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LOCALIZATION OF ALPHA-SYNUCLEIN 
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Localization of alpha-synuclein (α-Syn — the protein found 
in Lewy bodies in Parkinson’s desease) and tyrosine hydroxylase 

(a marker of dopamin- and noradrenergic neurons) were studied 
by immunohistochemical methods in brain structures of intact 
Wistar rats (n = 5) and compared with the data obtained after 
destruction of substantia nigra (n = 3). Localization of α-Syn in 
synaptic structures of basal ganglia corresponded to cortico-stria-
tal and strio-nigral projections, which was confirmed experimen-
tally. In the cell bodies of dopamin- and noradrenergic neurons, 
α-Syn was found in the substantia nigra, locus coeruleus and in 
the dorsal nucleus of nervus vagus, prone to neurodegeneration 
in in Parkinson’s desease. High α-Syn content was also found in 
sensory olfactory neurons and glomeruli of the olfactory bulbs.
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В процессе физиологического старения чело-
века когнитивные функции постепенно снижа-
ются, при этом вероятность возникновения ней-
родегенеративных расстройств увеличивается, 

начиная с 6-го десятилетия жизни [18]. Старение 
приводит к функциональным изменениям в голов-
ном мозгу, в частности в гиппокампе, который 
играет ключевую роль в механизмах памяти и 
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обучения. Возрастные изменения в гиппокампе 
связаны в первую очередь со сморщиванием ней-
ронов, а не с их гибелью. Исследования старения 
животных демонстрируют снижение плотности 
расположения во всех зонах нейронов гиппо-
кампа и числа дендритных шипиков в поле СА1 
[8, 11, 12]. С возрастом увеличивается удельный 
объем нейропиля [11]. Цитоархектонически гип-
покамп представляет собой сложную структуру, 
и в разных его отделах выраженность возраст-
ных изменений, вероятно, варьирует и имеется 
их передне-задний градиент. Для пресенильной 
формы болезни Альцгеймера и для пациентов 
с возрастными изменениями головного мозга, 
не связанными с ней, менее характерны атро-
фические изменения вентрального отдела гип-
покампа. Однако при сенильной форме болез-
ни Альцгеймера отмечено значительное умень-
шение объема последнего, что свидетельствует 
о его большей восприимчивости к дегенератив-
ным изменениям [11]. Оксид азота (NO) играет 
важную роль как в процессе физиологического 
старения, так и в возникновении нейродегене-
ративных заболеваний на его этапах [3, 9]. NO 
является внутри- и межклеточным мессенджером 
и синтезируется тремя изоформами NO-синтаз: 
конститутивными нейрональной (nNOS) и эндоте-
лиальной (eNOS), а также индуцибельной (iNOS) 
[5]. Повышенная экспрессия NO-синтаз наблю-
дается в головном мозгу при многих патологиче-
ских процессах [20]. Согласно одной из гипотез 
старения, избыточный синтез NO при активации 
iNOS в головном мозгу приводит не только к раз-
витию повреждений в клетках, но и посредством 
глутаматзависимого NO-сигнального пути может 
приводить к дегенеративным изменениям в нейро-
нах во многих отделах головного мозга, включая 
гиппокамп [5]. Повторяющиеся инфекции ЦНС и 
других органов могут привести к активации iNOS 
в головном мозгу и увеличить концентрацию 
NO, который может способствовать реализации 
механизмов эксайтотоксичности и дегенерации 
нервных клеток [10]. Считается, что индукции 
iNOS не происходит во время физиологического 
старения [4, 6, 15, 16], однако признается суще-
ственная роль системы NOS/NO в этом процессе 
Liu и соавт. [15–17]. Хотя классические взгляды 
указывают на роль nNOS в нейрональных моделях 
пластичности, данные, полученные с использова-
нием нокаутных мышей, демонстрируют ключе-
вую роль eNOS в указанных процессах. Описано 
отсутствие влияния nNOS нокаута на процессы 
обучения и памяти при моделировании различной 
патологии [4, 21]. Учитывая экспрессию eNOS 

не только в эндотелии кровеносных сосудов, но и 
в астроглиоцитах и нейронах гиппокампа [16, 21], 
необходимо отметить, что когнитивные наруше-
ния у eNOS-дефицитных мышей сопровождаются 
селективной потерей эндотелиального NO [21].

