
ISSN 2310-0435 51

ОБЗОРЫ  Патогенез. – 2018. – Т. 16, №4 – C. 51–57

УДК 577.2 +616.8-092+612.821(082)
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Одним из важнейших патогенетических звеньев развития синуклеинопатий – группы хронических нейродегенератив-
ных заболеваний, таких как болезнь Паркинсона, деменции с тельцами Леви и других является гиперпродукция белка 
α-синуклеина с последующей его агрегацией и образованием различающихся по размеру и структуре амилоидогенных 
форм белка, которые инициируют гибель нервных или глиальных клеток. В настоящее время для более полного понима-
ния происходящих in vivo патологических процессов актуально изучение на моделях животных поведенческих эффектов 
как нативного белка α-синуклеина, так и его отдельных амилоидогенных структур (олигомеров и фибрилл), полученных 
и охарактеризованных in vitro, а также композиционных смесей данных белковых конформаций. Целью данной работы 
явилось изучение влияния композиционной смеси нативного белка α-синуклеина и олигомеров α-синуклеина при хрони-
ческом интраназальном введении на двигательную активность, кратковременную и долговременную память, а так-
же тревожность стареющих мышей. Методы. Опыты проводили на 12- месячных самцах мышей C57Bl/6, которым на 
протяжении 14 дней один раз в сутки вводили отдельно в каждую ноздрю раствор α-синуклеина и его олигомеров, либо 
физиологический раствор. В тестах «Открытое поле», «Распознавание нового объекта», «Условная реакция пассивного 
избегания» и «Приподнятый крестообразный лабиринт» оценивали двигательную активность, кратко- и долговремен-
ную память, и тревожность животных. Результаты. Показано, что исследованная композиционная смесь конфор-
маций α-синуклеина не вызывает статистически значимых изменений регистрируемых поведенческих показателей у 
стареющих мышей. Вместе с тем, ранее нами было документировано, что в условиях аналогичного эксперименталь-
ного протокола нативный α-синуклеин инициирует снижение двигательной активности, а олигомеры α-синуклеина 
–  угнетение двигательной активности, нарушение долговременной памяти и тревожности животных. Заключение. 
Полученные результаты свидетельствуют о менее выраженных поведенческих эффектах композиционной смеси на-
тивной и олигомерной форм α-синуклеина, по сравнению с отдельными ее компонентами. Рассматриваются возмож-
ные механизмы выявленных особенностей влияния исследованной композиционной смеси конформаций α-синуклеина на 
поведенческом уровне.
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Effect of a composite mixture of native and oligomeric forms of the α-synuclein 
protein upon intranasal administration on aging mouse behavior

Solovieva O.A., Gruden M.A., Kalinin I.A., Ratmirov A.M., Sherstnev V.V.

