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Áîëåçíü Ïàðêèíñîíà (ÁÏ) — íåèçëå÷èìîå íåéðîäåãåíåðàòèâíîå çàáîëåâàíèå, îäíèì èç
ïàòîìîðôîëîãè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ ôîðìèðîâàíèå â íåéðîíàõ ïàòîëîãè-
÷åñêèõ á-ñèíóêëåèí-ïîçèòèâíûõ âêëþ÷åíèé. Â ìîäåëè äîêëèíè÷åñêîé ñòàäèè ÁÏ ó êðûñ
ñðåäíåãî âîçðàñòà è ïðè ñòàðåíèè, ñîçäàííîé íà îñíîâå íàðàñòàþùåãî óãíåòåíèÿ àêòèâíî-
ñòè ïðîòåàñîì â ãîëîâíîì ìîçãå, ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ñâåòîâîé è êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêî-
ïèè èçó÷åíî íàëè÷èå è ëîêàëèçàöèÿ ïàòîëîãè÷åñêèõ á-ñèíóêëåèí-ïîçèòèâíûõ âêëþ÷åíèé
â äîôàìèí(ÄÀ)åðãè÷åñêèõ íåéðîíàõ êîìïàêòíîé ÷àñòè ÷åðíîé ñóáñòàíöèè (ê÷×Ñ) è îáîíÿ-
òåëüíîé ëóêîâèöû. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè ìîäåëèðîâàíèè ÁÏ àãðåãàòû á-ñèíóêëåèíà ëîêà-
ëèçóþòñÿ â öèòîïëàçìå ÄÀåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ îáîíÿòåëüíîé ëóêîâèöû, à òàêæå â öèòî-
ïëàçìå è ÿäðàõ ÄÀåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ ê÷×Ñ. Îñîáåííîñòüþ ïðîÿâëåíèÿ á-ñèíóêëåèíî-
âîé ïàòîëîãèè ó êðûñ ïðè ñòàðåíèè ÿâëÿåòñÿ îòëîæåíèå â òåëàõ èõ íåðâíûõ êëåòîê áîëåå
êðóïíûõ àãðåãàòîâ á-ñèíóêëåèíà ïî ñðàâíåíèþ ñ êðûñàìè ñðåäíåãî âîçðàñòà.
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ñóáñòàíöèÿ, îáîíÿòåëüíàÿ ëóêîâèöà, ñòàðåíèå, êðûñû.

Ðîñ. ôèçèîë. æóðí. èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà. Ò. 104. ¹ 6. Ñ. 709—716. 2018

D. V. Plaksina, I. V. Ekimova. AGE-RELATED FEATURES OF ALPHA-SYNUCLEIN
PATHOLOGY IN THE BRAIN IN THE MODEL OF PRECLINICAL STAGE OF PARKIN-
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Parkinson’s disease (PD) is an incurable neurodegenerative disease of the nervous system,
one of the pathomorphological signs of which is the formation of abnormal á-synuclein-positive
inclusions in neurons. In the model of the preclinical stage of PD in middle-aged and aged rats,
created on the basis of increasing inhibition of proteasome activity in the brain, using the methods
of light and confocal microscopy, the presence and localization of abnormal á-synuclein-posi-
tive inclusions in dopamine (DA)-ergic neurons of substantia nigra pars compacta (SNpc) and
an olfactory bulb are studied. It is shown that in the model of PD the aggregates of á-synuclein are
localized in the cytoplasm of the olfactory bulb DA-ergic neurons, as well as in the cytoplasm
and nuclei of SNpc DA-ergic neurons. A feature of the á-synuclein pathology in aged rats is the
deposition in the neurons of larger aggregates of á-synuclein in comparison with middle-aged
rats.
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Áîëåçíü Ïàðêèíñîíà (ÁÏ) — õðîíè÷åñêîå íåèçëå÷èìîå íåéðîäåãåíåðàòèâíîå
çàáîëåâàíèå, çàíèìàþùåå âòîðîå ìåñòî â ìèðå ïî ÷àñòîòå âñòðå÷àåìîñòè, óñòó-
ïàÿ ëèøü áîëåçíè Àëüöãåéìåðà [13]. ÁÏ — ñèñòåìíîå çàáîëåâàíèå íåðâíîé ñèñòå-
ìû. Îñíîâíûì ïàòîìîðôîëîãè÷åñêèì ïðèçíàêîì êëèíè÷åñêîé ñòàäèè ÁÏ ÿâëÿåò-
ñÿ ïðîãðåññèðóþùàÿ äåãåíåðàöèÿ äîôàìèí(ÄÀ)åðãè÷åñêîé íèãðîñòðèàòíîé ñèñ-
òåìû, ñîïðÿæåííàÿ ñ ôîðìèðîâàíèåì â íåéðîíàõ ÷åðíîé ñóáñòàíöèè òåëåö Ëåâè
è ðàçâèòèåì íåéðîâîñïàëåíèÿ [7]. Îñíîâàíèåì äëÿ ïîñòàíîâêè äèàãíîçà ÁÏ ñëó-
æèò ïîÿâëåíèå ìîòîðíûõ íàðóøåíèé â ðåçóëüòàòå ãèáåëè áîëåå 60 % ÄÀåðãè-
÷åñêèõ íåéðîíîâ â êîìïàêòíîé ÷àñòè ÷åðíîé ñóáñòàíöèè (ê÷×Ñ) è èõ àêñîíîâ â
äîðñàëüíîì ñòðèàòóìå [3]. Íåéðîäåãåíåðàòèâíûé ïðîöåññ ïðè ÁÏ íå îãðàíè÷èâà-
åòñÿ òîëüêî íèãðîñòðèàòíîé ñèñòåìîé è îõâàòûâàåò äðóãèå îòäåëû ìîçãà (îëü-
ôàêòîðíóþ è ìåçîêîðòèêîëèìáè÷åñêóþ ñèñòåìû, ãîëóáîå ïÿòíî, ÿäðà øâà) è ïå-
ðèôåðè÷åñêóþ íåðâíóþ ñèñòåìó, ó÷àñòâóþùèå â ðåãóëÿöèè ìíîãèõ ôóíêöèé
ìîçãà è âíóòðåííèõ îðãàíîâ [5].

