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Влияние L-альфа-аминоадипиновой кислоты  
на нейроны и глиальные клетки стриатума мозга крыс 
Д.Н. Воронков, Р.М. Худоерков, Ю.В. Дикалова, А.В. Ставровская, А.С. Гущина, А.С. Ольшанский
ФГБНУ Научный центр неврологии, Москва, Россия

Введение. Роль взаимодействия нейронов и нейроглии в нейродегенеративном процессе остается до 
конца не выясненной, и в этом отношении важное значение отводится поиску новых эксперименталь-
ных моделей. L-альфа-аминоадипиновая кислота (L-AA), структурный аналог глутамата, обладающая 
избирательным токсическим действием на астроглию, привлекает к себе все больше внимания ис-
следователей. Однако морфологические и нейрохимические изменения, вызываемые L-AA, изучены 
недостаточно. Цель исследования – охарактеризовать иммуноморфологические изменения нейроглии 
и нейронов в стриатуме мозга крыс при стереотаксическом введении токсина L-AA. 
Материалы и методы. На 3-й и 12-й день после введения крысам L-AA исследовали иммунофлуорес-
центными методами локализацию астроцитарных белков – GFAP, виментина и глутаминсинтетазы, 
а также олигодендроглии (по экспрессии циклонуклеотидфосфатазы), микроглии (Ca-связывающий 
белок IBA1) и нейронов (ядерный белок NeuN) и оценивали пролиферативную активность по лока-
лизации Ki67. 
Результаты. В зоне повреждения обнаружили гибель астроцитов и снижение иммунореактивности 
к глутаминсинтетазе, но не выявили изменений плотности реактивной микроглии и влияния L-AA 
на нейроны и олигодендроглию. Погибшие астроциты замещались за счет пролиферации и миграции 
незрелых астроцитов, и к 12-му дню после операции формировался глиальный рубец. 
Заключение. Локальное введение L-AA, вызывающее гибель астроцитов стриатума, может служить 
удобной моделью для изучения реактивных изменений астроглии и астроцитарной дисфункции при 
раскрытии патогенетических закономерностей нейродегенеративных процессов.
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Effects of L-alpha-aminoadipic acid on neurons and glia of the rat brain striatum
D.N. Voronkov, R.M. Khudoerkov, Yu.V. Dikalova, A.V. Stavrovskaya, A.S. Guschina, A.S. Olshanskiy
Research Center of Neurology, Moscow, Russia

Introduction. Few published studies have examined the role of glia-neuron interactions in neurodegen-
eration. In this regard, the search for new experimental models is important. L-alpha-aminoadipic acid 
(L-AA), being a structural analogue of glutamate with a selective toxic effect on astroglia, is of particular 
interest. However, morphological and neurochemical changes caused by L-AA still remain unclear. The 
aim of the study was to characterize immunomorphological changes of glia and neurons in the striata of 
rats after L-AA administration. 
Materials and methods. On days 3 and 12 after L-AA stereotaxic administration, we studied astrocytic pro-
teins localization using immunofluorescence methods: GFAP, vimentin, glutamine synthetase, along with 
oligodendroglia (by cyclonucleotidphosphatase expression), microglia (IBA1 Ca-binding protein), neuronal 
nuclear protein NeuN, and the astroglia proliferative activity (based on Ki67 localization). 
Results. We detected astrocyte death and a decrease in glutamine synthetase immunoreactivity in the le-
sioned area, but no changes in the microglia reaction and the L-AA effect on neurons and oligodendroglia. 
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Введение
L-альфа-аминоадипиновая кислота (L-AA) – про-

дукт метаболизма лизина у млекопитающих. Стерео-
изомер L-AA ввиду структурного сходства с глутама-
том взаимодействует с белками, вовлеченными в обмен 
этого медиатора [1, 2]. Уровень эндогенной L-AA по-
вышен в тканях пациентов с α-кетоадипической аци-
дурией – редким наследственным нарушением метабо-
лизма лизина, гидроксилизина и триптофана, которое 
сопровождается у части из них широким спектром не-
врологической и психиатрической симптоматики [3]. 
В экспериментах показано повреждение астроцитов 
под влиянием L-AA [4, 5], а действие токсина охарак-
теризовано как in vitro, так и in vivo [6–9]. L-AA за-
хватывается астроцитами, ингибирует Na-зависимый 
транспорт глутамата и нарушает его обмен, вызывая 
окислительный стресс, снижая синтез белка и приводя 
к апоптозу астроцитов [8, 10]. 