P.K. Anokhin Institute of Normal Physiology, Baltijskaya Str. 8, Moscow 125315, Russian Federation
One of the most important steps in the pathogenesis of synucleinopathies, a group of chronic neurodegenerative diseases, such as 
Parkinson’s disease, dementia with Lewy bodies and others, is overproduction of α-synuclein protein, followed by its aggregation and 
formation of amyloidogenic protein species, which differ in their size and structure and initiate death of nerve or glial cells. At present, 
better understanding of in vivo pathological processes requires studying behavioral effects of both the native α-synuclein protein and its 
individual amyloidogenic structures (oligomers and fibrils) obtained and characterized in vitro on animal models, as well as composite 
mixtures of these protein conformations. The aim of this work was to study effects of chronic nasal application of a composite mixture of 
native α-synuclein protein and α-synuclein oligomers on motor activity, short-term and long-term memory, and anxiety of aging mice. 
Methods. Experiments were carried out on 12-month old male C57Bl/6 mice, which received a solution of α-synuclein and its oligomers 
or a saline solution separately into each nostril for 14 days daily. Motor activity, short- and long-term memory and anxiety of animals 
were evaluated in Open Field, Novel Object Recognition, Conditioned Passive Avoidance, and Elevated Plus Maze tests. Results. The 
studied composite mixture of α-synuclein conformations did not induce statistically significant changes in behavioral indices of aging 
mice. At the same time, we have previously documented that in a similar experimental protocol, native α-synuclein initiates a decrease in 
motor activity, and α-synuclein oligomers - inhibition of motor activity and disorders of long-term memory and anxiety. Conclusion. The 
results indicated less pronounced behavioral effects of the composite mixture of native and oligomeric forms of α-synuclein compared 
with its individual components. The authors discussed possible mechanisms of the behavioral effects of the studied composite mixture 
of α-synuclein confirmations.
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желудочков мозга взрослых мышей происходит наруше-
ние долговременной памяти, которое выявлено с помо-
щью методик «Распознавание нового объекта» и в моде-
ли условного страха. Вместе с тем, инъекции нативного 
или фибриллярного α-син не нарушали память у живот-
ных [10, 11, 13]. Нами было продемонстрировано, что 
хроническое интраназальное введение нативного α-син 
инициирует угнетение двигательной активности, нару-
шение эпизодической памяти и тревожности, а введение 
олигомеров α-син – нарушение эпизодической памяти, 
двигательной активности и повышение тревожности 
стареющих мышей. При хроническом интраназальном 
введении фибрилл α-син не наблюдается значимых из-
менений поведения стареющих животных [13-15]. В ра-
ботах других авторов также не выявлено нарушений па-
мяти и двигательных расстройств при центральном вве-
дении фибрилл α-син [16, 17]. Особо следует отметить, 
что к настоящему времени имеются лишь единичные 
сведения о действии композиционной смеси олигомеров 
и фибрилл α-син на двигательную активность и обмен 
моноаминов в мозге стареющих мышей [18, 19]. 

В связи с изложенным, целью настоящей работы яви-
лось изучения влияния композиционной смеси нативно-
го белка α-синуклеина и олигомеров α-синуклеина при 
их хроническом интраназальном введении на двигатель-
ную активность, кратковременную и долговременную 
память, а также тревожность стареющих мышей.

Материалы и методы исследования
Исследование было проведено на 20 самцах мышей 

линии C57Bl/6 в возрасте 12 месяцев и массой 31,4 ± 4,2 г  
(ФГБУН НЦБМТ ФМБА питомник «Столбовая», Рос-
сия). Все манипуляции с животными были проведены 
с соблюдением требований, изложенных в директиве 
Европейского парламента и Совета европейского сою-
за (2010/63/ EU от 22 сентября 2010 г.), а также в со-
ответствии с правилами, утвержденными комиссией по 
биоэтике ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 
нормальной физиологии имени П.К. Анохина». 

В качестве нативного белка был использован реком-
бинантный α-син, полученный в Центре Биотехнологии 
(Вильнюс, Литва), фракция олигомеров α-син была по-
лучена и охарактеризована в соответствии с опублико-
ванным ранее протоколом [19]. Мыши содержались по 
3-5 особей в клетках со сменой темной и светлой фаз 
суток 12/12 часов при свободном доступе к пище и во-
де. На протяжении 14 дней экспериментальной группе 
животных ежедневно интраназально вводили растворы 

Введение
В настоящее время все большее внимание исследова-

телей различных специальностей направлено на изуче-
нии α-синуклеина (α-син) – небольшого белка, широко 
распространенного в нервной системе, который в ос-
новном обнаруживается в пресинаптических термина-
лях, участвует в регуляции эндо- и экзоцитоза, обмена 
и транспорта дофамина, процессов синаптической пла-
стичности. Вместе с тем, при определенных условиях 
α-син способен к гиперэкспрессии с последующей агре-
гацией и образованием различающихся по размеру и 
структуре амилоидогенных форм белка, которые иници-
ируют гибель нервных или глиальных клеток, что рас-
сматривается в качестве одного из важнейших звеньев 
патогенеза синуклеинопатий – группы хронических 
нейродегенеративных заболеваний, таких как болезнь 
Паркинсона, деменции с тельцами Леви и др. [1-3]. Со-
гласно современным представлениям различные формы 
α-син с нарушенной конформацией определяют форми-
рование спектра клинических проявлений, характерных 
для определенного заболевания, причем в организме 
одновременно могут присутствовать различные амило-
идогенные структуры α-син с различной нейротоксич-
ностью [4-6].

