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Общая характеристика работы

Актуальность темы. Важным направлением современной биофизи-
ки является исследование изменений структуры и свойств миелина при прове-
дении нервным волокном потенциалов действия (ПД). Известно, что миелин
содержит большое количество липидов и шунтирует распространение мем-
бранных токов из перехвата Ранвье (ПР) в паранодальную область волокна.
В связи с этим миелину отводится важная роль в реализации сальтаторно-
го механизма и обеспечении высокой скорости проведения ПД [Tasaki 1994].
Однако, и при проведении нервным волокном серии ПД или активации ря-
да рецепторов меняется как морфология миелина, так и содержание в нем
некоторых ионов (калий и кальций), а также упорядоченность мембранных
фосфолипидов [Harden et al., 1994, Maksimov et al., 1996].

Приоритетами в данной области являются работы, в которых исполь-
зовали спектроскопию комбинационного рассеяния (КР) для исследования
состояния некоторых липидов миелина нервных волокон [Larsson 1973], а так-
же работы, в которых с помощью КР исследовали изменения состояния ли-
пидов миелина при проведении серии ПД [Szalontai et al., 1977; Maximov et
al., 1985; Rodionova et al., 2009; Bibinesvilli et al., 2011].

Однако, использование микроскопии показало, что при регистрации
КР от различных отделов одиночного миелинового нервного волокна (мие-
лин, перехват Ранвье, шванновская клетка (ШК)) исследователь сталкивает-
ся с целым рядом существенных проблем, требующих детального изучения.

Во-первых, размер фокального объема (объем пространства, в преде-
лах которого регистрируется КР) становится сравнимым с размером самого
объекта: если различные отделы волокна отличаются по спектру КР, то необ-
ходимо однозначным образом задать координаты измерения.

Во-вторых, наличие в миелине нервного волокна «природной метки»
— молекул каротиноидов представляет собой не только научный интерес
[Rodionova et al., 2009], но и возможность для создания новой методологии
тестирования состояния липидного бислоя мембран миелина. Важно, что в
зависимости от химической структуры молекулы каротиноидов, они могут
быть различным образом ориентированы в липидных мембранах [Gruszecki
et al., 2005]: некоторые каротиноиды могут располагаться перпендикуляр-
но к плоскости бислоя за счет взаимодействия концевых полярных групп с

3



полярными головами фосфолипидов, другие (неполярные каротиноиды) мо-
гут быть ориентированы как перпендикулярно, так и параллельно бислою
мембран миелина. Все это позволит разработать новый метод исследования
состояния биологической мембраны.

В-третьих, ориентация молекул каротиноидов в липидном бислое мо-
жет по-разному влиять на упорядоченность «хвостов» жирных кислот мем-
бранных липидов и, наоборот, что регулирует электрическое сопротивление
миелина и скорость проведения ПД [Gruszecki et al., 2005]. В связи с этим
нами было проведено исследование роли локальной ориентации молекул ка-
ротиноидов и жирных кислот липидов в мембранах миелина при изменении
функционального состояния нервного волокна (активация пуринергических
рецепторов ШК).

Целью данной работы была разработка методологии исследования
изменений локализации, ориентации и конформации молекул липидов и ка-
ротиноидов в миелине в покое и при изменении функционального состояния
нервного волокна.

В связи с целью исследования было необходимо решить следующие
задачи:

1. Разработать методологию регистрации спектров КР от одиночных
миелиновых нервных волокон (фокусировка, поляризации лазера,
разделение сигналов КР и флуоресценции).

2. Зарегистрировать КР спектры в различных областях нервного во-
локна (перехват Ранвье, паранодальная и интернодальная области).

3. Разработать методологию регистрации и количественной оценки
упорядоченности молекул каротиноидов и липидов в бислоях ми-
елина.

4. Исследовать изменения локализации, ориентации и конформации
молекул каротиноидов и липидов в миелине нервного волокна в нор-
ме и при изменении функционального состояния нервного волокна
(действие экстраклеточного АТФ и аденозина).

