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целью данной работы являлась оценка выживаемости популяции зрелых дофаминергических (ДА-ергических) ней-
ронов чёрной субстанции двух альфа-синуклеин нокаутных линий мышей Abel-KO и ΔFlox-KO, а также бессинуклеино-
вых животных abg-КО в условиях МФТП-токсического моделирования паркинсонического синдрома.
методы исследования: Водный раствор нейротоксина МФТП вводили 3-месячным мышам внутрибрюшинно в дозе 
30 мг/кг ежедневно в течение 5 дней по субхроническому протоколу. Через 21 день после последней инъекции МФТП 
у животных извлекали головной мозг, фиксировали в холодном растворе Карнуа и парафинизировали для последу-
ющего приготовления гистологических препаратов на ротационном микротоме Leica RM2265 (Leica Biosystems, 
Германия). Иммуногистохимическое окрашивание проводили антителами против тирозингидроксилазы (моно-
клональные антитела мыши, Sigma, разведение 1:2000). Сравнительный морфометрический анализ популяции 
ДА-ергических нейронов чёрной субстанции выполнен с учётом поправки Аберкромби.
Результаты: Установлено, что в условиях дефицита альфа-синуклеина мыши устойчивы к потере ДА-ергических 
нейронов в компактной части ЧС после введения МФТП. При генетической делеции всех трёх синуклеинов чувстви-
тельность ДА-ергических нейронов ЧС к токсическому действию МФТП не отличается от таковой у животных с 
немодифицированным геномом.
заключение. На основании проведённого морфометрического анализа предполагается, что особенности чувстви-
тельности к нейротоксину МФТП у альфа-синуклеин нокаутных линий мышей обусловлены повышением функцио-
нальной активности (замещением) бета-синуклеина, оптимизирующего захват ДА синаптическими везикулами. 
ключевые слова: болезнь Паркинсона; нейродегенерация; генетически модифицированные мыши; синуклеины; МФТП; до-
фаминергические нейроны.
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The aim of this study was to assess survival of mature dopaminergic (DAergic) neuronal population in the substantia nigra pars 
compacta (SNpc) of two alpha-synuclein knockout mice strains (Abel-KO and ΔFlox-KO) and of non-synuclein animals (abg-KO) 
in MPTP-induced parkinsonism.
Material and methods: MPTP water solution was administered to 3-month-old mice intraperitoneally (30 mg/kg daily for 
5 days) according to a subchronic protocol. On the 21st day after the last MPTP injection, the brain was excised, fixed in cold 
Carnoy’s solution and paraffined for the subsequent preparation of histological samples on a Leica RM2265 rotary microtome 
(Leica Biosystems, Germany). Immunohistochemical staining was performed with antibodies against tyrosine hydroxylase 
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(mouse monoclonal antibodies, Sigma, dilution 1:2000). A comparative morphometric analysis of substantia nigra dopaminergic 
neurons was performed using the Abercrombie correction.
Results: MPTP-treated alpha-synuclein deficient mice were resistant to the loss of DAergic neurons in the SNpc. Genetic deletion 
of all three synucleins restored the sensitivity of SNpc DAergic neurons to the MPTP toxicity, which did not differ from the sensitivity 
of wild type animals.
Conclusion: Based on the morphometric analysis, it was assumed that the specific features of MPTP sensitivity in alpha-synuclein 
knockout mice are due to an increased functional activity (substitution) of beta-synuclein, which optimizes the capture of DA by 
synaptic vesicles.
Key words: Parkinson’s disease; neurodegeneration; genetically modified mice; synucleins; MPTP; dopaminergic neurons.
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введение

