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Болезнь Хантингтона – наследственное неизлечимое нейродегенеративное забо-
левание, которое характеризуется двигательными нарушениями – прогрессиру-
ющим хореическим гиперкинезом, а также когнитивными и психическими рас-
стройствами, включающими нарушения памяти, депрессию, панические атаки,
навязчивые состояния и др. Согласно данным литературы, небольшие когнитив-
ные нарушения начинают проявляться еще до возникновения первых моторных
симптомов. Считается, что основную роль в развитии когнитивной дисфункции
играет нейродегенерация коры и стриатума. При этом патологические измене-
ния в гиппокампе, которые также могут вызывать когнитивные нарушения, изу-
чены в гораздо меньшей степени. В настоящем исследовании с использованием
электрофизиологических экспериментов, морфофункционального анализа, а
также поведенческих тестов, мы произвели комплексную оценку гиппокамп-ас-
социированных изменений на трансгенной линии мышей YAC128, моделирую-
щей болезнь Хантингтона. Выявленные нарушения механизмов синаптической
пластичности и изменения морфологии синапсов в гиппокампе у мышей ли-
нии YAC128 носят прогрессирующий характер и наблюдаются раньше, чем на-
рушения в координации движений. Таким образом, полученные результаты
подтверждают гипотезу о развитии нейродегенеративных изменений в гиппо-
кампе, которые вносят вклад в развитие когнитивной дисфункции при болезни
Хантингтона.
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Болезнь Хантингтона (БХ) – аутосомно-доминантное, наследственное неизле-
чимое нейродегенеративное заболевание. Данная нейропатология относится к
группе патологий, называемых экспансиями тринуклеотидных повторов, характе-

Принятые сокращения: БХ – болезнь Хантингтона, ДВП – долговременная потенциация, mHTT –
мутантный хантингтин, ВПСП – возбуждающий постсинаптический потенциал, ПТП – посттетани-
ческое потенцирование.
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ризующихся повышением числа таких повторов в регуляторной или транслируе-
мой части генов. В случае БХ имеет место увеличение CAG повтора, кодирующего
аминокислоту глутамин в первом экзоне гена белка хантингтина, что приводит к
формированию полуглутаминового тракта в белке и развитию фенотипа БХ [1].
Когнитивные и моторные нарушения при нейродегенеративных заболеваниях свя-
заны с морфофункциональными изменениями, происходящими в высших отделах
центральной нервной системы. Хотя БХ и считается двигательным расстройством
[2], у пациентов также наблюдаются когнитивные нарушения, которые проявля-
ются еще до моторных симптомов [3]. Подобное обстоятельство свидетельствует,
что помимо стриатума при БХ патологические процессы затрагивают и другие от-
делы мозга, ответственные за когнитивные функции [4, 5]. При БХ основными
“очагами” нейропатологий считаются стриатум, кора головного мозга, таламус и
гиппокамп. При этом последний является наименее изученным среди всех пере-
численных образований. К гиппокамп-ассоциированным нарушениям относят на-
рушения памяти, особенно пространственной, внимания, способности к обуче-
нию и запоминанию новой информации. Ключ к пониманию патогенеза дегенера-
тивных процессов, которые происходят в гиппокампе при БХ, лежит в изучении
изменений синаптической пластичности и деградации синаптических связей ней-
ронов [6]. Стабильная связь между нейрональными клетками поддерживается кон-
тактами аксональных бутонов с постсинаптическими структурами – дендритными
шипиками [7]. Однако в результате накопления мутантного белка, количество
дендритных шипиков сокращается, вследствие чего развивается синаптическая
дисфункция, ведущая в дальнейшем к когнитивным и двигательным нарушениям.
Развитие кортико-стриатной синаптической дисфункции и элиминация дендрит-
ных шипиков в областях коры и стриатума при БХ детально описана [8–13]. Одна-
ко развитие дефектов синаптической пластичности в гиппокампе и их взаимосвязь
со снижением количества синапсов и поведенческими нарушениями практически
не изучены или исследованы на “агрессивных” мышиных моделях БХ, линиях
R6/1 и R6/2, с трансгенной вставкой, несущей только фрагмент mhtt (1 экзон). Ос-
новным их недостатком считается быстрое развитие фенотипа заболевания, в то
время как БХ, как и другие нейродегенеративные заболевания, являются возраст-
ассоциированными патологиями, и развитие характерных клинических симпто-
мов начинается в зрелом возрасте. В данном исследовании в качестве модели БХ
использовались мыши линии YAC128, несущие трансгенную вставку с полнораз-
мерным геном mhtt человека. Использование этой модели позволило в лучшей сте-
пени моделировать возраст-ассоциированный фенотип заболевания и при помо-
щи электрофизиологических, морфологических и поведенческих тестов оценить
прогрессирование гиппокамп-ассоциированной синаптической дисфункции и ко-
гнитивных нарушений.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Трансгенные животные

