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Введение. Общим патогенетическим событием при развитии нейродегенеративных заболеваний является агрегация спец-
ифических белков в нервной системе. Агрегация белка α-синуклеина обнаруживается при болезни Паркинсона (БП), демен-
ции с тельцами Леви, множественной системной атрофии и др. Исходя из этого, основным направлением поиска потенци-
альной терапии является разработка препаратов с антиагрегационными свойствами, которые способны предотвращать 
образование агрегатов, либо способствовать разрушению уже сформированных отложений, и таким образом, приоста-
навливать развитие патологического процесса. Для поиска и отбора таких препаратов необходимо использовать относи-
тельно простые и легко воспроизводимые тест-системы, в которых можно проверять их эффективность. Удобным инстру-
ментом для этих целей могут служить клеточные линии, экспрессирующие патогенные формы белков человека, связан-
ные с развитием заболеваний. Цель. Получение и характеристика клеточной модели агрегации α-синуклеина человека на 
основе генетического конструкта с патогенной мутацией A53T, ассоциированной с семейной формой БП.
Методика. Клетки нейробластомы человека SH-SY5Y трансфецировали плазмидным вектором, кодирующим α-синуклеин 
с мутацией A53T. Агрегацию белка стимулировали обработкой ингибитором протеасом MG132. Анализ проводили методом 
флуоресцентной и конфокальной микроскопии после иммуноцитохимического окрашивания белка в клетках. Для вали-
дации модели была проведена оценка действия соединения – артемизинина, на развитие агрегации.
Результаты. Получена и охарактеризована модель агрегации α-синуклеина в клетках нейрональной линии человека, в 
которой воспроизводятся основные молекулярно-клеточные признаки характерные для синуклеинопатии. В клетках фор-
мировались белковые отложения нескольких морфологических типов, отражающих различные этапы агрегации. Ингиби-
рование функции убиквитин-протеасомной системы приводило к значительному усилению агрегации и клеточной гибели. 
Соединение артемизинин, обладающее нейропротекторными свойствами, снижало общее число клеток с агрегатами, инги-
бируя накопление ранних продуктов агрегации.
Заключение. Полученная модельная система может быть использована для направленного поиска нейропротекторных 
препаратов, способных эффективно блокировать патологическую агрегацию α-синуклеина.
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Introduction. A common pathogenic event in the development of neurodegenerative diseases is the aggregation of specific 
proteins in the nervous system. The aggregation of α-synuclein protein is observed in Parkinson’s disease (PD), dementia with 
Lewy bodies, multiple system atrophy, and other disorders. Based on this, a key direction in the search for potential therapies is 
the development of anti-aggregation compounds that can prevent aggregate formation or promote the breakdown of existing 
deposits, thereby halting the progression of the pathological process. To identify and screen such compounds, relatively simple 
and reproducible test systems are required to assess their efficacy. Cell lines expressing pathogenic forms of human proteins asso-
ciated with disease development serve as a convenient tool for these purposes.
Objective. To generate and characterize a cellular model of human α-synuclein aggregation based on a genetic construct carry-
ing the pathogenic A53T mutation, which is associated with familial forms of PD.
Methods. Human neuroblastoma SH-SY5Y cells were transfected with a plasmid vector encoding α-synuclein with the A53T muta-
tion, associated with hereditary forms of PD. Protein aggregation was induced by treatment with the proteasome inhibitor MG132. 
The analysis was performed using fluorescence and confocal microscopy following immunocytochemical staining of the protein 
in cells. To validate the model, the effect of the neuroprotective compound artemisinin on aggregation dynamics was assessed.
Results. A model of α-synuclein aggregation was established and characterized in human neuronal cells, recapitulating key 
molecular and cellular features characteristic of synucleinopathies. Protein deposits of various morphological types were formed 
in the cells, reflecting different stages of aggregation. Inhibition of the ubiquitin-proteasome system function led to a significant 
increase in aggregation and cell death. The compound artemisinin, known for its neuroprotective properties, reduced the over-
all number of cells with aggregates by inhibiting the accumulation of early aggregation products.
Conclusion. The developed model system can be utilized for targeted screening of neuroprotective drugs capable of effectively 
blocking pathological α-synuclein aggregation.
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For citation: Pukaeva N.E., Kukharskaya O.A., Ivanova T.V., Nazdracheva M.R., Burak M.V., Popov A.A., Ovchinnikov R.K., Antokhin 
A.I., Moskovtsev A.A., Kukharsky M.S. Aggregation of the mutant alpha-synuclein protein (α-Syn A53T) in SH-SY5Y neuronal 
cells: model validation. Patologicheskaya Fiziologiya i Eksperimental`naya terapiya. (Pathological Physiology and Experimental 

