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Агрегированные формы белка альфа-синуклеина являются структурообразующим компонентом
патогистологических включений – телец Леви, в нейронах черной субстанции при болезни Пар-
кинсона. С целью изучения роли альфа-синуклеина в избирательном поражении дофаминергиче-
ских нейронов черной субстанции при болезни Паркинсона используют линии мышей с нокаутом
этого гена. Новая линия мышей с конститутивным нокаутом гена альфа-синуклеина – delta f lox KO,
которая моделирует конечную форму генетического нокаута после прижизненной делеции гена
альфа-синуклеина у мышей с регулируемым нокаутом, не содержит в модифицированном геном-
ном локусе посторонних последовательностей, что отличает ее от всех других линий с нокаутом аль-
фа-синуклеина. Нами проведен сравнительный анализ влияния нейротоксина 1-метил-4-фенил-
1,2,3,6-тетрагидропиридина (МФТП), используемого для моделирования болезни Паркинсона, на
мышей delta f lox KO и на хорошо изученную линию с нокаутом гена альфа-синуклеина – АbKO. По-
казано, что введение МФТП по субхроническому протоколу, позволяющему моделировать ранние
стадии болезни Паркинсона, приводило к снижению уровня дофамина и изменению соотношения
его метаболитов в стриатуме мышей delta f lox KO до такого же уровня, как у мышей АbKO и кон-
трольных животных дикого типа. На фоне отсутствия выраженных двигательных расстройств у мы-
шей, обработанных МФТП, в установке CatWalk XT (“Noldus”) выявлены идентичные нарушения
походки у животных обеих линий и у контрольных мышей дикого типа. Полученные данные указы-
вают на то, что нейротоксическое поражение дофаминергических нейронов delta f lox KO и АbKO
развивается по сходному механизму.
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ВВЕДЕНИЕ
Нарушениям структуры и функции белка аль-

фа-синуклеина отводится важная роль в патоге-
незе болезни Паркинсона (БП) [1]. Выявление аг-
регированного альфа-синуклеина в составе телец
Леви – патогистологических структурах в дофа-
минергических (ДА) нейронах черной субстан-
ции (ЧС) при БП [1, 2], положило начало актив-
ному изучению функций этого белка и механиз-
мов нарушений структуры, экспрессии и
внутринейронной компартментализации альфа-

синуклеина, которые вызывают его агрегацию и
формирование патогенных включений [3, 4]. По-
вышение концентрации альфа-синуклеина в ци-
топлазме ДА-нейронов, в первую очередь в соста-
ве растворимых промежуточных продуктов бел-
ковой агрегации, таких как олигомеры и
протофибриллы, токсично для клеток и посте-
пенно приводит к их гибели [5–9]. Агрегация бел-
ка и перевод его в нерастворимые депозиты поз-
воляет снизить концентрацию токсичных форм
альфа-синуклеина в цитоплазме и служит меха-

Сокращения: БП – болезнь Паркинсона; ДА – дофаминергические нейроны, ЧС – черная субстанция; МФТП – 1-метил-
4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин.
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низмом защиты долгоживущих нейронов. С дру-
гой стороны, продолжающиеся исследования
показали, что агрегация новосинтезированного
альфа-синуклеина и его накопление в составе
цитоплазматических и аксональных включений
сопровождается понижением концентрации функ-
ционального мономерного альфа-синуклеина в
пресинаптических окончаниях [10]. При этом недо-
статочность функционального альфа-синуклеина
наиболее выражена именно в пресинаптических
окончаниях тех нейронов, которые наиболее эф-
фективно нейтрализуют высокотоксичные, раство-
римые, промежуточные продукты агрегации альфа-
синуклеина, ускоряя их перевод в менее токсичные
фибриллярные формы и образуя характерные пато-
гистологические включения [11, 12].

Альфа-синуклеин в норме является пресинап-
тическим белком, он выполняет важную функ-
цию в регуляции нейротрансмиссии, участвуя в
сборке SNARE-комплексов в синапсах [13], в
формировании и перераспределении пулов си-
наптических везикул [14, 15], расширении погло-
щающих мембранных пор [16], в высвобождении
и захвате дофамина синаптическими везикулами
[17, 18] и во многих других процессах. Результаты
многочисленных исследований показали, что де-
фицит функционального альфа-синуклеина в си-
напсах ДА-нейронов снижает эффективность
процессов трансмиссии дофамина и таким обра-
зом участвует в развитии дисфункции нигростри-
арной системы, поражение которой считается
главным патологическим признаком БП [12, 19–
21]. Альфа-синуклеин вовлечен и в механизмы
формирования популяций ДА-нейронов в пери-
од онтогенетического развития [22]. Причем в
развивающемся мозге мышей наибольший моду-
лирующий эффект этот белок оказывает именно
на ДА-нейроны ЧС и практически не участвует в
процессах формирования популяции ДА-нейро-
нов соседней анатомической структуры в сред-
нем мозге – вентральной области покрышки, ко-
торая гораздо меньше подвержена дегенератив-
ным процессам при БП [23]. Однако несмотря на
многочисленные исследования, непосредствен-
ная роль альфа-синуклеина в механизмах избира-
тельного поражения ДА-нейронов при БП не изу-
чена. Недостаточность функции альфа-синуклеи-
на активно изучается in vivo на генетически
модифицированных животных, в первую очередь,
на линиях мышей с нокаутом гена альфа-синукле-
ина [24–27]. Для моделирования специфического
поражения ДА-нейронов и паркинсонического
синдрома часто применяют нейротоксин 1-метил-
4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин (МФТП) –
липофильное соединение, способное эффектив-
но преодолевать гематоэнцефалический барьер.
МФТП – один из токсинов, наиболее часто ис-
пользуемых при моделировании эксперимен-
тального паркинсонического синдрома у живот-