Исследование проводилось на мышах линии Tg(YAC128)53Hay-М (сокращенно
YAC128), которые несут полноразмерный ген человеческого белка хантингтина в
составе искусственной хромосомы дрожжей. Также в эксперименте в качестве
контроля использовались мыши дикого типа (WT) того же бэкграунда. Гетерози-
готных самцов линии FVB-Tg(YAC128)53Hay/J в возрасте 3–6 мес. скрещивали с
самками дикого типа такого же возраста. Наличие трансгенной вставки определя-
ли при помощи полимеразной цепной реакции с праймерами к первому экзону ге-
на хантингтина человека (последовательность прямого праймера: 5'-CCG CTC-
AGG TTC TGC TTT TA-3' и обратного: 5'-TGG AAG GAC TTG AGG GAC TC-3').
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Наличие в пробе зоны на уровне ~170 пар оснований свидетельствовало о наличии
трансгенной вставки. Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием
животных, соответствовали этическим стандартам, утвержденным правовыми ак-
тами РФ, принципам Базельской декларации и рекомендациям комиссии по биоэ-
тике Института биомедицинских систем и технологий Санкт-Петербургского По-
литехнического университета Петра Великого.

Транскардиальная перфузия и приготовление переживающих срезов головного мозга
Перед транскардиальной перфузией мышь анестезировали газовой смесью кис-

лорода с изофлураном (1.5–3%). Перфузию проводили ледяным раствором искус-
ственной спинномозговой жидкости (ИСМЖ) № 1 (в мМ: 92 NMDG, 2.5 KCl,
1.2 NaH2PO4, 30 NaHCO3, 20 HEPES, 25 D-глюкозы, 2 тиомочевины, 5 аскорбата
натрия, 3 пирувата натрия, 0.5 CaCl2, 10 MgSO4, 6 N-ацетилцистеина) (0–2°С,
pH 7.3–7.4), аэрируемой карбогеном (5% О2 + 95% СО2). После декапитации мозг
быстро извлекали с последующим удалением мозжечка, помещали в ледяной рас-
твор ИСМЖ № 1 на 1 мин. Дорсальную часть мозга фиксировали цианакрилатным
клеем на специальной подложке, после чего помещали в ледяной карбогенируе-
мый раствор ИСМЖ № 1 для последующего получения горизонтальных срезов
гиппокампа.

Получение горизонтальных срезов гиппокампа осуществляли на вибрационном
микротоме Leica VT1200 с амплитудой 1 см и скоростью 0.8 мм/c в дорсовентраль-
ной плоскости (рис. 3–4). Толщина срезов составляла 400 мкм для регистрации
долговременной потенциации. Далее из полученного среза с помощью скальпеля
вырезали область гиппокампа, которую затем переносили в раствор ИСМЖ № 1
комнатной температуры. Через 10 мин полученные срезы гиппокампа переносили
в водяную баню для инкубации при температуре 34°С в течение 30 мин. По окон-
чании 30 мин срезы инкубировали в течении 1 ч в растворе ИСМЖ № 2 (в мМ:
92 NaCl, 2.5 KCl, 1.2 NaH2PO4, 30 NaHCO3, 20 HEPES, 25 D-глюкозы, 2 тиомоче-
вины, 5 аскорбата натрия, 3 пирувата натрия , 2 CaCl2, 2 MgSO4, 6  N-ацетилцисте-
ина) (0–2°С, pH 7.3–7.4), насыщенном карбогеном, при комнатной температуре.
После инкубационного периода проводилась регистрация локальных полевых воз-
буждающих постсинаптических потенциалов (пВПСП).

Метод регистрации электрофизиологической внеклеточной активности
Для изучения механизмов синаптической пластичности в срезах гиппокампа

мышей дикого типа и мышей линии YAC128 использовался электрофизиологиче-
ский метод, основанный на явлении долговременной потенциации (ДВП). Перед на-
чалом регистрации возбуждающих постсинаптических потенциалов срезы переносили
в специальную ванночку, заполненную раствором ИСМЖ № 3 (в мМ: 124 NaCl,
2.5 KCl, 1.2 NaH2PO4, 24 NaHCO3, 5 HEPES, 12.5 D-глюкозы, 2 CaCl2, 2 MgSO4), на-
сыщенном карбогеном, с постоянным потоком (5 мл/мин) и поддерживаемой тем-
пературой на уровне 32°C, и инкубировали в течение 20 мин. В эксперименте ис-
пользовали 5–6 срезов от каждой мыши. Для регистрации пВПСП и индукции
ДВП использовали стимулирующий биполярный электрод (двойная скрученная
нить изолированной нихромовой проволоки диаметром 50 мкм (A-M Systems,
США)) и регистрирующий стеклянный микроэлектрод. Стимулирующий бипо-
лярный электрод располагали на границе областей CA1 и CA2 гиппокампа по ходу
расположения коллатералей Шаффера, регистрирующий электрод, заполненный
раствором ИСМЖ № 3, – в область CA1. Регистрация пВПСП осуществлялась с
помощью усилителя Multiclamp 700B (Molecular devices, США) и цифро-аналого-
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вого преобразователя Digidata серии 1440A (Molecular devices, США) с использова-
нием программного обеспечения MultiClamp Commander и pClamp 10.7 (Axon In-
struments, США). Запись пВПСП до индукции ДВП осуществляли каждые 20 с
парными электрическими импульсами с длительность 0.1 мс и межстимульным
интервалом равным 50 мс. Электрические импульсы использовали в диапазоне от
25 до 300 мкА. Силу электрической стимуляции, используемую в эксперименте,
подбирали следующим образом. Электрическая стимуляция среза производилась с
нулевого значения тока с постепенным увеличением тока с шагом 10 мкА до появ-
ления излома у нисходящей фазы пВПСП или появления популяционного спайка.
Итоговый ток стимуляции был на 10 мкА (значение равно шагу, с которым произ-
водился подбор) меньше тока, при котором появлялся популяционный спайк или
излом нисходящей фазы пВПСП. С подобранным током записывали базовую ли-
нию (до индукции пВПСП) и производили индукцию ДВП.