В последнее время в связи с ростом интереса к 
глионейрональным взаимодействиям в норме и при 
патологии увеличилось число работ с применением 
L-AA как глиального токсина: для оценки роли астро-
цитов в эпилептогенезе, развитии депрессии [11–13], 
исследования нейропротекторных и провоспали-
тельных функций астроглии, при моделировании 
паркинсонизма и ишемического повреждения моз-
га [14, 15] и выяснения роли астроглии при когнитив-
ных нарушениях [16, 17]. Было показано повреждение 
астроцитов при введении L-AA в разные структуры 
мозга – гиппокамп [9], префронтальную кору [6] 
и стриатум [7], однако изменения других клеточных 
популяций описаны неполно и требуют отдельной  
оценки. 

Цель настоящего исследования – охарактеризовать 
иммуногистохимическими методами реакцию раз-
ных типов глии и нейронов в стриатуме мозга крыс 
Вистар при стереотаксическом введении L-альфа-
аминоадипиновой кислоты.

Материалы и методы
В работе использовали крыс Вистар, полученных из 

питомника «Столбовая», самцов в возрасте 3,5–4 ме-

сяца. Животных содержали в виварии Научного цен-
тра неврологии при свободном доступе к пище и воде. 
Манипуляции с ними осуществляли в соответствии с 
Правилами проведения работ с использованием экс-
периментальных животных и международными ре-
гламентирующими документами. На исследование 
получено разрешение локального этического комитета 
(решение № 2-5/19 от 20 февраля 2019 года).

Стереотаксическая операция. L-альфа-амино-
ади пи но вую кислоту (L-AA, Acros Organics, Бельгия) 
растворяли в 1M HCl в концентрации 120 мкг/мкл 
и доводили до pH 7,3 с помощью 1М NaOH, после 
чего разбавляли 0,01М фосфатным солевым буфером 
(PBS) pH 7,2–7,4 (PBS, MP Biomedicals, США) до ито-
говой концентрации L-AA 20 мкг/мкл. При помощи 
двойного стереотаксического манипулятора Stoelting 
(США) в правый стриатум (координаты по атласу 
Paxinos AP=1,5; L=2,5; V=4,8) вводили микрошпри-
цем 5 мкл раствора L-AA, а в противоположное полу-
шарие – PBS в таком же объеме. Для премедикации 
применяли атропин (ООО ГНЦЛС, Украина) в дозе 
0,04 мг/кг подкожно. Для анестезии животным вво-
дили золетил 100 (Virbac, Франция) в дозе 3 мг/100 г 
и ксиланит (ООО «НИТА-Фарм», Россия) в дозе 3 мг/
кг внутримышечно. 

Иммуноморфологическое исследование. Животных 
разделили на две группы: первая группа (n=6) выво-
дилась из эксперимента через 72 часа (3 дня), вторая 
(n=5) – через 12 дней после операции. Первый срок со-
ответствует периоду наибольшей пролиферации астро-
цитов (начало первой недели) при повреждающем воз-
действии, тогда как к концу второй недели глиальный 
рубец уже сформирован и пролиферация астроглии за-
медляется. Крыс декапитировали гильотиной, их мозг 
фиксировали 24 часа в 10% нейтральном формалине 
(HistoLine, Россия), затем пропитывали 30% сахарозой, 
замораживали и раскладывали на фронтальные срезы 
толщиной 12 мкм на криостате Sakura Cryo 3 (Tissue 
Tek, США). Для демаскировки антигенов срезы нагре-
вали в пароварке, 12 минут в ЭДТА-буфере (EnVision 
Flex pH 9,0, Dako, Дания), далее их промывали в PBS с 
0,1% Triton X-100 (Sigma, Германия) и инкубировали 18 