Несмотря на интенсивные исследования, физиоло-
гические функции α-син и клеточно-молекулярные ме-
ханизмы возникновения и развития синуклеинопатий 
остаются недостаточно выясненными [7-9]. К числу 
наименее изученных ключевых вопросов относят следу-
ющие: 

• какие конформационные формы α-син обладают 
наиболее выраженным нейротоксическим действием и 
вызывают наиболее глубокие нарушения двигательных, 
когнитивных и психоэмоциональных функций? 

• изменяются ли функциональная и нейротоксиче-
ская активность различных конформаций α-син при вза-
имодействиях in vivo и какова особенность их влияния 
на двигательные и психоэмоциональные функции? 

Поведенческие эффекты различных конформацион-
ных форм α-син исследованы в небольшом числе работ, 
при этом проведенные исследования характеризуются 
существенными методическим отличиями: пути вве-
дения, дозы используемых белков, сроки наблюдения, 
поведенческие модели, регистрируемые показатели, 
виды и возраст экспериментальных животных, что и 
определяет неоднозначность полученных результатов и 
затрудняет их анализ. В частности показано, что при од-
нократном введение олигомеров α-син внутрь боковых 
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нативного α-син (7,5 мкг/4 мкл, n = 9) поочередно в од-
ну ноздрю и 7,5 мкг/4 мкл раствора олигомеров α-син в 
другую ноздрю, контрольной группе вводили физиоло-
гический раствор (по 4 мкл в каждую ноздрю, n =  6). 
В период биологического тестирования растворов была 
отмечена гибель животных (25%) в обеих группах жи-
вотных, что можно объяснить возрастом мышей.

На 15-е сутки от начала введения физиологического 
раствора и композиционной смеси белков мышей одно-
кратно помещали в установку «Открытое поле» (ОП) 
(Columbus Instruments, Огайо, США) на 11 минут (5 ми-
нут – адаптация, 6 минут – тест) для оценки двигатель-
ной активности. Через 24 часа оценивали эпизодиче-
скую память животных в тесте «Распознавание нового 
объекта» (РНО), используя арену установки «Открытое 
поле». Арена установки тщательно очищалась перед 
каждым тестированием. Во время сессии обучения дли-
тельностью 5 минут животные имели возможность сво-
бодно исследовать два идентичных объекта (стеклянные 
банки объемом 100 мл с металлическими крышками, ди-
аметр крышек около 5 см). Через 1 час проводили одно-
кратно 5-минутную сессию тестирования: в установку 
помещали один объект, идентичный знакомым и один 
новый объект (зеленый пластмассовый стакан диаме-
тром 7,5 см и объемом 100 мл). По окончанию тестиро-
вания для оценки памяти промежуточного восприятия 
вычисляли индекс дискриминации, который рассчиты-
вали как ИД = Дн – Дз / (Дн + Дз), где Дн – длительность 
пребывания в зоне нового объекта, Дз – длительность 
пребывания в зоне знакомого объекта.

На 18-е сутки исследования оценивали долговре-
менную ассоциативную память при обучении услов-
ной реакции пассивного избегания (УРПИ) в установке 
PACS Shuttle Box (v.3.13) (Columbus Instruments, Огайо, 
США), которая представляла собой прямоугольную ка-
меру с пропускающим ток полом, разделенную на ос-
вещенный и темный отсеки подвижной загородкой.  
В день обучения животных помещали в освещенный 
отсек хвостом к загородке, через 15 с (время адаптации 
к обстановке) загородка автоматически поднималась, и 
мыши предоставлялась возможность перейти в темный 
отсек. Если этого не происходило в течение 180 с, звучал 
сигнал, свидетельствующий об окончании сессии, жи-
вотное вынимали. В случае перехода мыши в темный от-
сек, животное получало электрокожное раздражение лап 
и хвоста (сила тока 0,6 мА, 12 разрядов с частотой 4 Гц), 
после чего его вынимали. Животных, не обучившихся в 
течение первой сессии, в тот же день обучали повтор-
но (не менее чем через полчаса после первой посадки в 
установку). Тестирование животных проводили на сле-
дующий день после обучения УРПИ: для этого мышей 
помещали в освещенный отсек на 15 с для адаптации, 
после чего загородка автоматически поднималась, и у 
животных было 300 с для перехода в темный отсек. Мы-
ши, перешедшие в темный отсек во время тестирования, 
не получали электрокожного раздражения. 