Перед индукцией ДВП осуществляли запись пВПСП в течение 20 мин (базовая
линия). При этом к индукции ДВП приступали только в случае, если зависимость
угла наклона (slope) пВПСП от силы электрической стимуляции не менялась более
чем на 10% от первоначального значения. Долговременную потенциацию вызыва-
ли с помощью высокочастотной электрической стимуляции (HFS): 100 импульсов
в течение 1 с с двухкратным повтором через 200 мс. Регистрацию потенцирован-
ных пВПСП после высокочастотной стимуляции производили в течение 60 мин.
Для оценки постсинаптической потенциации в срезе усредняли нормированные
значения угла наклона в течение первых 3-х мин после высокочастотной стимуля-
ции. Нормированные значения угла наклона рассчитывались как отношение угла
наклона после индукции ДВП к среднему значению угла наклона базовой линии.

Приготовление фиксированных срезов головного мозга
и анализ морфологии дендритных шипиков

Для визуализации морфологии шипиков на конфокальном микроскопе и даль-
нейшего анализа был проведен кроссбридинг мышей линии YAC128 с мышами ли-
нии Tg(Thy1-EGFP)MJrs/J (линия М). У мышей линии М в одиночных нейронах
головного мозга экспрессируется зеленый флуоресцентный белок, что позволяет
контрастно выделить тело и отростки отдельных нейронов гиппокампа. В резуль-
тате скрещивания был получен гибрид двух линий, который затем скрещивали с
мышью линии М в рамках одного бэкграунда. Животные 4-го и 5-го поколений со-
ставили экспериментальные группы. Всего было сформировано 4 группы из мы-
шей обоих генотипов в возрасте 6 и 9 месяцев, каждая возрастная группа состояла
из 5 мышей. Для получения фиксированных срезов головного мозга после анесте-
зии животного уретаном (250 мг/мл разведенные в 0.9%-ном растворе хлорида на-
трия) производилась транскардиальная перфузия 4%-ным раствором парафор-
мальдегида, растворенном в фосфатно-солевом буфере (pH 7.2). Фиксированные
срезы были сделаны на вибрационном микротоме Campden Instruments Ltd. Сред-
нее количество срезов составило 35–40 микрофотографий. Микрофотографии
дендритов нейронов гиппокампа были сделаны с помощью конфокального микро-
скопа ThorLabs. Параметры съемки: объектив Olympus UPlanSApo ×100, разрешение
1024 × 1024, толщина среза 0.2 мкм/пиксель, толщина серии срезов составляла
4–5 мкм. От каждой мыши было получено не менее 10 микрофотографий с фраг-
ментами дендритов длиной не менее 40 мкм, на расстоянии 50 мкм от тела нейро-
нов, которые в дальнейшем обрабатывались в программе Imaris. Затем на основе
получившихся изображений производился “слепой” анализ морфологии и количе-
ства дендритных шипиков вторичных апикальных дендритов нейронов СА1 обла-
сти гиппокампа с использованием программного обеспечения NeuronStudio soft-
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ware package. Шипики классифицировались согласно следующим параметрам: ми-
нимальный размер пенькового шипика (min stubby size) – 10; непенькового (non-
stubby) – 10; отношение размеров головки шипика к шейке (neck ratio) – 1.1; соот-
ношение сторон для тонкого шипика (thin ratio) – 2.5; размер грибовидного шипи-
ка (mushroom size) – 0.3.

