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Актуальность. Нарушение дофаминовой нейротрансмиссии характерно для многих нейродегенеративных заболе-
ваний с моторной дисфункцией. Участие белков-синуклеинов в регуляции гомеостаза дофамина делает актуаль-
ным их изучение в контексте патологии.
Целью исследования является характеристика изменений моторной функции мышей с различными комбинациями 
нокаутов по генам белков семейства синуклеинов с возрастом.
материалы и методы. Восемь групп животных проходили тестирование в автоматизированной системе 
CatWalk XT, а их мышечная сила оценивалась с помощью теста «Сила хвата» (Grip Strength Test Meter) в возрасте 6, 
12, 18 и 24 месяца. Статистическая обработка данных проводилась в программе «GraphPad Prism Software 7.0». 
Результаты. было выявлено достоверное снижение параметра «длина следа» с возрастом в группах животных без 
функционального альфа-синуклеина. Также у этих животных отмечены и другие нарушения походки. По данным на-
шего исследования, отсутствие бета- и гамма-синуклеина приводит к достоверному снижению массы тела и ухуд-
шению силы хвата.
заключение. Показана важная роль белков семейства синуклеинов в ухудшении двигательной функции животных 
с возрастом и выявлены некоторые скрытые параметры, вносящие изменения в походку животных с различным 
комбинациями нокаутов по генам белков семейства синуклеинов.
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Actuality. Dopamine neurotransmission impairment is a common phenomenon in neurodegenerative diseases associated 
with motor dysfunction. The involvement of synuclein proteins in the regulation of dopamine homeostasis renders their study 
pertinent in the context of pathology.
The aim of this study is to identify the impact of different combinations on motor function developed with ageing, in knockouts 
of synuclein family genes.
Materials and methods. Eight groups of animals were tested in the CatWalk XT automated system, and their muscle strength 
was evaluated using the Grip Strength Test Meter at 6, 12, 18 and 24 months of age. Statistical analysis was carried out using 
GraphPad Prism Software 7.0.
Results. A significant reduction in the ‘print length’ parameter with age was observed in the groups of animals lacking functional 
alpha-synuclein. Furthermore, other gait abnormalities were observed in these animals. Our study indicates that the absence of 
beta- and gamma-synuclein is associated with a significant reduction in body weight and impaired grip strength.
Conclusion. The present study has demonstrated the pivotal role of synuclein family proteins in the impairment of motor 
function in animals with age. Furthermore, it has identified several hidden parameters that introduce changes in the gait of 
animals with different combinations of synuclein genes knockouts.
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введение

Многие нейродегенеративные заболевания, свя-
занные с моторной дисфункцией, имеют в своем па-
тогенезе нарушение регуляции гомеостаза дофами-
на. Одним из регуляторов нейротрансмиссии дофа-
мина в пресинаптических окончаниях является белок 
альфа-синуклеин, преимущественно локализованный 
в центральной нервной системе. Нарушение метабо-
лизма альфа-синуклеина, связанное с его агрегацией 
и образованием телец Леви, является характерным па-
томорфологическим признаком болезни Паркинсона 
[1]. Два других белка семейства синуклеинов также экс-
прессируются в нейронах и участвуют в нейротрансмис-
сии, что делает актуальным изучение влияния семейства 
белков-синуклеинов на осуществление моторной функ-
ции в контексте нейродегенеративных заболеваний [2]. 
Исходя из этого, нами была поставлена следующая цель 
исследования: охарактеризовать изменения моторной 
функции мышей с различными комбинациями нока-
утов по генам белков семейства синуклеинов с возрас-
том. Ранее на аналогичных моделях уже было показа-
но изменение двигательной функции [3]. Исследуемые 
животные содержат принципиально иной тип нокаута 
по гену альфа-синуклеина – B6-Sncatm1.2Vlb/J, в котором 
отсутствуют посторонние генетические вставки, что ми-
нимизирует влияние на экспрессию соседних генов [4].