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü â ëèòåðàòóðå ïðåâàëèðóåò ìíåíèå, ÷òî îñíîâíîé ïðè÷è-
íîé ãèáåëè íåðâíûõ êëåòîê ïðè ÁÏ ÿâëÿåòñÿ îáðàçîâàíèå â òåëàõ íåéðîíîâ
òîêñè÷íûõ àãðåãàòîâ áåëêà á-ñèíóêëåèíà. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî îñëàáëåíèå ðàáîòû
óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíîé ñèñòåìû, âûçâàííîå ðàçëè÷íûìè ýíäîãåííûìè (îêèñ-
ëèòåëüíûé ñòðåññ, íàêîïëåíèå ðåàêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà è àíîìàëüíûõ áåëêîâ
è ò. ä.) è ýêçîãåííûìè (êñåíîáèîòèêè, òÿæåëûå ìåòàëëû, íåéðîòîêñèíû) ôàêòî-
ðàìè, âíîñèò îñíîâíîé âêëàä â íàðóøåíèå êîíôîðìàöèè áåëêà á-ñèíóêëåèíà.
Â «çäîðîâûõ» íåéðîíàõ âåçèêóëÿðíûé áåëîê á-ñèíóêëåèí ëîêàëèçóåòñÿ â öèòî-
ïëàçìå è ÿäðå è ïðåäïîëîæèòåëüíî âîâëåêàåòñÿ â ïðîöåññû ðåãóëÿöèè ñèíàïòè-
÷åñêîé ïëàñòè÷íîñòè. Ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ ôîñôîëèïèäàìè ïðåñèíàïòè÷åñêîé
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû á-ñèíóêëåèí ïðèíèìàåò êîíôîðìàöèþ á-ñïèðàëè [4].
Îäíàêî ìîëåêóëû á-ñèíóêëåèíà, íå ñâÿçàííûå ñ ôîñôîëèïèäàìè, íå èìåþò îïðå-
äåëåííîé óïîðÿäî÷åííîé ñòðóêòóðû è îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ê àãðåãàöèè èç-çà
íàëè÷èÿ ãèäðîôîáíîãî ó÷àñòêà â öåíòðàëüíîé ÷àñòè ïîëèïåïòèäíîé öåïè. Ñ÷èòà-
åòñÿ, ÷òî ìóòàöèè è ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìîäèôèêàöèè, òàêèå êàê ôîñôîðèëèðî-
âàíèå è ãëèêîçèëèðîâàíèå, ìîãóò ñëóæèòü èíäóêòîðàìè ïàòîëîãè÷åñêîãî ïðîöåñ-
ñà àãðåãàöèè á-ñèíóêëåèíà [8]. Ðåçóëüòàòîì àãðåãàöèè ÿâëÿåòñÿ ôîðìèðîâàíèå
òîêñè÷íûõ ïðîòîôèáðèëë — îëèãîìåðíûõ ñòðóêòóð, ñîäåðæàùèõ á-ñèíóêëåèí â
â-ñêëàä÷àòîé ôîðìå, êîòîðûå çàòåì àãðåãèðóþò â íåðàñòâîðèìûå ôèáðèëëû [16].
Â ïîñëåäíèå ãîäû ïîêàçàíî, ÷òî ïðîòîôèáðèëëû á-ñèíóêëåèíà ìîãóò ðàñïðîñòðà-
íÿòüñÿ ìåæäó íåéðîíàìè ïî ïðèîíïîäîáíîìó ìåõàíèçìó [15]. Ïðîíèêàÿ â «çäî-
ðîâûå» íåéðîíû, ïðîòîôèáðèëëû èíèöèèðóþò ïåðåõîä á-ñèíóêëåèíà èç ìîíî-
ìåðíîé ðàñòâîðèìîé êîíôîðìàöèè â ôèáðèëëÿðíóþ. Òàê á-ñèíóêëåèíîâàÿ ïàòî-
ëîãèÿ ðàñïðîñòðàíÿåòñÿ îò íåéðîíà ê íåéðîíó. Êðîìå òîãî, èìåþòñÿ äàííûå,
ñâèäåòåëüñòâóþùèå î òîì, ÷òî ïàòîëîãè÷åñêèå ôîðìû á-ñèíóêëåèíà ñïîñîáíû
ñâÿçûâàòü ñóáúåäèíèöû ïðîòåàñîì è èíãèáèðîâàòü ðàáîòó ïðîòåàñîìíîé ñèñòå-
ìû [7]. Â ñâîþ î÷åðåäü, íàðóøåíèÿ â ðàáîòå ýòîé ñèñòåìû ïðèâîäÿò ê íàêîïëå-
íèþ â êëåòêàõ ìîëåêóë-ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîé ãèáåëè (p53, NFêB, Bax), êîòîðûå
çàïóñêàþò àïîïòîç, óñóãóáëÿÿ òåì ñàìûì íåéðîíàëüíóþ ïàòîëîãèþ [14].