ных. После системного введения МФТП попадает в
астроциты, где окисляется с участием моноаминок-
сидазы Б и превращается в сильнодействующий до-
фаминергический нейротоксин 1-метил-4-фенил-
пиридиний (MФП+) [28, 29], токсический метабо-
лит, который, в силу своей структурной схожести с
молекулой дофамина, абсорбируется ДА-нейрона-
ми с помощью дофаминергического транспортера
(DAT) [30–32]. Это приводит к прогрессивной
потере ДА-нейронов ЧС и снижению уровня до-
фамина в стриатуме, где располагаются синапсы
ДА-нейронов [33–35]. Ранее было показано, что у
мышей с нокаутом гена альфа-синуклеина изме-
нена чувствительность ДА-нейронов ЧС к МФТП.
Интересно, что в отсутствие альфа-синуклеина
нейроны становятся резистентными к МФТП, а
не более чувствительными к этому нейротоксину,
как предполагалось. Такие выводы сделаны на
основании результатов морфометрического под-
счета числа клеток, окрашиваемых антителами
против тирозингидроксилазы, в ЧС, где распола-
гаются тела ДА-нейронов [19, 36, 37]. Ингибиро-
вание комплекса I дыхательной цепи митохон-
дрий вызывает стремительное понижение кон-
центрации АТР в стриатуме и ЧС, после чего ДА-
нейроны подвергаются апоптозу и некрозу [38,
39]. Для развития клинической картины паркин-
сонического синдрома у экспериментальных жи-
вотных обычно применяют хроническое или суб-
хроническое введение МФТП. Важная особен-
ность этой модели, отличающая ее от других
токсикологических моделей нейродегенератив-
ных патологий [40–42] – топографическое соот-
ветствие потери нейронов в мозге эксперимен-
тальных мышей и у индивидов с БП [43]. Однако
при этом у модельных мышей не формируются
включения, подобные тельцам Леви, регистриру-
емые при БП [30]. Обработка МФТП мышей с
нокаутом альфа-синуклеина вызывает гораздо
менее выраженную потерю тел ДА-нейронов в
ЧС, чем у контрольных животных дикого типа.
Чем обусловлена повышенная устойчивость мы-
шей с нокаутом гена альфа-синуклеина к нейро-
токсическому действию МФТП не установлено.
При этом у животных с нокаутом наблюдается
снижение уровня дофамина и изменение соотно-
шения его метаболитов в стриатуме, что указыва-
ет на патологические изменения метаболизма до-
фамина в синапсах ДА-нейронов, которые распо-
лагаются в стриатуме [19, 36, 37]. Возможно,
именно отсутствие альфа-синуклеина, на участие
которого в регуляции нейротрансмиссии указы-
вает целый ряд исследований [13–16], в частности,
вовлеченность альфа-синуклеина в оптимизацию
высвобождения и захвата дофамина синаптиче-
скими везикулами [17, 18] вносит определенный
вклад в механимы патологии ДА-синапсов, при ко-
торой дольше сохраняются тела нейронов. Однако
существует и другая гипотеза, согласно которой
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нарушение дофаминового статуса в синапсах ДА-
нейронов при сохранении числа тел нейронов в
ЧС может быть обусловлено влиянием не только
гена альфа-синуклеина, но и других генов, чья
экспрессия может меняться в результате генетиче-
ских модификаций локуса при конструировании
“нокаутных” животных. Наибольший скептицизм
в интерпретации результатов с использованием
мышей линий B6;129X1-Sncatm1Rosl/J [AbKO] [25] и
B6;129-Sncatm1Sud/J [ТаКО] [26] вызывает тот
факт, что в результате модификаций локуса аль-
фа-синуклеина в геном мышей этих линий были
привнесены посторонние последовательности, в
частности, бактериальный ген neo и активные эк-
топические промоторы, которые могли повлиять
на регуляторные элементы других генов и моди-
фицировать их экспрессию. Действительно, по-
казано многократное повышение уровня экс-
прессии по крайней мере одного гена – мульти-
мерина 1 (Mmrn-1), в нервной системе мышей
AbKO [44]. Для минимизации неспецифических
эффектов модификаций локуса альфа-синуклеи-
на создана линия мышей B6(Cg)-Sncatm1.2Vlb/J
[delta f lox KO], из генома которой после прове-
денных манипуляций с локусом удалены все по-
сторонние последовательности [45, 46]. Эту ли-
нию не использовали ранее для моделирования
паркинсонического синдрома.

