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В настоящее время накоплено множество фактов, 
подтверждающих участие альфа-синуклеина (α-Syn) 
в патогенезе нейродегенеративных заболеваний, в пер-
вую очередь болезни Паркинсона (БП) [3, 9]. Пред-
полагается, что прионоподобное распространение 
патологических форм α-Syn в нервной системе по меж-
нейрональным связям приводит к последовательному 
повреждению и дегенерации вначале структур перифе-
рической, а затем и центральной нервной системы [7]. 
Однако причины повышенной уязвимости нейронов 
черной субстанции (ЧС) остаются невыясненными. 

Альфа-синуклеин, по-видимому, связан с синап-
тической передачей, так как он взаимодействует с си-
наптическими везикулами, участвует в аксональном 
транспорте и регуляции функциональной активности 
митохондрий [9, 34]. В нервной ткани содержится до 
1% α-Syn в цитозольном белке, вырабатывается он пре-
имущественно в нейронах и, вероятно, в олигоденд-
роглиоцитах на разных стадиях дифференцировки, а 
кроме того α-Syn обнаруживается в гемоцитобластах 
и форменных элементах крови [12, 22, 35]. В клетке 
α-Syn находится в динамическом равновесии между 
свободной и мембраносвязанной формами. При пато-
логии конформационные изменения α-Syn приводят 

к образованию различных олигомерных форм белка, 
которые отличаются размерами, формой и проявле-
нием токсических свойств [13]. Олигомеры способны 
образовывать фибриллярные структуры, которые при 
агрегации в нейронах формируют нерастворимые бел-
ковые включения – тельца Леви. Тем не менее оста-
ется неясным, является ли формирование нераство-
римых внутриклеточных агрегатов α-Syn побочной 
реакцией при нейродегенеративном процессе, прояв-
лением нейропротекции или повреждающим клетку 
фактором [22]. Морфогенез телец Леви не выяснен 
полностью, а локализация α-Syn в нервной системе 
в условиях нормы требует уточнения, поскольку от-
мечаются расхождения в результатах, получаемых на 
разных видах животных и с разными клонами анти-
тел [14, 19, 38]. Для практических целей перспективны 
исследования, направленные на выявление α-Syn в ка-
честве биомаркера, что необходимо для совершенство-
вания патоморфологической диагностики БП, в том 
числе прижизненной, на ранних стадиях заболевания. 

Цель исследования – охарактеризовать распределе-
ние альфа-синуклеина в структурах нервной системы 
в норме, его патологическую агрегацию при модели-
ровании паркинсонизма и при болезни Паркинсона.
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Цель исследования – иммуногистохимически охарактеризовать распределение альфа-синуклеина 
в структурах нервной системы интактных животных, в эксперименте и при болезни Паркинсона (БП). 
У интактных крыс Вистар α-Syn локализовался в синаптических окончаниях разных медиаторных 
систем, а в телах нейронов – преимущественно в области ядер ствола и в среднем мозге, которые 
наиболее подвержены нейродегенерации при БП. Обнаружена различная локализация α-Syn и его 
фосфорилированной по серину-129 формы в зависимости от клона используемых антител. На ро-
теноновой модели паркинсонизма, а также на аутопсийном и биопсийном материале, взятом у лиц 
с БП, показано накопление фосфорилированного α-Syn по мере развития дегенеративного процесса. 
Охарактеризовано несколько типов агрегатов α-Syn, отражающих этапы созревания и формирования 
многослойной структры телец Леви при болезни Паркинсона. 
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материалы и методы
Локализацию α-Syn исследовали у интактных крыс 