На 22-е сутки от начала интраназального введения 
веществ животных однократно помещали в установ-
ку «Приподнятый крестообразный лабиринт» (ПКЛ) 
(Columbus Instruments, Огайо, США) на 5 минут для 

оценки уровня их тревожности. Процедуры обучения и 
тестирования мышей проводили в одном и том же по-
мещении при освещении установок рассеянным светом. 
Поведение животных регистрировали с помощью виде-
окамеры CNB-BBB-31F (CNB Technology Inc., Корея), 
размещенной под потолком лабораторной комнаты. По-
сле тестирования каждого животного пол и стены уста-
новок последовательно протирали тканью, смоченной 
мыльным раствором и водой.

Сбор и последующий анализ данных в тестах ОП, 
РНО и ПКЛ проводили с помощью программы Ethovi-
sion XT 8.5 (Noldus, Голландия). На основе треков (пу-
тей перемещения животных) рассчитывали среднюю 
скорость, а также количество и длительность нахожде-
ния в зонах интереса (в ПКЛ в качестве зон интереса 
выделяли открытые, закрытые рукава и центр, в тесте 
РНО – зоны, занимаемые объектами, и пограничные 
зоны на расстоянии 2 см от внешнего края объектов). 
При формировании и тестировании УРПИ регистриро-
вали латентное время перехода мышей в темный отсек с 
помощью программного обеспечения PACS Shuttle Box 
v.3.13 (Columbus Instruments, Огайо, США). Для стати-
стического анализа использовали программу SPSS Sta-
tistics 17.0 (SPSS Inc., США). Данные представлены как 
медианы и квартили: Me (Q1; Q3). Попарное сравнение 
проводили с помощью критериев Манна-Уитни (для не-
зависимых выборок) и Вилкоксона (для зависимых вы-
борок). Различия считали статистически значимыми при 
р < 0,05. 

Результаты исследования и обсуждение
В результате проведенного исследования поведенче-

ских эффектов композиционной смеси нативного α-син 
и его амилоидогенных олигомеров были обнаружены 
следующие особенности. 

При изучении двигательной активности мышей ни в 
одном из тестов (ОП, РНО и ПКЛ) средняя скорость жи-
вотных статистически значимо не отличалась от средней 
скорости движения контрольных мышей (табл. 1).

При дальнейшем тестировании сохранности крат-
ковременной памяти в модели РНО у мышей из обеих 
групп средняя скорость движения была достоверно ни-
же, чем при знакомстве животных с двумя одинаковы-
ми объектами, при оценке поведения в ОП средняя ско-
рость движения снижалась к концу пробы у обеих групп 
животных (табл. 1).

Анализ поведенческой активности мышей в модели 
«Распознавание нового объекта» выявил, что при срав-
нении групп мышей, получивших композиционную 
смесь нативного α-син с олигомерами α-син или физи-
ологический раствор, не было обнаружено различий в 
длительности обследования 4 объектов на протяжении 
сессий обучения и тестирования (p > 0,1, рис. 1, А),  
а также в уровне индекса дискриминации (тест  
Манна-Уитни, U = 21,0, Z = –0,387, p > 0,1 (рис. 1, Б). 
При сравнении длительности обследования объектов 
отдельно по группам животных было обнаружено, что 
контрольные животные меньше времени обследовали 
объект 3 (стеклянную банку) в сессии тестирования, по 
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сравнению с идентичным ему объектом 1 в сессии обу-
чения (критерий Вилкоксона, Z = –1,992, р = 0,046), в то 
время как у экспериментальных животных время обсле-
дования этих объектов не различалось (критерий Вил-
коксона, Z = –0,280, p > 0,1, рис. 1, А). В обеих группах 
животных не было найдено различий в длительности 
обследования нового объекта (пластикового стакана) 
в сессии тестирования и длительности обследования 3 
других объектов (критерий Вилкоксона, p > 0,1, рис. 1, А).