Поведенческий тест “водный лабиринт Морриса”
Для исследования пространственной памяти у животных использовался тест

“водный лабиринт Морриса”, основу которого составлял бассейн из полипропиле-
на диаметром 1.5 м. Навигация для поиска платформы осуществляется при помо-
щи четырех черно-белых ориентиров, расположенных за пределами бассейна и
ориентированных в соответствии со сторонами света. Регистрация трека животно-
го осуществляется видеосистемой VS 1304-1 при помощи интерфейса Gigabit
Ethernet. Поведенческий тест проводится в течение 5 дней, в ходе которых мышь
при помощи черно-белых ориентиров ищет платформу, погруженную в непро-
зрачную воду в круглом бассейне при температуре воды 21–23°С. Обучающая сес-
сия состоит из 4-ех испытаний в день с интервалом не менее 15 мин и проводится
ежедневно в одно и то же время. В течение 90 с мышь ищет в бассейне погружен-
ную платформу. На 5-й день проводится одно тестовое испытание в отсутствие
платформы также в течение 90 с. Анализ трека животного осуществлялся в про-
грамме “Minopontikos” [14]. Были подсчитаны стандартные параметры: процент-
ное время нахождения в квадранте в тестовый день, где ранее располагалась плат-
форма и количество пересечений платформы. Подсчитывалось также количество
успешных попыток во время обучающих сессий.

Статистическая обработка результатов
Для проверки экспериментальных выборок на нормальность распределения ис-

пользовали критерий Шапиро–Уилка. Если группы демонстрировали дисперси-
онную однородность, достоверность различий между двумя выборками выявляли с
помощью t-критерия Стьюдента и между несколькими выборками – однофактор-
ным дисперсионным анализом с последующим применением апостериорного те-
ста Тьюки. При ненормальном распределения данных для выявления различий
между двумя выборками использовали U-критерий Манна–Уитни, при несколь-
ких выборках использовали критерий Краскела–Уоллиса и метод Беньямини–Йе-
кутили. Результаты считали достоверными, если вероятность (р) нарушения гипо-
тезы об отсутствии различий между выборками была меньше 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

1. Нарушение долговременной потенциации у мышей с моделью болезни Хантингтона
Для выявления нарушений синаптической пластичности у мышей с моделью БХ

измеряли величину ДВП у мышей контрольной (дикий тип, WT) и эксперимен-
тальной групп (модель БХ, линия YAC128) в возрасте 4-ех и 6-ти мес. Сравнения
проводились между животными одинакового возраста. Регистрация ДВП осу-
ществлялась в переживающих срезах гиппокампа. Сравнение значений ДВП в
контроле у мышей дикого типа и мышей линии YAC128 в возрасте 4-ех мес. под-
тверждают наличие нарушений синаптической пластичности у последних: значе-
ние ДВП составило 2.24 ± 0.22 и 1.53 ± 0.15 соответственно (критерий Манна–Уит-
ни, p < 0.05; рис. 1a). Сравнение значений ДВП у мышей дикого типа и линии
YAC128 в возрасте 6-ти месяцев также подтверждают наличие нарушений у послед-
них (рис. 1b). У мышей дикого типа среднее значение ДВП составило 1.75 ± 0.13,
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Рис. 1. Долговременная потенциация ослаблена в поле СА1 гиппокампа мышей с моделью БХ в воз-
расте 4 и 6 месяцев. a – примеры записей и нормализованное значение угла наклона пВПСП до (отме-
чено сплошной линией) и после (отмечено пунктирной линией) высокочастотной стимуляции у мышей
дикого типа WT (n = 4) и мышей линии YAC128 (n = 3) в 4 мес. b – примеры записей и нормализованное
значение угла наклона пВПСП до (отмечено сплошной линией) и после (отмечено пунктирной линией)
высокочастотной стимуляции у мышей дикого типа WT (n = 4) и мышей линии YAC128 (n = 4) в 6 мес.
c – диаграмма, иллюстрирующие различия в величине ДВП между мышами дикого типа и мышами с
моделью БХ в возрасте 4-ех и 6-ти мес. Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка сред-
него, * p < 0.05 достоверность рассчитана по критерию Манна–Уитни. d – диаграмма, иллюстрирующая
значения ПТП между мышами дикого типа и мышами с моделью БХ в возрасте 4-ех и 6-ти мес. Данные
представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего.
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что статистически значимо отличается (критерий Манна-Уитни, p < 0.05) от значе-
ния у мышей линии YAC128 (1.35 ± 0.09). Обобщенные результаты представлены
на рис. 1c в виде диаграмм, иллюстрирующих изменение значения ДВП после вы-
сокочастотной стимуляции в контрольной и экспериментальной группах мышей в
возрасте 4-ех и 6-ти мес. Кроме оценки уровня ДВП в разных возрастных группах
мышей дикого типа и мышей с моделью БХ дополнительно была проведена оценка
посттетанического потенцирования (ПТП). Несмотря на то, что статистически
значимых различий обнаружено не было, прослеживается тренд к уменьшению
значение ПТП у мышей с моделью БХ по сравнению с мышами дикого типа в 4 ме-
сяца: 3.49 ± 0.43 и 2.11 ± 0.1 соответственно. В 6 месяцев статистически значимых
различий в значении ПТП обнаружено не было: у мышей дикого типа значение
ПТП составило 2.6 ± 0.3, а у мышей линии YAC128 – 1.97 ± 0.17 (рис. 1d).