Цель данного исследования — изучение струк-
турных изменений в полях СА1 и СА3 вентраль-
ного отдела гиппокампа у 12- и 24-месячных крыс 
с учётом экспрессии индуцибельной и эндотели-
альной нитрооксидсинтаз.

Мате ри а л  и  ме т о ды .  Исследование проведено на 
20 нелинейных белых крысах-самцах в возрасте 12 и 24 мес 
(ФГПУ Питомник лабораторных животных «Рапполово») 
с соблюдением «Правил проведения работ с использовани-
ем экспериментальных животных». Были сформированы 
2 группы по 10 животных в каждой: 1-я группа — крысы 
в возрасте 12 мес, 2-я группа — 24 мес. Животных содержали 
в стандартных условиях вивария с естественным 12-часовым 
свето-темновым циклом (ГОСТ Р 50258–92). Эвтаназию 
проводили с помощью гильотинного метода с использова-
нием «Гильотины для крыс» (AE0702, производитель «Open 
Science»). Головной мозг извлекали из полости черепа полно-
стью и разрезали на 4 участка во фронтальной плоскости: 
1-я линия разреза — на уровне прехиазматической области, 
2-я — на уровне задней поверхности сосцевидных тел, 3-й 
линией отсекали мозжечок со стволом мозга. Головной мозг 
фиксировали в нейтральном забуференном 10% формалине. 
Для получения препаратов гиппокампа 2-й участок зали-
вали в парафин по стандартной методике и изготавливали 
серийные срезы толщиной 5,0 мкм [2]. Фронтальные срезы 
головного мозга окрашивали гематоксилином — эозином, 
тионином по методу Ниссля и изучали на уровне от –4,56 мм 
до –6,12 мм относительно брегмы [19].
Определяли удельное количество сморщенных нейронов 

с гиперхроматозом цитоплазмы. Для иммуногистохимиче-
ского исследования парафиновые срезы подвергали депара-
финизации. Высокотемпературную демаскировку антиген-
ных детерминант проводили с помощью нагревании срезов 
в 10 мМ растворе цитратного буфера (pH 6,0) (Thermo 
Scientific, Fremont, CA, США) при 98 ºС в течение 20 мин 
с последующим охлаждением при комнатной температуре в 
течение 20 мин. В качестве промывочного буфера использо-
вали 20% TBS IHC Wash Buffer with Tween 20 (Cell Marque, 
США). Для блокирования эндогенной пероксидазы применяли 
3% раствор H

2
O

2 
(Cell Marque, США). С целью определения 

экспрессии нитрооксидсинтаз в качестве первичных антител 
использовали поликлональные кроличьи антитела к iNOS 
(разведение 1:100; Thermo Scientific, NeoMarkers, Fremont, 
CA, США) и eNOS (разведение 1:50; Thermo Scientific, 
NeoMarkers, Fremont, CA, США). В качестве визуализирую-
щей системы использовали полимерную систему UltraVision 
Quanto Detection System HRP Polymer (Thermo Scientific, 
Fremont, CA, США). В качестве хромогена применяли 1% 
раствор 3,3-диаминобензидина (Thermo Scientific, Fremont, 
CA, США), затем препараты докрашивали гематоксилином 
Карацци (БиоВитрум, Россия) и заключали в монтирующую 
среду (Bio-Mount, Bio-Optica, Италия). В качестве позитив-
ного контроля при определении экспрессии iNOS и eNOS 
в соответствии с протоколом фирмы производителя (Thermo 
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Scientific, NeoMarkers, Fremont, CA, США) выступала ткань 
лёгких. Негативным контролем служили срезы с экспери-
ментальным материалом, на которые наносили разбавитель 
антител (Cell Marque, США), но не наносили первичные 
антитела. Оценку изменений уровня экспрессии нитроок-
сидсинтаз определяли путём подсчёта удельного количества 
иммунопозитивных нейронов, определения относительной 
площади иммунопозитивного материала в полях СА1 и 
СА3 с использованием программы «Видеотест-Морфо-4» 
(Россия), а также интенсивности окрашивания в баллах от 0 
до 3 (0 — иммунонегативная реакция; 1 — слабо выражен-
ное окрашивание; 2 — умеренно выраженное окрашивание; 
3 — максимально выраженное окрашивание). Исследование 
микропрепаратов проводили с помощью микроскопа 
«Micros» (Австрия), фотодокументирование осуществляли 
используя камеру «Olympus» (Япония). Статистическую 
обработку данных проводили пользуясь пакетом программ 
Statistica 6.0 (StatSoft, США). Обобщенные данные представ-
ляли в виде медианы (Me) с указанием интерквартильного 
интервала (Q1; Q3), где Q1 — 25 ‰, Q3 — 75 ‰. Различия 
между группами оценивали с использованием непараметри-
ческого t-критерия Манна—Уитни и считали статистически 
значимыми при P<0,05.