Избирательное поражение дофаминергических 
нейронов компактной части чёрной субстанции (ЧС), 
а также истощение нейромедиатора дофамина (ДА) 
в стриатуме головного мозга – это ключевые факторы 
патогенеза болезни Паркинсона (БП) [1-3]. Установле-
но, что белок альфа-синуклеин, локализованный пре-
имущественно в пресинаптических окончаниях, вов-
лечен в регуляцию оборота ДА в синапсах и принима-
ет непосредственное участие в оптимизации процессов 
нейротрансмиссии в ДА-ергических нейронах [4]. На-
рушения его структуры, экспрессии и внутринейрон-
ной локализализации приводят к патогенной агрегации 
и формированию характерных патогистологических 
включений – телец Леви [5]. Вместе с этим получены 
многочисленные экспериментальные доказательства 
того, что нейротоксин 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-те-
трагидропиридин (МФТП), избирательно поражаю-
щий нигростриатные ДА-ергические нейроны, вызы-
вает повышение экспрессии и посттрансляционные 
модификации эндогенного альфа-синуклеина, а в не-
которых случаях, ведет к его агрегации в цитоплазме 
нейронов с образованием патогистологических вклю-
чений [6, 7]. Однако до сих пор не установлено, вов-
лечён ли эндогенный альфа-синуклеин в механизмы 
токсического действия МФТП на ДА-ергические ней-
роны ЧС головного мозга. В ряде исследований, про-
веденных на независимых линиях нокаутных по ге-
ну альфа-синуклеина мышей, было показано, что их 
ДА-ергические нейроны ЧС более устойчивы к нейро-
токсическому эффекту МФТП [7–11]. С другой сторо-
ны, у линии мышей с большой спонтанной делецией 
части хромосомы (размер делеции – 2 cM), захваты-
вающей и локус гена альфа-синуклеина, эти нейроны 
оказались столь же чувствительными к МФТП, как 
и нейроны мышей с немодифицированным геномом 
[7]. Таким образом, роль альфа-синуклеина в меха-
низме токсического действия МФТП остается окон-
чательно не установленной.

Поскольку использование генетически модифици-
рованных животных для исследования роли нарушения 
функции альфа-синуклеина в патологии нигростриат-
ной системы остается наиболее продуктивным методо-
логическим подходом, была создана новая линия с кон-
ститутивным нокаутом гена альфа-синуклеина (ΔFlox-
KO) [12], а также на её основе линия бессинуклеинового 
нокаута (abg-КО), воспроизводящая делецию всех вы-
сокогомологичных членов семейства синуклеинов. Ис-
пользование в исследовании новой нокаутной линии, 
в которой инактивация гена альфа-синуклеина достиг-
нута минимальными модификациями локуса с удалени-
ем всех посторонних последовательностей, позволило 
исследовать непосредственно влияние дефицита аль-
фа-синуклеина на выживаемость ДА-ергических ней-
ронов ЧС в условиях МФТП-индуцированного пар-
кинсонизма.

материалы и методы исследования

Эксперименты проводили на мышах-самцах двух 
альфа-синуклеин нокаутных линий Abel-KO [13] 
и ΔFlox-KO [12]. В качестве контроля использовали ли-
нию C57BL/6J с немодифицированным геномом. Бесси-
нуклеиновые пометы мышей (abg-КО) были получены 
путем многоэтапного скрещивания нокаутных живот-
ных линий ΔFlox-KO, β-KO [14] и γ-KO [15]. Все жи-
вотные содержались в конвенциональной зоне SPF-ви-
вария барьерного типа в условиях искусственного ре-
гулирования светового дня (12 часов находились при 
освещении, 12 часов – в отсутствии) при температу-
ре +20–25°С, влажности 30–70% и в свободном досту-
пе к корму и воде. 

