
90

2015                     ВЕСТНИК САНКТ-ПЕТЕРБУРГСКОГО УНИВЕРСИТЕТА                     Сер. 3                    Вып. 2

ФИЗИОЛОГИЯ, БИОХИМИЯ, БИОФИЗИКА

УДК 577.2:576.33:612.816

Е. А. Сабурова, А. Н. Васильев, В. В. Кравцова, О. И. Большакова,
С. В. Саранцева, И. И. Кривой 

СПОНТАННАЯ АКТИВНОСТЬ В НЕРВНО-МЫШЕЧНОМ СИНАПСЕ 
ЛИЧИНКИ DROSOPHILA MELANOGASTER ПРИ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА APP 
ЧЕЛОВЕКА* 

Согласно гипотезе амилоидного каскада основную роль в патогенезе болезни Альцгеймера 
играет β-амилоидный пептид, являющийся результатом протеолитического процессинга белка-
предшественника амилоида (АРР, amyloid precursor protein). Что же касается самого АРР, физиоло-
гическая роль этого белка остается малопонятной. Удобной моделью для подобных исследований 
является Drosophila melanogaster, у которой отсутствуют гены АРР и β-секретазы; поэтому в транс-
генных линиях дрозофилы можно независимо исследовать эффекты АРР и β-амилоида. В наших 
опытах на нервно-мышечном синапсе личинки Drosophila melanogaster в условиях экспрессии гена 
АРР человека наблюдалось снижение частоты спонтанной квантовой секреции медиатора без на-
рушения случайной природы этого процесса. Частота спонтанной секреции не изменялась при 
снижении уровня АРР и образовании β-амилоида в условиях одновременной экспрессии генов 
АРР и β-секретазы человека. Наблюдаемые изменения свидетельствуют о нарушении механизма 
экзоцитоза синаптических везикул и специфичны для АРР. Библиогр. 24 назв. Ил. 3.
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According to amyloid cascade hypothesis the main role in pathogenesis of Alzheimer’s disease plays 
β-amyloid peptide, which is the product of proteolytic processing of amyloid precursor protein (APP). 
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In regards to APP, physiological role of this protein itself remain incompletely understood. A convenient 
model for such experiments is Drosophila melanogaster, which does not contain APP and β-secretase 
genes. So in transgenic lines of Drosophila melanogaster it’s possible to study eff ects of APP and β-amyloid 
independently. In our experiments on neuromuscular synapse of Drosophila melanogaster larvae with 
human APP gene expression a decrease of spontaneous quantal transmitter release frequency without 
alteration of its random nature was demonstrated. Frequency of spontaneous transmitter release was not 
aff ected at decreased level of APP and production of β-amyloid in conditions of co-expression of human 
APP and β-secretase genes. Th ese changes give evidences for alteration of synaptic vesicle exocytosis 
mechanism which is specifi c for APP. 

Keywords: neuromuscular synapse, Drosophila melanogaster, APP, quantal transmitter release.

Введение
Болезнь Альцгеймера  — хроническое прогрессирующее дегенеративное забо-

левание головного мозга, которое сопровождается нарушениями памяти и других 
когнитивных функций. Согласно гипотезе амилоидного каскада основную роль 
в патогенезе болезни Альцгеймера играет β-амилоидный пептид (Aβ), являющий-
ся результатом протеолитического процессинга белка-предшественника амилоида 
(АРР, amyloid precursor protein) [1–5]. При мутациях в гене АРР образуется наиболее 
нейротоксичная форма Aβ, являющаяся основным компонентом амилоидных бля-
шек, вызывающих, как предполагают, нарушения синаптической функции. Физио-
логическая роль самого АРР остается малопонятной. По ряду данных АРР участвует 
в формировании синапсов и в регуляции их активности, играет важную роль в про-
цессах обучения и памяти [4, 6]. По некоторым данным изменения уровня АРР вы-
зывают нарушения синаптической и нейрональной функций [7–10]. 

Изучение эффектов самого АРР может быть важным для более глубокого пони-
мания механизмов синаптической дисфункции при болезни Альцгеймера. Однако 
модели с  использованием млекопитающих не позволяют полностью дискримини-
ровать эффекты АРР и Аβ. Удобной моделью для подобных исследований являет-
ся Drosophila melanogaster, у  которой отсутствуют гены АРР и  β-секретазы, кото-
рая совместно с γ-секретазой участвует в образовании Aβ [10, 11]. Таким образом, 
в  трансгенных линиях дрозофилы можно независимо исследовать эффекты АРР 
и Аβ. В таких экспериментах на дрозофиле с экспрессией гена АРР человека наблю-
дались нейродегенерация, нарушение процессов обучения и памяти, локомоторного 
поведения; ряд пресинаптических нарушений, включая механизм везикулярного эк-
зоцитоза, а также многочисленные морфофункциональные изменения в нейромы-
шечных соединениях [10, 12, 13]. Важно, что нервно-мышечный синапс дрозофилы 
является глутаматергическим, что приближает эту модель к глутаматергическим си-
напсам ЦНС млекопитающих [14].