Ре з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я .  При микро-
скопическом исследовании поля СА1 вентрально-
го отдела гиппокампа у 12- и 24-месячных крыс не 
было выявлено существенных различий в строе-
нии пирамидного слоя. Тела нейронов характе-
ризовались полигональной формой с центрально 
расположенным округлым ядром, как правило, 
с хорошо выраженным ядрышком. В цитоплаз-
ме отмечалось равномерное распределение пыле-
видного и мелкоглобулярного хроматофильного 
вещества. Встречались единичные гиперхромные 
нейроны, которые мы расценивали как слабо-
измененные. Удельное количество сморщенных 
нейронов с гиперхроматозом цитоплазмы соста-
вило 7,7 (2,9; 12)% у 12-месячных животных и 
7,4 (5,6; 12)% — у 24-месячных (P>0,05). В поле 
СА3 нейроны пирамидного слоя располагались 
более рыхло, имели полигональную форму тела 
с пузырьковидным ядром и одним ядрышком. При 
этом у старых (24-месячных) крыс многие ней-
роны характеризовались уменьшением размеров 
и извитой формой перикарионов, с базофиль-
ной цитоплазмой. Удельное количество сморщен-
ных нейронов с гиперхроматозом цитоплазмы 
составило 12,5 (9,8; 15)% у 12-месячных крыс 
и 25,9 (15,7; 52,7)% — у 24-месячных живот-
ных (P<0,001). В пирамидном слое наблюдался 
перицеллюлярный отёк, в отдельных нейронах — 
явления вакуолизации цитоплазмы перикариона. 
Отмечалось уменьшение относительной плотно-
сти расположения нейронов.

При иммуногистохимическом исследовании 
гиппокампа 12-месячных крыс с использованием 

антител к iNOS отмечалась пылевидная, слабо 
выраженная экспрессия (1 балл) иммунопозитив-
ного материала (ИПМ) в цитоплазме перикарионов 
нейронов пирамидного слоя, а также в нейропиле 
радиального слоя (1 балл) поля СА1. В дендритах 
пирамидных нейронов, расположенных в ради-
альном слое, выраженность экспрессии была 
слабее, чем в окружающем нейропиле. В краевом 
слое обнаруживались единичные нейроны со сла-
бовыраженной экспрессией ИПМ в цитоплазме 
их перикарионов (1 балл). Отмечалась умерен-
но выраженная цитоплазматическая экспрессия 
ИПМ (2 балла) в отдельных нейронах пирамид-
ного, радиального и молекулярного слоёв. Кроме 
того, наблюдалась умеренно выраженная экспрес-
сия (2 балла) в эндотелии капилляров поля СА1 
(рисунок, а, в, д, ж).