В представленной работе проведен сравнитель-
ный анализ нейротоксического эффекта МФТП в
линии мышей delta f lox KO с наиболее часто ис-
пользуемым генетическим нокаутом гена альфа-
синуклеина – AbKO, и у животных с немодифи-
цированным геномом.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Экспериментальные животные. Линия мы-

шей С57BL/6 получена из питомника Charles
River UK. Линия с конститутивным нокаутом
гена альфа-синуклеина JAXMice 028559 B6(Cg)-
Sncatm1.2Vlb/J – SncaΔf lox, Snca delta f lox, delta f lox
KO, Snca KO [27, 46], получена из лаборатории
В.Л. Бухмана (Cardiff University, Великобритания).
Линия JAXMice 003692 B6;129X1-Sncatm1Rosl/J –
AbKO, получена из лаборатории A. Rosenthal (Uni-
versity of California, США) [25]. Все мыши получе-
ны на генетическом фоне C57Bl/6J. Колонии мы-
шей (шесть групп по 12 самцов в каждой) содержа-
ли в условиях беспатогенного вивария при
искусственно регулируемом 12-часовом цикле
день/ночь и постоянной температуре 22°С. Кон-
трольную группу формировали от общих гетерози-
готных производителей.

Генотипирование мышей линии AbKO прово-
дили, как описано у Abeliovich и соавт. [25] с ис-
пользованием праймеров:

aS_ups: 5′-CAGCTCAAGTTCAGCCACGA-3′;

AKoC2: 5′-AAGGAAAGCCGAGTGATGTAC-3′;
NeoA: 5′-ATGGAAGGATTGGAGCTACG-3′.
Мышей линии delta f lox KO генотипировали,

как описано Ninkina и соавт. [27] с использовани-
ем праймеров:

A_Int1For: 5′-TGCTGGGCACAGTGTTGATTG-3′;
A_Int1Rev: 5′-AAAGGCTGGGCTTCAAGCAG-3′;
Cre_rev: 5′-CATGAGTACTTGTGGCTCAC-3′.
Работы с животными проводили в соответ-

ствии с приказом Минздрава России от 01 апреля
2016 г. № 199н “Об утверждении Правил надлежа-
щей лабораторной практики”.

Введение MФТП. Экспериментальным живот-
ным в возрасте 3 мес внутрибрюшинно вводили
водный раствор МФТП (30 мг/кг в сутки, “Sigma-
Aldrich”, США) последовательно в течение 5 дней.
Контрольной группе вводили физраствор (0.9%
NaCl) [47, 48].

Высокоэффективная жидкостная хроматогра-
фия (ВЭЖХ). Через 21 день после последней инъ-
екции МФТП животных забивали дислокацией
шейных позвонков, образцы дорсальных стриа-
тумов извлекали на холоду, анализировали содер-
жание дофамина и его метаболитов, как описано
ранее [49]. С этой целью гомогенизировали по 6–
12 стриатумов в 300 мкл 0.06 М HClO4, центрифу-
гировали при 15000 g в течение 5 мин при темпе-
ратуре 4°С. В осадках определяли концентрацию
белка с помощью стандартного набора Pierce™
BCA Protein Assay Kit (“Thermo Scientific™”,
США). Супернатант (50 мкл) наносили на отка-
либрованную колонку с обращенной фазой 4.6 ×
× 150 мм C18 Microsorb MV™ HPLC Column
(“Varian Inc.”, США) и измеряли с помощью
электрохимического детектора Decade II Electro-
chemical Detector (“Antec Scientific”, Нидерлан-
ды) с рабочим электродом из стеклоуглерода, на-
строенным на 0.7 В по отношению к Ag/AgCl
электроду сравнения. Для измерения концентра-
ции дофамина и его метаболитов в качестве по-
движной фазы использовали раствор, состоящий
из 12% (по объему) метанола, 0.1 М дигидрофос-
фата натрия, 2.4 мМ 1-октансульфокислоты и
0.68 мМ EDТА, рН 3.1.

Поведенческое тестирование. Через 21 день по-
сле последней инъекции МФТП оценивали коор-
динацию движений и походку животных кон-
трольных и экспериментальных групп.

Исследование координации движений. Живот-
ных помещали в центр квадратной сетки разме-
ром 30 × 30 см, состоящей из квадратов со сторо-
ной 5 мм и диаметром 0.5 мм. Регистрировали
время удержания животного на перевернутой сет-
ке над толстым слоем подстила на высоте 55 см.
Животные, падающие раньше максимального вре-
мени тестирования (60 с), получали еще две попыт-
ки с интервалом 10 мин. В анализ брали лучший
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показатель из трех попыток [47–50]. Для анализа
координации на вертикальном шесте животное по-
мещали на верхнюю часть деревянного шеста вы-
сотой 50 см и диаметром 10 мм, регистрировали
время спуска. В анализ брали наименьшее время
из пяти попыток, выполненных с интервалом 5
мин [48, 50].

