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Болезнь Паркинсона (БП) является прогрессирующей возрастной нейродегене-

ративной патологией центральной нервной системы, при которой происходит

избирательная потеря дофаминергических нейронов нигростриарного пути и

для которой характерно наличие специфических включений (телец Леви) в до-

фаминовых нейронах. Для изучения механизмов возникновения данной патоло-

гии и для поиска возможных путей ее коррекции созданы генетические модели

БП на мышах. Трансгенные мыши линии B6.Cg-Tg(Prnp-SNCA*A53T)23Mkle/J

(далее в тексте B6.Cg-Tg) имеют мутацию A53T в гене альфа-синуклеина челове-

ка и представляют собой модель БП. Целью данной работы было исследование

локомоторной активности и уровня тревожности, а также плотности нейронов в

головном мозге самцов мышей линии B6.Cg-Tg в возрасте шести месяцев. В ка-

честве контроля были использованы мыши C57BL/6J (дикий тип) того же пола и

возраста. Полученные результаты показывают, что для мышей B6.Cg-Tg харак-

терна высокая двигательная активность и низкая тревожность. Наряду с этим у

них было обнаружено избирательное снижение плотности нейронов в субвен-

трикулярной зоне, черной субстанции, а также зонах СА1, СА3, СА4 и грану-

лярном слое зубчатой извилины гиппокампа. Таким образом, мыши линии

B6.Cg-Tg в возрасте шести месяцев лишь частично соответствуют основным па-

тофизиологическим признакам БП, таким как снижение плотности нейронов в

черной субстанции, а также в СА1 и СА3 зонах гиппокампа. Однако при этом у

них отсутствует брадикинезия и тревожность.
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ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Паркинсона (БП) является прогрессирующей возрастной нейродегене-

ративной патологией центральной нервной системы (ЦНС), характеризующейся

избирательной потерей дофаминергических нейронов нигростриарного пути и на-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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личием специфических включений (телец Леви) в дофаминовых нейронах [1, 2].

Данное заболевание является вторым по распространенности среди нейродегене-

ративных расстройств после болезни Альцгеймера и представляет собой разновид-

ность синуклеинопатии [3, 4]. При точечной мутации A53T у людей с БП белок

альфа-синуклеин накапливается в различных отделах головного мозга [5, 6]. Обыч-

но альфа-синуклеин распределяется в пресинаптической мембране нейронов,

контролируя транспорт синаптических везикул [7]. Избыточное накопление аль-

фа-синуклеина характерно для патологических состояний, а его агрегаты распре-

деляются в телах клеток или нейритах, нарушая функционирование ядра, повре-

ждая синаптические везикулы и большинство органелл нейронов [8]. Такие изме-

нения в ЦНС приводят по мере развития БП к неконтролируемому тремору,

ригидности, нарушению двигательной активности и постуральных реакций, ко-

гнитивным расстройствам, дисфункции вегетативной нервной системы и наруше-

нию сна [9]. У пациентов с БП выделяют пять стадий развития патологии, при кото-

рых наблюдают нарушения в различных структурах головного мозга, в частности в

черной субстанции, гиппокампе, полосатом теле и префронтальной коре [10–23].

Черная субстанция является одной из структур головного мозга, которая поража-

ется к третьей стадии БП, что сопровождается чрезмерным накоплением в ее клет-

ках альфа-синуклеина и приводит к двигательным нарушениям [10, 15, 20]. К чет-

вертой стадии БП у пациентов обнаружено накопление альфа-синуклеина в СА2

зоне гиппокампа, важной структуре, отвечающей за обработку пространственной

информации, эпизодическую и социальную память [11]. Наряду с этим при БП об-

наружены нарушения в СА1 и СА3 зонах гиппокампа [18, 21, 22]. При помощи

функциональной магнитно-резонансной томографии было установлено, что в со-

стоянии покоя у людей с БП имеет место снижение спонтанной нейронной актив-

ности в префронтальной коре, а также уменьшение серого вещества в данной обла-

сти, что связывают с нарушением когнитивных функций при БП [13, 14]. Также

было показано уменьшение объема хвостатого ядра полосатого тела при БП, что

может быть признаком прогрессирования заболевания [16].

Помимо исследований на людях, БП широко изучают на токсических [24–26] и

генетических [27–36] моделях БП, созданных на мышах. Генетические модели БП

считаются надежными для изучения патогенетических механизмов развития пар-

кинсонизма [27, 28, 37, 38]. Такие модели представлены трансгенными линиями

мышей, у которых экспрессируется мутантная форма A30P и/или A53T гена альфа-

синуклеина человека [24, 27, 28].

