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Выявление альфа-синуклеина в обонятельных луковицах 
мыши в онтогенезе in vivo и в органотипической культуре 
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Введение. Агрегация альфа-синуклеина (a-Syn) считается причиной нейродегенерации при болезни 
Паркинсона. Накопление и агрегация a-Syn в обонятельных луковицах (ОЛ) предположительно приво-
дят к нарушениям обоняния при паркинсонизме. Вместе с тем функция a-Syn и его локализация в ОЛ 
в норме требуют уточнения. 
Цель исследования – охарактеризовать распределение a-Syn в онтогенезе ОЛ и оценить адекватность 
культивирования эксплантатов ОЛ как модельной системы для изучения патогенеза болезни Паркинсона.
Материалы и методы. Исследовали обонятельные луковицы эмбрионов беспородных мышей на 17-й 
и 19-й день внутриутробного развития и у новорожденных мышей в возрасте 2 и 7 дней. Экспланты 
ОЛ мышей 17-го эмбрионального дня и 2-го постнатального дня культивировали 24 часа в роллерной 
установке. Иммуногистохимическим методом исследовали локализацию a-Syn, синаптофизина и тиро-
зингидроксилазы в обонятельных луковицах.
Результаты. Экспрессия a-Syn, синаптофизина и тирозингидроксилазы обнаруживалась в перифериче-
ских слоях обонятельных луковиц и менялась по мере их созревания, однако локализация этих белков 
совпадала лишь частично. На 2-й день постнатального развития a-Syn выявляли в телах и отростках 
нейронов митрального слоя и в обонятельных клубочках. К 7-му дню a-Syn выявлялся преимущественно 
в пресинаптических окончаниях в обонятельных клубочках. В органотипической культуре организация 
ОЛ соответствовала их нативной структуре.
Выводы. Экспрессия α-Syn в развивающихся ОЛ связана с формированием обонятельных клубочков 
и созреванием клеток митрального слоя, а его распределение в норме согласуется с особенностями во-
влечения обонятельных структур в нейродегенеративный процесс при болезни Паркинсона. Полученные 
данные демонстрируют возможность использования органотипических культур ОЛ для моделирования 
патологических процессов при болезни Паркинсона.
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Alpha-synuclein detection in olfactory mouse bulbs in ontogenesis in vivo  
and in the organotypic culture 
D.N. Voronkov, A.A. Lyzhin, M.R. Kapkaeva, R.M. Khudoerkov, L.G. Khaspekov 
Research Center of Neurology, Moscow, Russia

Introduction. Alpha-synuclein (a-Syn) aggregation is considered as a cause of neurodegeneration in Parkinson’s 
disease. Accumulation and aggregation of a-Sin in olfactory bulbs (OB) presumably leads to olfactory impairment 
in parkinsonism However, the function of a-Syn and its localization in intact OB require requires more detailed 
research. The aim of the study was to characterize distribution of a-Syn in developing OB, and to assess the 
adequacy of OB explants cultivation as a model system for studying the pathogenesis of Parkinson disease.
Materials and methods. Mice OB were studied on 17 and 19 embryonic days and in postanatal 2 and 7 days. 
Explants of OB on 17-th embryonic day and 2nd postnatal day were cultured for 24 hours in roller culture 
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Введение
Белок α-синуклеин (α-Syn), состоящий из 140 ами-

нокислот, относится к белкам неглобулярной конфор-
мации и не имеет выраженной вторичной структуры. 
Подобные белки участвуют в белок-белковых взаи-
модействиях, вследствие чего становятся структури-
рованными при связи с другими белками. В норме 
в центральной нервной системе α-Syn обнаруживается 
в нервных окончаниях и составляет около 1% общего 
белка головного мозга [1]. Вероятно, что в нейронах 
α-Syn связан с мембраной синаптических везикул, уча-
ствует в контроле их транспорта и вовлечен в регуля-
цию синаптической передачи, а также в синаптогенез 
и развитие сенсорных систем [2, 3]. Показана экспрес-
сия α-Syn разными популяциями нейронов, в том числе 
дофаминергическими, – наиболее уязвимыми при бо-
лезни Паркинсона (БП). Высокая экспрессия синуклеи-
на обнаруживается в содержащих тирозингидроксилазу 
нейронах дорсального моторного ядра вагуса, черной 
субстанции, обонятельных луковиц (ОЛ) [4–6].