Исследование походки. Установка CatWalk XT
(“Noldus”, Нидерланды) включает подъемный
коридор длиной 1.3 м и шириной 5 см, обеспечи-
вающий свободное перемещение животного. Ос-
нованием коридора служит стеклянная пластина,
пронизанная зеленым лазером, раскрывающимся
в точках соприкосновения лапы животного со
стеклянной пластиной [51]. Тестируемое живот-
ное равномерно пробегало по пластине несколь-
ко раз, в центральной зоне коридора длиной 45 см
с помощью высокоскоростной камеры регистри-
ровали контакты конечности с пластиной, харак-
теризующие форму соприкосновения, площадь
контакта и интенсивность нажатия [52]. Каждое
животное проходило коридор 3 раза с последую-
щим анализом по протоколу, рекомендованному
производителем CatWalk XT 10.6 (“Noldus”). При
тестировании использовали следующие устано-
вочные параметры съемки: интенсивность зелено-
го света дорожки 16.5 В; усиление камеры 20 дБ;
порог зеленой интенсивности 0.1; красный пото-
лочный свет 17.7 В; мыши весом 25–38 г, согласно
протоколу для анализа походки.

Статистическая обработка. Статистическую
обработку проводили с помощью программы
GraphPad Prism Software 8.0 (“GraphPad Software
Inc”, США). Использовали однофакторный дис-
персионный анализ (оne-way ANOVA) с примене-
нием критерия множественных сравнений Тью-
ки. Различия по исследуемому признаку считали
статистически значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В работе использовали полученные независи-

мо в двух лабораториях линии мышей с нокаутом
гена альфа-синуклеина (Snca). Модификации ло-
куса альфа-синуклеина обозначены на рис. 1. В
геноме мышей AbKO модификация локуса вклю-
чает обширную делецию (3.2 т.п.н.) гена альфа-
синуклеина, в том числе некодирующий экзон Ib
и второй экзон, в котором располагается иници-
ирующий (старт)-кодон [25]. При этом в область
делеции введены последовательности, входящие
в состав таргетного вектора, используемого при
проведении гомологической рекомбинации в эм-
бриональных стволовых клетках и отборе реком-
бинантных клонов на основе приобретенной
устойчивости к антибиотику неомицину (G418).
Эта техника модификации генома широко ис-
пользуется при получении животных с нокаутом
нужного гена. Далее внесенные последовательно-

сти могут быть либо удалены, либо оставлены,
если это не влияет на активность других генов в
окружении модифицированного локуса. Фраг-
мент ДНК, встроенный в геном мышей AbKO
(1.9 т.п.н.), содержал бактериальный ген neo под
контролем функционального промотора гена
фосфоглицераткиназы мыши (Pgk1, без кодирую-
щей части), помещенный эктопически в область
второго интрона гена альфа-синуклеина (рис. 1).
При этом промотор Pgk1 ориентирован в направ-
лении, противоположном направлению тран-
скрипции гена альфа-синуклеина. В геноме мы-
шей линии delta f lox KO [27, 46] делеция участка
гена альфа-синуклеина составляла 1.1 т.п.н, и
включала второй экзон, в котором располагается
старт-кодон (рис. 1). Небольшой фрагмент
(34 п.н.), встроенный в модифицированный ло-
кус, является сайтом узнавания Cre-рекомбина-
зы – LoxP. LoxP.

Сформированы репрезентативные синхрони-
зированные группы самцов (n = 24) двух геноти-
пов с нокаутом и контрольных мышей дикого ти-
па, после чего проведен дополнительный анализ
модификаций локуса альфа-синуклеина с ис-
пользованием соответствующих пар праймеров,
как обозначено на рис. 1а. Праймеры подбирали
таким образом, чтобы один располагался в деле-
тируемой области и мог направлять амплифика-
цию продукта только в присутствии аллеля дико-
го типа (рис. 1б). Так, в геномной ДНК мышей
AbKO с делецией второго экзона гена альфа-си-
нуклеина выявлен единственный фрагмент раз-
мером 450 п.н., в случае немодифицированного
локуса (WT) фрагмент состоял из 520 п.н. У мы-
шей линии delta f lox KO на геномной ДНК с мо-
дифицированным локусом альфа-синуклеина
амплифицировался фрагмент размером 280 п.н.,
а у контрольных животных дикого типа (WT) –
фрагмент 354 п.н. (рис. 1б).