В пирамидном слое поля СА1 вентрального 
отдела гиппокампа у 24-месячных крыс боль-
шинство нейронов характеризовались слабовыра-
женной цитоплазматической экспрессией iNOS-
позитивного материала (1 балл), отмечалось уве-
личение количества нейронов с умеренно выра-
женной цитоплазматической экспрессией ИПМ 
(2 балла). В дендритах нейронов в радиальном 
слое наблюдалась слабовыраженная пылевидная 
экспрессия ИПМ (1 балл). В краевом и молеку-
лярном слоях гиппокампа встречались нейроны 
с умеренно- и сильновыраженной цитоплазмати-
ческой экспрессий ИПМ (3 балла) (см. рисунок, 
б, г, е, з). Значимых различий изменений уровня 
экспрессии иммунопозитивных нейронов и отно-
сительной площади ИПМ в пирамидном слое поля 
СА1 у 12- и 24-месячных крыс обнаружено не 
было (P>0,05).

В поле СА3 вентрального отдела гиппокампа 
12-месячных крыс экспрессия iNOS-позитивного 
материала была обнаружена в нейропиле и в еди-
ничных нейронах радиального слоя гиппокампа, 
которая имела умеренный характер (2 балла), 
в цитоплазме перикарионов остальной части ней-
ронов наблюдалась слабовыраженная экспрессия 
ИПМ (1 балл). В нейронах пирамидного слоя 
отмечалась слабая цитоплазматическая экспрес-
сия ИПМ (1 балл), встречались единичные нейро-
ны с умеренно выраженной цитоплазматической 
экспрессией ИПМ. В молекулярном слое обнару-
живались нейроны со слабой цитоплазматической 
экспрессией ИПМ (1 балл). Перикарионы нейро-
нов краевого слоя имели умеренно выраженную 
экспрессию ИПМ (2 балла), в нейропиле отме-
чалась слабовыраженная экспрессия (1 балл). 
В эндотелии капилляров наблюдалась умеренно 
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выраженная экспрессия ИПМ (2 балла) (см. рису-
нок).

У 24-месячных крыс, в отличие от 12-месяч-
ных, в нейропиле радиального слоя поля СА3 гип-
покампа отмечалась слабо выраженная экспрес-
сия iNOS-позитивного материала (1 балл). В пира-
мидном слое в большинстве нейронов наблюдался 
пылевидный ИПМ (1 балл), встречались единич-
ные нейроны с умеренной и отчетливо выражен-
ной экспрессией ИПМ в перикарионах (см. рису-
нок). Отмечалось увеличение удельного количе-
ства иммунопозитивных нейронов в пирамидном 
слое поля СА3 на 38,6%, по сравнению с таковым 
в группе 12-месячных животных, достигающее 
46,7 (19,2; 66,7)% (P<0,001). Значимых различий 
изменений относительной площади ИПМ в пира-
мидном слое поля СА3 у 12- и 24-месячных крыс 
обнаружено не было. В молекулярном и краевом 
слоях поля СА3 у 24-месячных крыс наблюдалась 
умеренная степень экспрессии ИПМ в перикарио-
нах нейронов (2 балла), единичные нейроны крае-
вого слоя характеризовались значительно выра-
женной экспрессией ИПМ в цитоплазме (3 балла). 
В эндотелиоцитах капилляров наблюдалась уме-
ренная степень экспрессии ИПМ (2 балла).

При иммуногистохимическом исследовании 
гиппокампа 12-месячных крыс с использовани-
ем антител к eNOS перикарионы большинства 
нейронов пирамидного слоя поля СА1 характери-
зовались умеренной степенью экспрессии ИПМ 
(2 балла), однако встречались нейроны и со слабо 
выраженной степенью экспрессии. В дендритах 
нейронов радиального слоя экспрессия ИПМ 
имела чередующийся характер, от слабо- (1 балл) 
до умеренновыраженной (2 балла). В молекуляр-
ном слое преобладали протоплазматические астро-
глиоциты. В эндотелии капилляров наблюдалась 
умеренная степень экспрессии eNOS-позитивного 
материала (2 балла) (см. рисунок, е, ж).