Вистар в головном, спинном мозге и периферической 
нервной системе. Кроме того, исследовали локализа-
цию α-Syn в стриатуме крыс при повреждении дофа-
миновых нейронов черной субстанции, через 4 недели 
после одностороннего стереотаксического введения 
6 мкг 6-гидроксидофамина гидрохлорида (6-OHDA, 
Sigma-Aldrich, Германия) в 3 мкл 0,05% раствора аскор-
биновой кислоты. Локализацию α-Syn в обонятельных 
луковицах крыс оценивали также на модели с интра-
назальным введением ротенона, который растворяли 
в диметилсульфоксиде, из расчета 2,5 мг/кг, и вводили 
его животным 2 недели, с интервалом через день. На 
аутопсийном мозге лиц с БП (материал получали из ла-
боратории патологической анатомии Научного центра 
неврологии и исследовали его с разрешения локального 
этического комитета) выявляли тельца и нейриты Леви 
в ЧС. Биопсийные образцы слюнных желез брали у 
пациентов с БП и у неврологически здоровых людей, 
оценивая тельца и нейриты Леви в периферических 
нервных волокнах (биоптаты брали сотрудники МО-
НИКИ им. М.Ф. Владимирского у пациентов, дававших 
письменное согласие на проведение биопсии). Биоп-
сийные образцы фиксировали в растворе формалина 
и готовили замороженные либо парафиновые срезы, 
которые для демаскировки антигенов обрабатывали 
или муравьиной кислотой, или цитратным буфером 
(pH=6,0) в микроволновой печи. Общий α-Syn выяв-
ляли с помощью поликлональных антитела кролика к 
C-концевому фрагменту белка (Sigma-Aldrich, S3062, 
Германия). Фосфорилированный по остатку серина 
129 α-Syn (α-Syn-p129) выявляли моноклональными 
антителами разных производителей: Biolegend (клон 
PSyn/81A, США), Wako (PSyn #64, Япония), Abcam 
(EP1536Y, США). Кроме того, иммуногистохимически 
выявляли астроцитарную глию (GFAP), синаптические 
структуры (синаптофизин), белки нейрофиламентов 
и лектин IB4 для исследования микроглии и перифе-
рических нейронов. Реакцию связывания антител опре-
деляли при помощи меченных флуорохромов CF448 
или СF555, соответствующих вторичных антител 
(Sigma-Aldrich, Германия) или пероксидазным методом 
(набор Sigma-Aldrich EXTRA3KIT, Германия, набор 
ThermoFisher UltraVison, США). Препараты исследова-
ли и документировали под микроскопом Nikon Eclipse 
Ni-u (Япония), оснащенным цифровой фотокамерой 
Nikon Ds-Qi1 и программами анализа изображений. 

результаты и обсуждение

Распределение α-Syn в головном и спинном мозге
Иммуногистохимически α-Syn определяли во всех 

отделах мозга интактных животных, но больше всего 
его находили в слое IV коры головного мозга, обоня-
тельных бугорках и пириформной коре (слой I), гип-
покампе (мшистые волокна зубчатой фасции), обоня-

тельных луковицах (гломерулярный слой), переднем 
обонятельном ядре, амигдалярном комплексе, дор-
сальных ядрах таламуса, ретикулярной части черной 
субстанции (рис. 1 А) и в гранулярном и молекуляр-
ном слоях коры мозжечка. В стволовом отделе мозга 
α-Syn выявляли в парабрахиальном ядре, голубом пят-
не, дорсальном комплексе ядер вагуса. Пресинаптиче-
ская локализация α-Syn подтверждалась совместным 
окрашиванием с синаптофизином (рис. 1 Б). 

В результате обнаружили, что α-Syn лишь отчасти 
связан с дофаминергическими структурами и его высо-
кое содержание наблюдается как в глутаматергических, 
так и ГАМК-ергических окончаниях, что совпадает с 
данными других авторов [35]. Указанное распределе-
ние α-Syn в нейрохимически разных структурах мозга 
было установлено нами при одностороннем разруше-
нии дофаминовых нейронов ЧС мозга крыс нейро-
токсином 6-гидроксидофамином, который не снижал 
значительно интенсивность иммуноокрашивания на 
α-Syn в стриатуме [2]. 