С целью изучения чувствительности к МФТП
мышам в возрасте 10 недель (половина животных
каждой из трех групп) ежедневно вводили МФТП
в дозе 30 мг/кг веса в течение 5 дней, после чего
следовал восстановительный период (21 день) для
нивелирования прямого травматического токси-
ческого эффекта нейротоксина. После восстано-
вительного периода у мышей сохранялись только
долгосрочные изменения, связанные с необрати-
мым поражением нигростриарной системы. В
данном субхроническом протоколе [47, 48] общая
кумулятивная доза МФТП и метод введения по-
добраны таким образом, чтобы поражалась толь-
ко часть дофаминергических нейронов ЧС. При
этом функция погибших нейронов могла быть
компенсирована. Для подтверждения эффектив-
ной компенсации на 20-й и 21-й дни после по-
следней инъекции МФТП оценивали двигатель-
ную функцию мышей в экспериментальных и
контрольных группах. В классических тестах, та-
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ких как способность удерживаться на переверну-
той сетке и спускаться по вертикальному шесту,
ни в одной из экспериментальных групп не выяв-
лено статистически значимых отклонений от по-
казателей у контрольных животных, не обрабо-
танных МФТП (рис. 2). Время, которое живот-
ные удерживались на перевернутой сетке, было
близким ко времени тестирования (60 с) во всех
группах (рис. 2а), что указывало на отсутствие су-
щественных нарушений мышечной силы конеч-
ностей и координации движений. Анализ способ-
ности животных спускаться по вертикальному
шесту также не выявил статистически значимых

различий между обработанными МФТП и кон-
трольными животными. И хотя наблюдалась тен-
денция к увеличению общего времени спуска с ше-
ста у животных, получавших МФТП (6.00 ± 1.10),
различия в показателях не были статистически
значимыми (рис. 2б).

Уровни дофамина и его метаболитов опреде-
ляли методом высокоэффективной жидкостной
хроматографии (ВЭЖХ) в тканях стриатума, по-
скольку в стриатуме располагаются синапсы ДА-
нейронов ЧС, и там осуществляется трансмиссия
дофамина. Отдельно препарировали и анализи-

Рис. 1. Модификации локуса альфа-синуклеина в геноме двух линий мышей. а – Схема удаления экзона II, содержа-
щего старт-кодон, в линиях B6;129X1-Sncatm1Rosl/J [АbКО] и B6(Cg)-Sncatm1.2Vlb/J [delta f lox KO]. Стрелкой указано
направление транскрипции гена neo. Положение праймеров для генотипирования обозначено полустрелками. Жир-
ными полустрелками обозначены праймеры для анализа колонии delta f lox KO, тонкими – колонии AbKO. б – Выяв-
ление модификаций локуса альфа-синуклеина методом ПЦР.
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Рис. 2. Анализ двигательной функции мышей через 21 день после введения МФТП. а – Время удержания на перевер-
нутой сетке. б – Время спуска по вертикальному шесту. Значения в группах рассчитывали по результатам трех незави-
симых тестирований каждого животного. “+”– МФТП и “–”– Контроль. M ± SEM, n = 8 в каждой из шести групп.
Однофакторный дисперсионный анализ (оne-way ANOVA) с применением критерия множественных сравнений Тьюки.
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ровали стриатумы из каждого полушария голов-
ного мозга, как описано ранее [49]. На рис. 3
представлены результаты измерения уровней
стриарного дофамина и его метаболитов у мышей
дикого типа и обеих линий с нокаутом альфа-си-
нуклеина. Нами выявлено статистически значи-
мое снижение уровней дофамина у мышей всех
групп после обработки нейротоксином МФТП.
При этом падение уровня дофамина в стриатуме
животных линий delta f lox KO (0.3225 ± 0.02463) и
AbKO (0.3950 ± 0.02603) было практически оди-
наковым и не отличалось от двукратного падения
уровня дофамина в стриатуме мышей дикого типа
(0.3314 ± 0.04257) (рис. 3).

В тех же образцах определено содержание ме-
таболитов дофамина: продукта его окислительно-
го дезаминирования 3,4-дигидроксифенилуксус-
ной кислоты (ДОФУК) и основного конечного
метаболита дофамина – гомованилиновой кис-
лоты (ГВК). Соотношение содержания продук-
тов катаболизма дофамина и интактных молекул
дофамина во всех образцах было повышено:
0.1875 ± 0.01297 у мышей AbKO, 0.2041 ± 0.01003 у
delta f lox KO и 0.1925 ± 0.01382 у WT. Это указывало
на то, что количество молекул дофамина, утилизи-
руемых в синаптических окончаниях ДА-нейро-
нов, превышало количество новосинтезированно-
го дофамина. Такие изменения в показателях ката-
болизма стриарного дофамина обусловлены
гибелью тел части ДА-нейронов ЧС. При этом
сравнительный анализ содержания дофамина и
его метаболитов в стриатумах мышей линий delta
f lox KO и AbKO показал идентичность поврежда-

ющего эффекта МФТП на дофаминовый статус
(рис. 3).