материалы и методы исследования

Исследование проводилось на самцах восьми ли-
ний мышей: на одиночных нокаутах по альфа- B6-
Sncatm1.2Vlb (A-syn KO, n = 13); бета- B6-Sncbtm1Sud (B-syn 
KO, n = 17) и гамма-синуклеину B6-Sncgtm1Vlb (G-syn 
KO, n = 17); а также на двойных нокаутах (A,B-syn KO, 
n = 18; A,G-syn KO, n = 15 и B,G-syn KO, n = 15), и бес-
синуклеиновых мышах (A,B,G-syn KO, n = 22), которые 
в свою очередь были получены путём попарного скре-
щивания одиночных нокаутов. Все животные поддер-
живались на генетическом фоне линии C57BL/6J [5, 6]. 
В качестве контрольной группы использовались живот-
ные из промежуточных скрещиваний без генетических 
модификаций (WT, n = 14). Все животные были проге-
нотипированы путем полимеразной цепной реакции 
с последующим электрофорезом из биопсии уха по сле-
дующему протоколу [7].

Тестирование походки исследуемых животных про-
водилось в автоматизированной системе CatWalk XT 
(Noldus Information Technology, Нидерланды) в 6-, 12-,  
18- и 24-месячном возрасте. Данная установка представ-
ляет собой узкий закрытый коридор, расположенный на 
стеклянной прозрачной пластине, с длинного края про-
свечиваемой зелёным светом. Животное помещается на 
начало пластины и проходит её от начала до конца не-
сколько раз. Для математического анализа походки ис-
пользуется минимум три пробежки от одного животного 
с отклонением средней скорости движения не более 60%. 
Во время движения мыши по коридору в местах сопри-
косновения её лап с прозрачным полом свет рассеивает-
ся и детектируется расположенной под пластиной высо-
коскоростной камерой, таким образом и формируются 
изображения следов животного. Красный свет, исходя-
щий с потолка коридора, позволяет камере регистри-
ровать контур тела животного. Коэффициент усиления 
камеры устанавливался на 20 дБ, красный верхний свет 
на 17,7 В, зелёный свет на дорожке на 16,5 В. Все проход-
ки животных анализировались при пороге интенсивно-
сти зелёного света, настроенном на 20. 

Каждое животное взвешивали перед тестировани-
ем на установке. Перед каждой тестируемой мышью пол 
установки и стенки коридора обрабатывались 70%-ным 
раствором этилового спирта. Изображения следов, по-
лученные установкой, автоматически идентифициро-
вались программой как одна из четырех лап животного 
или как неспецифичные изображения. Далее автома-
тически распознанные записи проверяли вручную и на 
каждом следе лап выставляли отрезки, определяющие 
длину следа и расстояния между пальцами.

На каждой временной точке у мышей оценивалась 
сила хвата передних лап с помощью измерителя Grip 
Strength Test Meter (IITC Life Science, США). Данное 
устройство имеет вид тонкой металлической решетки, 
соединенной с детектором силы натяжения, где едини-
цей измерения является грамм. После того как живот-
ное захватывало передними лапами сетку, его тянули 
назад до тех пор, пока оно не разжимало лапы. На экра-
не датчика силы хвата отображалось максимальное зна-
чение, с которым животное оттягивало решетку. По ка-
ждому животному в обработку брали усредненное зна-
чение пяти таких измерений.

Протокол исследования на животных был одобрен 
Локальным этическим комитетом Института (протокол 
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№48 от 15.01.2021). Все работы с животными проводи-
лись в соответствии с ГОСТ 33216-2014: «Руководство 
по содержанию и уходу за лабораторными животными. 
Правила содержания и ухода за лабораторными грызу-
нами и кроликами» в соответствии с принципами, из-
ложенными в Директиве 2010/63/ЕС о защите живот-
ных, используемых в научных целях.

Статистическая обработка данных проводилась 
в программе «GraphPad Prism Software 7.0» (GraphPad 
Software Inc, США). Выборки проверялись на нормаль-
ность распределения критерием Д’Агостино-Пирсона. 
Для дальнейшей обработки использовали двухфактор-
ный дисперсионный анализ с множественными срав-
нениями. Гипотеза о статистической значимости раз-
личий между группами по изучаемому критерию при-
нималась при р < 0,05.

Результаты исследования

Для исследования вовлеченности каждого из белков 
семейства синуклеинов в изменение моторной функ-
ции с возрастом были сформированы восемь групп жи-
вотных с различными комбинациями нокаутов по ге-
нам семейства синуклеинов. Мыши с одиночным но-
каутом представляли модель дисфункции конкретного 
гена синуклеина и сравнивались с животными без мо-
дификации генома, тогда как на двойных нокаутах был 
воспроизведен эффект от единственного оставшего-
ся из трёх функциональных белков семейства, группой 
сравнения к которым являлись бессинуклеиновые мы-
ши (тройной нокаут). Группы сравнения WT и A,B,G-
syn KO также были сопоставлены между собой на гра-
фиках. В статистическую обработку были взяты только 
те животные, которые проходили тестирование на всех 
четырех временных точках.