У интактных животных наряду с пресинаптической 
локализацией α-Syn выявляли и в соме нейронов, в ос-
новном в дофаминергических или норадренергических 
структурах, которые соответствуют предполагаемым 
путям распространения патологических форм α-Syn при 
БП [7]: дорсальное двигательное ядро блуждающего 
нерва, голубое пятно, компактная часть черной субстан-
ции, вентральное поле покрышки, а также обонятельные 
сенсорные нейроны, перигломерулярные нейроны обо-
нятельных луковиц и ядер гипоталамуса, что сопоста-
вимо с результатами других авторов [14, 19, 23]. Вместе 
с тем в ядрах нейронов α-Syn мы не находили. Следует 
отметить локализацию α-Syn в сенсорных структурах, 
что может иметь значение в патогенезе недвигательных 
симптомов, наблюдаемых при БП, – помимо обонятель-
ного эпителия он обнаруживался в ганглиозных клетках 
сетчатки и на синапсах внешних реснитчатых клеток 
внутреннего уха, что показали и другие исследователи 
[5, 33]. Кроме того, мы обнаружили цитоплазматическое 
окрашивание чувствительных нейронов спинального 
ганглия и их окончаний в области дорсальных рогов 
спинного мозга. На срезах спинного мозга при совмест-
ном выявлении α-Syn и непептидергических нейронов 
(окрашивание лектином IB4) области их локализации 
перекрывались незначительно. Согласно нашим резуль-
татам, α-Syn в спинальном ганглии в основном локали-
зовался в клетках, которые не окрашиваются лектином 
IB4 и в литературе [8] характеризуются как пептидерги-
ческие ноцицептивные нейроны, дающие проекции во 
внешнюю часть пластины II и первую пластину Рекседа 
в дорсальных рогах спинного мозга. 

Очевидно, обнаруживаемая у интактных животных 
высокая экспрессия α-Syn в структурах мозга, входя-
щих в предполагаемый путь распространения патоло-
гических форм белка [7], повышает их уязвимость при 
патологическом процессе и вероятность формирования 
агрегатов α-Syn. 
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Рис. 1. Выявление альфа-синуклеина (a-Syn) в норме, при моделируемом паркинсонизме и болезни Паркинсона.
А – распределение а-Syn в структурах мозга крысы, на уровне черной субстанции.  

Фронтальный срез, правое полушарие. Иммунопероксидазная реакция. ×0,75
Б – пресинаптическая локализация а-Syn в гиппокампе крысы (×4). На вставке представлен фрагмент зубчатой фасции. 

Обозначения: локализация синаптофизина (SP) – красным, локализация а-Syn – зеленым, ядра клеток (окрашены DAPI) – синим
В – цитоплазматическая локализация фосфорилированного а-Syn в нейронах спинального ганглия (антитела pSyn81/A) 

интактной крысы, указано стрелками. Обозначения: красным – лектин IB4, зеленым – а-Syn. ×10
Г – накопление фосфорилированного а-Syn (указано стрелками) в нейронах митрального слоя обонятельных луковиц мозга 

крысы после интраназального введения ротенона.  
Обозначения: красным –- фосфорилированный а-Syn, зеленым – GFAP, астроглия. ×4

Д – черная субстанция мозга человека, концентрическая структура телец Леви.  
Обозначения: красным – нейрофиламенты, зеленым – альфа-синуклеин. ×100

Е – выявление нервного волокна, содержащего фосфорилированный а-Syn, в биопсийном материале слюнной железы пациента 
с болезнью Паркинсона. Обозначения: красным – фосфорилированный а-Syn, синим – окрашивание DAPI. ×40
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Локализация фосфорилированной формы α-Syn 
в норме

Фосфорилированный по серину α-Syn (α-Syn-p129) 
обнаруживается в тельцах Леви и служит маркером 
патологической агрегации белка [20, 26]. При этом ис-
следования распределения и локализации α-Syn-p129 
в периферической нервной системе (ПНС) у пациен-
тов с БП показывают противоречивые результаты [10, 
18, 29], демонстрируя различную чувствительность 
и специфичность, что связано как с особенностями 
постановки иммуногистохимической реакции, так и с 
различиями клонов антител, использованных в этих 
работах. Кроме того, фосфорилирование α-Syn, по-
видимому, важно для взаимодействия белка с мембра-
нами [6, 24] и происходит также и в норме. 