Ñîãëàñíî êëàññèôèêàöèè ñòàäèé ðàçâèòèÿ ÁÏ ïî Áðààêó [5], îñíîâàííîé íà
èññëåäîâàíèè á-ñèíóêëåèíîâîé ïàòîëîãèè ó ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ post mortem, íà 1-é è
2-é äîêëèíè÷åñêèõ ñòàäèÿõ àãðåãàòû á-ñèíóêëåèíà âûÿâëÿþòñÿ â îáîíÿòåëüíûõ
ëóêîâèöàõ, ãîëóáîì ïÿòíå, äîðçàëüíîì ìîòîðíîì ÿäðå áëóæäàþùåãî íåðâà, ÿä-
ðàõ øâà, ðåòèêóëÿðíîé ôîðìàöèè. Íà 3-é äîêëèíè÷åñêîé ñòàäèè — â ê÷×Ñ è
ìèíäàëèíå, à ïðè ïåðåõîäå ê êëèíè÷åñêîé ñòàäèè çàáîëåâàíèÿ (4—6-ÿ ñòàäèè ïî:
[5]) — îáíàðóæèâàþòñÿ â áàçàëüíûõ ãàíãëèÿõ, òàëàìóñå, ñåíñîðíîé è ïðåôðîí-
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òàëüíîé êîðå. Íåñìîòðÿ íà îïðåäåëåííûå óñïåõè â èçó÷åíèè ïàòîãåíåçà ÁÏ, ìî-
ëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû ýòîãî çàáîëåâàíèÿ äî ñèõ ïîð äî êîíöà íå èçó÷åíû. Ïîçä-
íÿÿ ïîñòàíîâêà äèàãíîçà â êëèíè÷åñêîé ñòàäèè, êîãäà óðîâåíü íåéðîäåãåíåðàöèè
â ê÷×Ñ ïðåâûøàåò 50—60 %, è ïðèìåíåíèå ñèìïòîìàòè÷åñêîé òåðàïèè ñòàâÿò
ýòî çàáîëåâàíèå â ðÿä íåèçëå÷èìûõ. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ñîçäàíèå àäåêâàòíûõ æèâîò-
íûõ ìîäåëåé äîêëèíè÷åñêîé ñòàäèè ÁÏ áóäåò ñïîñîáñòâîâàòü ðàçâèòèþ èííî-
âàöèîííûõ òåõíîëîãèé êàê äîêëèíè÷åñêîé äèàãíîñòèêè ÁÏ, òàê è íåéðîïðîòåê-
òèâíîé òåðàïèè. Ðàíåå íàìè ñîçäàíà ïðîëîíãèðîâàííàÿ ìîäåëü äîêëèíè÷åñêîé
ñòàäèè ÁÏ, îñíîâàííàÿ íà íàðàñòàþùåì óãíåòåíèè óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíîé ñèñ-
òåìû ãîëîâíîãî ìîçãà ó êðûñ ñðåäíåãî âîçðàñòà. Ïîêàçàíî, ÷òî äàííàÿ ìîäåëü õà-
ðàêòåðèçóåòñÿ äîïîðîãîâûì óðîâíåì äåãåíåðàöèè ÄÀåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ â îáî-
íÿòåëüíîé ëóêîâèöå, ê÷×Ñ, âåíòðàëüíîé òåãìåíòàëüíîé îáëàñòè, ãîëóáîì ïÿòíå è
ðàçâèòèåì íåéðîâîñïàëåíèÿ â èçó÷åííûõ ñòðóêòóðàõ, à òàêæå âîñïðîèçâîäèò
ïðèçíàêè íàðóøåíèÿ ñíà è êîãíèòèâíûõ ôóíêöèé [1, 2, 12]. Îäíàêî â äàííîé ìîäå-
ëè ó êðûñ ñðåäíåãî âîçðàñòà íå áûë èçó÷åí îäèí èç îñíîâíûõ ïàòîìîðôîëîãè÷å-
ñêèõ ïðèçíàêîâ ÁÏ — íàëè÷èå á-ñèíóêëåèíîâîé ïàòîëîãèè â ãîëîâíîì ìîçãå.
ÁÏ — çàáîëåâàíèå ïîæèëûõ ëþäåé. Ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèå ïîâðåæäåíèÿ
ïðè ñòàðåíèè ñíèæàþò íàäåæíîñòü ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî áåëêîâîãî ãîìåîñòàçà
(ïðîòåîñòàçà), ÷òî ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì ôàêòîðîì ðèñêà ðàçâèòèÿ è ïðîãðåñ-
ñèðîâàíèè ÁÏ. Ïîýòîìó âàæíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ ïîëó÷èòü çíàíèÿ î ìîðôîëîãè-
÷åñêèõ îñîáåííîñòÿõ á-ñèíóêëåèíîâîé ïàòîëîãèè â ãîëîâíîì ìîçãå ïî ìåðå ñòà-
ðåíèÿ ïðè ÁÏ.