В цитоплазме нейронов пирамидного слоя 
поля СА1 24-месячных крыс наблюдалось сниже-
ние уровня экспрессии eNOS-позитивного мате-
риала (1 балл) по сравнению с таковым у более 
молодых животных. Отмечалось значимое умень-
шение удельного количества иммунопозитивных 
нейронов в пирамидном слое поля СА1 на 56,1% 
(P<0,001) и относительной площади ИПМ на 
24,8% (P<0,001) у 24-месячных крыс по срав-
нению с таковыми у 12-месячных животных. 
Данные показатели в группе 24-месячных крыс 

составили 38,9 (25; 62,5)% и 13,3 (6,3; 33,3)%, 
соответственно. В нейропиле радиального слоя 
экспрессия была слабо выраженной (1 балл) или 
отсутствовала. В эндотелии капилляров наблю-
далась незначительная eNOS-позитивная реакция 
(1 балл) (см. рисунок, д, з).

Нейроны пирамидного слоя поля СА3 
у 12-ме сячных животных характеризовались 
слабой цитоплазматической экспрессией eNOS-
позитивного материала (1 балл), а также уме-
ренной экспрессией ИПМ (2 балла) в единичных 
нейронах пирамидного слоя. В нейропиле ради-
ального слоя отмечалась умеренно выраженная 
экспрессия ИПМ (2 балла). В молекулярном слое 
встречались единичные нейроны со слабовыра-
женной экспрессий ИПМ (1 балл) в перикарионах. 
В эндотелии капилляров наблюдалась умеренно 
выраженная экспрессия ИПМ (2 балла).

У 24-месячных крыс в поле СА3 наблюдалось 
снижение экспрессии eNOS-позитивного мате-
риала в цитоплазме нейронов пирамидного слоя, 
а также в нейропиле радиального слоя — слабо 
выраженная экспрессия (1 балл) или её отсут-
ствие по сравнению с таковыми у 12-месячных 
животных (см. рисунок, з). У 24-месячных живот-
ных отмечалось значимое снижение удельного 
количества иммунопозитивных нейронов пира-
мидного слоя поля СА3 на 78% (P<0,001) и отно-
сительной площади ИПМ на 18,5% (P<0,001) по 
сравнению с таковыми у 12-месячных животных. 
Данные показатели в группе 24-месячных крыс 
составили 22% (6,7; 64,5) и 14,2% (6,0; 17,3) соот-
ветственно. Нейроны и глиоциты молекулярного 
слоя гиппокампа характеризовались иммуноне-
гативной реакцией (0 баллов), в нейропиле была 
выявлена слабо выраженная экспрессия ИПМ 
(1 балл). В эндотелии капилляров наблюдалась 
слабо выраженная экспрессия eNOS-позитивного 
материала (1 балл) или она отсутствовала (см. 
рисунок, д–з).

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х . 
Обнаруженные нами у 24-месячных крыс струк-
турные признаки повреждения нейронов преи-
мущественно пирамидного слоя поля СА3 вен-
трального отдела гиппокампа свидетельствуют 
о нарастании выраженности дистрофических и 
атрофических изменений нейронов при старении 
в сочетании с уменьшением количества неиз-
менённых нейронов, что соответствует данным 

Поля СА1 (а, б, д, е) и СА3 (в, г, ж, з) вентрального отдела гиппокампа крыс в возрасте 12 мес (а, в, д, ж) и 24 мес (б, г, е, з).