Основными симптомами БП у мышей считают нарушения локомоторной ак-

тивности, изменение уровня тревожности и когнитивных функций, а также нару-

шения в различных структурах головного мозга, которые не полностью гомологичны

нарушениям, характерным для БП человека [24, 35, 38–41]. Трансгенные гемизи-

готные мыши линии B6.Cg-Tg(Prnp-SNCA*A53T)23Mkle/J (далее по тексту B6.Cg-Tg) с

мутацией A53T в гене альфа-синуклеина человека были созданы в Джексоновской

лаборатории (США) [42] и выбраны в качестве модели БП для нашего исследова-

ния. Мыши этой линии демонстрируют изменения локомоторной активности в

более раннем возрасте, чем мыши с мутацией A30P [28], что создает определенные

предпочтения в пользу выбора именно первой модели.

Для изучения двигательного поведения, тревожности, исследовательской актив-

ности и когнитивных способностей у мышей с симптомами БП используют тест

открытого поля (ОП), приподнятый крестообразный лабиринт (ПКЛ), ротарод,

водный тест Морриса, тесты с вращающимся стержнем и тест на распознавание

нового объекта [26, 38, 40, 41, 43, 44]. В качестве поведенческих маркеров линий

мышей, являющихся моделями БП, чаще всего выбирают двигательную актив-
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ность и уровень тревожности, хотя результаты этих работ достаточно противоречи-

вы [38–41, 45, 46].

Помимо исследования поведения, у мышей с симптомами БП при помощи ги-

стологических и иммуногистохимических методов изучали развитие нервной си-

стемы [26, 30, 44, 47]. Гиппокамп находится в центре внимания этих исследований,

поскольку изменения в гиппокампе характерны для БП и некоторых других нейро-

дегенеративных заболеваний [48–50]. В частности, в зонах СА2 и СА3 гиппокампа

обнаружены изменения как на генетической модели БП, созданной на мышах

B6.C3-Tg(Prnp-SNCA*A53T)83Vle/J (линия B6.C3-Tg), так и у людей при данной

патологии [10].

В нашей работе была исследована трансгенная линия B6.Cg-Tg, у которой экс-

прессируется мутантная форма A53T гена альфа-синуклеина человека, а также

имеется ряд биохимических и поведенческих особенностей, характерных для си-

нуклеинопатий [29, 30, 51]. Эта модель воспроизводит основные симптомы си-

нуклеинопатии, включая развивающуюся с возрастом нейродегенерацию, харак-

терную для БП [35, 37]. У мышей B6.Cg-Tg показана обонятельная дисфункция

[51]. Однако по координации движений и равновесия в тестах ротарод и подвеши-

вание на проволоке различий с контролем обнаружено не было [51]. Ранее было

показано, что мыши B6.Cg-Tg в возрасте пяти–шести месяцев отличаются повы-

шенной локомоторной активностью [52, 53]. До проведения настоящего исследо-

вания уровень тревожности у мышей линии B6.Cg-Tg в этом возрасте не оценивали.

В возрасте пяти месяцев у мышей B6.Cg-Tg была обнаружена низкая активность

аутофагии в префронтальной коре, стриатуме и черной субстанции по сравнению с

контрольными мышами C57BL/6J, а также снижение уровня тирозингидроксила-

зы в стриатуме, но не в черной субстанции [29]. Кроме того, у B6.Cg-Tg линии вы-

явлено снижение уровня мРНК Cst3 (цистатина С) в стриатуме и миндалевидном

теле по сравнению с контролем [30]. По уровню апоптоза нейронов в субвентрику-

лярной зоне различий между линиями мышей обнаружено не было, однако было

установлено снижение нейрогенеза у мышей B6.Cg-Tg [51]. Между тем плотность

нейронов в таких важных для развития БП отделах мозга, как префронтальная ко-

ра, структуры нигростриарного пути и гиппокамп на данной модели до сих пор не

изучали, хотя на сходных моделях было обнаружено уменьшение числа нейронов в

различных зонах гиппокампа, а также в черной субстанции [10, 36].

Настоящее исследование направлено 1) на анализ общей и исследовательской

активности, а также уровня тревожности; 2) на оценку плотности нейронов в пре-

фронтальной коре, CA1, CA2, CA3, СА4 областей и зубчатой извилины гиппокам-

па, хвостатого ядра полосатого тела и субвентрикулярной зоны, а также черной

субстанции у контрольных мышей C57BL/6J (дикий тип) и мышей B6.Cg-Tg (мо-

дель болезни Паркинсона).