Общепризнано, что одним из основных звеньев па-
тогенетического процесса при БП является накопление 
и агрегация в нейронах токсических фибриллярных 
форм α-Syn. Предполагают, что этот процесс иници-
ируется в периферических отделах нервной системы, 
в частности в структурах обонятельного анализатора, 
в том числе ОЛ, что может быть причиной нарушений 
обоняния, которые опережают появление двигательных 
симптомов у пациентов с БП и могут служить одним 
из ранних признаков заболевания [7]. 

Известно, что ОЛ наряду с черной субстанцией со-
держат дофаминергические нейроны, однако данные 
об их роли в патогенезе обонятельных нарушений не-
однозначны [8, 9]. Так, при аутопсийных исследованиях 

в ОЛ пациентов с БП обнаружены синуклеинпозитив-
ные патологические агрегаты и уменьшение размеров 
обонятельных клубочков (гломерул) [10, 11]. В экспе-
рименте интраназальное введение нейротоксических 
индукторов паркинсонизма вызывало накопление 
α-Syn, деструкцию и дисфункцию перигломерулярных 
дофаминовых нейронов в ОЛ и повреждение черной 
субстанции [12, 13]. В то же время разрушение черной 
субстанции у животных, согласно ряду авторов, приво-
дит к нарушению миграции дофаминовых нейронов, 
а их количество в ОЛ увеличивается [14, 15]. По дру-
гим данным, обонятельный дефицит при поврежде-
нии черной субстанции связан с повреждением нигро-
ольфакторных проекций и проявлением дисфункции 
митральных нейронов [16]. Имеются сообщения и об 
отсутствии обонятельных нарушений в эксперименте, 
в том числе на генетических моделях БП [17]. 

Таким образом, участие перигломерулярных дофа-
минергических нейронов и роль агрегации α-Syn в па-
тогенезе обонятельных нарушений при БП остаются 
неясными. Кроме того, локализация α-Syn в обонятель-
ных структурах и его функциональные свойства деталь-
но не исследованы. Следовательно, для дальнейшего 
выяснения механизмов патогенеза БП, опосредуемых 
агрегацией α-Syn, необходимо расширение представ-
лений о его распределении в центральной нервной 
системе, а также о роли в онтогенезе и формировании 
синапсов. В связи с этим актуальна разработка новых 
экспериментальных моделей, одной из которых может 
быть органотипическая культура ткани ОЛ, позволя-
ющая в контролируемых условиях и в сопоставлении 
с данными in vivo исследовать отдельные популяции 
нейронов, используя преимущества тканевой культуры 
как модельной системы. Несмотря на то, что разные 

apparatus. Localization of a-Syn, synaptophysin and tyrosine hydroxylase were studied by immunohistochemical 
method.
Results. Expression of a-Syn, synaptophysine and tyrosine hydroxylase was found in the peripheral layers of 
olfactory bulbs and changed under development, however, the localization of these proteins coincided only 
partially. On day 2 of postnatal development, a-Syn was detected in the bodies and processes of neurons in the 
mitral layer and in the olfactory glomeruli. At day 7, a-Syn was detected predominantly in the presynaptic endings 
in the olfactory glomeruli. In organotypic culture, the organization of OB corresponded to their native structure.
Conclusions. In the developing OB α-Syn expression is associated with the formation of olfactory glomeruli 
and maturation of mitral layer cells. Distribution of α-Syn in intact OB consistent with the pattern of olfactory 
structures involvement in the neurodegenerative progression in Parkinson’s disease. Moreover we demonstrate 
the possibility of using organotypic OB cultures for modeling pathological processes in Parkinson disease.
Key words: alpha-synuclein, olfactory bulbs, ontogenesis, organotypic culture.
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варианты органотипических культур эмбриональных 
и постнатальных ОЛ были описаны ранее и продемон-
стрированы их морфологические, электрофизиологи-
ческие и ультраструктурные особенности [18–20], мы 
не обнаружили данных об экспрессии α-Syn и разви-
тии дофаминергических перигломерулярных нейронов 
в органотипических культурах ОЛ.