The astrocyte loss was replenished by proliferation and migration of newly formed immature astrocytes, 
and a glial scar formed on day 12 after the surgery.
Conclusion. L-AA administration, which causes the death of striatum astrocytes in the injection area, can 
serve as a convenient model for studying reactive changes in astroglia and astrocytic dysfunction while 
revealing the pathogenetic patterns of neurodegenerative processes.
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часов с первичными антителами. Использовали кроли-
чьи или мышиные антитела к белкам астроцитов [18]: 
глиофиб риллярному белку (GFAP, клон G-A-5, Sigma, 
Германия), глутаминсинтетазе (GS, G2781, Sigma, 
Германия), виментину (Vim, клон V9, Dako, Дания), 
к специфическому белку микроглии IBA1 (ERP16589, 
Abcam, Великобритания), нейрональному ядерному 
белку NeuN (ERP12763, Abcam, Великобритания), к 
маркеру олигодендроглии – циклонуклеотидфосфа-
тазе (CNP, CL2871, Sigma, Германия), а также к Ki67 
(PA5-19462, Dako, Дания) для локализации делящихся 
клеток [18]. Для выявления связывания антител срезы 
инкубировали 4 часа с соответствующими вторичными 
антителами (Sigma, Германия), конъюгированными с 
флуорохромами CF488 или CF555. Ядра докрашивали 
диамидинофенилиндолом (DAPI, Sigma, Германия) 
и заключали срезы в среду FluoroShield (Sigma, Гер-
мания).

Морфометрия и статистическая обработка. Пре-
параты исследовали под микроскопом Eclipse Ni-u 
(Nikon, Япония), оснащенном цифровой камерой Nikon 
DS-Qi (Япония). Морфометрический анализ проводи-
ли на 10–16 срезах, взятых через 48 мкм, от каждого 
животного, в области следа от инъекционной иглы. Ис-
следовали не менее 25 полей зрения при увеличении 
объектива ×20, на удалении не более 800 мкм от трека 
иглы, не захватывая зону механического повреждения 
ткани в области трека. Число клеток выражали в еди-
ницах на 0,1 мм2. GFAP+ астроциты выделяли на изо-
бражениях по пороговому значению яркости и оцени-
вали занимаемый ими процент от площади поля зрения. 
Интенсивность окрашивания на GS оценивали на изо-
бражениях (цветовое разрешение – 8 бит, 256 градаций 
серого) по средней яркости поля зрения. Измерения 
проводили при одинаковых настройках микроскопа 
и камеры.

Для статистической обработки применяли програм-
му GraphPad Prism 7.0, данные по каждому животному 
усредняли и вычисляли медиану, верхний и нижний 
квартили или, при соответствии нормальному рас-
пределению (по результатам теста Шапиро–Уилка), – 
среднее и среднеквадратичное отклонение M±SD. Для 
сравнения экспериментальных групп использовали не-
параметрический тест Краскела–Уоллиса, а для срав-
нения изменений при введении PBS и L-AA в левый 
и правый стриатум – непараметрический тест Вилкок-
сона (для связанных выборок).