Основные положения, выносимые на защиту:
1. Молекулы каротиноидов миелина находятся в упорядоченном со-

стоянии и ориентированы преимущественно перпендикулярно к по-
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верхности, а «хвосты» жирных кислот мембранных липидов — в
среднем под углом 30∘ к нормали к поверхности мембраны.

2. Степень упорядоченности и насыщенности жирных кислот липидов
варьирует в пределах интернодальной области миелина нервного
волокна.

3. Активация пуринергических рецепторов, вызывает изменение со-
держания холестерина и фосфатидилхолина (ФХ), а также упоря-
доченности и степени насыщенности «хвостов» жирных кислот ли-
пидов в мембранах миелина.

Научная новизна:
1. Впервые разработана методология и проведен количественный ана-

лиз ориентации молекул каротиноидов и липидов миелина нервных
волокон с помощью метода КР и доказано, что молекулы кароти-
ноидов ориентированы преимущественно перпендикулярно, а «хво-
сты» жирных кислот в среднем под углом 30∘ к нормали к поверх-
ности мембраны.

2. Впервые обнаружено явление распространения монохроматическо-
го излучения внутри миелина и предложен способ его использо-
вания для исследования упорядоченности липидов в различных
участках вдоль миелина.

3. Доказано, что интернодальная область нервного волокна представ-
ляет собой совокупность участков миелина, обладающих различной
степенью упорядоченности и насыщенности «хвостов» жирных кис-
лот мембранных липидов.

4. Разработан комплексный подход (КР спектроскопии и масс-
спектрометрии) исследования миелина и доказано, что холестерин
накапливается в мембранах миелина в ответ на активацию 𝑃2 пу-
ринергических рецепторов.

Практическая значимость В диссертации систематизированы экс-
периментальные подходы и реализована методология регистрации спектров
КР для исследования миелина в нативных нервных волокнах. Доказана су-
щественная роль локализации фокуса и направления плоскости поляриза-
ции лазера при измерении КР, а применение поляризованной спектроскопии
КР существенно повышает эффективность исследования и интерпретации ре-
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зультатов. Впервые обнаружена способность миелина осуществлять распро-
странение монохроматического света аналогично кольцевому микрорезона-
тору, и предложен метод использования данного эффекта для тестирования
упорядоченности липидов вдоль поверхности миелина.

Получены результаты, свидетельствующие о том, что изменение упо-
рядоченности липидов и химического состава миелина может быть вызва-
но активацией Р2 пуринергических рецепторов. Доказано, что комплексное
использование методов КР спектроскопии и масс-спектрометрии позволяет
выявить не только изменения упорядоченности и конформации липидов и
каротиноидов, но и изменения химического состава мембран миелина. По-
лученные данные указывают на то, что сопротивление миелина и, соответ-
ственно, скорость проведения ПД по аксону могут зависеть от ориентации и
упорядоченности некоторых мембранных липидов миелина.

Апробация работы. Основные результаты работы докладыва-
лись на: семинарах кафедры биофизики биологического факультета МГУ,
Российских и международных конференциях: «Ломоносов–2011», «Метроло-
гия в нанотехнологиях» и «GLIA Bilbao 2015».

Публикации. Основные результаты по теме диссертации изложены в
6-ти печатных изданиях, 4 из которых изданы в журналах, рекомендованных
ВАК [1–4], 2 — в тезисах докладов [5; 6].

Объем и структура работы. Диссертация состоит из введения,
трех глав, заключения и двух приложений. Полный объем диссертации со-
ставляет 172 страницы текста с 38 рисунками и 4 таблицами. Список лите-
ратуры содержит 151 наименований.

Содержание работы

Во введении и первой главе («Обзор литературы») обоснована акту-
альность исследований, проводимых в рамках данной диссертационной ра-
боты, формулируется цель, ставятся задачи работы. Обзор литературы си-
стематизирует современные представления о микроструктуре миелина, дает
теорию метода КР спектроскопии.