В тех же образцах методом ВЭЖХ определены
уровни другого переносчика моноаминов – серото-
нина (рис. 4). Не выявлено статистически значимо-
го падения уровня серотонина после обработки
МФТП ни у мышей AbKO (0.03039 ± 0.002174), ни у
мышей delta f lox KO (0.02496 ± 0.001867), ни у мы-
шей дикого типа (0.02730 ± 0.001649). Эти данные
указывают на специфичность токсического пора-
жения именно тел ДА-нейронов в ЧС.

С целью отработки метода выявления влияния
нарушения дофаминового статуса при компенси-
рованном поражении МФТП на координацию
движений проведен детальный инструменталь-
ный анализ походки мышей в установке CatWalk
XT (“Noldus”) (pис. 5 и 6). Тестирование прово-
дили на 20-й и 21-й дни после последнего введе-
ния МФТП.

Данная установка позволяет регистрировать
до 200 параметров, характеризующих походку
животных. Выявлены изменения ряда показате-
лей походки в группах мышей, обработанных
МФТП. Наиболее выраженными были изменения
интенсивности и формы контакта конечности с
пластиной аппарата при ходьбе. В частности, у мы-
шей, получавших МФТП, интенсивность давления
конечности на поверхность снижалась в среднем
на 20%. Причем снижение этого показателя на-
блюдалось на всех четырех конечностях. Важно от-
метить, что у мышей обеих “нокаутных” линий вы-
раженность эффекта ослабления контакта конеч-
ности с поверхностью была одинаковой (рис. 5).

Рис. 3. ВЭЖХ-анализ уровней дофамина и его метаболитов в стриатуме мышей через 21 день после введения МФТП.
а – Содержание дофамина в стриатуме мышей дикого типа (WT) и линий с нокаутом альфа-синуклеина – AbKO и del-
ta flox KO; б – соотношение общего содержания метаболитов дофамина 3,4-дигидроксифенилуксусной кислоты (ДОФУК)
и гомованилиновой кислоты (ГВК) и уровня стриарного дофамина. M ± SEM, n = 8 в каждой из шести групп; *p < 0.05;
** p < 0.01; **** p < 0.0001. Однофакторный дисперсионный анализ (оne-way ANOVA) с применением критерия мно-
жественных сравнений Тьюки.
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Для примера приведен другой параметр – рассто-
яние между шагами по разным осям движения те-
ла мыши, которое также менялось, однако отсут-
ствовала строгая закономерность, количественно
описывающая общую для всех групп особенность
нарушения походки (pис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В нашей работе проведено сравнение чувстви-
тельности ДА-нейронов ЧС мозга двух линий
мышей с конститутивным нокаутом гена альфа-

синуклеина. Главное отличие этих линий заклю-
чается в том, что геном мышей AbKO содержит
посторонние последовательности, использован-
ные для модификации локуса гена альфа-си-
нуклеина методом гомологической рекомбинации
с применением эмбриональных стволовых клеток
мыши. Эти последовательности, включающие, в
частности, бактериальный ген neo и активный эк-
топический промотор гена Pgk1, не были удалены
из модифицированного локуса (рис. 1). Нельзя ис-
ключить, что активный промотор Pgk1 может
влиять на регуляторные элементы других генов в
окружении локуса альфа-синуклеина, и это, в
свою очередь, будет затруднять интерпретацию
результатов изучения функции и дисфункции
альфа-синуклеина с применением данной линии
мышей. Действительно, недавно показали, что в
тканях нервной системы мышей AbKO существен-
но повышена экспрессия гена мультимерина 1
(Mmrn-1) [44]. Единственный конститутивный но-
каут альфа-синуклеина, при котором модифици-
рованный локус не содержит функционально зна-
чимых посторонних последовательностей – линия
delta flox KO, полученная с помощью технологии
Cre-рекомбинации для регулируемого генетиче-
ского нокаута альфа-синуклеина [27, 46]. В резуль-
тате модифицированный локус генома мышей del-
ta flox KO не содержит никаких привнесенных ре-
гуляторных последовательностей. Единственная
такая последовательность – небольшой фрагмент
размером 34 п.н., являющийся сайтом узнавания
Cre-рекомбиназы – LoxP. LoxP. Эти сайты широ-
ко используются для конструирования регулиру-
емых нокаутов и считаются безопасными, по-
скольку за все время применения данной техно-
логии не выявлено влияния последовательностей
LoxP на активность кодирующих и регуляторных
участков генома [53].

Рис. 4. ВЭЖХ-анализ уровней серотонина в стриату-
ме мышей через 21 день после введения МФТП. Со-
держание серотонина у WT-мышей и у мышей линий
AbKO и delta f lox KO с нокаутом. M ± SEM, n = 8 в
каждой из шести групп. Однофакторный дисперси-
онный анализ (оne-way ANOVA) с применением кри-
терия множественных сравнений Тьюки.