2. Морфологические изменения дендритных шипиков нейронов СА1 области гиппокампа 
у мышей с моделью болезни Хантингтона

Для исследования морфологии дендритных шипиков нейронов в результате
кроссбридинга была выведена новая трансгенная линия мышей YAC128-M. У дан-
ной линии, помимо mHTT, в одиночных нейронах разных отделов головного мозга
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Рис. 2. Изменение морфологии и количества постсинаптических дендритных шипиков у мышей с моде-
лью болезни Хантингтона. a – экспрессия зеленого флуоресцентного белка в нейронах гиппокампа
на срезах головного мозга мышей дикого типа (WT) и мышей линии YAC128, скрещенных с мышами
линии М. Конфокальная микроскопия, ×4. Длина масштабного отрезка 100 мкм. b и c – микрофото-
графии фрагментов дендритного древа, иллюстрирующие морфологию дендритных шипиков нейро-
нов CA1 области гиппокампа мышей дикого типа WT (n = 5) и мышей линии YAC128 (n = 5) в возрасте
(b) 6-ти и (c) 9-ти мес. Конфокальная микроскопия, ×100. Длина масштабного отрезка 10 мкм. d – гисто-
грамма, иллюстрирующая плотность дендритных шипиков нейронов СА1 области гиппокампа мы-
шей дикого типа (WT) и мышей с моделью БХ (YAC128) в возрасте 6-ти и 9-ти месяцев. Данные
представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего, **p < 0.005. e – гистограмма, иллюстриру-
ющая количество грибовидных дендритных шипиков нейронов СА1 области гиппокампа мышей дико-
го типа (WT) и мышей с моделью БХ (YAC128) в возрасте 6-ти и 9-ти мес. Данные представлены как
среднее ± стандартная ошибка среднего, ***p < 0.001.
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этих животных, в том числе пирамидных нейронах гиппокампа, экспрессируется
зеленый флуоресцентный белок, который контролируется нейрон-специфичным
промотором Тhy1. Это свойство позволяет визуализировать структуру нейрональ-
ных клеток для дальнейшего изучения морфологии дендритного древа. Важно от-
метить, что наличие трансгенной вставки не влияло на уровень флуоресценции
белка у мышей с моделью БХ (рис. 2a).

Для оценки морфологических различий дендритных шипиков нейронов СА1
области гиппокампа были получены серии микрофотографий фрагментов дендри-
тов мышей в возрасте 6-ти и 9-ти месяцев. В возрасте 6-ти месяцев наблюдались
значительные различия в плотности дендритных шипиков у диких и трансгенных
мышей (WT – 9.3 ± 0.3 на 10 мкм; YAC128 – 10.9 ± 0.3 на 10 мкм; p < 0.001; рис. 2b).
Наибольший вклад в эту разницу внесло увеличение числа грибовидных шипиков
(WT – 41.8 ± 1.3%; YAC128 – 47. 5 ± 1.4%; p = 0.03). Однако к возрасту 9-ти месяцев
плотность дендритных шипиков нейронов СА1 области гиппокампа у мышей ди-
кого типа оказалась выше, чем у мышей с моделью БХ (WT – 12.1 ± 0.3 на 10 мкм;
YAC128 – 10.9 ± 0.3 на 10 мкм; p = 0.01; рис. 2с). Количество грибовидных шипи-
ков у мышей с БХ оказалось незначительно ниже, чем у мышей дикого типа (WT –
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43.3 ± 1.9%; YAC128 – 40 ± 1.4%, YAC128 6 мес. – 47.4 ± 1.3%; p = 0.15). У СА1 ней-
ронов мышей дикого типа с возрастом наблюдается тенденция к увеличению плот-
ности дендритных шипиков (WT 6 мес. – 9.2 ± 0.3 на 10 мкм; WT 9 мес. – 12.1 ± 0.3
на 10 мкм; p = 0.0001), в то время как у животных с моделью БХ этот показатель
практически не изменился (YAC128 в возрасте 6-ти мес. – 10.9 ± 0.3 на 10 мкм;
YAC128 в возрасте 9-ти мес. – 10.9 ± 0.3 на 10 мкм; p = 0.9) (рис. 2d). Кроме того,
количество грибовидных шипиков СА1 нейронов мышей трансгенной линии в
возрасте 9-ти мес. снижено по сравнению с показателем более молодых животных
того же генотипа (YAC128 6 мес. – 47.4 ± 1.3%; YAC128 9 мес. – 40 ± 1.4%; p =
= 0.004) (рис. 2e).

3. Нарушения в формировании пространственной памяти у мышей
с моделью болезни Хантингтона

Для анализа когнитивных нарушений у мышей с моделью БХ использовался
наиболее распространенный тест – водный лабиринт Морриса, позволяющий оце-
нить гиппокамп-ассоциированные нарушения в формировании памяти, в том чис-
ле при приобретении новых навыков и запоминания информации. На рис. 3a и 3b

представлены треки мышей дикого типа и мышей линии YAC128 в возрасте 6-ти и
9-ти мес. в тестовый день.