В Обзоре литературы анализируются современные данные, полу-
ченные с помощью электронной микроскопии и метода рентгеновской ди-
фрактометрии, свидетельствующие о наличии в интернодальной области
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нервных волокон участков, отличающихся по составу белков и упаковке ла-
мелл миелина [Inouye 2014], где меняется цилиндрически-симметричная упа-
ковка слоев миелина и формируется локальная микрогетерогенность струк-
туры миелина. Исследование свойств таких структур важно не только для
понимания роли миелина при проведении ПД, но и для разработки более
эффективных оптических методов тестирования нервных клеток. Заключи-
тельный раздел обзора литературы посвящен описанию механизма функци-
онирования пуринергических рецепторов, активируемых АТФ, АДФ и АМФ
[Grafe 2006].

Вторая глава содержит описание объекта и методов, а также исполь-
зуемых реактивов, процедуры приготовления препаратов и обработки полу-
ченных данных.

Объект исследования.
Объектами исследования служили изолированные миелиновые нерв-

ные волокна лягушки (Rana temporaria), инкубированные в растворе Ринге-
ра, (100 mM NaCl, 2 mM KСl, 1.08 mM CaCl2, 10 mM HEPES), а способность
генерировать ПД которых проверяли с помощью экстраклеточного отведе-
ния при стимуляции нерва прямоугольными импульсами электрического тока
(амплитуда — 0.5–0.8 В, частота стимуляции — 20 Гц, длительность импульса
- 0.3 мс).

Микроспектроскопия комбинационного рассеяния (КР).
Регистрацию спектров КР осуществляли с помощью системы WITec

alpha–300, включающую ближнепольный микроскоп, атомно-силовой мик-
роскоп, конфокальный микроскоп и КР спектрометр. Система оборудова-
на ND:YAG непрерывным твердотельным лазером с длиной волны 532 нм.
Линейно поляризованный свет фокусировался на объекте с помощью 20Х
(NA=0.4) или 50Х (NA=0.8) объективов. Средняя используемая мощность
лазера на выходе из объектива составляла около 0.5 мВт, а время накопле-
ния одиночных спектров варьировалось от 10 сек до 2 мин.

Для регистрации ориентации молекул в миелине на объект подавали
плоско-поляризованный луч лазера, а КР детектировали с помощью анали-
затора (фильтр, пропускающий свет строго определенной поляризации). Из
параметров КР спектров рассчитывались величины интенсивностей полос и
их отношения: I1527/I1160 (I1), которое соответствует доле С=С и С–С колеба-
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ниям в молекулах каротиноидов [Szalontai 1977, Maksimov 1995] I1655/I1440 (I2)
соответствует доле С=С и С–С колебаний «хвостов» жирных кислот липидов
[Wu 2011] и I2884/I2932 (I3) соответствует доле несимметричных и симметрич-
ных колебаний метиленовых групп липидов [Szalontai 1977, Maksimov 1995].

Масс-спектрометрия В работе использовался TOF-SIMS тип масс-
спектрометрии (МС) с пульсирующим сфокусированным первычным пото-
ком 30 кэВ Bi+3 ионов. Первичный ионный ток составлял 0.5 пА, что со-
ответсвует ионной плотности 2.5×1011 ионов/см2. Площадь поверхности, с
которой происходила регистрация сигнала составляла 500 × 500 мкм2 (128
× 128 пикселей). Выход ионов рассчитывался как отношение интенсивности
спектрального пика к общему числу ионов.

Третья глава посвящена описанию результатов и их обсуждению.
Особенности КР спектроскопии одиночных нервных волокон.

В данной серии экспериментов исследовано распределение величины интен-
сивностей полос спектра КР липидов и каротиноидов в трех основных отде-
лах миелинизированного нервного волокна: перехвате Ранвье, интернодаль-
ной и паранодальной областях (Рис 1).
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Рис. 1 — Распределение величины интенсивности КР в перехвате Ранвье,
интернодальной и паранодальной областях миелинового нервного волокна.

Установлено, что в аксолемме перехвата Ранвье интенсивность КР бы-
ла существенно ниже, чем в миелине, а в интернодальной области волокна
сигнал был симметричным относительно центра с выраженными максиму-
мами интенсивности КР на краях волокна. Известно, что фокальный объем
вытянут в направлении, перпендикулярном плоскости измерения, поэтому
на краю волокна максимальное количество миелина локализовано именно
внутри фокального объема, что и сопровождается значительным КР. В па-
ранодальной области пространственная упаковка слоев миелина другая, в ре-
зультате чего расположение отдельных мембран миелина относительно друг
друга и распределение величины интенсивности полос спектров КР становит-
ся нерегулярным (Рис 1).
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Исследование распределения спектров КР вдоль интерно-
дальной области миелина.