В связи с тем, что локализация α-Syn-p129 в нор-
ме требует уточнения, а используемые антитела могут 
влиять на результаты диагностического исследования, 
мы провели анализ выявления α-Syn-p129 с помощью 
моноклональных антител, относящихся к разным 
клонам, в спинальном ганглии и спинном мозге крыс. 
Обнаружилось, что разные антитела к α-Syn-p129 де-
монстрировали сходную, но не однотипную реакцию 
связывания. Локализацию, наиболее соответствующую 
реакции на общий α-Syn, наблюдали с антителами 
EP1536Y. Тем не менее у части нейронов спинального 
ганглия антитела к EP1536Y и P-syn#64 связывались 
с клеточными ядрами. Антитела P-syn/81A выявляли 
α-Syn-p129 в соме нейронов спинального ганглия (рис. 
1 В). Упомянутые антитела избирательно связывались 
с популяцией IB4-негативных нейронов, а кроме того 
было отмечено их связывание с периферическими 
GFAP-негативными глиальными клетками в спиналь-
ном ганглии. Вслед за другими авторами [25, 34, 38] 
мы можем предположить, что различия в локализации 
белка с антителами разных клонов могут быть связаны 
с изменением конформации α-Syn, что приводит к не-
доступности для антител определенных эпитопов белка 
и отражает внутриклеточную динамику фосфорилиро-
ванного и нефосфорилированного α-Syn, а также его 
взаимодействия с другими белками. 

В то же время неоднозначность результатов, по-
лученных при окрашивании разными антителами к 
фосфорилированному α-Syn, может указывать на их 
неспецифическое связывание, в том числе с другими 
белками этого семейства, а локализация фосфорили-
рованного α-Syn в структрах ПНС в норме и при пато-
логии требует дальнейшего анализа, особенно в свете 
обсуждаемой перспективы использования фосфорили-
рованного α-Syn как биомаркера БП [4, 21, 39].

Патологическая агрегация α-Syn в эксперименте 
и при болезни Паркинсона

Для оценки возможности выявления и особенностей 
агрегации α-Syn при моделировании БП нами было 
проведено интранзальное введение ротенона крысам. 
Ротенон – ингибитор митохондриального дыхания, 

используемый как пестицид, вызывает окислитель-
ный стресс, нарушает синтез и сборку белков цито-
скелета, репликацию ДНК и везикулярный транспорт 
медиаторов [32, 37]. В головном мозге он оказывает 
наибольшее воздействие на дофаминовые нейроны. 
Это, вероятно, способствует образованию токсичных 
продуктов неферментативного окисления дофамина, 
которые могут приводить к дисфункции убиквитин-
протеасомной системы и патологической агрегации 
α-Syn [32], что, впрочем, подтверждают работы о на-
коплении α-Syn нейронами черной субстанции под дей-
ствием ротенона [40]. Предполагается, что одним из 
основных патогенетических механизмов БП является 
распространение патологических форм α-Syn в перед-
ний мозг через периферический отдел обонятельного 
анализатора, а распространение патологических форм 
в ствол мозга через блуждающий нерв происходит из 
кишечника [36]. В то же время работы об изменениях 
в обонятельных структурах под влиянием ротенона 
противоречивы [27, 30]. В нашем исследовании у жи-
вотных, получавших ротенон интраназально, по срав-
нению с контролем статистически значимо снижалась 
плотность перигломерулярных дофаминовых нейронов 
(на 45%) и увеличивалась плотность микроглии (на 
16%). При выявлении α-Syn-p129 в группе контроля 
обонятельные гломерулы окрашивались слабо, а под 
действием ротенона окрашивание увеличивалось. При 
этом локализация фосфорилированного синуклеина не 
только соответствовала распределению общего α-Syn, 
но и обнаруживалась в телах клеток митрального слоя 
обонятельных луковиц (рис. 1 Г), а число клеток ми-
трального слоя не менялось. Важно, что общий α-Syn 
не находили в соме митральных нейронов контрольной 
группы, что свидетельствует об изменении его локали-
зации в клетке при фосфорилировании. Выявленное 
нами накопление фосфорилированной формы белка 
в митральных клетках согласуется с результатами, по-
лученными на мышах с мутантным геном α-Syn [36], 
и с работой, выполненной методами электрофизиоло-
гии [30], о дисфункции митральных клеток при вве-
дении ротенона. Обнаружени накопления фосфори-
лированного α-Syn в митральном слое подтверждает 
предположение об участии связей обонятельного ана-
лизатора в распространении патологических форм бел-
ка, так как аксоны митральных нейронов проецируются 
в пириформную кору и переднее обонятельное ядро, а 
эти структуры, в свою очередь, имеют многочисленные 
связи со структурами переднего мозга, в которых по-
казано накопление телец Леви при БП. 