Согласно полученным результатам, мыши линии YAC128 в возрасте 6-ти меся-
цев в тестовый день в среднем проводили одинаковое количество времени в квад-
ранте, где во время обучения располагалась платформа (28.0 ± 5.1% и 21.6 ± 4.2%)
(рис. 3c). Мы также рассчитали количество пересечений с областью, где располага-
лась платформа в обучающих сессиях. Мыши дикого типа в среднем пересекали
область расположения платформы чаще – количество пересечений в тестовый
день составило 1.81 ± 0.5 раза, а для трансгенных мышей этот показатель составил
1 ± 0.4 раз. Однако статистически значимых значений этот показатель также не до-
стигал (рис. 3e). Далее мы оценили способность мышей к обучению, проанализи-
ровав количество успешных попыток нахождения платформы в 1-й и 4-й день. Со-
гласно полученным данным, мыши дикого типа к концу обучающих сессий успеш-
нее справлялись с поиском платформы и в среднем находили ее в половине
попыток, в то время как количество успешных попыток у мышей с моделью БХ
были заметно ниже по сравнению с мышами дикого типа и в среднем состояло из
одной успешной попытки (р = 0.04). Количество успешных попыток в первый день
обучения было одинаковым у мышей обоих генотипов и в среднем состояло из од-
ной попытки. Таким образом, мыши линии дикого типа продемонстрировали спо-
собность к обучению и запоминанию новой информации, увеличив количество
успешных попыток с 1-й до 2-х к 4-му дню обучения (р = 0.02), в то время как мы-
ши линии YAC128 количество успешных попыток в 1-й и 4-й день осталось одина-
ковым (рис. 3g).

К возрасту 9-ти мес. способность к обучению у мышей обоих генотипов в целом
снизилась: в среднем они проводили одинаковое количество времени в квадранте, где
во время тренировочных сессий находилась платформа (24.16 ± 3.6% и 23.14 ± 1.7% для
мышей дикого типа и линии YAC128 соответственно) (рис. 3d). В тестовый день
количество пересечений зоны, где ранее находилась платформа, также достоверно
не отличалось и составило 0.72 ± 0.3 и 1 ± 0.3 для диких и трансгенных мышей со-
ответственно (рис. 3f). При оценке количества успешных попыток также не было
обнаружено различий как между генотипами, так и мышами одного генотипа в
первый и последний день обучающих сессий, их количество составило 1 и 2 для
мышей дикого типа и мышей линии YAC128 соответственно (рис. 3h).
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Долгое время считалось, что когнитивная дисфункция у пациентов с БХ вызвана
патологическими изменениями в кортико-стриатном пути. Об этом свидетель-
ствовали данные, полученные как на моделях мышей, так и исследования среди
пациентов с БХ [15]. Однако в ряде исследований было отмечено, что патологиче-
ские процессы в гиппокампе, возникающие вследствие mhtt, могут вносить вклад в
развитие когнитивной дисфункции. Об этом свидетельствует прогрессирующее с
возрастном накопление mHTT в ядрах клеток гиппокампа с формированием ней-
рональных внутриядерные включений [16, 17]. Кроме того, в поддержку данной ги-
потезы свидетельствуют эксперименты по изучению механизмов ДВП в гиппокам-
пе животных с моделью БХ. ДВП представляет собой усиление синаптической пе-
редачи между двумя нейронами, сохраняющееся в течение длительного времени
после прекращения действия стимула. Согласно концепции современной нейро-
биологии данный процесс лежит в основе клеточных механизмов памяти и обуче-
ния. Впервые нарушение механизмов ДВП в гиппокампе мышей с моделью БХ бы-
ло показано в статье [18]. Дальнейшие исследования показали взаимосвязь между
снижением ДВП и поведенческим фенотипом, выражающимся в нарушении про-
странственного восприятия [19], причем указанные нарушения имеют место еще
до гибели нейрональных клеток. Впоследствии этот феномен был зарегистрирова-
но на различных моделях БХ, в том числе на трансгенной (knock-in) модели
Hu97/18 [20], которая уникальна тем, что содержит только ген хантингтина челове-
ка. У мышей модели Hu97/18 в возрасте 9 месяцев авторы обнаружили полное от-
сутствие ДВП в срезах через 50–60 мин после высокочастотной стимуляции, что
согласуется с данными [18, 19, 21], при этом в возрасте 3 месяцев было показано,
что ДВП не нарушена [22], т.е. когнитивные нарушения в модели Hu97/18 имеют
прогрессивный характер. В нашем исследовании ДВП в возрасте 4-ех мес. мы так-
же зарегистрировали снижение величины пластичности после высокочастотной
стимуляции у мышей с моделью БХ по сравнению с мышами дикого типа. В воз-
расте 6-ти мес. также наблюдалось различие ДВП между генотипами.