Статистический анализ параметров походки живот-
ных, полученных в системе CatWalk XT, позволил про-
анализировать и оценить даже незначительные изме-
нения моторной функции мышей: отпечатки следов, 
их размеры и ориентацию положения лап относитель-
но тела животного, паттерн походки и т.д. В результате, 
было выявлено, что внутри генотипов значения пара-
метров, получаемые отдельно для правой и левой лапы, 
имеют общий тренд. «Длина следа» достоверно снижа-
лась с возрастом в группах животных без функциональ-
ного альфа-синуклеина. Также были выявлены отли-
чия A,B,G-syn KO мышей от групп A,B-syn KO и B,G-
syn KO по этому же параметру. 

По критерию «Угол между длиной следа задней лапы 
и осью тела животного» бессинуклеиновые животные от-
личаются от A,G-syn KO и B,G-syn KO мышей, а живот-
ные без модификаций генома от A-syn KO и B-syn KO. 

Измерение массы тела животных на протяжении 
всего эксперимента показало значительное снижение 
веса у A,B,G-syn KO мышей в сравнении с WT, что так-
же наблюдалось в группах животных без гамма-синукле-
ина (G-syn KO и B,G-syn KO). Снижение с возрастом 

силы хвата почти в два раза было выявлено у A,B,G-syn 
KO. На последней временной точке данный показатель 
был достоверно ниже в группах A,B-syn KO и A,G-syn 
KO (рис. 1.).

Обсуждение

В предыдущих исследованиях уже было установ-
лено влияние нокаута альфа-синуклеина на нормаль-
ное функционирование ЦНС. Было показано, что та-
кие животные имеют расстройства памяти и снижение 
способности к обучению [8]. У полностью бессинукле-
иновых животных было показано возникновение дис-
функции нейронов с возрастом [9]. В нашем исследо-
вании с новым вариантом нокаута по альфа-синуклеи-
ну было подтверждено его влияние на осуществление 
моторной функции. Мы предполагаем, что это связано 
с нарушением дофаминовой трансмиссии, в обеспече-
нии которой в норме он принимает участие. У живот-
ных без функционального альфа-синуклеина наруша-
ется походка, что выражается в постановке не полно-
стью распрямленной в пальцах лапы и в уменьшении 
угла между следами задних лап и осью тела, то есть бо-
лее параллельное расположение стоп относительно тела. 

Масса тела бессинуклеиновых животных достовер-
но снижена по сравнению с WT, A,B-syn KO и A,G-syn 
KO, однако, не имеет отличий от B,G-syn KO. В свою 
очередь, животные без модификации генома набирают 
большую мышечную массу чем G-syn KO и B-syn KO, 
что свидетельствует о важной роли бета- и гамма-сину-
клеинов в регулирующих вес процессах. Действитель-
но, ранее уже было показано, что G-syn KO мыши ху-
же набирают вес и при этом активнее расходуют энер-
гию, тогда как бета-синуклеин обладает способностью 
к связыванию липидов [10, 11]. Ослабление силы хва-
та также преимущественно связано с отсутствием бета- 
и гамма-синуклеинов, что коррелирует с вышеназван-
ными функциями данных белков.

заключение

Таким образом, нами была показана важная роль 
белков семейства синуклеинов в ухудшении двигатель-
ной функции животных с возрастом путем комплекс-
ной оценки различных комбинаций нокаутов в ряде мо-
торных тестов. В результате проведенного анализа были 
выявлены некоторые скрытые параметры, описываю-
щие изменения походки генетически модифицирован-
ных животных.
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Рис. 1. Анализ показателей веса, мышечной силы и параметров походки животных в 6-, 12-, 18- и 24-месячном возрасте. а – масса тела жи-
вотных; б – сила хвата; в – длина следа левой задней лапы; г – длина следа правой задней лапы; д – угол между длиной следа левой задней 
лапы и осью тела животного; е – угол между длиной следа правой задней лапы и осью тела животного. LH – левая задняя лапа (left hind), 
(RH) – правая задняя лапа (right hind). Данные представлены в виде среднего со стандартной ошибкой среднего (M±SEM). Обозначе-
ния статистической значимости: * – p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001; **** – p < 0,0001 (двухфакторный дисперсионный анализ (two-way 
ANOVA) с применением критерия множественных сравнений Тьюки).
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