В последующем тесте УРПИ не было обнаружено 
достоверных различий при сравнении животных из обе-
их группах по латентному времени перехода в темный 
отсек как при формировании реакции пассивного избе-
гания у животных (физраствор: Me = 99 с, Q1 = 73,8 с, 
Q3 = 150,8 с, композиционная смесь нативного α-син с 
олигомерами α-син: Me = 67,5 с, Q1 = 23,5 с, Q3 = 126,3 
с, тест Манна-Уитни, U = 15,0, Z = –1,163, p > 0,1), так и 
при тестировании через 24 часа (физраствор: Me = 179,5 
с, Q1 = 137,5 с, Q3 = 240,8 с, композиционная смесь 
нативного α-син с олигомерами α-син: Me = 217 с, 
Q1 = 134,3 с, Q3 = 284 с, U = 19,0, Z = –0,647, р > 0,1). 

Для оценки тревожности экспериментальных и кон-
трольных животных тестировали в «Приподнятом кресто-
образном лабиринте». Показано, что животные, которым 
вводили композиционную смесь либо физиологический 
раствор, не различались ни по длительности пребывания в 
рукавах (открытые рукава: U = 14,0, Z = –1,291, p> 0,1, за-
крытые рукава: U = 16,0, Z = –1,034, p> 0,1, центр: U = 23,0, 
Z = –0,129, p> 0,1) (рис. 2, А), ни по количеству входов в 
рукава (открытые рукава: U=23,0, Z = –0,130, p> 0,1, закры-
тые рукава: U = 16,0, Z = –1,047, p> 0,1, центр: U =16,0, 
Z = –,039, p> 0,1) (рис. 2, Б) в зоны лабиринта. 

В проведенным нами исследовании было обнару-
жено, что композиционная смесь нативного α-син с его 

олигомерными формами в условиях хронического интра-
назального введения не вызывает у стареющих мышей 
изменений двигательной активности, кратко- и долго-
временной памяти, уровня тревожности по сравнению  
с животными, которым вводили физиологический раствор. 
Эти результаты отличаются от полученных ранее данных 
при изучении влияния на поведенческую активность как 
нативного α-син, так и фракции олигомеров α-син. Нами 
было показано, что нативный α-син в условиях аналогич-
ного экспериментального протокола вызывает снижение 
двигательной активности [14], тогда как олигомеры α-син 
инициируют не только угнетение двигательной активно-
сти, но и нарушения эпизодической памяти одновременно 
с ростом уровня тревожности у стареющих мышей [13].

Документированы «парадоксальные» поведенческие 
эффекты композиционной смеси нативной и олигомер-
ной форм α-син обусловленные, на наш взгляд тем, что 
при взаимодействии in vivo интраназально вводимых 
нативной и олигомерной форм белка происходит сни-
жение нейротоксичности и/или создаются условия для 
ускоренной агрегации олигомеров с образованием менее 
токсичных фибриллярных структур α-син. Высказанное 
положение подтверждают другие данные о возможности 
формирования in vivo и in vitro различных видов олиго-
меров α-син, обладающих различной нейротоксично-
стью [20, 21]. Показано, что гиперэкспрессия α-син, 
повышение внутриклеточного содержания нативного и 
мутированного α-син активируют и ускоряют процес-
сы агрегации с образованием олигомерных и фибрил-
лярных форм белка. Образование фибриллярных форм 
α-син рассматривается как протективный, детоксика-
ционный механизм, который переводит растворимые 
олигомеры α-син, обладающие высокой нейротоксич-
ностью в нерастворимую форму [2, 8, 22]. Нами полу-

Таблица. 1
Показатели усредненной скорости движения (см/с) мышей, получивших композиционную смесь нативного формы и олигомеров 

α-синуклеина в тестах «Открытое поле», «Распознавание нового объекта» и «Приподнятый крестообразный лабиринт».  
Данные представлены в виде Me (Q1; Q3).