Функциональные изменения, происходящие в нейронах гиппокампа при БХ,
находят отражение в морфологических изменениях. Как и при других нейродеге-
Рис. 3. Нарушения в формировании пространственной памяти у мышей с моделью болезни Хантингтона.
a – траектория движения мышей дикого типа WT (n = 11) и мышей линии YAC128 (n =11) в бассейне в
возрасте 6-ти месяцев в тестовый день. b – траектория движения мышей дикого типа WT (n = 12) и мы-
шей линии YAC128 (n = 10) в бассейне в возрасте 9-ти месяцев в тестовый день. c – график, иллюстри-
рующий индивидуальные значения процентного времени нахождения в квадранте бассейна SE в тесто-
вый день, где при обучении находилась скрытая платформа мышей дикого типа WT и мышей линии
YAC128 в возрасте 6-ти мес. Данные представлены как среднее значение ± ошибка среднего. d – гра-
фик, иллюстрирующий индивидуальные значения процентного времени нахождения в квадранте бас-
сейна SE в тестовый день, где при обучении находилась скрытая платформа мышей дикого типа WT и
мышей линии YAC128 в возрасте 9-ти мес. Данные представлены как среднее значение ± ошибка сред-
него. e – график, иллюстрирующий количество пересечений платформы в тестовый день для мышей
дикого типа WT и мышей линии YAC128 в возрасте 6-ти мес. Данные представлены как медиана ± меж-
квартильный интервал. f – график, иллюстрирующий индивидуальное количество успешных попыток
нахождения платформы в каждый из дней обучения мышей дикого типа WT и мышей линии YAC128 в воз-
расте 9-ти мес. Данные представлены как медиана ± межквартильный интервал. g – график, иллюстри-
рующий количество пересечений платформы в тестовый день для мышей дикого типа WT и мышей ли-
нии YAC128 в возрасте 6-ти мес. Данные представлены как медиана ± межквартильный интервал, p < 0.05.
h – график, иллюстрирующий индивидуальное количество успешных попыток нахождения платформы
в каждый из дней обучений мышей дикого типа WT и мышей линии YAC128 в возрасте 9-ти мес. Дан-
ные представлены как медиана ± межквартильный интервал.
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неративных заболеваниях, при БХ наблюдаются изменения структуры дендритно-
го древа нейронов, в особенности дендритных шипиков [13]. Шипики являются
весьма динамичными постсинаптическими структурами, поэтому изменения в
морфологии шипиков отражают функциональные изменения, происходящие в си-
напсе при синаптической передаче. Их плотность и морфология тесно коррелирует
с активностью множества клеточных процессов, некоторые из которых вовлечены
в механизмы регуляции синаптической пластичности, которая, в свою очередь, яв-
ляется субстратом когнитивных функций, таких как обучение и память [23]. Эли-
минация шипиков приводит к потере синаптических связей между нейронами и
лежит в основе клеточных механизмов когнитивных нарушения. Ранее был прове-
ден анализ морфологии апикальных дендритов пирамидных нейронов CA1 обла-
сти гиппокампа только у мышей модели R6/2, который выявил снижение плотно-
сти дендритных шипиков, преимущественно за счет снижения фракции грибовид-
ных шипиков по сравнению с контрольной группой. Кроме того, авторы также
отметили увеличение количества филоподиеподобных структур у мышей с моде-
лью БХ [24]. Исследования морфологии дендритных шипиков проводилось также
на культивируемых нейронах гиппокампа. Было показано, что грибовидные денд-
ритные шипики больше остальных подвержены элиминации вблизи агрегатов
mHTT [25]. Однако у мышей линии YAC128 агрегаты мутантного белка наблюда-
ются с возраста 12 месяцев [2], поэтому не могут негативно влиять на морфофунк-
циональные изменения в синапсах. В нашем исследовании мы наблюдали сначала
увеличение плотности дендритных шипиков и количества грибовидных дендрит-
ных шипиков по сравнению с диким типом в возрасте 6 месяцев и затем постепен-
ное снижение плотности шипиков к 9 месяцам, что не может быть объяснено агре-
гацией mHTT, которая еще не наблюдается в данной возрасте в гиппокампе. Ранее
анализ электрофизиологической активности клеток выявил повышенный выброс
глутамата из аксонных терминалей кортикальных нейронов, которое было зареги-
стрировано на данной модели [26]. Эксперименты по изучению колокализации
пре- и постсинаптических маркерных белков VGLUT1 и GluA2 также продемон-
стрировали увеличение грибовидных шипиков в культивируемых нейронах коры,
выделенных из мышей линии YAC128 [27]. Еще одно объяснение результатов ис-
следований может вытекать из нормальной функции белка HTT, который в норме
усиливает экспрессию нейротрофического фактора мозга (BDNF). Геном мышей
трансгенной линии кроме гена, кодирующего собственный HTT, содержит ген че-
ловеческого HTT. Поэтому в досимптоматический период повышенный уровень
BDNF может приводить к увеличению фракции грибовидных шипиков, важную
роль в поддержании структуры которых как раз и играет BDNF. Однако с прогрес-
сированием нейропатологии наблюдается снижение уровня BDNF, которое ранее
было показано в статье, описывающей взаимосвязь между структурными измене-
ниями в дендритных шипиках и нарушением синаптической пластичности в гип-
покампе при БХ [21]. Как отмечалось выше, морфология синапсов тесно коррели-
рует с их функциональной активностью, поэтому снижение уровня BDNF при БХ
в конечном итоге приводило к снижению полимеризации актина – основного био-
химического процесса, ответственного за структурную организацию цитоскелета
дендритного шипика.