В следующей серии экспериментов исследовали распределение интен-
сивности КР вдоль интернодальной области миелина нервного волокна, что
важно для сопоставления полученных данных при регистрации КР в различ-
ных отделах миелина.
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Рис. 2 — Эффективность кольцевого распространения монохроматического
света вдоль миелина нервного волокна (а,б). Профиль распределения

интенсивности ФД по длине волокна (в). Параметры спектра КР в участках
ФД+ и ФД− типов (г). Черные стрелки и квадраты обозначают место

фокусировки лазера, серые стрелки и белые квадраты — ожидаемое место
возникновения ФД.
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При фокусировке лазера на определенных участках интернодальной
области нервного волокна нами впервые был обнаружен эффект появления
второго «пятна» лазера (обозначаемого в дальнейшем как ФД — фокаль-
ный дублет) в миелине с противоположной стороны волокна (эти участки
обозначим как ФД+ тип, а где данное явление отсутствует, будут называться
участками ФД− типа). На Рис 2(а, б) представлены оптические изображения
нервного волокна с сфокусированным на миелине лазером (черная стрелка)
на участках ФД+ и ФД− типов, соответственно. Перемещая положение фо-
куса луча лазера вдоль волокна и регистрируя интенсивность ФД с противо-
положной стороны волокна (в пределах белого квадрата на Рис 2), получили
распределение интенсивности ФД вдоль волокна (Рис 2(в)).

Для того, чтобы выявить природу различий состояния липидов в дан-
ных участках миелина мы регистрировали спектры КР в областях ФД+ и
ФД− типов. Установлено, что участки ФД− типа характеризуются более вы-
сокой степенью упорядоченности и насыщенности «хвостов» жирных кислот
липидов (Рис 2(г)). Вероятно, в случае липидных бислоев с низкой степенью
упорядоченности «хвостов» жирных кислот мембранных липидов, формиро-
вание плотных контактов между соседними слоями миелина затруднено, по
сравнению с участками ФД− типа. По-видимому, снижение локальной упо-
рядоченности «хвостов» жирных кислот липидов миелина отражает наличие
участков с оптической неоднородностью и появлению «центров рассеяния»
света внутри слоев миелина (Рис 2(а)). Мы не ставили перед собой задачу
изучить природу обнаруженной гетерогенности оптического сигнала в мие-
лине, но считаем важным, что при разработке методологии исследования со-
стояния липидов миелина при различных условиях функционирования нерв-
ного волокна этот факт необходимо учитывать и регистрировать КР только
от участков ФД− типа (область максимальной упорядоченности «хвостов»
жирных кислот мембранных липидов)

Исследование ориентационной упорядоченности каротинои-
дов и липидов в мембранах миелина.

Одной из задач исследования было использование принципов теории
молекулярной ориентации к анализу спектров КР нативных нервных воло-
кон. Основное различие между измерениями клеток такого типа и макро-
объектов состоит в том, что размер фокального объема соизмерим с разме-
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ром самой клетки. Последнее приводит к тому, что становится необходимо
выяснить, каким образом исследуемая молекула ориентирована по отноше-
нию к липидному бислою. В связи с этим мы регистрировали спектры КР
нервных волокон с различными положениями плоскости поляризации лазера
относительно волокна, а также регистрировали сигнал при фиксированной
плоскости поляризации (Рис 3).
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И
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нервного волокна

аксон
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Рис. 3 — Спектры КР миелина, полученные при использовании различной
ориентации поляризатора (сплошная двойная стрелка) и анализатора

(пунктирная линия). Нервное волокно схематично представлено справа от
каждого из спектров.