Наименование, время и этапы тестов Композиционная смесь нативно-
го α-син с олигомерами α-син

Физиологический раствор Различия между группами, 
критерий Манна-Уитни

«Открытое поле» адаптация,  
1-5 минуты 5,2 (4,4; 5,9) 5,9 (4,5; 6,9)

U = 18,0, 
Z = –0,775, 

p> 0,1

«Открытое поле» тест, 6-11 минуты 4,4 (3,2; 4,8) 5,1 (4,0; 6,5)
U = 13,0, 
Z = –1,42, 

p> 0,1
Различия между адаптацией и тестиро-
ванием в установке «Открытое поле» 
(критерий Вилкоксона)

Z = –2,521
p = 0,012

Z = –2,201,
p = 0,028

«Распознавание нового объекта»  
обучение, 5 минут 3,7 (3,4; 6,0) 4,0 (3,6; 4,4)

U = 21,0,
Z = –0,387,

p> 0,1

«Распознавание нового объекта» тест 
через 1 час, 5 минут

3,1 (2,2-4,5) 2,2 (2,0-3,1) U = 14,0,
Z = –1,291, 

p> 0,1
Различия между обучением и тестирова-
нием в модели «Распознавание нового 
объекта» (критерий Вилкоксона)

Z = –2,380,
p = 0,017

Z = –2,201,
p = 0,021

«Приподнятый крестообразный  
лабиринт» 5 минут 4,8 (4,1-5,5) 5,5 (4,8- 6,8)

U = 13,0,
Z = –1,42,

p> 0,1
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чены экспериментальные факты о значительно менее 
выраженном влиянии фибрилл α-син при хроническом 
интраназальном введении на поведение животных, по 
сравнению с олигомерами [15]. Эти факты согласуются  
с результатами других исследований, которые выявили 
наиболее отчетливые быстрые изменения двигательной 
активности, способности к обучению и памяти при цен-
тральном введении олигомеров α-син [10-12], в то время 
как фибриллы белка вызывают у животных отставлен-
ное, медленно прогрессирующее снижение мышечной 
силы, нарушения координации при сохранении общей 
двигательной активности и способности к ориентации  
в пространстве [17, 23, 24]. 

Заключение
Полученные в работе данные и результаты ранее вы-

полненных нами исследований документируют факт, что 

композиционная смесь нативной и олигомерной форм 
α-син оказывают при хроническом интраназальном введе-
нии менее выраженное действие на двигательную актив-
ность, кратко- и долговременную память и тревожность 
стареющих мышей по сравнению с поведенческими эф-
фектами нативного α-син и его олигомеров в условиях 
аналогичного экспериментального протокола. Обнару-
женные особенности влияния исследованной компози-
ционной смеси на поведение стареющих животных обу-
словлены, на наш взгляд, тем, что интраназально вводи-
мые конформации α-син взаимодействуют между собой 
in vivo, вызывая снижение токсичности амилоидогенных 
форм α-син и/или ускоряя процесс агрегации олигомеров 
с образованием менее токсичных фибриллярных струк-
тур α-син. Полученные результаты представляют интерес 
для понимания механизмов возникновения и развития 
синуклеинопатий, а также разработок патогенетической 
терапии хронических нейродегенеративных заболеваний. 

А Б

Рис. 1. А. Длительность нахождения в зонах объектов в тесте РНО. По оси абсцисс: объекты (1, 2 – одинаковые банки при обучении, 3 – 
банка при тестировании, 4 – новый объект). По оси ординат: время (с). Синие столбики – физиологический раствор, красные –композици-
онная смесь. Данные представлены в виде медианы (черта), межквартильного размаха (прямоугольник), минимального и максимального 
значений, а также выброса (точка). Б. Индекс дискриминации. По оси абсцисс: группы животных: 1 – физраствор, 2 –композиционная 
смесь. По оси ординат: значения индекса.

Рис. 2. Посещение животными разных зон приподнятого крестообразного лабиринта. По оси абсцисс: 1 – открытые рукава, 2 – закры-
тые рукава, 3 – центр лабиринта. По оси ординат: время, с (А) и количество входов (Б). Обозначения групп животных: синие столбики 
– физиологический раствор, красные – композиционная смесь нативного α-син и олигомеров α-син. Форма представления данных 
– как на рис. 1.

БА
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