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
В эксперименте были исследованы две линии мышей, а именно: семь самцов

B6.Cg-Tg(Prnp-SNCA*A53T)23Mkle/J (далее по тексту – B6.Cg-Tg), гемизиготные

мыши, моделирующие БП, полученные из Джексоновской лаборатории (США)

[42] и 15 самцов контрольной линии C57BL/6J (далее по тексту – C57BL). Живот-

ных содержали в SPF-виварии Института цитологии и генетики СО РАН (Новоси-

бирск, Россия) в индивидуально вентилируемых клетках OptiMice (Animal Care,

США) размером 34.3 × 29.2 × 15.5 см, при температуре 22–24°C и влажности 40–

50%, с инвертированным 12:12-часовым циклом дня–ночи (рассвет в 3 ч утра); в

качестве подстила использовали березовую щепу, фракционную для содержания
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лабораторных животных (ТУ 16.10.23-001-0084157135-2019). Животные имели по-

стоянный доступ к автоклавированному стандартизированному комбикорму для

лабораторных крыс и мышей “Дельта Фидс” ЛбК 120 Р-22, ГОСТ 34566-2019 (Био-

Про, Россия) и очищенной воде “Северянка” (Экопроект, Россия), обогащенной

минеральными добавками.

Анализ поведения
Изучение поведения проводили у семи самцов B6.Cg-Tg и 15 самцов C57BL в

возрасте шести месяцев. Общую двигательную активности и тревожность изучали

с помощью тестов открытое поле (ОП) и приподнятый крестообразный лабиринт

(ПКЛ). Каждого самца помещали в чистую, индивидуально вентилируемую клетку

за два дня до тестирования. Для устранения запахов все поверхности камер для те-

стирования очищали после каждого животного 6%-ным раствором перекиси водо-

рода. Поведение регистрировали с помощью вертикальных видеокамер и анализи-

ровали с помощью программно-аппаратного комплекса EthoVisionXT (Noldus, Ни-

дерланды).

Тест открытое поле
Тест OП традиционно используют для оценки поведенческих профилей грызу-

нов [54, 55]. Время проведения испытания с 16:00 до 18:00, что совпадало с началом

темного времени суток в комнате содержания животных (16:00), то есть в период

наибольшей активности животных. Для проведения теста использовали круглую

арену (OpenScience, Россия) диаметром 60 см из белого поливинилхлорида, огоро-

женную стенкой высотой 30 см. Продолжительность теста составляла пять минут.

Регистрировали стандартные параметры: 1) пройденное расстояние, 2) время, про-

веденное в центре, 3) время, проведенное на периферии, 4) число вертикальных

стоек и 5) число грумингов. Регистрацию поведения проводили два исследователя

вручную.

Тест приподнятый крестообразный лабиринт
Тест ПКЛ используют для оценки уровня тревожности и двигательной активно-

сти, часто в сочетании с тестом ОП [55, 56]. Лабиринт, использованный в данном

исследовании, состоял из двух открытых (25 × 5/30 × 5.5 см) и двух закрытых

(25 × 5 × 30/30 × 5.5 × 14.5 см) рукавов, разделенных центральной ареной (5 × 5 см).

Установка располагалась на высоте 50 см над поверхностью пола и освещалась

лампой накаливания (40 Вт), расположенной сверху на высоте 130 см. Продолжи-

тельность теста составляла пять минут. Регистрировали стандартные параметры:

1) доля времени нахождения в открытых и закрытых рукавах, 2) доля исследован-

ной площади в открытых и закрытых рукавах, 3) число свешиваний с рукавов и

4) число вытягиваний [55, 56].

Интракардиальная перфузия
Перфузию осуществляли через систему кровообращения для фиксации тканей

головного мозга, как описано ранее [57]. Сразу после окончания поведенческих те-

стов мышей наркотизировали, вводя им внутримышечно 75 мкл (на 10 г массы тела)

медетомидина гидрохлорида (Медитин, 1 мг/мл; Апи-Сан, Россия) и 60 мкл (на

10 г массы тела) золетила (Virbac, Франция). Далее им вводили через кровеносную

систему 30–50 мл фосфатно-солевого буфера (PBS), а затем 4%-ный раствор фор-

малина, приготовленного на PBS. После этого мозг извлекали и помещали в 30%-ный



1203АНАЛИЗ ПОВЕДЕНИЯ И ПЛОТНОСТИ НЕЙРОНОВ

раствор сахарозы, приготовленный на PBS с добавлением 10% формалина, при

4°C для обезвоживания и последующей фиксации в течение следующих 2 недель,

пока фиксированный материал не опустится на дно колбы. Образцы мозга погру-

жали в Tissue-Tek O.C.T. (Sakura Finetek, США), затем замораживали и хранили

при –70°С.