Тельца Леви в эксперименте мы не наблюдали, что 
может объясняться длительностью их формирования 
у человека, поэтому для уточнения особенностей их 
морфологии был использован аутопсийный материал 
мозга человека. При исследовании локализации обще-
го и фосфорилированного α-Syn в ЧС аутопсийного 
мозга людей, не имевших неврологической патологии 
в анамнезе (контрольная группа), тельца Леви находи-
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ли исключительно у лиц старческого возраста, старше 
75 лет (в трех из десяти исследованных случаев) [1]. 
В аутопсийном мозге людей с БП стадия 3 по шкале 
Хен–Яра – женщина 47 лет (смешанная форма), муж-
чины 59 лет (дрожательно-ригидная форма) и 70 лет 
(смешанная форма) – тельца Леви находили в ЧС во 
всех случаях [1], причем плотность их распределения, 
количество в нейронах и их размеры были больше, чем 
в контроле. Кроме того, в телах и отростках нейронов 
обнаруживали округлые α-Syn-позитивные включения 
(или агрегаты) и вытянутые, деформированные нейри-
ты Леви, которые давали иммунопозитивное окраши-
вание со всеми использованными в работе антитела-
ми к α-Syn-p129. Площадь одного α-Syn-позитивного 
включения составляла в среднем 56,7±2,8 мкм2. В зави-
симости от размеров, формы и локализации агрегатов 
их разделили с помощью кластерного анализа на три 
типа [1]: тип 1 – мелкие образования, тип 2 – крупные 
и округлые образования, определяемые как в телах, 
так и в отростках нейронов, сюда же отнесли и вы-
тянутые нейриты Леви, и тип 3 – переходные формы, 
локализовавшиеся в отростках нейронов. В агрегатах 
типа 1 и типа 2 (46% случаев из 422 исследованных 
включений) наружный слой имел вид кольца и интен-
сивно окрашивался на α-Syn, а центральная их часть 
на α-Syn окрашивалась слабо (рис. 1 Д). В агрегатах 
типа 3 кольцевидное окрашивание на α-Syn выявили 
лишь в 17,5% случаев, а бóльшая их часть окрашива-
лась равномерно. По-видимому, уплотнение диффуз-
ных белковых агрегатов («бледных телец») со време-
нем приводит к формированию телец Леви со слоистой 
структурой [16, 17]. Снижение окрашивания на α-Syn 
в центральной части свидетельствует о «созревании» 
белковых включений и может быть связано с убикви-
тинилированием и другими модификациями синукле-
ина или малой доступностью центральной части телец 
Леви для антител. 

Кроме того, в тельцах Леви обнаруживали и ней-
рофиламенты, причем их концентрическую локали-
зацию, сходную с локализацией α-Syn, выявили лишь 
в одной трети агрегатов. Сравнение интенсивности 
иммунофлуоресцентного окрашивания на α-Syn, бе-
лок нейрофиламентов и синаптофизин показало, что 
пик интенсивности окрашивания на нейрофиламенты 
смещен к центру телец Леви, а локализация синапто-
физина и α-Syn совпадает. 

Наличие внешнего слоя (гало) и ядра в тель-
цах Леви определяется при окрашивании эозином 
в световом микроскопе и электронномикроскопи-
чески [31]. По данным литературы, в тельцах Леви 
иммуногистохимичеcки обнаруживают не менее 
70 разных белков [31], в том числе убиквитин, синап-
тофизин и белки нейрофиламентов. Продемонстриро-
ванная слоистая организация α-Syn-позитивных вклю-
чений при БП подтверждается исследованиями других 
авторов [16]. В целом агрегация белков цитоскелета 
и синаптофизина при БП, очевидно, связана с наруше-

ниями структуры аксонов и везикулярного транспорта 
в нейронах ЧС [28].