Результаты
После введения крысам L-AA в их стриатуме че-

рез 72 часа обнаруживали зону сниженной GFAP-
реактивности вокруг трека иглы (рис. 1). В нижней части 
ширина этой зоны составляла в среднем 1038±84 мкм. 
В области введения L-AA тела астроцитов не выявля-
лись или обнаруживались отдельные клетки со снижен-
ной GFAP-реактивностью, имевшие деформированные 
отростки. В противоположном полушарии (введение 

PBS) трек иглы был окружен валом гипертрофирован-
ных GFAP+ астроцитов (рис. 1 и 2), а площадь, занима-
емая ими, оказалась значимо выше, чем при введении 
L-AA (p=0,031). Наряду с этим отметили и значимое 
снижение (p=0,016) интенсивности окрашивания на 
глутаминсинтетазу (GS) (рис. 3), которую на стороне 
введения PBS обнаруживали в отростках GFAP+ астро-
цитов, а в области введения L-AA ее находили пре-
имущественно в GFAP-негативных клетках округлой 
формы. При выявлении IBA1 как в области введения 
L-AA, так и на противоположной стороне вокруг трека 
иглы наблюдали скопление макрофагов (рис. 1), а на 
удалении от области повреждения определяли активи-
рованную, гипертрофированную микроглию, лишен-
ную тонких отростков. Плотность ее распределения 
в области введения L-AA составила 93,3±12,5 клет-
ки на 0,1 мм2 и значимо не менялась по сравнению с 
областью введения PBS – 90,9±6,4 клетки на 0,1 мм2. 
При выявлении олигодендроглии (с помощью антител 
к CNP) изменения локализации и интенсивности окра-
шивания не обнаружили (рис. 1). Плотность нейронов 
в стриатуме через 72 часа после введения PBS соста-
вила 68,3±2,7 клетки на 0,1 мм2 и значимо не менялась 
на стороне введения L-AA. 

На 12-й день после операции плотность нейронов 
по сравнению с контролем значимо не менялась, а 
IBA1+ макрофаги по-прежнему обнаруживались вблизи 
трека иглы. Площадь, занимаемая GFAP+ астроцитами, 
значимо возрастала на 12-й день в обоих полушариях 
(Краскел–Уоллис ANOVA H=16,3, p=0,001; апостериор-
ный тест Данна), а различия между ними на 12-й день 
нивелировались за счет сформированного отростками 
астроцитов глиального рубца (рис. 2). 

Снижение окрашивания на GFAP и гибель астро-
цитов при введении L-AA в стриатум отмечали только 
на раннем сроке после введения L-AA, а к 12-му дню 
погибшие клетки замещались вновь образованными 
и мигрировавшими к области повреждения астроци-
тами. Исследование пролиферативной активности 
и локализации виментина – маркера незрелой астро-
глии на 3-й день после введения L-AA показало, что 
трек иглы через 72 часа после операции был окружен 
Vim+ клетками как в области введения L-AA, так и PBS 
(из подсчета исключали Vim+ эндотелиоциты). Однако 
на стороне введения L-AA плотность клеток, содержа-
щих виментин, была значимо меньше (p=0,016), а сами 
клетки не имели разветвленных отростков по срав-
нению с клетками на стороне введения PBS (рис. 3). 
На 3-й день после операции вблизи области введения 
L-AA обнаруживали многочисленные Ki67+ ядра, при-
надлежащие как GFAP+ астроцитам на границе области 
повреждения, так и клеткам, не содержавшим GFAP 
(рис. 3). На стороне введения PBS плотность Ki67+ ядер 
была значимо меньше (p=0,016) по сравнению со сто-
роной введения L-AA. К 12-му дню пролиферативная 
активность снижалась и в области повреждения вы-
являли лишь единичные Ki67+ клетки. 
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Рис. 1. Изменения глиальных популяций через 72 часа после введения L-AA в стриатум. 
 A, B – образование GFAP-негативной зоны вокруг области введения. ×10. C, D – активация микроглии  

(выявление IBA1) ×10. E, F – отсутствие изменений локализации и экспрессии CNP, ×4.  
Введение PBS – A, C, E, введение L-AA – B, D, F

Fig. 1. The glial population changes 72 h after intrastriatal L-AA injection.
 A, B – GFAP-negative zone formation adjacent to the injection area,  ×10. C, D – microglia activation (IBA1 staining), ×10.  