Çàäà÷à íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ — ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ñâåòîâîé è êîíôî-
êàëüíîé ìèêðîñêîïèè ïðîâåñòè ñðàâíèòåëüíûé ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç íàëè-
÷èÿ è ëîêàëèçàöèè ïàòîëîãè÷åñêèõ á-ñèíóêëåèí-ïîçèòèâíûõ âêëþ÷åíèé â ÄÀåð-
ãè÷åñêèõ íåéðîíàõ ê÷×Ñ è îáîíÿòåëüíîé ëóêîâèöû ïðè ìîäåëèðîâàíèè äîêëèíè-
÷åñêîé ñòàäèè ÁÏ ó êðûñ ñðåäíåãî âîçðàñòà è ïðè ñòàðåíèè.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Îïûòû ïðîâîäèëèñü íà êðûñàõ-ñàìöàõ ëèíèè Âèñòàð ñðåäíåãî âîçðàñòà
(6 ìåñÿöåâ) è ïðè ñòàðåíèè (20—22 ìåñÿöà), êîòîðûõ ñîäåðæàëè â âèâàðèè ïðè
ïîñòîÿííîé òåìïåðàòóðå îêðóæàþùåé ñðåäû 23 ± 1 °C è ñâîáîäíîì äîñòóïå ê âî-
äå è ïèùå. Ìàíèïóëÿöèè ñ æèâîòíûìè îñóùåñòâëÿëèñü â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòî-
êîëîì, óòâåðæäåííûì êîìèòåòîì ïî îõðàíå æèâîòíûõ ÈÝÔÁ ÐÀÍ, íàõîäÿùèìñÿ
â ñîîòâåòñòâèè ñ íàöèîíàëüíûìè è ìåæäóíàðîäíûìè òðåáîâàíèÿìè.

Äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ äîêëèíè÷åñêîé ñòàäèè ÁÏ èñïîëüçîâàëè ñïåöèôè÷åñêèé
èíãèáèòîð ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì ëàêòàöèñòèí (ËÖ, Enzo,
ÑØÀ), êîòîðûé ðàñòâîðÿëè â àïèðîãåííîì ôîñôàòíîì áóôåðå è ââîäèëè â äîçå
100 ìêã/8 ìêë â êàæäóþ íîçäðþ êðûñû äâàæäû ñ íåäåëüíûì èíòåðâàëîì: îáùàÿ
äîçà íà îäíó êðûñó ñîñòàâèëà 400 ìêã. Êîíòðîëüíîé ãðóïïå æèâîòíûõ ââîäèëè
ðàñòâîðèòåëü ËÖ.

Íà 21-é äåíü ïîñëå ïåðâîé ìèêðîèíúåêöèè ËÖ êðûñ äåêàïèòèðîâàëè, ãîëîâ-
íîé ìîçã èçâëåêàëè èç ÷åðåïíîé êîðîáêè è ôèêñèðîâàëè â 4%-íîì ðàñòâîðå ïàðà-
ôîðìàëüäåãèäà ïðè +4 °Ñ â òå÷åíèå 5 äíåé, ïðîìûâàëè â ôîñôàòíîì áóôåðå (ÔÁ,
pH 7.4) è ïåðåíîñèëè â 20%-íûé ðàñòâîð ñàõàðîçû ïðè +4 °Ñ äëÿ êðèîïðîòåêöèè.
Ñïóñòÿ 3—5 äíåé ìîçã çàìîðàæèâàëè â èçîïåíòàíå ïðè òåìïåðàòóðå –45 °Ñ è
õðàíèëè ïðè –80 °Ñ. Ïðè ïîìîùè êðèîñòàòà Leica (Ãåðìàíèÿ) ïðè –20 °Ñ ïðèãî-
òàâëèâàëè ÷åðåäóþùèåñÿ ñåðèè ôðîíòàëüíûõ ñðåçîâ ãîëîâíîãî ìîçãà òîëùèíîé
10 ìêì, ñîäåðæàùèå îáîíÿòåëüíóþ ëóêîâèöó è ê÷×Ñ. Ëîêàëèçàöèþ ñòðóêòóð
îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ ñòåðåîòàêñè÷åñêîãî àòëàñà [11].