Therapy, Russian Journal). 2025; 69(1): 29–41. (in Russian) 

DOI: 10.48612/pfiet/0031-2991.2025.01.29-41

Author’s contribution: сoncept and study design – Pukaeva N.E., Kukharsky M.S.; data collection and processing – Kukharskaya O.A., 
Popov A.A.; preparation of illustrative material – Nazdracheva M.R., Burak M.V.; statistical data analysis – Ivanova T.V.; manuscript writing – 
Ovchinnikov R.K., Kukharsky M.S.; editing – Moskovtsev A.A., Antokhin A.I., Kukharsky M.S. Final article approval and responsibility for the 
integrity of all sections – all co-authors.
For correspondence: Michail S. Kukharsky, Doctor Biol. Sc., Head of the Laboratory of Molecular-Genetic Mechanisms of 
Neurodegeneration, Institute of Physiologically Active Compounds, Federal Research Center for Problems of Chemical Physics and 
Medicinal Chemistry, Russian Academy of Sciences, e-mail: kukharskym@mail.ru

Information about the authors: 

Pukaeva N.E., https://orcid.org/0009-0004-4894-8068
Kukharskaya O.A., https://orcid.org/0000-0003-3015-6447
Ovchinnikov R.K., https://orcid.org/0009-0002-9426-4551
Kukharsky M.S., https://orcid.org/0000-0001-5080-2544
Funding. This research was funded by the budget of the IPAC RAS State Target (№FFSG-2024-0023).
Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

Received 16.12.2024
Accepted 30.01.2025
Published 27.03.2025

mailto:kukharskym@mail.ru
https://orcid.org/0009-0004-4894-8068
https://orcid.org/0000-0003-3015-6447
https://orcid.org/0009-0002-9426-4551
https://orcid.org/0000-0001-5080-2544


ISSN 0031-2991 31

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2025; 69(1)  

DOI: 10.48612/pfiet/0031-2991.2025.01.29-41

Введение

Альфа-синуклеин (α-synuclein) – небольшой 

(14 кДа) белок из 140 аминокислот, кодируемый геном 

SNCA, экспрессирующийся в нейронах центральной 

и периферической нервной системы, а также в клетках 

крови и других тканях [1, 2]. Долгое время считалось, 

что данный белок существует в клетках в «нативно раз-

вернутой» форме в виде мономера и приобретает свою 

устойчивую конформацию только при взаимодействии 

с мембраной везикул [3, 4]. Позднее было продемон-

стрировано, что эндогенный α-синуклеин в физиоло-

гических условиях представляет собой свернутый те-

трамер с массой около 58 кДа, который не склонен, 

в отличие от мономера, образовывать амилоидоподоб-

ные агрегаты [5]. Дисбаланс в соотношении тетрамер/

мономер может приводить к накоплению промежуточ-

ных олигомеров, далее зрелых фибрилл и развитию си-

нуклеинопатий. Одной из форм синуклеинопатий яв-

ляется болезнь Паркинсона (БП) – второе по распро-

страненности нейродегенеративное заболевание [6]. 

В нервной системе пациентов с БП наблюдается на-

копление характерных отложений, содержащих α-си-

нуклеин: в соме нейронов – телец Леви, в аксонах – 

нейритов Леви [7-10]. Генетические исследования по-

казали, что миссенс-мутации (A18T, A29S, A30P, E46K, 

H50Q, G51D, A53T, A53E) в гене SNCA связаны с раз-

витием семейных форм БП и деменции с тельцами Ле-

ви [11-14]. Мутация A53T – замена 53 аминокислоты 

с аланина на треонин, усиливает агрегационные свой-

ства белка и способствует его токсическому действию 

на нервные клетки и синапсы [14-16].

Многочисленные исследования показали, что на-

копление α-синуклеина в мономерной или олигомер-

ной форме может вызывать стресс эндоплазматиче-

ского ретикулума (ЭПР-стресс) [17-19], что приво-

дит к нарушению белкового гомеостаза (протеостаза) 

в клетке [20, 21]. В качестве дополнительных меха-

низмов токсичности α-синуклеина выделяют наруше-

ние везикулярного экзоцитоза и высвобождения ней-

ротрансмиттеров [22-24], изменение динамики цито-

скелета [25, 26], нарушение обмена кальция [27, 28], 

дисфункцию митохондрий [29-31], окислительный 

стресс [32] и т.д.