Целью настоящей работы было охарактеризовать 
распределение α-Syn в структурах развивающихся ОЛ, 
а также оценить адекватность использования культи-
вированных эксплантатов ОЛ для изучения патогене-
за БП.

Материалы и методы
Для морфологического исследования ОЛ in vivo ис-

пользовали эмбрионы беспородных мышей, на 17-й 
(E17) и 19-й (E19) день внутриутробного развития (n=5 
для каждого срока) и новорожденных мышей в воз-
расте 2 и 7 дней (P2, n=5 и P7, n=3). Полученные ОЛ 
фиксировали погружением в смесь формалина, этанола 
и уксусной кислоты (2:7:1) и переносили в 70% этанол, 
затем обезвоживали в растворах этанола восходящей 
концентрации и абсолютизированном изопропаноле, 
после чего проводили через хлороформ и пропитывали 
парафином. Тотальные парафиновые срезы ОЛ толщи-
ной 12 мкм готовили на санном микротоме Leica SR2000 
(Германия), используя нож для твердых образцов. Для 
морфологического исследования животных выводили 
из эксперимента декапитацией. Манипуляции прово-
дили в соответствии с регламентирующими докумен-
тами (Принципы надлежащей лабораторной практики 
2009, ГОСТ Р 53434-200 и рекомендации ЕС Euthanasia 
of experimental animals, 1997, ISBN 92-827-9694-9) ре-
шением локального этического комитета № 2-5/19 от 
20 февраля 2019 года. 

Для культивирования ОЛ от Е17 (n=5) и Р2 (n=5) 
помещали во флаконы с питательной средой и инкуби-
ровали в термостатируемой роллерной установке [21] 
целиком, в оболочке, чтобы воспрепятствовать распаду 
ОЛ. Питательная среда содержала 90% минимальной 
среды Игла на солях Эрла, 10% эмбриональной те-
лячьей сыворотки, 2 mM глутамина и 10 mM буфера 
HEPES, pH 7,2–7,4. В каждый флакон помещали по 
3–5 ОЛ и культивировали при температуре +35°С в те-
чение 24 часов. Затем эксплантаты обрабатывали для 
морфологического исследования так же, как и натив-
ные ОЛ, и готовили из них срезы толщиной 5–7 мкм. 

Иммуногистохимическое исследование срезов ОЛ 
проводили с применением мышиных моноклональных 
антител к синаптофизину (Dako, Дания), кроличьих 
поликлональных антител к тирозингидроксилазе (TH, 
Sigma, Германия), мышиных моноклональных антител 
к глиофибриллярному белку (GFAP, Sigma, Германия), 
конъюгированных с флуорохромом Cy3, кроличьих 
моноклональных антител к α-Syn (Sigma, Германия) 
и мышиных антител к ядерному антигену пролифе-
рирующих клеток (PCNA, Abcam, Великобритания). 

Связывание антител выявляли с помощью соответству-
ющих вторичных антител (F(ab’)2 фрагментов IgG), 
меченных флуорохромами CF488 или CF555 (Sigma, 
Германия). Часть срезов для выявления TH окрашива-
ли иммунопероксидазным методом, используя набор 
EXTRA3 KIT (Sigma, Германия). Перед инкубацией 
первичных антител проводили тепловую обработку 
срезов в цитратном буфере (0,1M, pH 6,0, 90–95°С) 
в течение 10 минут в микроволновой печи, контро-
лируя температуру между повторными включениями. 
Иммунофлуоресцентное окрашивание осуществляли 
по рекомендациям производителя антител, негатив-
ный контроль окрашивания проводили без использо-
вания первичных антител. Срезы заключали в среду 
EverBright (Biotium, США) и исследовали под микро-
скопом Nikon Eclipse Ni-u (Япония). Микрофотографии 
получали при помощи цифровой камеры Nikon DS-Qi. 