E, F – no changes in the CNP localization and expression, ×4. PBS administration – A, C, E, L-AA administration – B, D, F
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Рис. 2.  Изменения иммунореактивности к GFAP и плотности нейронов в стриатуме на 3-й и 12-й день после введения L-AA. 
 A – площадь, занимаемая GFAP-позитивными отростками астроцитов, в % от поля зрения. B – плотность нейронов 

(NeuN позитивных клеток). C, D, E – выявление астроцитов (GFAP, красным) и нейронов (NeuN, зеленым).  
C – 3 дня, введение PBS, D – 3 дня, введение L-AA, E – 12 дней, введение L-AA. ×20. Масштабный отрезок – 100 мкм. 
Данные в виде Me (HQ; LQ).

 * p<0,05, по сравнению с противоположным полушарием, тест Вилкоксона
Fig. 2.  Changes in GFAP immunoreactivity and neuronal density in the striatum on days 3 and 12 after L-AA intrastriatal injection.
 A – the area occupied by GFAP-positive processes of astrocytes, in % from the field of view. B – the neuron density 

(NeuN positive cells). C, D, E – detection of astrocytes (GFAP, red) and neurons (NeuN, green).
 C – 3 days after PBS administration, D – 3 days after L-AA administration, E – 12 days after L-AA administration. ×20.  

The scale bar is 100 microns. Data presented as Me (HQ; LQ).
  *  p<0.05, compared to the contralateral hemisphere, Wilcoxon test
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Рис. 3. Реактивные изменения астроглии при введении L-AA в стриатум (72 часа). 
 A–C – экспрессия виментина и число Vim-позитивных клеток в области повреждения (Vim – красным, ядра докрашены 

DAPI). D–F – пролиферативная активность (плотность Ki67-позитивных клеток) в краевой зоне вблизи области введения 
L-AA (GFAP – зеленым, Ki67 – красным). G–I – локализация и интенсивность окрашивания на глутаминсинтетазу  
(GS – зеленым, GFAP – красным, ядра докрашены DAPI). Введение PBS – B, E, H; введение L-AA – C, F, I. ×40.  
Масштабный отрезок – 50 мкм, одинаковый для всех изображений. 

 *  p<0,05, по сравнению с противоположным полушарием, тест Вилкоксона. Данные в виде Me (HQ; LQ), точки – 
средние по животным

Fig. 3. Reactive changes in astroglia after L-AA intrastriatal injection (72 hours). 
 A–C – vimentin localization and the number of Vim-positive cells in the lesion area (Vim – red, the nuclei are counterstained 

with DAPI). D–F – proliferative activity (Ki67-positive cell density) in the marginal zone near the L-AA injection site  
(GFAP – green, Ki67 – red).  G–I – localization and intensity of glutamine synthetase staining (GS – green, GFAP – red,  
DAPI – colored nuclei).  PBS administration side – B, E, H, L-AA administration side – C, F, I. ×40.  
The scale bar – 50 microns, the same for all images. 

 * p<0.05, compared to the contralateral hemisphere, Wilcoxon test. Data presented as Me (HQ; LQ), dots – the means for each 
animal
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Обсуждение
Стереотаксическая инъекция L-AA в стриатум вы-

зывала локальное повреждение зрелых астроцитов 
в широкой зоне вокруг области введения, но не вли-
яла на плотность микроглии и олигодендроглии, что 
согласуется с результатами, полученными как in vitro, 
так и in vivo, другими авторами [6–9]. Обнаруженное 
снижение иммуноокрашивания на GS дополняет дан-
ные [7, 19] о влиянии L-AA на активность GS и свиде-
тельствует о нарушении обмена глутамата, что может 
вести к увеличению его концентрации в области по-
вреждения и усилению токсического действия L-AA. 
Ранее было показано, что L-AA уменьшает захват глу-
тамата и повышает его внеклеточный уровень [3], и, 
хотя гибель нейронов стриатума мы не выявили, можно 
предположить, что более высокие концентрации L-AA 
могут провоцировать эксайтотоксические реакции 
и вызывать вторичное повреждение нейронов, что было 
показано для нейронов мозжечка и гиппокампа [1, 4]. 