Äëÿ àíàëèçà íàëè÷èÿ òåëåö Ëåâè, ñîäåðæàùèõ àãðåãàòû á-ñèíóêëåèíà â íåé-
ðîíàõ ê÷×Ñ, èñïîëüçîâàëè áèîòèí-ñòðåïòàâèäèíîâûé ìåòîä. Ñðåçû ïðîìûâàëè
â ÔÁ, çàòåì â òå÷åíèå 10 ìèí âûïîëíÿëè òåðìè÷åñêóþ äåìàñêèðîâêó àíòèãåíîâ â



öèòðàòíîì áóôåðå (96—98 °Ñ; pH 6.0). Äëÿ ãàøåíèÿ àêòèâíîñòè ýíäîãåííîé ïå-
ðîêñèäàçû ñðåçû âûäåðæèâàëè â 0.3%-îì ðàñòâîðå ïåðîêñèäà âîäîðîäà 20 ìèí.
Ïîñëå òðåõêðàòíîé ïðîìûâêè â ÔÁ ñðåçû íà 10 ìèí ïîìåùàëè â ÔÁ ñ äîáàâëåíè-
åì Triton Õ-100 (Sigma, ÑØÀ) äëÿ ïîâûøåíèÿ ïðîíèöàåìîñòè ïëàçìàòè÷åñêèõ
ìåìáðàí è çàòåì ïðåèíêóáèðîâàëè â áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå [3%-é ðàñòâîð ñû-
âîðîòêè êîçû (Sigma, ÑØÀ) ñ 0.01%-íûì ðàñòâîðîì Triton X-100 íà ÔÁ] â òå-
÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå ýòîãî ñðåçû èíêóáèðîâàëè ñ ïåð-
âè÷íûìè ïîëèêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè êðîëèêà ïðîòèâ á-ñèíóêëåèíà (Novus
Biologicals, ÑØÀ, 1:250) â òå÷åíèå 48 ÷ ïðè òåìïåðàòóðå +4°Ñ. Ïîñëå òðåõêðàò-
íîé ïðîìûâêè â ÔÁ ñðåçû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ âî âòîðè÷íûõ àíòèòåëàõ
êîçû ïðîòèâ êðîëèêà (1:400), êîíúþãèðîâàííûõ ñ áèîòèíîì (Vector Lab., ÑØÀ),
çàòåì â êîìïëåêñå ñòðåïòàâèäèí-ïåðîêñèäàçà (1:400) (Vector Lab., ÑØÀ). Äàëåå
ñðåçû ïðîìûâàëè â ÔÁ è ñèíõðîííî âèçóàëèçèðîâàëè ðåàêöèþ ñ ïîìîùüþ
0.05%-ãî ðàñòâîðà äèàìèíîáåíçèäèíà (Sigma, ÑØÀ) ñ 0.015 % ïåðîêñèäà âîäî-
ðîäà íà ÔÁ, ïðîâîäèëè ïî âîñõîäÿùèì ñïèðòàì è çàêëþ÷àëè ïîä ïîêðîâíîå
ñòåêëî ñ ïîìîùüþ ñðåäû BioMount (Èòàëèÿ). Ñðåçû õðàíèëè ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå. Ãèñòîëîãè÷åñêèå ïðåïàðàòû èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Karl Zeiss
(Imager A1) ñî âñòðîåííîé âèäåîêàìåðîé.

Ìåòîäîì äâîéíîãî èììóíîìå÷åíèÿ ñ ïðèìåíåíèåì àíòèòåë ïðîòèâ á-ñèíóê-
ëåèíà è ñêîðîñòü-ëèìèòèðóþùåãî ôåðìåíòà ñèíòåçà ÄÀ-òèðîçèíãèäðîêñèëàçû
(ÒÃ) èçó÷åíà ëîêàëèçàöèÿ á-ñèíóêëåèíà è íàëè÷èå åãî àãðåãàòîâ â ÄÀåðãè÷åñêèõ
íåéðîíàõ îáîíÿòåëüíîé ëóêîâèöû è ê÷×Ñ. Ïîñëå ñòàíäàðòíîé ïðåäâàðèòåëüíîé
îáðàáîòêè, îïèñàííîé âûøå, ñðåçû ïðåèíêóáèðîâàëè â áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå
[3%-é ðàñòâîð áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (Sigma, ÑØÀ) íà ÔÁ] â òå÷å-
íèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, çàòåì èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè ïîëèêëî-
íàëüíûìè àíòèòåëàìè êðîëèêà ïðîòèâ á-ñèíóêëåèíà â òå÷åíèå 48 ÷ ïðè òåìïåðà-
òóðå +4 °Ñ. Ïîñëå òðåõêðàòíîé ïðîìûâêè â ÔÁ ñðåçû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå âî âòîðè÷íûõ àíòèòåëàõ êîçû ïðîòèâ êðîëèêà, êîíú-
þãèðîâàííûõ ñ ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêîé CFTM 488 (1:600) (Sigma, ÑØÀ), çàòåì
ñðåçû ïðîìûâàëè â ÔÁ è èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè ìîíîêëîíàëüíûìè àíòè-
òåëàìè ìûøè ïðîòèâ ÒÃ (1:1000) (Sigma, ÑØÀ) â òå÷åíèå íî÷è ïðè êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå, ïðîìûâàëè â ÔÁ è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå âî âòîðè÷íûõ àíòèòåëàõ êîçû ïðîòèâ ìûøè, êîíúþãèðîâàííûõ ñ
ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêîé CFTM 568 (1:600) (Sigma, ÑØÀ). Ïîñëå òðåõêðàòíîé ïðî-
ìûâêè â 0.1Ì ÔÁ (pH 7.4) ñðåçû çàêëþ÷àëè ïîä ïîêðîâíîå ñòåêëî ñ ïîìîùüþ
ñðåäû Mowiol (Sigma, ÑØÀ) è õðàíèëè ïðè òåìïåðàòóðå +4°Ñ. Ñïåöèôè÷íîñòü
âñåõ èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèõ ðåàêöèé ïðîâåðÿëè íåãàòèâíûì êîíòðîëåì áåç
ïåðâè÷íûõ èëè âòîðè÷íûõ àíòèòåë.