Измерения интенсивности окрашивания на α-Syn 
в гломерулярном слое проводили на 5–7 срезах от трех 
животных из каждой исследованной группы, с помо-
щью программы NIS Elements c коррекцией фоново-
го окрашивания, выделяя при помощи графического 
планшета область интереса на изображениях, получен-
ных при одинаковых настройках микроскопа. Стати-
стический анализ результатов проводили в программе 
StatSoft Statistica 7.0, используя непараметрический 
тест Краскелла–Уоллиса ANOVA, в связи с отклоне-
нием выборок от нормального распределения. 

Результаты
На 17-й день эмбрионального развития ОЛ со-

держали формирующиеся гранулярный, митральный 
и редкоклеточный плексиформный слои. Сходная 
картина наблюдалась и у ОЛ от Е19. Обонятельные 
клубочки отчетливо выявлялись к сроку Р2 (рис. 1). 
Дофаминергические ТН-позитивные нейроны в ОЛ 
у эмбрионов Е17 располагались по периферии обо-
нятельных луковиц, однако гломерулярный слой еще 
не был сформирован. У мышей к сроку Р2 перигло-
мерулярные TH-позитивные нейроны локализовались 
вокруг клубочков и формировали своими отростками 
сеть внутри гломерул (рис. 2). 

Синаптофизин в ОЛ эмбрионов E17 преимущест-
венно выявлялся в нейропиле развивающихся слоев – 
плексиформном, гломерулярном и в нервных окон-
чаниях вокруг клеток митрального слоя, тогда как у 
мышей P2 наибольшая его экспрессия наблюдалась 
в обонятельных клубочках (рис. 2). 

Экспрессия a-Syn, как и синаптофизина, обнару-
живалась в периферических слоях ОЛ и менялась по 
мере их созревания, однако локализация этих белков 
совпадала лишь частично, так как a-Syn в отличие от 
синаптофизина обнаруживался и в перикарионе ней-
ронов развивающихся ОЛ. Помимо этого антитела к 
a-Syn связывались с клетками обонятельного эпителия. 

По мере формирования ОЛ наблюдался пик экс-
прессии a-Syn в раннем постнатальном периоде. Ин-



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 8  №4  2019 35

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

тенсивность иммунофлуоресцентного окрашивания на 
a-Syn в гломерулярном слое значимо увеличивалась 
(на 38,2%, K-W ANOVA H(2,N=85)=7,69; p=0,02) ко 
2-му постнатальному дню по сравнению с E17. На 7-й 
постнатальный день интенсивность окрашивания на 
a-Syn вновь снижалась и была выше лишь на 11,6% 
по сравнению с E17. Наряду с усилением экспрессии 
α-Syn изменялась и его внутриклеточная локализа-
ция. На 2-й день постнатального развития интенсивно 
окрашивались тела и отростки нейронов в митральном 
слое, а также в обонятельных клубочках (рис. 2), тогда 
как к 7-му дню окрашивание тел нейронов снижалось 
и a-Syn выявлялся преимущественно в обонятель-
ных клубочках. Следовательно, пик экспрессии α-Syn 
в ОЛ и его наибольшее содержание в цитоплазме мит-
ральных нейронов приходятся на этап формирования 
гломерулярного слоя, а по мере их дифференцировки 
цитоплазматическая локализация сменяется пресинап-
тической.

При органотипическом культивировании клеточная 
организация ОЛ соответствовала их нативной структу-
ре. В эксплантатах, полученных от Е17, после 24 часов 
in vitro можно было выделить соответствующие слои, 
характеризующиеся высокой экспрессией синаптофи-
зина (рис. 3), хотя в центральной части эксплантатов, 
соответствующей гранулярному и митральным слоям, 
клетки были разрежены. Нейроны, содержащие PCNA, 
были синуклеиннегативными и обнаруживались в пе-
риферических слоях эксплантатов, тогда как в натив-
ных ОЛ их значительное количество сосредоточено 
в области рострального миграционного потока и вбли-
зи обонятельного желудочка, в центральной части ОЛ. 
Локализация GFAP соответствовала выявленным сло-

ям: во внутренней части эксплантатов астроциты фор-
мировали радиальные отростки, а в наружной части 
располагался поверхностный, пиальный слой астро-
глии. У дофаминергических нейронов прослеживалось 
радиальное направление отростков, что было нехарак-
терно для нативных ОЛ. 