Наблюдаемые при экспрессии гена АРР пресинаптические нарушения свиде-
тельствуют о возможности соответствующих функциональных изменений, в част-
ности, в механизме экзоцитоза синаптических везикул. Для проверки данного пред-
положения в  настоящей работе проведен анализ спонтанной квантовой секреции 
медиатора в  нервно-мышечном синапсе личинок трансгенных линий Drosophila 
melanogaster различающихся уровнем АРР. 
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Материалы и методы

В опытах использовали трансгенные линии Drosophila melanogaster. Экспрессию 
трансгенов в моторных нейронах личинки проводили в системе UAS-GAL4. Линия 
UAS-APP/+; Gal4-D42/+ (далее линия АРР) содержала ген АРР человека. У  дрозо-
филы γ-секретаза распознает АРР человека и  участвует в  его протеолитическом 
процессинге [15]. Но поскольку у  дрозофилы нет β-секретазы (ВАСЕ), в  этой ли-
нии образуется только АРР, тогда как Aβ отсутствует. Линия UAS-APP/UAS-ВАСЕ; 
Gal4-D42/+ содержала гены АРР и BACE человека (далее линия АРР+ВАСЕ). В этой 
линии при действии β- и γ-секретаз происходит образование Aβ, а содержание АРР 
по сравнению с  предыдущей линией снижено. Линия Gal4-D42/+ использовалась 
в качестве контроля, от дикого типа ее отличало наличие конструкции, запускаю-
щей транскрипцию в мотонейронах.

Мухи Drosophila melanogaster содержались в  пробирках на стандартной пита-
тельной среде при комнатной температуре (t = 22°С) и  12-часовом световом дне. 
Опыты проводили на личинках 3-го возраста в физиологическом растворе HL-3 сле-
дующего состава (в мМ): NaCl — 70; KCl — 5; MgCl2 — 20; CaCl2 — 2; NaHCO3 — 10; 
HEPES — 5; сахароза — 115; трегалоза — 5; рН = 7,2 [16–18]. Препаровку проводи-
ли, как описано ранее [17]. В растворе для препаровки, чтобы избежать сокращения 
мышечных волокон, концентрация ионов кальция была снижена до 0,2мМ, раствор 
охлаждали до температуры 4°С. Препаровку личинки осуществляли в пластиковой 
чашке Петри (диаметр 35 мм), личинку фиксировали при помощи энтомологических 
игл на силиконовом покрытии (Sylgard). Далее чашку Петри с готовым препаратом 
подключали к  системе перфузии проточным раствором со скоростью 0,5  мл/ мин, 
обеспечиваемой перистальтическим насосом BT–100  (Leadfl uid Co). Температуру 
раствора поддерживали на уровне 22°С при помощи системы термостабилизации 
SC-20 и нагревательного элемента СL-100 (Warner Instruments, USA). Растворы для 
препаровки и в ходе эксперимента аэрировали карбогеном (95% О2 и 5% СО2). Для 
приготовления растворов использовали соли производства SIGMA-ALDRICH.

Величину мембранного потенциала покоя (МПП) и спонтанные миниатюрные 
постсинаптические потенциалы (МПСП) регистрировали внутриклеточно в  6-м 
и 7-м мышечных волокнах. Данные волокна наиболее крупные, их легко идентифи-
цировать, и большинство работ по исследованию нервно-мышечного синапса дро-
зофилы проведено именно на них [18–20]. Использовали стеклянные микроэлектро-
ды с внутренними капиллярами (заготовки марки BF150–110–10, Sutter Instrument, 
Co., USA), изготовленные на микрокузнице Sutter P-97 (USA) и заполненные 3М рас-
твором KCl. Сопротивление микроэлектродов составляло около 10 МΩ, собствен-
ный потенциал кончика не превышал нескольких мВ. Поиск синаптического района 
и введение микроэлекторода в волокно проводили под визуальным контролем с по-
мощью микроскопа PZMTIII (WPI), оснащенного видеокамерой JVC TK-C920BE, 
и микроманипулятора Narishige (National Instruments).

Для регистрации и анализа МПСП применяли усилитель Axoclamp 900A с по-
лосой пропускания от 0 до 1 кГц и систему обработки данных Digidata 1440A (Mo-
lecular devices, USA) с использованием программы AxoScop 10.4. В каждом волокне 
регистрировали от 300 до 600 МПСП, время регистрации составляло, как правило, 
от 2 до 6 мин. Статистическую обработку проводили с помощью пакетов программ 
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Microsoft  Excel, а  также Origin 6.1. Усредненные значения сравнивали с  помощью 
критерия Стьюдента. В тексте и на рисунках приведены средние значения величин 
с их стандартными ошибками.