Ôëóîðåñöåíòíóþ ìèêðîñêîïèþ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðî-
ñêîïà DMI6000 è ëàçåðíîé óñòàíîâêè SP5 II (Leiña Microsystems, Ãåðìàíèÿ). Èñ-
ïîëüçîâàëè èììåðñèîííûé îáúåêòèâ õ63 è ëàçåðû ñ äëèíîé âîëíû âîçáóæäåíèÿ
488 è 568 íì. Èçîáðàæåíèÿ àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïàêåòà ïðîãðàìì Leica
LAS AF. Äëÿ ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè èñïîëüçîâàëè ìèêðîñêîï Carl Zeiss (Axio
Imager A1, Ãåðìàíèÿ). Ïîäãîòîâêó ê äåìîíñòðàöèè ïðîâîäèëè c ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììû Photoshop CS3.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ïðîòèâ á-ñèíóêëåèíà è ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè óñòàíîâëå-
íî, ÷òî â êîíòðîëüíûõ óñëîâèÿõ á-ñèíóêëåèí ðàñïðåäåëåí äèôôóçíî â öèòîïëàç-
ìå íåéðîíîâ ê÷×Ñ, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ èññëåäîâàíèÿìè äðóãèõ àâòîðîâ [17, 18]. Ïðè
ìîäåëèðîâàíèè äîêëèíè÷åñêîé ñòàäèè ÁÏ íà 21-é äåíü ïîñëå ïåðâîãî ââåäåíèÿ
ËÖ ó êðûñ â òåëàõ íåðâíûõ êëåòîê ê÷×Ñ îáíàðóæèâàþòñÿ òåëüöà Ëåâè. Îíè èìå-
þò õàðàêòåðíóþ ìîðôîëîãèþ: ïëîòíîå ÿäðî, èììóíîïîçèòèâíîå ê àíòèòåëàì
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ïðîòèâ á-ñèíóêëåèíà, ñ áëåäíûì îðåîëîì âîêðóã íåãî (ðèñ. 1). Òåëüöà Ëåâè ñõîä-
íîé ìîðôîëîãèè íàáëþäàþòñÿ ó ïàöèåíòîâ ÁÏ [5]. Îáðàçîâàíèå òåëåö Ëåâè îòìå-
÷àåòñÿ è ïðè ñèñòåìíîì ââåäåíèè èíãèáèòîðîâ ïðîòåàñîì ýïîêñèìèöèíà è PSI
ïðè ìîäåëèðîâàíèè êëèíè÷åñêîé ñòàäèè ÁÏ ó êðûñ [10].

Ìåòîäàìè äâîéíîãî èììóíîìå÷åíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ïðîòèâ ÒÃ,
á-ñèíóêëåèíà è êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ïðîâåäåí ìîðôîëîãè÷åñêèé àíàëèç
íàëè÷èÿ è ëîêàëèçàöèè ïàòîëîãè÷åñêèõ á-ñèíóêëåèí-ïîçèòèâíûõ âêëþ÷åíèé â
ÄÀåðãè÷åñêèõ íåéðîíàõ ê÷×Ñ è îáîíÿòåëüíîé ëóêîâèöû ïðè ìîäåëèðîâàíèè äî-
êëèíè÷åñêîé ñòàäèè ÁÏ ó êðûñ ñðåäíåãî âîçðàñòà è ïðè ñòàðåíèè. Óñòàíîâëåíî,
÷òî â êîíòðîëüíûõ óñëîâèÿõ á-ñèíóêëåèí ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåí â öèòîïëàçìå
ÄÀåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ îáîíÿòåëüíîé ëóêîâèöû è ê÷×Ñ ó êðûñ ñðåäíåãî âîçðàñ-
òà. Ïðè ìîäåëèðîâàíèè äîêëèíè÷åñêîé ñòàäèè ÁÏ ó êðûñ íà 21-é äåíü ïîñëå ââå-
äåíèÿ ËÖ íà ðåçóëüòèðóþùåì èçîáðàæåíèè îáîíÿòåëüíîé ëóêîâèöû îáíàðó-
æèâàëèñü àãðåãàòû áåëêà á-ñèíóêëåèíà ñðåäíåãî ðàçìåðà â öèòîïëàçìå ÄÀåðãè-
÷åñêèõ íåéðîíîâ (ðèñ. 2). Â ÿäðàõ ýòèõ êëåòîê á-ñèíóêëåèí áûë ðàñïðåäåëåí
äèôôóçíî, òåëüöà Ëåâè íå âûÿâëÿëèñü. Ïðè àíàëèçå ðåçóëüòèðóþùåãî èçîáðàæå-
íèÿ ê÷×Ñ àãðåãàòû á-ñèíóêëåèíà âèçóàëèçèðîâàëèñü íå òîëüêî â öèòîïëàçìå, íî
è â ÿäðàõ ÄÀåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ (ðèñ. 3). Ó ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ post mortem â íåé-
ðîíàõ ê÷×Ñ òàêæå îáíàðóæèâàþòñÿ àãðåãàòû á-ñèíóêëåèíà, ëîêàëèçîâàííûå êàê
â öèòîïëàçìå, òàê è â ÿäðå [6].