Структура эксплантатов, полученных от Р2, после 
24 часов культивирования в целом сохранялась (рис. 4), 
а перигломерулярные дофаминергические нейроны 
и глиальные клетки не отличались от нативных. Гло-
мерулярный слой интенсивно окрашивался на α-Syn 
и синаптофизин, однако отмечалась инволюция обо-
нятельных клубочков, то есть снижение их размеров 
и разрежение слоя. α-Syn был локализован преиму-
щественно пресинаптически, а его цитоплазматическая 
локализация в митральных клетках была существенно 
менее выражена по сравнению с нативными ОЛ на том 
же сроке развития. 

Обсуждение
Полученные результаты демонстрируют, что лока-

лизация α-Syn в развивающихся ОЛ тесно связана с 
формированием синаптических структур в гломерулах, 
что подтверждается совместным выявлением синап-
тофизина, локализация которого отражает динамику 
формирования синаптических контактов. Аналогичная 
закономерность ранее была обнаружена при разви-
тии неокортекса [2, 22]. Выявленные нами изменения 
внутриклеточной локализации α-Syn согласуются с 
данными, полученными на культурах клеток гиппо-
кампа [23], где по мере дифференцировки нейронов 
этот белок вначале локализовался в их телах, а за-
тем накапливался в пресинаптических окончаниях. 

Рис. 1. Развитие слоев обонятельных луковиц мыши в эмбриональном и постнатальном периоде. E17, E19 – 17-й и 19-й 
день эмбрионального развития, соответственно, P7 – 7-й постнатальный день. Окрашивание гематоксилином 
и эозином, объектив ×10. На малом увеличении (объектив ×0,75) показан мозг мыши 2-го постнатального дня 
(иммунопероксидазная реакция на тирозингидроксилазу – коричневый). Обонятельная луковица обведена квадратом.

 Обозначения: 1 – обонятельный желудочек, 2 – гранулярные слои, 3 – митральный слой, 4 – плексиформный слой,  
5 – гломерулярный слой, 6 – обонятельный нерв, 7– обонятельный эпителий

Fig. 1. Developing of the olfactory bulbs layers in embryonic and postnatal period. E17, E19 – embryonic days, P7 – 7th postnatal 
day. Haematoxylin-eosine staining. x10 lens magnification. At low magnification (×0,75 lens) the 2nd postnatal brain is shown 
(IHC anti-tyrosine hydroxylase staining, brown). Olfactory bulb outlined by square.

 Legend: 1 – olfactory ventricle, 2 – granular layers, 3 – mitral cell layer, 4 – plexiform layer, 5 – glomerular layer, 6 – olfactory 
nerve, 7 – olfactory epithelium

Е17 Е19 Р7
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Рис. 2. Обонятельные луковицы мыши в эмбриональном (E17) и раннем постнатальном (P2) периоде, сагиттальные срезы.
 А, Б – иммунофлуоресцентное выявление альфа-синуклеина, объектив×10, В, Г – выявление синаптофизина, 

объектив×10, Д, Е – выявление тирозингидроксилазы, ядра клеток окрашены DAPI, объектив ×10
Fig. 2. Embryonic (E17) and early postnatal (P2) mouse olfactory bulbs, sagittal sections. А, Б – immunofluorescence α-synuclein 

detection, В, Г – synaptophysin detection, Д, Е – tyrosine hydroxylase detection, nuclear counterstain – DAPI. ×10 lens

А Б

В Г

Д Е
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Рис. 3. Эксплантаты обонятельных луковиц мыши, взятых на 17-й эмбриональный день, 24 часа in vitro.  
Иммунофлуоресцентное выявление.  
A – синаптофизин (SF), Б – тирозингидроксилаза (TH), В – альфа-синуклеин (зеленым) и PCNA – красным,  
Г – глиофибриллярный белок (GFAP), ядра клеток окрашены DAPI. объектив ×10