Приготовление замороженных срезов мозга

По пять животных каждой из исследуемой линии были выбраны случайным об-

разом с целью гистологического анализа мозга. В соответствии с координатами ат-

ласа Paxinos и соавт. [58], делали замороженные срезы следующих областей голов-

ного мозга: 1) префронтальной коры (ПК) на расстоянии 2.46–2.22 мм от брегмы;

2) хвостатого ядра полосатого тела (ПТ) и субвентрикулярной зоны (subventricular

zone – SVZ) на расстоянии 0.74–0.26 мм от брегмы; 3) гиппокампа (области CA1,

CA2, CA3, СА4 и зубчатая извилина, dentate gyrus – DG) на расстоянии –1.46 (–1.82) мм

от брегмы; 4) черной субстанции (ЧС) на расстоянии –3.20 (–3.60) мм от брегмы.

Срезы толщиной 10 мкм готовили при –25°С на криотоме HM550 OP (Thermo Sci-

entific, США) и помещали на предметные стекла Superfrost Plus, Menzel-Glaser

(Thermo Fisher Scientific, США).

Иммуногистохимическое окрашивание

Окрашивание образцов проводили по протоколам производителей наборов с

небольшими модификациями [57]. Перед процедурой окрашивания срезы обезво-

живали с последующей регидратацией в течение пяти минут в PBS. Затем после ре-

гидратации в 10 мМ щелочно-цитратного буфера (pH 9) при 95°C на водяной бане

(TW-2.02, Elmi, Латвия) в течение 10 мин проводили индуцированную нагреванием де-

маскировку эпитопов. После этого срезы удаляли из буфера и охлаждали до ком-

натной температуры. Затем образцы трижды промывали в буфере PBS-Tween: PBS

с добавлением 0.1% Tween-20 P9416-100ML (Merck, Германия). После этого в каж-

дую секцию на 30 мин добавляли ProteinBlock (ab64226, Abcam, Великобритания) и

удаляли лишнюю жидкость в соответствии с рекомендацией производителя. После

этого добавляли 50 мкл первичного антитела и оставляли на ночь при 4°C во влаж-

ной темной камере.

Используемые концентрация антитела составляли 1:750 для anti-NeuN

(ab177487, Abcam, Великобритания). Затем срезы промывали буфером PBS-Tween,

удаляли лишнюю жидкость, добавляли 50 мкл вторичного антитела Goat Anti-Rab-

bit IgGH & LAF488 (ab150077, Abcam, Великобритания) в концентрации 1 : 650 и

оставляли во влажной среде в темной камере на два часа при 4°С. После этого об-

разцы промывали буфером PBS-Tween, удаляли излишки жидкости и монтировали

на предметные стекла в среде ProLong, Glass Antifade Mountant (Thermo P36982,

Thermo Fisher Scientific, США). После добавления антител срезы обрабатывали в

темной камере, защищенной от света.

Анализ плотности нейронов

Анализ плотности меченных антителами нейронов проводили с использованием

прямого флуоресцентного микроскопа ZEISS AxioImager 2 (Carl Zeiss, Германия)

для ПК (2/3 и 5/6 слоев), ПТ, SVZ, ЧС, а также СА1, СА2, СА3, СА4 (переходная

область между СА3 и полиморфным слоем DG) и DG (гранулярного и полиморф-

ного слоев) областей гиппокампа. Для создания поля зрения (5000 мкм2) использо-

вали программу ImageJ. Вычисляли среднее число клеток, меченных антителами в
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интересующей области с четырех срезов для каждого животного, и рассчитывали

среднюю плотность (миллионов клеток, n × 106) в объеме (мм3).

Статистический анализ
Анализ результатов проводили с использованием программы STATISTICA v. 12.0

(StatSoft, Inc., США). Все данные были проверены на нормальность с помощью те-

ста Колмогорова–Смирнова. Поведенческие параметры оценивали с помощью од-

нофакторного дисперсионного анализа с последующим апостериорным сравнением

LSD-методом Фишера. Плотность нейронов во всех исследуемых областях голов-

ного мозга сравнивали между группами по t-критерию Стьюдента. Данные пред-

ставлены в виде среднего ± стандартная ошибка среднего (m ± SEM). За уровень

значимости принимали р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Тест открытое поле
Результаты исследования мышей в тесте ОП представлены в табл. 1. Однофак-

торный ANOVA выявил эффект линии [F(1,19) = 22.813; p < 0.001] на параметр

“пройденный путь”. Post-hoc анализ при помощи Fisher LSD сравнения показал,

что самцы B6.Cg-Tg проходили большую дистанцию (p < 0.001), чем самцы C57BL.

Однофакторный ANOVA выявил эффект линии [F(1,19) = 37.59; p < 0.01] на пара-

метр число вертикальных стоек. Post-hoc Fisher LSD показал, что самцы B6.Cg-Tg

делали больше стоек (p < 0.01), чем самцы C57BL. Оба параметра свидетельствуют

о высокой локомоторной активности мышей B6.Cg-Tg линии.

