцируемой деграда-
ции  IκB, что вызывает перемещение NF-κB 
(р65- и p50-субъединицы) в ядро и связывание 
с κВ-сайтами ДНК в промоторах и энхансерах 
генов-мишеней [49]. Активация этого пути мо-
жет как уменьшать, так и увеличивать слож-
ность дендритов  [50, 51], а также приводить к 
нейровоспалению и связанным с ним симпто-
мам РАС [16]. Несмотря на то что роль Freud-1 
в активации NF-κB сигнального пути не вы-
зывает сомнения, локальный нокдаун Cc2d1a 
в гиппокампе мышей линии  BTBR не оказал 
существенного влияния на уровни мРНК генов 
канонического сигнального пути NF-κB  Rela 
(кодирует субъединицу p65 NF-κB-фактора) 
и  Nfkb1 (кодирует субъединицу  p50 NF-κB-

фактора), что может указывать на нарушения 
в работе каких-то элементов данного сигналь-
ного пути. Также нельзя исключать существо-
вание дополнительных, ещё не изученных ме-
ханизмов реализации эффектов Freud-1 на 
поведение, не связанных с CREB и NF-κB сиг-
нальными путями.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, транскрипционный фак-
тор Freud-1 играет роль в патогенезе тревожно-
сти и в механизмах активного избегания стрес-
са при аутизме. При этом нокдаун гена Cc2d1a 
в гиппокампе мышей с аутистически-подоб-
ным поведением не нарушает их простран-
ственную память, как у «нормальных» живот-
ных линии  C57Bl/6J. Совместно с данными 
об отсутствии эффекта нокдауна гена Cc2d1a 
в гиппокампе мышей BTBR на фосфорилиро-
вание CREB наши результаты позволяют пред-
положить, что у мышей линии BTBR нарушен 
CREB-зависимый эффекторный путь, что мо-
жет играть важную роль в формировании аути-
стически-подобного фенотипа.
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EFFECT OF A Cc2d1a/Freud-1 KNOCKDOWN 
IN THE HIPPOCAMPUS IN BTBR MICE 

ON AUTISTIC-LIKE BEHAVIOR, SEROTONIN 5-HT1A 
AND D2 DOPAMINE RECEPTORS 

AND INTRACELLULAR SIGNALING PATHWAYS CREB AND NF-κB

I. I. Belokopytova, E. M. Kondaurova, E. A. Kulikova, T. V. Ilchibaeva, 
V. S. Naumenko*, and N. K. Popova

Federal Research Center, Institute of Cytology and Genetics Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 
630090 Novosibirsk, Russia; E-mail: naumenko2002@mail.ru

The mechanisms of autism are of extreme interest due to its high prevalence in the human population. In this 
regard, the transcription factor Freud-1 (encoded by the Cc2d1a gene), which regulates many intracellular 
signaling pathways and serves as a silencer for serotonin 5-HT1A and dopamine D2 receptors. Disruptions of 
Freud-1 function leads to the development of various psychopathologies. In this study, we found an increase 
in the expression of the Cc2d1a/Freud-1 gene in the hippocampus of modeling autism-like behavior BTBR 
mice in comparison with C57Bl/6J mice and examined how the normalization of the Cc2d1a/Freud-1 gene 
expression in the hippocampus of BTBR mice affects behavior, 5-HT1A and D2 receptors and Creb and 
NF-κB intracellular signaling pathways. 5  weeks after administration of an adeno-associated viral vector 
(AAV) carrying the pAAV_H1-2_shRNA-Freud-1_Syn_EGFP plasmid encoding a small hairpin RNA that 
suppresses the expression of the Cc2d1a/Freud-1 gene at both the mRNA and protein levels, we revealed an 
enhancement of anxiety and an increase in the time spent to find the platform and the distance traveled to the 
platform in the Morris water maze, which is probably associated with an increase in the strategy of active stress 
avoidance. However, Cc2d1a/Freud-1 knockdown did not affect spatial memory and CREB transcription 
factor phosphorylation, although such effect was found in our previous work on C57Bl/6J mice. These results 
suggest that the CREB-dependent effector pathway is impaired in BTBR mice, which may play an important 
role in the development of the autism-like phenotype. Knockdown of Cc2d1a/Freud-1 in the hippocampus of 
BTBR mice did not affect either the expression of 5-HT1A and D2 receptors or the expression of key NF-κB 
signaling genes (Nfkb1 and Rela). Our data allow us to conclude that the Freud-1 transcription factor plays a 
significant role in the pathogenesis of anxiety and active stress avoidance in autism.
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