0 0.01 0.02 0.03 0.04
Серотонин, пмоль/мкг белка

delta flox KO МФТП

AbKO МФТП

WT МФТП

delta flox KO контроль

AbKO контроль

WT контроль

Рис. 5. Анализ походки мышей в установке CatWalk XT (“Noldus”). Интенсивность давления конечности на пластину аппарата
при ходьбе (усл. ед.). “+” – введен МФТП; “–” – не введен МФТП. M ± SEM, n = 8 в каждой из шести групп; ****p < 0.0001.
Однофакторный дисперсионный анализ (оne-way ANOVA) с применением критерия множественных сравнений Тьюки.
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Сравнительное исследование чувствительно-
сти мышей delta f lox KO и AbKO к нейротоксину
МФТП проводили на репрезентативных группах
животных с нокаутом гена альфа-синуклеина и
контрольных животных дикого типа с немодифи-
цированным геномом. Применение субхрониче-
ского протокола введения МФТП [47, 48] позво-
ляло моделировать клиническую картину ран-
ней стадии БП, когда поражается только часть
ДА-нейронов ЧС, а утрата их функции компен-
сирована. Действительно, у мышей всех экспе-
риментальных групп на 20-й день после обработ-
ки нейротоксином МФТП восстанавливалась
двигательная функция, что показано с помощью
двух простых классических тестов, используемых
для характеристики грубых расстройств движе-
ний и их координации. Так, ни способность удер-
живаться на перевернутой сетке, ни время спуска
по вертикальному шесту у животных, обработан-
ных МФТП, не отличались от показателей у жи-
вотных контрольных групп, что указывало на
компенсированный характер повреждений, вы-
званных МФТП (рис. 2). Однако у животных всех
групп, получавших МФТП, нами выявлено ста-
тистически значимое снижение уровней дофами-
на в стриатуме головного мозга, где локализова-
ны синапсы ДА-нейронов ЧС и осуществляется
трансмиссия дофамина (рис. 3). При этом сниже-
ние уровня дофамина, определенное методом
ВЭЖХ, у мышей AbKO было практически таким
же, как и в стриатуме мышей дикого типа (рис. 3).
Эти результаты согласуются с опубликованными
ранее Ninkina и соавт. данными анализа линии
AbKO [49] и указывают на потерю ДА-нейронов
вследствие поражения нейротоксином МФТП.
Следует отметить, что токсичность МФТП на
мышах линии delta f lox KO ранее не изучали. На-

ми показано, что базовый уровень дофамина в
стриатуме этих мышей оказался близким к его
уровню у животных широко используемой и хо-
рошо исследованной линии AbKO. Обработка
мышей delta f lox KO нейротоксином приводила к
падению стриарного дофамина как у мышей Ab-
KO, как и у мышей дикого типа. Более того, выяв-
лено повышение соотношения продуктов катабо-
лизма дофамина (ДОФУК и ГВК) и интактных
молекул дофамина во всех образцах. Т.е. количе-
ство утилизируемых молекул дофамина в синап-
тических окончаниях ДА-нейронов превышало
количество вновь синтезируемого дофамина, что
связано с гибелью тел части популяции ДА-ней-
ронов ЧС, вызванной специфическим токсиче-
ским действием МФТП. Причем выраженность
поражения была одинаковой в обеих линиях с но-
каутом гена альфа-синуклеина и у контрольных
животных дикого типа (рис. 3). При этом специ-
фичность токсического поражения ДА-нейронов
подтверждается отсутствием изменений в уровнях
другого трансмиттера моноаминов – серотонина
(рис. 4). Таким образом, нами показано, что уро-
вень дефицита дофамина, обусловленный ответом
на введение нейротоксина МФТП, соответствует
ранней стадии БП, характеризующейся эффектив-
ной компенсацией недостаточности дофамина и
отсутствием выраженной клинической симптома-
тики поражения ДА-системы [54–56].

Следующей задачей была отработка метода ре-
гистрации нарушения координации движений у
мышей при изменении дофаминового статуса,
обусловленного токсическим поражением ДА-
нейронов МФТП. В условиях нашей токсической
модели ранней стадии БП у мышей всех экспери-
ментальных групп отсутствовали видимые двига-