Иммуногистохимические реакции: а–г — на iNOS; д–з — на eNOS с докраской гематоксилином. Ув. 400
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других исследователей о зависимом от возраста 
увеличении дегенеративных изменений в полях 
СА1, СА3 и зубчатой извилине гиппокампа у пре-
ждевременно стареющих крыс линии OXYS [1]. 
Признаки обратимых и необратимых повреждений 
нейронов в гиппокампе были значительнее выра-
жены в пирамидном слое поля СА3 у 24-месячных 
крыс и могут быть связаны с различными меха-
низмами клеточной гибели. Гибель нейронов гип-
покампа при старении приводит к потере памяти и 
способствует снижению способности к обучению 
[3]. Важная роль системы NO в процессе старения 
головного мога обусловлена нейропротекторным 
и нейротоксическим действием NO [5, 6, 13]. 
Выявленное в нашем исследовании увеличение 
удельного количества iNOS-позитивных нейронов 
в пирамидном слое поля СА3 у 24-месячных крыс 
может свидетельствовать о повышенной продук-
ции NO, что способствует накоплению свободных 
радикалов пероксинитритов, оказывающих нейро-
токсическое действие как в условиях нормального 
старения, так и при развитии нейродегенератив-
ных состояний [16]. Снижение уровня экспрес-
сии eNOS в нейронах и нейропиле различных 
слоёв гиппокампа, а также снижение удельного 
количества иммунопозитивных нейронов пира-
мидного слоя у 24-месячных крыс по сравне-
нию с 12-месячными животными свидетельству-
ет об уменьшении базового уровня продукции 
eNOS в нервной ткани гиппокампа у стареющих 
животных, что отражает зависимые от возраста 
процессы снижения нейрональной пластичности 
структур гиппокампа [22]. Уменьшение уров-
ня продукции и содержания eNOS в структурах 
гиппокампа в группе старых — 24-месячных 
животных может способствовать развитию повы-
шенной чувствительности нейронов к ишемии 
при старении, так как в исследованиях, проведен-
ных на нокаутных мышах, продемонстрировано 
участие eNOS в механизмах защиты нейронов 
головного мозга при ишемии [4, 7]. При изучении 
экспрессии eNOS в сосудах микроциркуляторного 
русла в гиппокампе выявлено практически полное 
исчезновение экспрессии в капиллярах и сниже-
ние уровня экспрессии в артериолах у старых 
крыс, что мы рассматриваем как фактор, спо-
собствующий возникновению вазоспастических 
реакций в сосудах головного мозга при старении, 
поскольку NO является мощным вазодилататором 
[5].

Таким образом, в процессе старения 
у 24-месячных крыс по сравнению с 12-месяч-
ными животными обнаруживается увеличение 

количества повреждённых нейронов, атрофи-
ческие изменения нейронов преимущественно 
в пира мидном слое поля СА3 вентрального отдела 
гиппокампа, сопровождающееся зависимым от 
возраста увеличением экспрессии iNOS в ней-
ронах пирамидного слоя поля СА3 и снижением 
экспрессии eNOS в полях СА1 и СА3 как в нерв-
ных, так и в эндотелиальных клетках, что может 
способствовать нарушению процессов передачи 
нервного импульса, а также более значительно-
му повреждению нейронов гиппокампа у старых 
крыс в ответ на внешние стимулы в результате 
снижения нейрональной пластичности и повыше-
ния чувствительности нейронов к ишемии.

Исследование выполнено при поддержке гранта ВолгГМУ.
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MORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS 
OF VENTRAL HIPPOCAMPUS OF AGING 
RATS WITH SPECIAL REFERENCE 
TO THE EXPRESSION OF INDUCIBLE 
AND ENDOTHELIAL NO-SYNTHASE

A. V. Smirnov1, 3, N. V. Grigoryeva1, M. R. Ekova1, 
M. V. Shmidt1, 3, I. N. Tyurenkov2, D. V. Kurkin2, 
Ye. V. Volotova2

Structural changes in CA1 and CA3 areas of ventral hippocam-
pus were studied in 12- and 24-month-old rats (n = 20). Paraffin 
sections of the brain were stained by Nissl’s method, and the pro-
portion of shrunken neurons with hyperchromatic cytoplasm was 
calculated. Changes of inducible and endothelial NO-synthases 
(iNOS, eNOS) expression were registered. In old (24 months) 
rats, most pronounced signs of neuronal damage were observed 
in the hippocampal CA3 pyramidal layer. The proportion of 
shrunken neurons with hyperchromatic cytoplasm was increased, 
while the relative density of neurons was decreased. The neurons 
demonstrated the pericellular edema and vacuolization of cyto-
plasm. The increased expression of iNOS was detected in the 
neurons of CA3 pyramidal layer while eNOS expression in CA1 
and CA3 was decreased both in neurons and endothelial cells 
of microcirculatory bed vessels as compared to that in young 
(12 months) animals.
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