Íà ðåçóëüòèðóþùèõ èçîáðàæåíèÿõ ñðåçîâ ãîëîâíîãî ìîçãà ñòàðûõ êðûñ ïîêà-
çàíî, ÷òî â êîíòðîëüíûõ óñëîâèÿõ á-ñèíóêëåèí ðàñïðåäåëåí äèôôóçíî â ÄÀåðãè-
÷åñêèõ íåéðîíàõ ê÷×Ñ è îáîíÿòåëüíîé ëóêîâèöû, îñîáåííîñòåé åãî ëîêàëèçàöèè
ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè æèâîòíûìè ñðåäíåãî âîçðàñòà îáíàðóæåíî íå áû-
ëî. Îäíàêî ó ïîæèëûõ ëþäåé, íå èìåþùèõ â àíàìíåçå ÁÏ, îòìå÷àåòñÿ âîçðàñò-
íîå íàêîïëåíèå àãðåãàòîâ á-ñèíóêëåèíà â íåéðîíàõ ãîëîâíîãî ìîçãà [9]. Ïðè ìî-
äåëèðîâàíèè äîêëèíè÷åñêîé ñòàäèè ÁÏ ó ñòàðûõ êðûñ â ÄÀåðãè÷åñêèõ íåéðîíàõ
ê÷×Ñ è îáîíÿòåëüíîé ëóêîâèöû îáíàðóæèâàëèñü òåëüöà Ëåâè, ëîêàëèçîâàííûå â
òåõ æå êëåòî÷íûõ êîìïàðòìåíòàõ, ÷òî è ó ìîäåëüíûõ æèâîòíûõ ñðåäíåãî âîçðàñ-
òà. Îäíàêî àãðåãàòû á-ñèíóêëåèíà ó ñòàðûõ êðûñ áûëè áîëåå êðóïíîãî ðàçìåðà
ïî ñðàâíåíèþ ñ àãðåãàòàìè ó êðûñ ñðåäíåãî âîçðàñòà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá
óñèëåíèè ïðîöåññîâ àãðåãàöèè áåëêà á-ñèíóêëåèíà ïî ìåðå ñòàðåíèÿ (ðèñ. 2, 3).
Òàê, â ïîñìåðòíûõ îáðàçöàõ òêàíè ìîçãà ïàöèåíòîâ ñ ÁÏ àãðåãàòû á-ñèíóêëåèíà
ãîðàçäî êðóïíåå, ÷åì â îáðàçöàõ òêàíè ëþäåé òàêîãî æå âîçðàñòà, íå ñòðàäàþùèõ
ÁÏ [9].

Ðèñ. 1. Òåëüöà Ëåâè â íåéðîíàõ êîìïàêòíîé ÷àñòè ÷åðíîé ñóáñòàíöèè ïðè ìîäåëèðîâàíèè
äîêëèíè÷åñêîé ñòàäèè áîëåçíè Ïàðêèíñîíà ó êðûñ.

Ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ íåéðîíîâ êîìïàêòíîé ÷àñòè ÷åðíîé ñóáñòàíöèè ïîñëå èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîé
ðåàêöèè ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ á-ñèíóêëåèíà. Ñòðåëêîé ïîêàçàíî òåëüöå Ëåâè, ñîäåðæàùåå àãðåãèðîâàí-

íûé á-ñèíóêëåèí. Ìàñøòàá: 5 ìêì.



Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò, ÷òî èíòðàíàçàëüíîå ââåäåíèå
ËÖ ïîçâîëÿåò âîñïðîèçâîäèòü ó êðûñ îäèí èç îñíîâíûõ ïàòîìîðôîëîãè÷åñêèõ
ïðèçíàêîâ äîêëèíè÷åñêîé ñòàäèè ÁÏ — íàëè÷èå â ÄÀåðãè÷åñêèõ íåéðîíàõ ê÷×Ñ
è îáîíÿòåëüíîé ëóêîâèöû òåëåö Ëåâè, ñîäåðæàùèõ ïàòîëîãè÷åñêèå àãðåãàòû áåë-
êà á-ñèíóêëåèíà.