Рис. 6. Анализ походки мышей в установке CatWalk XT (“Noldus”). Сокращение расстояния между шагами (расстоя-
ние между положением задней и ранее размещенной передней лапы на одной стороне тела в одном и том же шаговом
цикле) по разным осям движения тела мыши после введения МФТП. а – Правая, б – левая ось движения тела мыши.
“+” – введен МФТП; “–” – не введен МФТП. M ± SEM, n = 8 в каждой из шести групп; * p < 0.05; ** p < 0.01. Одно-
факторный дисперсионный анализ (оne-way ANOVA) с применением критерия множественных сравнений Тьюки.
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тельные нарушения, а также признаки моторных
дисфункций в большинстве простых рутинных
тестов, применяемых для анализа двигательной
функции. Нарушение походки является одним из
основных диагностических признаков БП. Изме-
нение походки отмечается уже на относительно
ранних стадиях БП даже в отсутствие других вы-
раженных двигательных расстройств и тремора
[57, 58]. Поэтому мы использовали установку
CatWalk XT (“Noldus”), позволяющую подробно
количественно оценить особенности походки
мышей по 200 параметрам (рис. 5 и 6). Наиболее
значимым было отклонение в показателях интен-
сивности давления конечности на поверхность
пластины аппарата. Ослабление давления выяв-
лено у мышей обеих линий с нокаутом и у мышей
дикого типа, при этом выраженность эффекта
ослабления контакта конечности с поверхностью
была одинаковой. Средний вес мышей в группах,
обработанных МФТП, был таким же, как у не об-
работанных МФТП контрольных животных, по-
этому описанные изменения интенсивности дав-
ления конечности на поверхность пластины ап-
парата не связаны с весом мышей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В представленном исследовании моделирова-
ние компенсированного паркинсонического син-
дрома выполнено на двух независимых линиях мы-
шей с генетическим нокаутом альфа-синуклеина
(delta flox KO и АbKO) путем введения нейротокси-
на МФТП по субхроническому протоколу. Ранее
нейротоксический эффект у мышей delta flox KO
не изучали. Показано, что МФТП вызывает сни-
жение уровня дофамина и изменение соотноше-
ния его метаболитов в стриатуме мышей обеих
линий до одинакового уровня. Тестирование мы-
шей delta f lox KO и АbKO в установке CatWalk XT
(“Noldus”) выявило идентичные нарушения по-
ходки по показателю интенсивности давления
конечности на поверхность пластины аппарата.
Полученные данные позволяют заключить, что у
мышей delta f lox KO и АbKO с нокаутом гена аль-
фа-синуклеина компенсированный паркинсони-
ческий синдром развивается по сходному меха-
низму. Это актуально, поскольку линия delta f lox
KO фактически моделирует конечную форму ге-
нетического нокаута при прижизненной делеции
гена альфа-синуклеина у мышей с регулируемым
нокаутом этого гена. До настоящего времени ли-
ния delta flox KO остается единственной линией
мышей для кондиционной инактивации альфа-си-
нуклеина. Кроме того, выявленное нами наруше-
ние походки у мышей с измененным дофамино-
вым статусом в отсутствие выраженной двигатель-
ной патологии – изменение интенсивности
давления конечности на пластину в аппарате Cat-
Walk, может использоваться для оценки эффек-

тивности разрабатываемых противопаркинсони-
ческих соединений.

Работа выполнена при поддержке Российского
научного фонда (грант № 19-14-00064), поведенче-
ское тестирование выполнено при поддержке Рос-
сийского фонда фундаментальных исследований в
рамках научного проекта № 19-315–90049 с ис-
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Все процедуры, проведенные с участием жи-
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COMPARATIVE ANALYSIS OF THE MPTP NEUROTOXICITY IN MICE 
WITH CONSTITUTIVE KNOCKOUT OF ALPHA-SYNUCLEIN GENE
K. D. Chaprov1, *, E. V. Teterina1, A. Y. Roman1, T. A. Ivanova1, V. V. Goloborshcheva2,

V. G. Kucheryanu2, S. G. Morozov2, E. A. Lysikova1, O. A. Lytkina1, I. V. Koroleva1,
N. Ia. Popova3, A. I. Antohin3, R. К. Ovchinnikov1, 3, and M. S. Kukharsky1, 3

1Institute of Physiologically Active Compounds, Russian Academy of Sciences, Chernogolovka, Moscow Region, 142432 Russia
2Institute of General Pathology and Pathophysiology, Moscow, 125315 Russia

3Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, 117997 Russia
*e-mail: chaprov@ipac.ac.ru

Aggregated forms of alpha-synuclein are core components of pathohistological inclusions, Lewy bodies in
neurons of substantia nigra of Parkinson disease (PD) patients. The exact role of alpha-synuclein in mecha-
nisms of selective loss of substantia nigra’s dopaminergic neurons in PD brain remains obscure. Here we re-
port the comparative analysis of effect of MPTP, a neurotoxin that affects the dopaminergic neurons, in two
independently produced alpha-synuclein knockout mouse lines: delta f lox KO and АbKO. MPTP treatment
led to reduced level of striatum’s dopamine and changed ratio of its metabolites equally in mice of both
knockout lines. The gait analysis in CatWalk XT (Noldus) system revealed the identical changes. Delta f lox
KO line reproduces the end point of in vivo deletion of alpha-synuclein gene in mice with conditional alpha-
synuclein knockout. Our data suggest that the main features of progression of the compensated parkinsonism
syndrome in MPTP treated mice are the same in the delta f lox KO and in the commonly used conventional
knockout АbKO mice. The described parameter of gait deviation in mice could by applied for characteristic
of therapeutic efficacy compounds for treatment of PD on early stages.

Keywords: Parkinson disease, alpha synuclein, genetic knockout, dopamine, MPTP
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