В возрасте 12 недель экспериментальным живот-
ным внутрибрюшинно вводили водный раствор МФТП 
по субхроническому протоколу (30 мг/кг в сутки в те-
чение 5 дней). Контрольным группам животных вводи-
ли физиологический раствор (изотонический раствор 
NaCl 0,9%). Вследствие потенциальных потерь живот-
ных в результате неспецифической острой токсичности 
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МФТП, размер экспериментальных групп был заведомо 
больше относительно контрольных. Через 21 день по-
сле последней инъекции МФТП животных подвергали 
декапитации. Мозг 4-месячных мышей-самцов фикси-
ровали в холодном растворе Карнуа в течение ночи, па-
рафинизировали, готовили гистологические срезы тол-
щиной 8 мкм на ротационном микротоме Leica RM2265 
(Leica Biosystems, Германия). Полученные парафиновые 
образцы выкладывали в водяную баню с дистиллиро-
ванной водой, подогретой до 38°С, после чего их мон-
тировали на предметные стекла с полилизиновым по-
крытием (Thermo Scientific, Великобритания), а затем 
проводили иммуногистохимическое окрашивание ан-
тителами против тирозингидроксилазы (ТГ, монокло-
нальные антитела мыши, Sigma, разведение 1:2000). Вы-
считывали общее значение числа ДА-ергических ней-
ронов во всем объеме анализируемой анатомической 
структуры (рис. 1). 

С целью нивелирования ошибки и получения близ-
кого к истине числа популяции клеток в ЧС подсчет 
нейронов выполняли с учетом поправки Аберкром-
би [16]. Работы с животными осуществляли в соответ-
ствии с «Правилами лабораторной практики в Россий-
ской Федерации» от 01.04.2016 г. № 199н.

Статистический анализ результатов проводили с ис-
пользованием программного обеспечения GraphPad 
Prism 8 (GraphPad Software, Inc., США): в случае нор-
мального распределения для множественных сравнений 
использовали однофакторный дисперсионный анализа 
ANOVA в сочетании с критерием Фишера (PLSD post-
hoc), для попарных сравнений – t-критерий Стьюден-

та; в случае отсутствия нормальности распределения вы-
борок для попарных сравнений использовали непара-
метрический критерий Манна–Уитни. Нормальность 
распределения массивов данных была оценена в тесте 
Колмогорова–Смирнова.

Результаты исследования и обсуждение

Проведённый морфометрический анализ показал, 
что общее количество ДА-ергических нейронов ком-
пактной ЧС у 4-месячных мышей дикого типа, получав-
ших физиологический раствор, было на 20–22% выше 
по сравнению с гомозиготными альфа-синуклеин но-
каутными мышами ΔFlox-KO и Abel-KO (F(2, 43) = 4,4721; 
p = 0,0172; значимость межгрупповых различий по кри-
терию Фишера p = 0,0097 и p = 0,0196 соответственно), 
что согласуется с результатами, полученными нами ра-
нее [17]. После введения МФТП произошло значитель-
ное истощение иммунореактивных ТГ-позитивных ней-
ронов у мышей дикого типа C57BL/6J (рис. 2). Примеча-
тельно, что подобный эффект не наблюдался у мышей 
с генетическим нокаутом альфа-синуклеина: значимых 
различий в группах нокаутных животных обеих линий 
не установлено.

Таким образом, мы обнаружили, что мыши в усло-
виях дефицита альфа-синуклеина устойчивы к потере 
ДА-ергических нейронов в компактной части ЧС после 
введения МФТП. Эта резистентность не является след-
ствием изменённого поглощения нейротоксина МФТП, 
так как ранее мы не обнаружили существенных разли-
чий в уровнях ДА и его метаболитов в стриатуме, кото-

Рис. 1. Обозначение зон ТГ-позитивно окрашенных клеток среднего мозга (моноклональные антитела против ТГ в разведении 1:2000) для 
морфометрического анализа. Увеличение ×10. ЧС – чёрная субстанция; ВОП – вентральная область покрышки.
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рые достоверно снижались во всех наблюдаемых груп-
пах после введения МФТП [18].