Ïðè àíàëèçå íàëîæåíèÿ äâóõ èçîáðàæåíèé îáîíÿòåëüíîé ëóêîâèöû èëè ê÷×Ñ,
çàðåãèñòðèðîâàííûõ â çåëåíîé (äëÿ ÒÃ) è êðàñíîé (äëÿ á-ñèíóêëåèíà) îáëàñòÿõ
ñïåêòðà, îáíàðóæåíà êîëîêàëèçàöèÿ (æåëòûé ñèãíàë) îáîèõ áåëêîâ (ðèñ. 2, 3).
Ýòè äàííûå ìîãóò óêàçûâàòü íà áåëîê-áåëêîâîå âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó àãðåãèðî-
âàííûì á-ñèíóêëåèíîì è ÒÃ. Äàííîå ïðåäïîëîæåíèå òðåáóåò äàëüíåéøåãî èçó-
÷åíèÿ, ïîñêîëüêó ýòîò ìåõàíèçì ìîæåò âíîñèòü âêëàä â óìåíüøåíèå ïóëà öèòî-
çîëüíîé ÒÃ, íåîáõîäèìîé äëÿ ñèíòåçà ÄÀ.

Ñóììèðóÿ âûøåïðèâåäåííûå äàííûå, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ìîäåëü äîêëèíè-
÷åñêîé ñòàäèè ÁÏ, ñîçäàííàÿ íà îñíîâå íàðàñòàþùåãî óãíåòåíèÿ ôåðìåíòàòèâ-
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Ðèñ. 2. Ëîêàëèçàöèÿ àãðåãàòîâ á-ñèíóêëåèíà â äîôàìèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíàõ îáîíÿòåëüíîé
ëóêîâèöû ïðè ìîäåëèðîâàíèè äîêëèíè÷åñêîé ñòàäèè áîëåçíè Ïàðêèíñîíà ñ ïîìîùüþ èíò-

ðàíàçàëüíîãî ââåäåíèÿ ëàêòàöèñòèíà (ËÖ) ó êðûñ ñðåäíåãî âîçðàñòà è ïðè ñòàðåíèè.

Çäåñü è íà ðèñ. 3 êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ. Äâîéíîå èììóíîìå÷åíèå ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ òèðîçèí-
ãèäðîêñèëàçû (ÒÃ, çåëåíûé) è á-ñèíóêëåèíà (êðàñíûé) è èõ êîëîêàëèçàöèÿ (æåëòûé). Íà ðåçóëüòèðóþ-

ùèõ èçîáðàæåíèÿõ ñòðåëêàìè ïîêàçàíû àãðåãàòû á-ñèíóêëåèíà â íåéðîíàõ. Ìàñøòàá: 15 ìêì.
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íîé àêòèâíîñòè ïðîòåàñîì â ãîëîâíîì ìîçãå ó êðûñ ñðåäíåãî âîçðàñòà è ïðè ñòà-
ðåíèè, âîñïðîèçâîäèò îäèí èç îñíîâíûõ ïàòîìîðôîëîãè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ ÁÏ —
ôîðìèðîâàíèå òåëåö Ëåâè, ñîäåðæàùèõ àãðåãàòû áåëêà á-ñèíóêëåèíà â òåëàõ
ÄÀåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ íèãðîñòðèàòíîé è îëüôàêòîðíîé ñèñòåì. Îñîáåííîñòüþ
ïðîÿâëåíèÿ á-ñèíóêëåèíîâîé ïàòîëîãèè ó êðûñ ïðè ñòàðåíèè ÿâëÿåòñÿ îòëîæå-
íèå â òåëàõ èõ íåðâíûõ êëåòîê áîëåå êðóïíûõ àãðåãàòîâ á-ñèíóêëåèíà ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êðûñàìè ñðåäíåãî âîçðàñòà. Ïî ñîâîêóïíîñòè ïàòîìîðôîëîãè÷åñêèõ
è íåéðîõèìè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ èíòðàíàçàëüíîå ââåäåíèå ËÖ êðûñàì ñðåäíåãî
âîçðàñòà è ïðè ñòàðåíèè âîñïðîèçâîäèò îñíîâíûå ïðèçíàêè äîêëèíè÷åñêîé ñòà-
äèè ÁÏ.

Èññëåäîâàíèå âûïîëíåíî çà ñ÷åò ãðàíòà Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðî-
åêò ¹ 16-15-00278). Ìîðôîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïðîâåäåíû íà áàçå Öåíòðà
êîëëåêòèâíîãî ïîëüçîâàíèÿ äëÿ èììóíîöèòîõèìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ÈÝÔÁ
ÐÀÍ.

Ðèñ. 3. Ëîêàëèçàöèÿ àãðåãàòîâ á-ñèíóêëåèíà â äîôàìèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíàõ êîìïàêòíîé ÷à-
ñòè ÷åðíîé ñóáñòàíöèè ïðè ìîäåëèðîâàíèè äîêëèíè÷åñêîé ñòàäèè áîëåçíè Ïàðêèíñîíà ñ
ïîìîùüþ èíòðàíàçàëüíîãî ââåäåíèÿ ëàêòàöèñòèíà (ËÖ) ó êðûñ ñðåäíåãî âîçðàñòà è ïðè ñòà-

ðåíèè. Ìàñøòàá: 15 ìêì.
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