Результаты и обсуждение

Средняя величина МПП в контрольной линии составила –64,6 ± 1,1 мВ (73 во-
локна), что является нормальным для раствора, содержащего 2мМ Са2+ [21]. Величи-
ны МПП в линиях АРР и АРР+ВАСЕ существенно не отличались от МПП контроль-
ной линии. Во всех случаях МПСП анализировали только в тех волокнах, где вели-
чина МПП оставалась относительно постоянной (отклонения не более 5%) в ходе 
регистрации.

Гистограмма распределения амплитуд МПСП всей контрольной линии (10 ли-
чинок, 32 волокна) имела вид, похожий на нормальное распределение. Однако более 
детальный анализ показал, что гистограмма наилучшим образом аппроксимируется 
двумя нормальными распределениями со средними амплитудами 0,46 мВ и 0,74 мВ 
(рис. 1, А). Такой характер распределения, по-видимому, объясняется особенностя-
ми иннервации 6-го и 7-го волокон, у которых терминали мотонейронов образуют 
малые и большие бутоны, отличающиеся размерами синаптических везикул и гене-
рацией разных по амплитуде постсинаптических ответов [19, 20]. Мы полагаем, что 
именно такой характер иннервации объясняет обнаруженные нами два пика в рас-
пределении амплитуд МПСП. 

В контрольной группе встречались лишь единичные гигантские МПСП с  ам-
плитудами в 2–3 раза превышающими основные две популяции ответов. Гигантские 
МПСП, относящиеся к атипичным спонтанным квантовым ответам, по-видимому, 
как и в нервно-мышечном синапсе позвоночных [22], являются результатом одно-
временного экзоцитоза нескольких синаптических везикул из одной активной зоны. 

В гистограмме распределения амплитуд МПСП линии с экспрессией гена АРР 
человека (12 личинок, 30 волокон) также выявлены два нормальных распределения 
со средними амплитудами 0,52  мВ и  0,80  мВ (рис.  1,  Б), что не отличается от со-
ответствующих пиков контрольной линии. Помимо этих двух пиков можно также 
выделить распределение со средней амплитудой 1,4 мВ. Причина появления этого 
распределения неясна. Возможно, в синапсах линии АРР увеличивается количество 
гигантских МПСП, однако этот вопрос требует специального анализа.

В линии с одновременной экспрессией генов АРР и ВАСЕ человека (7 личинок, 
14 волокон), как и в контрольной линии, встречались лишь единичные гигантские 
МПСП. Гистограмма распределения амплитуд МПСП в волокнах этой линии также 
наилучшим образом аппроксимировалась двумя нормальными распределениями со 
средними амплитудами 0,47 мВ и 0,79 мВ, которые не отличались от соответствую-
щих амплитуд в контроле (рис. 1, В). 

Таким образом, существенных нарушений постсинаптического электрогенеза 
в линиях АРР и АРР+ВАСЕ по сравнению с контролем не обнаружено.

При анализе средней частоты МПСП учитывали все зарегистрированные от-
веты без разделения на популяции, отличающиеся амплитудой. Общая частота всех 
МПСП, оцененная таким образом, составила в контрольных волокнах 2,5 ± 0,4 с–1. 
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Средняя частота МПСП в  линии с  экспрессией гена АРР человека составила 
1,6 ± 0,3 с–1, что было достоверно ниже (p < 0,01) по сравнению с контролем (рис. 2). 
Известно, что на частоту спонтанной квантовой секреции медиатора из  нервных 
окончаний влияют самые разнообразные факторы. Один из таких факторов — запас 
доступных для освобождения квантов медиатора, который во многом определяется 
числом активных зон (бутонов). У дрозофилы с экспрессией гена АРР человека на-
блюдается разрастание аксонов и  увеличение количества сателлитных синаптиче-
ских бутонов [12]. При этом может возрастать количество активных зон, что должно 
увеличивать частоту спонтанной квантовой секреции медиатора и не может объяс-
нить наши наблюдения.