Тест приподнятый крестообразный лабиринт
Данные тестирования в тесте ПКЛ представлены в табл. 2. Однофакторный

ANOVA выявил эффект линии [F(1,19) = 4.7674; p < 0.05] на пройденный путь. Post-hoc
Fisher LSD показал, что самцы B6.Cg-Tg проходили большую дистанцию (p < 0.05),

чем самцы C57BL. Однофакторный ANOVA выявил эффект линии [F(1,19) =

= 10.822; p < 0.01] на время, проведенное в открытых рукавах. Post-hoc Fisher LSD

показал, что самцы B6.Cg-Tg дольше находились в открытых рукавах (p < 0.01), чем

Таблица 1. Поведение в тесте открытое поле самцов мышей C57BL и B6.Cg-Tg в возрасте ше-
сти месяцев

Параметры
Группа

F, p
C57BL B6.Cg-Tg

Пройденный путь, см 2365.3 ± 182.5 3956.8 ± 300.1 F(1,19) = 22.813

p = 0.0001

Время в центре, % от общего 11.0 ± 2.0 7.2 ± 1.4 F(1,19) = 1.5214

p > 0.05

Время на периферии,
% от общего

89.0 ± 2.0 92.8 ± 1.4 F(1,19) = 1.5214

p > 0.05

Число грумингов 14.0 ± 2.4 22.4 ± 8.6 F(1,19) = 1.5209

p > 0.05

Число вертикальных стоек 27.8 ± 3.2 45.0 ± 4.8 F(1,19) = 37.59

p < 0.01
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самцы C57BL. Однофакторный ANOVA выявил эффект линии [F(1,19) = 9.3112; p < 0.01]

на число выглядываний. Post-hoc Fisher LSD показал, что самцы B6.Cg-Tg выгля-

дывали из рукавов лабиринта чаше (p < 0.01), чем самцы C57BL. Однофакторный

ANOVA выявил эффект линии [F(1,19) = 7.7549; p < 0.05] на общее время выглядыва-

ний. Post-hoc Fisher LSD показал, что самцы B6.Cg-Tg дольше выглядывали из за-

крытых рукавов (p < 0.05), чем самцы C57BL. Результаты теста ПКЛ свидетельствуют о

высокой локомоторной активности и низком уровне тревожности у мышей B6.Cg-Tg

линии.

Анализ плотности нейронов
Данные по плотности нейронов в ПК (2/3 и 5/6 слоях), SVZ, ПТ и ЧС представ-

лены на рис. 1–3. Статистический анализ не выявил различий по числу нейронов в

ПК (2/3 и 5/6 слоях) и ПТ головного мозга у мышей B6.Cg-Tg и C57BL (рис. 1–2).

Однако было обнаружено уменьшение числа нейронов (p < 0.01) в SVZ у мышей

B6.Cg-Tg по сравнению с C57BL (0.28 × 106 ± 0.01 × 106 против 0.35 × 106 ± 0.02 × 106)

(рис. 2). Кроме того, статистический анализ выявил уменьшение числа нейронов

(p < 0.05) в ЧС у мышей B6.Cg-Tg группы по сравнению с контролем (0.11 × 106 ±

± 0.01×106 против 0.14 × 106 ± 0.01 × 106) (рис. 3).

Данные по плотности нейронов в СА1, СА2, СА3, СА4 и DG областях гиппокам-

па представлены на рис. 4–5. Статистический анализ выявил уменьшение числа

нейронов (p < 0.05) в СА1 области у мышей B6.Cg-Tg по сравнению с особями груп-

пы C57BL (1.09 × 106 ± 0.06 × 106 против 1.28 × 106 ± 0.03 × 106) (рис. 4). Однако в

СА2 области гиппокампа различий по числу нейронов выявлено не было (рис. 4).

Также было обнаружено уменьшение числа нейронов в СА3 (p < 0.05) и СА4 (p < 0.01)

областях гиппокампа, а также в гранулярном слое DG области (p < 0.01) у мышей

B6.Cg-Tg по сравнению с контролем (0.72 × 106 ± 0.03×106 и 0.85 × 106 ± 0.03 × 106

Таблица 2. Поведение в тесте приподнятый крестообразный лабиринт самцов мышей C57BL
и B6.Cg-Tg в возрасте шести месяцев