Активация астроглии вокруг зоны поражения, вы-
зываемая механическим повреждением ткани при 
инъекции и провоспалительным ответом микроглии, 
со временем приводила к замещению астроцитов, по-
гибших под действием L-AA. В нашем эксперимен-
те введение L-AA не меняло плотность макрофагов 
и IBA1-позитивной микроглии по сравнению с конт-
ролем – областью повреждения ткани без введения 
токсина, что отличается от данных литературы о сни-
жении реактивности микроглии при введении L-AA 
на моделях болезни Паркинсона [15, 20] и демиели-
низации. По-видимому, отсутствие влияния L-AA на 
реакцию микроглии в нашем эксперименте в отличие от 
моделирования нейродегенерации [15, 20] объясняется 
особенностями механизмов активации микроглии при 
механическом повреждении.

Пролиферативная активность астроцитов и нали-
чие Vim+ клеток в области введения L-AA уже через 
72 часа показывает, что L-AA существенно не влия-
ет на незрелую астроглию, мигрирующую к области 
введения глиального токсина и замещающую повреж-
денные астроциты. Помимо делящихся in situ астро-
цитов в формировании глиального рубца, по данным 
литературы [21], участвуют и предшественники, ми-
грирующие из субвентрикулярной пролиферативной 
зоны. Большее количество Vim+ глии, выявляемое 
при введении PBS, по сравнению с введением L-AA, 
вероятно, связано с экспрессией виментина зрелыми 
реактивными GFAP+ астроцитами, тогда как в области 
введения L-AA обнаруживаются преимущественно 
незрелые Vim+/GFAP– астроциты, что подтверждает-
ся их морфологией и отсутствием экспрессии GFAP. 
Поскольку уровень экспрессии GFAP астроцитами за-
висит от их функционального состояния, и GFAP не 
может считаться универсальным маркером астроглии, 
использование GS как дополнительного астроцитарно-
го маркера [22] в настоящем исследовании позволяет 
подтвердить токсическое действие L-AA на астроциты, 

а не только снижение экспрессии GFAP. Вместе с тем, 
обнаруживаемые в области повреждения округлые GS+ 

клетки также могут относиться как к незрелым астро-
цитам, так и, возможно, к олигодендроглии, что опи-
сано в литературе [22].

Таким образом, проведенное исследование пока-
зало, что интрацеребральное введение L-AA необхо-
димо рассматривать с учетом активации астроцитов 
при механическом повреждении ткани и динамиче-
ской реакции астроглии в ответ на действие токси-
на. В целом, действие L-AA как глиального токсина 
в эксперименте можно охарактеризовать как модель 
глиальной дисфункции, сочетающей повреждение 
и активацию астроцитов, но не полное «отключение» 
функций астроглии. Поскольку при нейродегенератив-
ных заболеваниях наблюдается сочетание повреждения 
астроцитов и глиоза [23, 24], использование L-AA в экс-
перименте в качестве модели глиальной дисфункции 
представляется обоснованным. 

Заключение
Однократное введение L-AA в стриатум крыс вы-

зывает быстрое избирательное повреждение и гибель 
зрелых GFAP-позитивных астроцитов, но не затраги-
вает олигодендроглию и нейроны и не влияет на вы-
раженность реакции микроглии. К 12-му дню после 
введения L-AA погибшие астроциты замещаются за 
счет пролиферации и миграции незрелых астроцитов, 
и в области повреждения формируется глиальный ру-
бец. Таким образом, интрацеребральное введение L-AA 
можно охарактеризовать как перспективную модель 
для воспроизведения астроцитарной дисфункции, со-
четающей и повреждение, и реактивные изменения 
астроглии.
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