Fig. 3.  Explants of mouse olfactory bulb, 17-th postnatal day, 24 hours in vitro. Immunofluorescence detection
 А – synaptophysin (SF), Б – tyrosine hydroxylase (TH), В – α-synuclein (aSyn, in green) and PCNA (in red),  

Г – gliofibrillar protein (GFAP, in red), nuclear counterstain – DAPI.  
А, Б, В, Г – ×10 lens

А Б

В Г
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Рис. 4. Эксплантаты обонятельных луковиц мыши, взятых на 2-й постнатальный день, 24 часа in vitro.  
Иммунофлуоресцентное выявление.  
A – синаптофизин (SF), Б – тирозингидроксилаза (TH), В – альфа-синуклеин (a-Syn), Г – тирозингидроксилаза  
(TH, зеленым) и глиофибриллярный белок (GFAP, красным) в перигломерулярном слое. 

 А, Б, В – объектив ×4, Г – объектив ×40
Fig. 4. Explants of mouse olfactory bulb, 2-nd postnatal day, 24 hours in vitro. Immunofluorescence detection.  

А – synaptophysin (SF), Б – tyrosine hydroxylase (TH), В – α-synuclein (aSyn), Г – localization of tyrosine hydroxylase  
(TH, in green) and gliofibrillar protein (GFAP, in red) in the periglomerular layer.  
А, Б, В – ×4 lens, Г– ×40 lens 

А Б

В Г
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Показано, что α-Syn взаимодействует с белками ве-
зикулярного комплекса, но предполагают, что его 
участие в синаптогенезе незначительно, поскольку 
α-Syn – один из последних белков, обнаруживаемых 
при созревании синаптических окончаний [3, 23, 24]. 
Вместе с тем у нокаутных по гену α-Syn мышей нару-
шаются рабочая память и пространственное обучение 
[25], а также развитие нейронов черной субстанции 
[26, 27]. Наши результаты согласуются с предполо-
жением, что основной пул α-Syn в ОЛ принадлежит 
окончаниям митральных, перигломерулярных и, воз-
можно, обонятельных сенсорных нейронов, то есть 
тех типов клеток, которые вовлечены в патогенез обо-
нятельных нарушений при БП [28]. Отростки обоня-
тельных нейронов образуют в гломерулах контакты 
с дендритами митральных клеток, аксоны которых, 
в свою очередь, формируют прямые проекции в перед-
нее обонятельное ядро, моносинаптически связанное 
с областями древней, старой и новой коры [28]. Таким 
образом, нормальное распределение α-Syn согласуется 
с гипотезой «обонятельного пути» распространения 
его патологических агрегатов [29–31].

Проведенный нами анализ структуры экспланта-
тов ОЛ в эмбриональном и постнатальном периоде 
показывает, что жизнеспособность клеток и основ-
ные характеристики структуры нативных ОЛ после 
24 часов культивирования сохраняются. Использо-
вание альтернативных моделей, связанных с куль-
тивированием мезенцефальных дофаминергических 
нейронов, осложняется тем, что ввиду сложности 
выделения, высокой уязвимости и плохой выжива-
емости лишь 0,5–1% клеток в первичной культуре 
оказывается дофаминергическими [32]. Важное пре-
имущество культивирования ОЛ состоит в возможно-
сти относительно простого получения и исследования 
популяции перигломерулярных дофаминергических 
нейронов в своем нормальном микроокружении и ми-
тральных нейронов, предположительно служащих 
основным звеном в транспорте патологических форм 
α-Syn в передний мозг [28]. Эксплантаты ОЛ могут 
быть пригодны и для исследования патологической 
агрегации α-Syn при аппликации известных токсинов, 
используемых для моделирования БП, биодоступ-
ность которых при интраназальном введении может 
быть ограничена [8].

Заключение
Экспрессия α-Syn в развивающихся обонятельных 

луковицах связана с формированием обонятельных 
клубочков и созреванием клеток митрального слоя, 
а его распределение в норме согласуется с особен-
ностями вовлечения обонятельных структур в ней-
родегенеративный процесс при болезни Паркинсона. 
Полученные данные демонстрируют возможность ис-
пользования органотипических культур обонятельных 
луковиц для моделирования патологических процессов 
при болезни Паркинсона.
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