Параметры
Группа

F, p
C57BL B6.Cg-Tg

Пройденный путь, см 1109.9 ± 77.6 1403.5 ± 109.7 F(1,19) = 4.7674

p < 0.05

Время в закрытых рукавах,
% от общего

75.9 ± 3.3 67.6 ± 4.7 F(1,19) = 2.0883

p > 0.05

Время в центре, % от общего 11.7 ± 2.0 11.5 ± 2.8 F(1,19) = 2.2484

p > 0.05

Время в открытых рукавах,
% от общего

7.4 ± 2.4 20.9 ± 3.3 F(1,19) = 10.822

p < 0.01

Число выглядываний 8.5 ± 3,0 24.3 ± 4.2 F(1,19) = 9.3112

p < 0.01

Общее время выглядываний, с 2.8 ± 256 15.2 ± 3.6 F(1,19) = 7.7549

p < 0.05

Число вытягиваний 11.6 ± 1.3 10.4 ± 1.8 F(1,19) = 0.2698

p > 0.05

Общее время вытягиваний, с 5.2 ± 1.4 9.5 ± 2.0 F(1,19) = 3.1685

p > 0.05
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для СА3; 0.29 × 106 ± 0.01 × 106 и 0.33 × 106 ± 0.01 × 106 для СА4; 1.43 × 106 ± 0.04 × 106 и

1.62 × 106 ± 0.02 × 106 для DG) (рис. 5). Однако для полиморфного слоя DG обла-

сти не было обнаружено различий по числу нейронов у мышей B6.Cg-Tg и C57BL

(рис. 4).

Рис. 1. Плотность нейронов в префронтальной коре головного мозга (2/3 и 5/6 слои) у самцов мышей

B6.Cg-Tg и C57BL, нейроны мечены антителами против NeuN; (a) – число нейронов (в миллионах на мм
3
);

(b) – схематическое обозначение исследуемой области в головном мозге.

Микрофотографии срезов мозга данной области: (c–d) – C57BL (2/3 и 5/6 слои соответственно); (e–f) –

B6.Cg-Tg (2/3 и 5/6 слои соответственно).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

У мышей B6.Cg-Tg была обнаружена высокая локомоторная активность, что бы-

ло подтверждено в тестах открытое поле и приподнятый крестообразный лаби-

ринт. Наши данные согласуются с результатами, полученными ранее на мышах

этой линии [52, 53], а также на других линиях, являющихся моделями БП [46].

У мышей линии hA53T, которая также моделирует БП, двигательная активность

также была повышена по сравнению с контролем (диким типом) [46]. В то же вре-

мя некоторые исследования свидетельствуют, что в определенном возрасте двига-

тельная активность у трансгенных мышей, моделирующих БП, может быть ниже

таковой контрольных животных [38, 40, 41]. Так, у трансгенных мышей с мутацией

A53T в гене альфа-синуклеина человека наблюдается снижение двигательной ак-

Рис. 2. Плотность нейронов в субвентрикулярной зоне (subventricular zone – SVZ) и хвостатом ядре по-

лосатого тела (caudoputamen – CP), нейроны мечены антителами против NeuN; (a) – число нейронов (в

миллионах на мм
3
); (b) – схематическое обозначение исследуемых областей в головном мозге. 

#Микрофотографии срезов мозга данной области: (c) – C57BL; (d) – B6.Cg-Tg. ** p < 0.01.
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тивности в возрасте восьми месяцев по сравнению с контролем в тесте ОП [39–41],

как и у мышей линий SNCA [59] и A53T-a-Syn [38].

В нашем исследовании впервые изучено поведение мышей B6.Cg-Tg в тесте

ПКЛ. Результаты этого теста свидетельствуют о снижении уровня тревожности у

мышей B6.Cg-Tg. Ранее на трансгенных мышах TG hA53T SN, которые также мо-

делируют БП, наблюдали снижение уровня тревожности по сравнению с диким

типом [45]. В других работах у трансгенных мышей hA53T и A53T-a-Syn, моделиру-

ющих БП, наблюдали сложную динамику изменения уровня тревожности с воз-

растом [38, 46]. Так, в двухмесячном возрасте мыши hA53T проводили меньше вре-

мени в открытых рукавах по сравнению с мышами дикого типа, в восьмимесячном –

различий по данному параметру с контролем не наблюдали, а в 12-месячном, на-

оборот, животные данной модели БП проводили больше времени в открытых ру-

кавах по сравнению с контролем [46]. Уровень тревожности у мышей линии A53T-

a-Syn, еще одной модели БП, также становился ниже с возрастом [38]. Следует от-

метить, что на особенности поведения мышей, относящихся к моделям БП, влияет

Рис. 3. Плотность нейронов в черной субстанции (substatia nigra – SNC), нейроны мечены антителами

против NeuN; (a) – число нейронов (в миллионах на мм
3
); (b) – схематическое обозначение исследуе-

мой области в головном мозге.

Микрофотографии срезов мозга данной области: (c) – C57BL; (d) – B6.Cg-Tg. * p < 0.05.
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способ получения трансгенной линии, а также их гомозиготность/гетерозигот-

ность по соответствующему гену [27, 45].