Нарушение пространственной памяти вследствие агрегации mHTT у мышей ли-
нии R6/2 детектируется раньше других поведенческих изменений [28]. У мышей
линии YAC128 в возрасте 8-ми мес. также наблюдается нарушения пространствен-
ной памяти, выявленное в упрощенном плавательном тесте, отличающимся от те-
ста Морриса малым размером бассейна и временем испытания. У мышей линии
Hu97/18 также ухудшается пространственное обучение, детектируемое в тесте
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“узнавание известного объекта в новой локации”. В этом тесте у модели БХ нару-
шения пространственного обучения было отмечено с возраста в 6 месяцев [22].

У пациентов с БХ гиппокамп-ассоциированные нарушения в пространственной
ориентации также были выявлены при помощи виртуального бассейна, разделен-
ного на 4 квадранта, в котором осуществляется поиск скрытой платформы. Со-
гласно полученным данным, в среднем контрольная группа и группа пациентов с
БХ в доманифестный период проводили большую часть время поиска платформы в
правильном квадранте, а пациенты с ранней стадией БХ проводят значительно
меньше времени в правильном квадранте по схеме, предполагающей случайный
поиск. Кроме того, в ходе исследования испытуемые также выполняли тест парных
ассоциаций, оценивающий визуальную и ассоциативную память. Данный тест ис-
пользуется для диагностики болезни Альцгеймера и активирует область гиппокампа,
что было показано при помощи функциональной магнитно-резонансной томогра-
фии. Пациенты с ранней стадией БХ делали ошибки гораздо чаще, чем здоровые
добровольцы. Кроме того, среди пациентов в доманифестный период наблюдалось в
три раза больше ошибок в заданиях с шестью и восемью образцами, причем частота
ошибок коррелировала с расчетным временем до манифестации болезни [29]. В на-
шем исследовании мы также наблюдали нарушение в формировании простран-
ственной памяти, начиная с возраста 6-ти мес. И хотя в тестовый день различий в
процентном времени и количестве пересечений зоны платформы не было обнару-
жено, мыши дикого типа в целом лучше справлялись с поиском платформы по
окончанию обучающих сессии, в то время как мыши с моделью БХ не были спо-
собны запоминать новую информацию и не улучшали свои показатели к концу
обучающих сессий, что хорошо коррелирует со снижением синаптической пла-
стичности, наблюдаемое в этом возрасте.

Таким образом, полученные нами данные указывают на непосредственную во-
влеченность нейродегенеративных изменений в гиппокампе в развитие когнитив-
ных нарушений, наблюдаемых при БХ. Полученные нами результаты о нарушени-
ях в гиппокампе указывают на системную синаптическую дисфункцию при данной
нейропатологии в разных отделах головного мозга, наблюдаемую даже в отсутствие
агрегатов мутантного белка в нейронах.
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Development of Hippocampus-Associated Cognitive Disfunction 
in Huntington’s Disease Mouse Model
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Huntington’s disease is a hereditary, incurable neurodegenerative disease characterized
by movement disorders – progressive choreic hyperkinesis, as well as cognitive and
mental disturbances, including memory impairments, depression, panic attacks, obses-
sive compulsions, etc. According to literature data, mild cognitive impairments begin to
appear even before the first motor symptoms. It is believed that the neurodegeneration of
the cortex and striatum plays a major role in the development of cognitive dysfunction.
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At the same time, pathological changes in the hippocampus, which can also cause cog-
nitive impairment, have been studied to a much lesser extent. In the present study, using
electrophysiological experiments, morphofunctional analysis, and behavioral tests, we
performed a comprehensive assessment of hippocampus-associated changes in a
YAC128 transgenic mouse strain that model Huntington’s disease. The revealed distur-
bances in the mechanisms of synaptic plasticity and changes in the morphology of syn-
apses in the hippocampus in YAC128 mice are progressive and are observed earlier than
disturbances in the coordination of movements. Thus, the results obtained support the
hypothesis of the development of neurodegenerative changes in the hippocampus, which
contribute to the cognitive dysfunction in Huntington’s disease.

Keywords: Huntington’s disease, hippocampus, long-term potentiation, dendritic spines,
Morris water maze, cognitive impairment, behavioral tests
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