Известно, что ориентация молекул внутри фазы может быть описана
с помощью параметров упорядоченности [Bower 1972].
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в)

βZ

Рис. 4 — Схема описания ориентации молекул с помощью пространственных
углов (а,б). Ввиду конечной кривизны мембран миелина в пределах

фокального объема (обозначен пунктиром) идеально ориентированные
молекулы (стрелки) будут казаться располагающимися в пределах угла 𝛽

(в).

Для того, чтобы использовать данные КР для выявления ориентации
молекул, мы использовали модель симметричной молекулы цилиндрической
формы, интенсивность КР которой максимальна, если направление поляри-
зации падающего света соответствует направлению длинной оси молекулы
(Рис 4(a)). Для описания ориентации данной молекулы (например, в мем-
бране) необходимо найти углы 𝜑 и 𝜃. Если направить на данную молекулу
свет, поляризованный по оси 𝑋, и регистрировать 𝑋 и 𝑌 компоненты КР
сигнала, то, используя их отношение, можно вычислить угол 𝜑. Затем тот
же самый подход мы можем применить, используя свет, поляризованный по
оси 𝑍, и измеряя компоненты 𝑍 и 𝑋, найти угол 𝜃. Таким образом, изме-
ряя 4 параметра КР спектра для молекулы с известными спектральными
свойствами, можно рассчитать ее ориентацию внутри однородной фазы. В
эксперименте, как правило, сигнал обусловлен многими молекулами, каждая
из которых в среднем имеет какое-либо преимущественное направление. Для
описания такой системы мы использовали параметры упорядоченности (⟨𝑃2⟩
и ⟨𝑃4⟩), строили ориентационную функцию распределения (ОФР), используя
которую, можно рассчитать долю молекул, ориентированных в определен-
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ном интервале углов по отношению к мембране (угол 𝜃 на Рис 4(б)). Ввиду
наличия кривизны у миелиновой оболочки (Рис 4 (в)) были введены допол-
нительные поправки на значения ⟨𝑃2⟩ и ⟨𝑃4⟩. Полученные коэффициенты
упорядоченности липидов и каротиноидов использовали для построения ОФР
(Рис 5). Установлено, что молекулы каротиноидов ориентированы преимуще-
ственно перпендикулярно поверхности, а «хвосты» жирных кислот липидов
— в среднем под углом 30∘ к нормали к поверхности мембран миелина. Для
оценки точности рассчитывали стандартную ошибку среднего (СОШ) значе-
ния коэффициента упорядоченности. Если варьировать ⟨𝑃2⟩ и ⟨𝑃4⟩ в преде-
лах СОШ, то можно получить семейство различных ОФР, которые можно
изобразить в виде сплошного серого фона на Рис 5.

0o

45o -45o

90o -90o

0o

45o -45o

90o -90o

(а)

(б)

Рис. 5 — Ориентационные функции распределения молекул каротиноидов
(а) и «хвосты» жирных кислот липидов (б) в миелине. Фоном обозначен

диапазон изменения ОФР при варьировании параметров упорядоченности в
пределах стандартной ошибки среднего.
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Рис. 6 — Изменения параметров упорядоченности ⟨𝑃2⟩ и ⟨𝑃4⟩ при
различных воздействиях на нервное волокно: К—контроль, КД—калиевая

деполяризация, АК—инкубация с арахидоновой кислотой,
МЦД—экстракция холестерина (а). Приближение в область полос
каротиноидов (б) и липидов (в). Разбросы рассчитаны как 95%

доверительные интервалы. Диаграммы соответствуют теоретическим видам
ОФР (серый цвет соответствует преимущественной ориентации молекул).
Точка (0,0) характеризуется однородным распределением молекул по всем

возможным направлениям.
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Рис. 7 — Схема, объясняющая воздействие на мембраны миелина нервного
волокна экстракции холестерина (а), инкубации с арахидоновой кислотой

(б) и калиевой деполяризации (в).