Тревога и депрессивно-подобное состояние характерны для БП человека и про-

являются еще до появления двигательных симптомов [60]. Механизмы, связанные

с изменением поведения в тестах ОП и ПКЛ у мышей B6.Cg-Tg, моделирующих

данное заболевание, остаются неясными. Между тем, следует отметить, что нейро-

медиатор дофамин вовлечен в тревожно-подобное поведение [61]. У трансгенных

мышей A53T, моделирующих БП, в возрасте семи месяцев экспрессия дофамина

снижена в прилежащем ядре и полосатом теле, что может быть связано с повышен-

ной гиперактивностью, характерной для этой линии [28]. Имеются свидетельства

того, что альфа-синуклеин влияет на дофаминовые системы головного мозга через

модуляцию его выделения из нейронов [62, 63], влияя на синтез дофамина [64, 65].

Экспрессия A53T может приводить к нарушению регуляции синтеза дофамина у

трансгенных мышей, приводя к гиперактивности по механизму, который наблю-

дают у животных с нокаутом дофамина [66, 67]. Исходя из полученных в нашей ра-

боте результатов можно сделать вывод о том, что мыши B6.Cg-Tg в возрасте шести

месяцев имеют изменения в поведении, в частности повышение двигательной ак-

тивности и снижение тревожности, что нехарактерно для БП человека. Однако

можно предположить, что с возрастом поведение может поменяться, как уже было

показано для некоторых линий мышей с синуклеопатией.

В настоящей работе у мышей B6.Cg-Tg не было обнаружено изменения плотно-

сти нейронов в префронтальной коре, полосатом теле, а также в СА2 зоне и поли-

морфном слое DG области гиппокампа по сравнению с диким типом. Однако в

субвентрикулярной зоне, черной субстанции, а также СА1, СА3, СА4 зонах и гра-

нулярном слое DG областей гиппокампа у мышей B6.Cg-Tg число нейронов было

существенно ниже по сравнению с контрольной линией. У пациентов с БП также

обнаруживают нарушения в гиппокампе, в частности в СА1, СА2 и СА3 зонах [10–

Рис. 4. Плотность нейронов в СА1, СА2 и в гранулярном слое DG областей гиппокампа, нейроны мече-

ны антителами против NeuN; (a) – число нейронов (в миллионах на мм
3
); (e) – схематическое обозна-

чение исследуемых областей в головном мозге.

Микрофотографии срезов мозга данных областей: (b–d) – C57BL (СА1, СА2 и гранулярного слоя DG

области гиппокампа соответственно); ( f–h) – B6.Cg-Tg (СА1, СА2 и гранулярного слоя DG области

гиппокампа соответственно). * p < 0.05, ** p < 0.01.
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12, 21–23]. Роль CA1 в когнитивных нарушениях при БП была подтверждена ауто-

псией [21] и при помощи магнитно-резонансной томографии [22]. Было показано

снижение объемов СА2–СА3 зон и эпизодической памяти при БП [23]. Снижение

числа нейронов в SVZ и ЧС головного мозга у мышей B6.Cg-Tg может быть связано

со снижением уровня нейрогенеза в субвентрикулярной зоне, что было подтвер-

ждено экспериментально на данной линии [51], либо с обнаруженным у них низ-

ким уровнем аутофагии в черной субстанции [29]. Деградация нейронов в данной

области головного мозга было отмечено также у мышей линии Pitx3-A53Tα-Syn,

являющейся трансгенной моделью БП [36], и характерно для болезни Паркинсона

у людей [15, 20].

Наблюдаемое нами снижение общей плотности нейронов в СА3 области гип-

покампа может быть связано с повышенной экспрессией альфа-синуклеина и

уменьшением числа соматостатин-позитивных нейронов в данной области, что

было показано на мышах трансгенной линии B6.C3-Tg [10], которая очень похо-

жа на изучаемую нами модель БП. Снижение плотности кальретинин- и каль-

биндин-позитивных нейронов обнаружено у мышей B6.C3-Tg в СА1 зоне, а также

кальретинин-позитивных нейронов в гранулярном слое DG области гиппокампа

[10]. Именно в этих областях нами было обнаружено снижение общего числа ней-

ронов у мышей линии B6.Cg-Tg.

Особый интерес представляет СА4 область гиппокампа, в которой у мышей был

обнаружен уникальный набор нейронов, отличный от соседних областей гиппо-

кампа [68]. Данная зона представляет собой структуру между СА3 и DG областями

и состоит преимущественно из пирамидных клеток, играет важную роль в форми-

ровании ассоциативной памяти, за счет опосредованных возбуждающих и тормо-

зящих сигналов от СА3 зоны к гранулярному слою зубчатой извилины [69]. Неко-

Рис. 5. Плотность нейронов в СА3 и СА4 областях гиппокампа, нейроны мечены антителами против

NeuN; (a) – число нейронов (в миллионах на мм
3
); (d) – схематическое обозначение исследуемых обла-

стей в головном мозге.