Для выяснения влияния других высоко гомологич-
ных членов семейства синуклеинов на выживаемость 
ДА-ергических нейронов ЧС в условиях МФТП-нейро-
токсичности был проведён морфометрический анализ 
числа ТГ-позитивно окрашенных клеток бессинуклеи-
новых мышей линии abg-КО. Показано, что в группах 
мышей, получавших физраствор, популяция ДА-ерги-
ческих нейронов ЧС у животных этой линии не отли-
чалась от таковой у контрольных животных с интакт-
ным геномом (U = 280,0; p = 0,3609). Значимое сниже-
ние числа ДА-ергических нейронов в компактной части 

ЧС в группах мышей, получавших МФТП, было сход-
ным у мышей с тройной делецией всех белков-синукле-
инов и у контрольных животных с немодифицирован-
ным геномом (рис. 3). Данные результаты свидетель-
ствуют о том, что нейротоксин МФТП воспроизводит 
аналогичный эффект гибели ДА-ергических нейронов 
ЧС на бессинуклеиновых мышах линии abg-КО. 

Наши экспериментальные данные свидетельствуют 
о том, что наличие в геноме всех членов семейства си-
нуклеинов не является необходимым для МФТП-ин-
дуцированной гибели ДА-ергических нейронов. Од-
нако недавно было установлено, что β-синуклеин спо-
собен активизировать VMAT-2-зависимый захват ДА 

Рис. 2. Популяция ДА-ергических нейронов ЧС после введения физраствора (--) и МФТП (+) у 4-месячных мышей двух альфа-синуклеин 
нокаутных линий (ΔFlox-KO и Abel-KO), и у животных с немодифицированным геномом линии C57BL/6J. Данные представлены в виде сред-
него и стандартной ошибки среднего (M±SEM) числа стереологически подсчитанных нейронов в компактной части ЧС.

Рис. 3. Популяция ДА-ергических нейронов ЧС у бессинуклеиновых и контрольных мышей. Данные представлены в виде медианы и меж-
квартильного размаха (Me [25%; 75%]) числа стереологически подсчитанных нейронов в компактной части ЧС животных каждого геноти-
па (abg-КО и C57BL/6J). 
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и структурно подобных ему молекул (например, конеч-
ный метаболит МФТП – 1-метил-4-фенил пиридиний 
(МФП+)) синаптическими везикулами для дальнейшей 
их секвестрации [19]. Таким образом, вероятно, повы-
шенная активность β-синуклеина в синаптических ве-
зикулах, а не дефицит других синуклеинов как тако-
вых, объясняет пониженную чувствительность ДА-ер-
гических нейронов ЧС к токсическому эффекту МФТП 
у альфа-синуклеин нокаутных животных. 

заключение

На основании проведённого морфометрического 
анализа предполагается, что особенности чувствитель-
ности к нейротоксину МФТП у альфа-синуклеин нока-
утных линий мышей обусловлены повышением функ-
циональной активности (замещением) бета-синуклеина, 
оптимизирующего захват ДА синаптическими везику-
лами. Это подтверждается данными по МФТП-ток-
сичности на бессинуклеиновых животных с инакти-
вированием всех трёх генов синуклеинов. В сравнении 
с одиночными нокаутами по альфа- или гамма-синукле-
ину, у животных с тройным нокаутом чувствительность 
ДА-ергических нейронов к токсическому воздействию 
МФТП выше или почти не отличается от чувствитель-
ности у контрольных животных дикого типа, что согла-
суется с другими исследованиями [20].

Полученные нами результаты указывают на важную 
роль альфа-синуклеина и других членов семейства си-
нуклеинов в процессах выживания ДА-ергических ней-
ронов, что в сочетании с уже имеющимися в настоящее 
время данными позволяет рассматривать белки этого се-
мейства в качестве перспективных молекулярных мише-
ней для разработки патогенетической терапии БП, на-
правленной на оптимизацию функции синапсов ДА-ер-
гических нейронов. 
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