В следующей серии экспериментов мы применили результаты разра-
ботанной методики для описания изменений вязкости мембран миелина (экс-
тракция холестерина, действие полиненасыщенной арахидоновой кислотой
(АК)) и мембранного потенциала аксона и ШК (калиевая деполяризация
(КД))). Установлено, что экстракция холестерина из мембран миелина с по-
мощью метилциклодекстрина (МЦД) приводит к максимальному изменению
коэффициентов упорядоченности молекул липидов и каротиноидов (Рис 6).
Данный результат подтверждает важную роль холестерина в обеспечении
упорядоченного состояния молекул каротиноидов в мембранах миелина и,
вероятно, формирует область мембраны (рафт) с высокой степенью упорядо-
ченности молекул липидов. Вероятно, каротиноиды могут быть расположены
именно в таких участках в непосредственном окружении молекул холесте-
рина (Рис 7(а)). Наличие в экстраклеточной среде АК также приводит к
разупорядочению ориентации липидных хвостов, но не молекул каротинои-
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дов (Рис 6). Вероятно, АК не может встраиваться в «рафты» с холестерином
и каротиноидами, но влияет на ориентацию «хвостов» жирных кислот мем-
бранных липидов (Рис 7(б)). Наконец, калиевая деполяризация не приводила
к изменениям в коэффициентах упорядоченности ни липидов, ни каротинои-
дов (Рис 6). Неполярные остатки жирных кислот липидов находятся в гид-
рофобной области мембраны и изменение внешнего электрического поля не
влияет на их ориентацию (Рис 7(в)). В работах Gruszecki и соавт. также было
продемонстрировано, что изменение величины электрического поля не влия-
ло на ориентацию каротиноидов в модельных липидных пленках [Gruszecki,
2008].

Использование метода КР микроспектроскопии для исследо-
вания состояния миелина при изменении функционального состо-
яния нервного волокна.

Пуринергическая сигнализация (ПС) представляет собой важную си-
стему контроля функционального состояния нервных волокон. В ряде работ
было продемонстрировано, что ПС с участием АТФ может приводить к запус-
канию регуляторных механизмов, изменяющих структуру липидной мембра-
ны клетки. Примером такого процесса может служить синтез простаноидов.
При действии экстраклеточного АТФ происходит высвобождение остатка по-
линенасыщенной арахидоновой кислоты от липидов мембран [Goswami 1985].
Таким образом, имеются основания полагать, что активация ПС может при-
водить к перестройкам и изменениям свойств миелина.

В связи с этим, в заключительной части данной работы мы исполь-
зовали разработанную методологию КР - микроскопии в комплексе с масс-
спектрометрией (МС) для исследования изменения состояния миелина нерв-
ного волокна путем активации рецепторов экстраклеточным АТФ и аденози-
ном.
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Рис. 8 — Изменения параметров спектра КР нервных волокон при
инкубации клеток с АТФ (а), аденозином и МЦД (б). Используемые

концентрации обозначены на гистограмме.

Установлено, что инкубация нервного волокна с АТФ и аденозина
(концентрация 1 мМ) приводит к увеличению степени упорядоченности ли-
пидов и возрастанию насыщенности «хвостов» жирных кислот липидов мем-
бран миелина (увеличение отношений 𝐼1 и 𝐼3)(Рис 8).
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Рис. 9 — Масс-спектрометрия миелина нервного волокна. Стрелками
обозначены наиболее интенсивные полосы.

На Рис 9 представлен типичный МС спектр фиксированных миели-
новых нервных волокон, в котором выявлены характерные полосы, соответ-
ствующие фосфатидилхолину (ФХ) и холестерину. Известно, что на интен-
сивность полос спектра МС конкретного вещества могут оказывать влияние
и другие компоненты («матричный эффект») [Fletcher 2013, Lazar 2013].
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Рис. 10 — Изменения содержания ФХ и холестерина в нервных волокнах,
обработанных МЦД, АТФ и аденозином (а). Оценка вклада «матричного

эффекта» в определении содержания холестерина и ФХ в липидных
пленках различного химического состава (б)

.

Для выяснения вклада данного эффекта были использованы модель-
ные системы разного состава и измерены содержание холестерина и ФХ
(Рис 10(б)). Контрольный эксперимент показал, что присутствие холестери-
на (как и АТФ) в липидном бислое приводит к существенному увеличению
выхода ФХ и действительное снижение содержания ФХ при добавлении АТФ
к миелиновому нервному волокну превышает 40%. Таким образом, при ин-
кубации нервного волокна с 1 мМ АТФ в миелине содержание холестерина
возрастает, а содержание ФХ — уменьшается.