Возможности прижизненной патоморфологической 
диагностики БП

Выявление ранних симптомов БП, основанное на 
оценке накопления α-Syn в вегетативных нервных во-
локнах, представляется весьма перспективным для 
клинической диагностики, поскольку вегетативные 
нарушения часто предшествуют появлению двига-
тельных расстройств при БП [3, 11]. Раннее выявле-
ние α-Syn у пациентов с экстрапирамидной патологией 
важно для дифференциальной диагностики БП с дру-
гими нейродегенеративными заболеваниями и может 
принципиально влиять на тактику лечения и прогноз 
болезни [3]. Работы по прижизненному обнаружению 
агрегатов α-Syn в структурах периферической нервной 
системы и оценке его диагностического значения ве-
дутся разными группами исследователей на биопсий-
ных образцах толстой кишки, кожи, слюнных желез 
[4, 21, 39]. В настоящем исследовании в связи с малой 
инвазивностью проводимой операции использовали 
биопсийный материал подъязычной слюнной железы, 
который брали у пациентов с БП и у лиц контрольной 
группы (неврологически здоровых). Обнаружено, что 
нефосфорилированный α-Syn локализовался в крупных 
нервно-сосудистых пучках слюнной железы (рис. 1 Е) 
и в отдельных волокнах вокруг ацинусов железы. Сход-
ную локализацию имел и фосфорилированный α-Syn. 
У пациентов с БП в пяти случаях из восьми скопления 
α-Syn-p129 выявляли в нервных волокнах, содержащих 
тирозингидроксилазу. У двух пациентов в ранний пе-
риод заболевания (стадия 1 по Хен–Яру) α-Syn-p129 
не определялся. При этом у одного из неврологически 
здоровых пациентов α-Syn-p129 выявляли в двух сре-
зах из 25 (с минимальной частотой). Для уточнения 
значения выявления α-Syn у неврологически здоровых 
лиц требуются дальнейшие исследования. Так, уси-
ление фосфорилирования α-Syn при старении может 
быть причиной ложноположительных результатов [15], 
что согласуется с нашими данными, полученными при 
исследовании мозга людей старческого возраста. Ис-
ход исследования может зависеть и от специфичности 
используемых антител. В целом полученные данные 
демонстрируют накопление фосфорилированного 
α-синуклеина в периферических нервных окончаниях 
у пациентов с БП и свидетельствуют о возможности 
прижизненной оценки патологической агрегации α-Syn 
на биопсийном материале слюнных желез.

заключение
Обобщая представленные результаты, можно 

отметить, что α-синуклеин широко распространен 
в нервной системе, а его локализация не ограничива-
ется дофаминергическими структурами. Кроме того, 
полученные данные позволяют предположить, что   
особенностью дофаминергических структур, вовле-
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ченных в предполагаемый путь распространения па-
тологического α-синуклеина при болезни Паркинсона, 
является локализация этого белка или одной из его 
форм в перикарионе нейронов. Фосфорилирован-
ный α-синуклеин обнаруживается в нервной системе 
и в норме, но при болезни Паркинсона наблюдают-
ся его накопление, изменение локализации в клет-
ке и формирование агрегатов, что позволяет делать 
выводы о характере и особенностях течения нейро-
дегенеративного процесса. Агрегаты α-синуклеина 
в нейронах ЧС могут быть разделены на несколько 
типов, отражающих этапы их созревания и форми-
рования классических телец Леви с концентрической 
многослойной структурой. И тем не менее вопрос, 
свидетельствует ли наличие этих агрегатов у невроло-
гически здоровых людей о ранней стадии синуклеино-
патии или оно связано с физиологическим старением, 
остается открытым.
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ImmunohIstochemIcal localIzatIon of α-synucleIn  
In the neRvous system of Intact anImals, In PaRkInson’s dIsease 
and PaRkInsonIsm modelIng

D.N. Voronkov, V.N. Salkov, O.V. Salnikova, V.B. Sobolev, R.M. Khudoerkov
Research Сenter of Neurology, Moscow

The purpose of the study is to characterize immunohistochemically the distribution of alpha synuclein 
(α-Syn) in the structures of the nervous system of intact animals, in the experiment and in Parkinson’s disease 
(PD). In intact Wistar rats, α-Syn was localized in the synaptic terminals belonging to different mediatory 
systems and in the soma of neurons, predominantly in the nuclei of brain stem and midbrain, which are most 
susceptible to neurodegeneration in PD. We found that α-Syn and its serine-129 phosphorylated form were 
localized depending on the clone of antibodies used. Phosphorylated α-Syn accumulation was shown in the 
progression of the degenerative process in the rotenone model of parkinsonism, as well as in autopsies and 
biopsies from persons with PD. The types of aggregates of α-Syn that reflect the stages of maturation and 
the formation of the multilayered Lewy bodies in PD were described. 
Key words: α-synuclein, Parkinson’s disease, immunohistochemistry, Lewy bodies
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