Микрофотографии срезов мозга данных областей: (b, e) – СА4 область гиппокампа (C57BL и B6.Cg-Tg со-

ответственно); (c, f) – СА3 область гиппокампа (C57BL и B6.Cg-Tg соответственно). * p < 0.05, ** p < 0.01.
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торые исследователи не выделяют СА4 как отдельную область, считая ее частью

полиморфного слоя DG [69]. Однако было показано, что область СА4 у мышей от-

личается плотностью рецепторов от зон СА3 и DG; в частности, в ней наблюдали

высокие показатели экспрессии каинатных и AMPA-рецепторов [69]. Кроме того,

зона СА4 отличается более низкой плотностью катехоламинергических и бензоди-

азепиновых, но не ГАМК-А-рецепторов по сравнению с другими областями гип-

покампа [69]. Эти различия, а также функциональная специфика позволяет выде-

лить CA4 в самостоятельную область гиппокампа у мышей [69]. Ранее анализ плот-

ности нейронов в СА4 области гиппокампа у мышей, моделирующих БП, не

проводили. В нашем исследовании впервые показано уменьшение плотности ней-

ронов в СА4 области гиппокампа у мышей B6.Cg-Tg.

Гиппокамп является структурой мозга, имеющей ключевое значение для разных

типов памяти [70]. На поздних этапах БП для нейронов этой структуры характерно

накопление альфа-синуклеина, что сопровождается деменцией [71, 72]. Обнару-

женное в настоящем исследовании изменение плотности нейронов в областях

СА1, СА3, СА4 и гранулярном слое зубчатой извилины гиппокампа можно рас-

сматривать как один из биомаркеров данной патологии, что показано как в нашем

исследовании на модели B6.Cg-Tg, так и частично обнаружено другими авторами

на сходной генетической модели БП, созданной на мышах [10].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе у самцов мышей B6.Cg-Tg линии было установлено повышение

локомоторной активности, снижение тревожности и уменьшение плотности ней-

ронов в субвентрикулярной зоне, черной субстанции, а также в СА1, СА3, СА4 и

гранулярном слое зубчатой извилины гиппокампа, что можно рассматривать как

биомаркеры синуклеопатии. Дальнейшие исследования будут сосредоточены на

попытках направленного воздействия в ходе пренатального развития, чтобы, в ко-

нечном итоге, обнаружить новые мишени для профилактики этой патологии.
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Analysis of Behavior and Brain Neuronal Density 
in B6.Cg-Tg(Prnp-SNCA*A53T)23Mkle/J Mice Modeling Parkinson’s Disease

I. N. Rozhkovaa, S. V. Okotruba, E. Yu. Brusentseva, T. A. Rakhmanovaa, b, 
D. A. Lebedevaa, b, V. S. Kozenevaa, b, N. V. Khotskina, and S. Ya. Amstislavskya, *

aInstitute of Cytology and Genetics Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,
Novosibirsk, Russia

bNovosibirsk State University, Novosibirsk, Russia
*e-mail: amstis@yandex.ru

Parkinson’s disease (PD) is a progressive age-related neurodegenerative pathology of the

central nervous system, characterized by a selective loss of dopaminergic neurons of the

nigrostriatal pathway and by the presence of specific inclusions (Lewy bodies) in dopa-

mine neurons. To study the mechanisms of this pathology and to search for possible

ways to correct it, genetic models of PD in mice have been created. Transgenic mice of

the B6.Cg-Tg(Prnp-SNCA*A53T)23Mkle/J strain (referred as B6.Cg-Tg further in the

text) represent a model of PD, have the A53T mutation in the human alpha-synuclein

gene. The aim of this work was to study the locomotor activity and the level of anxiety, as

well as the density of neurons in the brain of male B6.Cg-Tg mice at the age of six

months. Wild type C57BL/6J mice of the same sex and age were used as controls. The

results of the current study demonstrate that B6.Cg-Tg mice are characterized by the

high locomotor activity and the low anxiety. Besides, a selective decrease in the density

of neurons in the subventricular zone, the substantia nigra, as well as the CA1, CA3, CA4

zones and the granular layer of the dentate gyrus of the hippocampus was observed in

these mice. Thus, mice of the B6.Cg-Tg strain at the age of six months only partially cor-

respond to the main pathophysiological signs of PD. Decrease in the density of neurons

in the substantia nigra, as well as in the CA1 and CA3 zones of the hippocampus of

B6.Cg-Tg mice resemble similar changes in PD. However, these mice demonstrated nei-

ther bradykinesia nor high level of anxiety.

Keywords: mice, C57BL/6J, B6.Cg-Tg(Prnp-SNCA*A53T)23Mkle/J, Parkinson’s dis-

ease, locomotor activity, anxiety, brain, neuronal density
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