Для того, чтобы выяснить механизм действия экстраклеточного АТФ
на миелин нервного волокна, использовали специфический блокатор пури-
нергических рецепторов P2 класса—сурамин (Рис 8). Сурамин нивелирует
действие АТФ на состояние липидов мембран миелина. Очевидно, что вы-
явленные АТФ-индуцируемые изменения свойств миелина нервного волокна
могут быть вызваны активацией пуринергических рецепторов P2 типа.

Заключение:
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В настоящей работе разработана методология исследования состояния
молекул липидов миелина нервного волокна и проведено исследование изме-
нений миелина, вызванных активацией пуринергических рецепторов ШК.

Фрагмент интернодальной области миелина
(поперечное сечение)

Фрагмент интернодальной области миелина
(продольное сечение)
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Рис. 11 — Схема нервного волокна, ориентации и упорядоченности липидов
мембран (а). Гипотетический механизм изменения содержания холестерина

и ФХ в мембранах миелина при активации Р2 пуринорецепторов (б).

При разработке методологии учитывались следующие полученные ре-
зультаты (Рис 11):

1. в интернодальной области нервного волокна существуют участки
миелина, отличающиеся по степени упорядоченности и насыщенно-
сти «хвостов» жирных кислот липидов.

2. с помощью поляризованной КР спектроскопии количественно оха-
рактеризована ориентация молекул каротиноидов и липидов.
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3. разработанная методология в комплексе с методом масс-
спектрометрии, показала, что экстраклеточный АТФ вызывает
увеличение содержания холестерина и уменьшение ФХ в мембра-
нах миелина и меняет степень упорядоченности и насыщенности
«хвостов» жирных кислот липидов.

Таким образом, активация Р2 пуринергических рецепторов ШК необ-
ходима для перестройки мембран миелина и, вероятно, увеличения скорости
проведения ПД ((Рис 11)(б)). Вероятно, первичным актом процесса являет-
ся вход Ca2+ через P2 рецептор и активация слияния богатых холестери-
ном везикул, содержащихся в цитоплазме ШК с мембранами миелина [Shin
2014]. Источник холестерина (везикулы) находится в составе цитоплазмы
ШК, большая часть которой находится в наружном слое миелина, при этом
высокая латеральная подвижность молекулы [Organ 2009] и возможность ее
перемещения между слоями миелина [Maxfield 2002] позволит холестерину
распределиться по всем слоям миелина и сформировать более упорядочен-
ную структуру мембран.

Выводы:
1. Разработана методология проведения измерений и обработки спек-

тров комбинационного рассеяния от миелина нервных волокон,
включающая процедуры фокусировки луча лазера, подбор опти-
мальной плоскости поляризации возбуждающего лазера и сигнала
комбинационного рассеяния, а также его выявления на фоне флуо-
ресценции образца.

2. Обнаружены различия в распределении величины интенсивности
основных полос спектра КР молекул, локализованных в основных
областях нервного волокна (перехват Ранвье, паранодальная и ин-
тернодальные области).

3. С помощью анализа ориентационной функции распределения моле-
кул доказано, что каротиноиды миелина находятся в упорядочен-
ном состоянии, которое зависит от присутствия холестерина, и ори-
ентированы преимущественно перпендикулярно, а «хвосты» жир-
ных кислот липидов миелина — в среднем под углом 30∘ к нормали
к поверхности липидного бислоя.

22



4. Доказано, что регистрация распространения монохроматического
излучения между липидными бислоями миелина позволяет иссле-
довать изменения упорядоченности молекул липидов в различных
областях нервного волокна.

5. С помощью комбинации методов масс-спектрометрии и спектроско-
пии комбинационного рассеяния установлено, что экстраклеточный
АТФ (но не аденозин) при активации Р2 типа пуринергических ре-
цепторов вызывает увеличение количества холестерина и уменьше-
ние фосфатидилхолина, а также повышает степень упорядоченно-
сти и насыщенности «хвостов» жирных кислот липидов в мембра-
нах миелина.
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