Другой важнейший фактор, влияющий на частоту спонтанной секреции кван-
тов медиатора, — вероятность освобождения квантов из отдельных активных зон, 
которая во многом определяется кальций-зависимыми этапами везикулярного 
экзоцитоза: свойствами кальциевых каналов, состоянием кальциевого сенсора си-

Рис. 1. Гистограммы распределения 
амплитуд МПСП в мышечных волокнах 
контрольной линии (А), линии АРР (Б) и ли-
нии АРР+ВАСЕ (В) личинок Drosophila 
melanogaster 

По горизонтальной оси  — амплитуда 
МПСП (мВ); по вертикальной  — число МПКП 
(n). Вверху  — соответствующие примеры 
записи МПСП в отдельных мышечных во-
локнах. Звездочками отмечены гигантские 
МПСП. Калибровка длительности  — 250 мс, 
амплитуды — 1 мВ.
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наптотагмина и белков молекулярного ком-
плекса экзоцитоза [23]. У дрозофилы с экс-
прессией гена АРР человека наблюдается 
нарушение распределения белка молекуляр-
ного комплекса экзоцитоза синаптобревина, 
снижение уровня синаптотагмина и наруше-
ние экзоцитоза синаптических везикул [12, 
24]. У  дрозофилы этой линии отсутствует 
β-секретаза и  не образуется Аβ. Таким об-
разом, можно предположить, что наблюда-
емое нами снижение частоты спонтанной 
квантовой секреции медиатора обусловлено 
снижением вероятности экзоцитоза синап-
тических везикул в результате действия АРР. 

Для того чтобы проверить данное пред-
положение, мы провели опыты на личинках 
третьей линии, в которой одновременно экс-
прессируются гены АРР и  ВАСЕ человека. 
В  личинках линии АРР + ВАСЕ в  отличие от 
предыдущей линии содержание АРР долж-
но быть снижено при одновременном обра-
зовании Aβ. Важно, что у дрозофилы линии 
АРР+BACE действительно продемонстриро-
вано накопление Aβ в  мозгу [13]. В  мышеч-
ных волокнах линии АРР+ВАСЕ, несмотря на 
образование Aβ, общая частота МПСП соста-
вила 2,0 ± 0,3 с–1, т. е. наблюдалась тенденция 
к снижению частоты по сравнению с контро-
лем, однако эффект был недостоверным (см. 
рис. 2).

Распределения межимпульсных интерва-
лов МПСП во всех трех линиях наилучшим 
образом аппроксимировались моноэкспонен-
циальными функциями в соответствии с мо-
делью Пуассона (рис. 3). Полученные данные 
позволяют предположить, что в  исследован-
ных линиях нет нарушения случайной приро-
ды спонтанной секреции квантов медиатора.

Полученные нами факты свидетельству-
ют о том, что наблюдаемые при гиперэк-
спрессии АРР нарушения спонтанной кван-
товой секреции медиатора (проявляющиеся 
в  снижении частоты МПСП) отсутствуют 
при одновременной экспрессии генов АРР 
и ВАСЕ человека. Таким образом, можно предположить, что данные пресинапти-
ческие нарушения не связаны с образованием Aβ и специфичны именно для АРР. 

Рис. 2. Средние частоты МПСП в мы-
шечных волокнах контрольной линии (бе-
лые столбцы); линии АРР (серые столбцы) 
и линии АРР + ВАСЕ (заштрихованные 
столбцы) личинок Drosophila melanogaster 

По вертикальной оси  — частота (с–1). 
**p < 0,01 по сравнению с контролем.

Рис. 3. Распределения временнх 
интервалов между МПСП в индивиду-
альных волокнах контрольной линии 
(кружки); линии АРР (треугольники) 
и линии АРР+ВАСЕ (квадраты) 

По вертикальной оси — количество ин-
тервалов (n). Сплошные линии представляют 
собой моноэкспоненциальные функции, рас-
считанные с помощью программы Origin 6.1. 
Вертикальные стрелки  — соответствующие 
константы спада: величина константы в 
контрольной линии меньше по сравнению 
с константой линии АРР,  что отражает 
более высокую частоту МПСП (меньший 
межимпульсный интервал) в контроле. По 
горизонтальной оси — интервал, мс.
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Это предположение подкрепляется рядом фактов. У мышей с нокаутом или нок-
дауном гена АРР наблюдали дисфункцию синапсов и нарушения когнитивных функ-
ций, характерные для болезни Альцгеймера [7, 8]. У мышей с гиперэкспрессией АРР 
наблюдали снижение частоты спонтанной квантовой секреции медиатора [9]. У дро-
зофилы с экспрессией гена АРР дикого типа наблюдали нейродегенерацию, сниже-
ние содержания в нервных клетках синаптобревина, нарушения обучения и памя-
ти [13]. У дрозофилы с экспрессией гена АРР человека выявлены многочисленные 
морфологические и  функциональные изменения в  нейромышечных соединениях: 
разрастание аксонов и  увеличение количества сателлитных бутонов; нарушение 
распределения синаптобревина и  экзоцитоза синаптических везикул; уменьшение 
числа пресинаптических митохондрий [12, 24]. Таким образом, проведенный нами 
функциональный анализ подтверждает данные морфологических исследований.
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