Убиквитин-протеасомная система (УПС) является 

основным путем деградации α-синуклеина в нормаль-

ных физиологических условиях [33], тогда как при на-

коплении аномальных форм белка она может быть уже 

не эффективна для его удаления из клетки и при этом 

подключается аутофаголизосомная система (АЛС) де-

градации [34]. Патологические формы α-синуклеина 

нарушают функции УПС и АЛС и способствуют ги-

бели нервных клеток [35, 36]. Экспрессия мутантно-

го α-синуклеина A53T в дофаминергических клетках 

феохромоцитомы крысы PC12 вызывала снижение 

протеасомной активности и накопление в клетках ау-

тофагосомных везикулярных структур [37]. Доставка 

мутантного α-синуклеина в черную субстанцию крыс 

с помощью аденоассоциированного вирусного вектора 

также приводила к нарушению каталитической функ-

ции 26S протеасомы, причем эти события предшество-

вали развитию клинических признаков заболевания 

[38]. Еще одним подтверждением важной роли систем 

поддержания белкового гомеостаза в клетке в патоге-

незе БП является тот факт, что мутации в генах, уча-

ствующих в работе УПС (PRKN2, UCHL1), ассоции-

рованы с БП [39]. Нокдаун деубиквитиназы USP9X 

в клетках SH-SY5Y способствовал накоплению моно-

убиквитинированных форм α-синуклеина и усиливал 

образование токсичных включений α-синуклеина [40]. 

Таким образом, появление в клетке патогенных форм 

α-синуклеина с одной стороны, и нарушение функ-

ций систем деградации таких белков с другой сторо-

ны, способны взаимно усиливать друг друга и приво-

дить к неуклонному прогрессированию нейродегене-

ративного процесса. 

С тех пор, как была доказана ключевая роль α-си-

нуклеина в развитии БП, ведутся активные работы 

по созданию клеточных и животных моделей, отра-

жающих различные аспекты нарушения метаболизма 

этого белка, в которых проявляется его патологическая 

агрегация и токсическое действие на клетки. С помо-

щью таких моделей за последние годы были значитель-

но расширены представления о патогенезе БП [41-46]. 

Вместе с тем остаются не до конца понятны конкрет-

ные молекулярные механизмы токсичности α-синукле-

ина, а также потенциальная эффективность антиагре-

гационной терапии для лечения БП. Клеточные моде-

ли на основе культур нейронального происхождения, 

экспрессирующие склонные к агрегации формы бел-

ка α-синуклеина человека, представляются наиболее 

удобными тест-системами для направленного поиска 

химических соединений, обладающих способностью 

ингибировать агрегацию α-синуклеина.

Методика

Получение генетических конструктов в соста-

ве плазмидного вектора. Получение генетического 

конструкта, кодирующего белок α-синуклеин дико-

го типа (α-Syn WT), проводилось на основе тоталь-

ной комплементарной цепи ДНК (кДНК) человека 

методом ПЦР. Конструкт, кодирующий мутантную 
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форму белка A53T (α-Syn A53T), получали методом 

сайт-направленного мутагенеза [47, 48]. Исходные 

генетические конструкты были любезно предостав-

лены проф.В.П.Бухманом. Полученные конструкты 

клонировали в плазмидном векторе pcDNA3.1. Про-

водили рестрикцию вставки (α-Syn WT и α-Syn A53T) 

и вектора по сайтам встраивания ферментами Sfr274I 

(SibEnzyme, Россия) и HindIII (SibEnzyme, Россия). 

Продукт рестрикции наносили на гель-электрофо-

рез и производили выделение из агарозного геля с ис-

пользованием набора Cleanup S-Cap (Евроген, Рос-

сия) по протоколу производителя. Далее производили 

лигирование с использованием набора T4 ДНК лига-

зы (Евроген, Россия). Далее проводилась химическая 

трансформация компетентных клеток XL1-Blue (Ев-

роген, Россия). Отбирали бактериальные колонии, 

выделяли плазмидную ДНК с использованием набо-

ра Plasmid Miniprep Color (Евроген, Россия) и анали-

зировали на наличие вставки методом рестрикции. 

Последовательность вставки в отобранных плазмидах 

подтверждалась методом секвенирования по Сэнгеру. 

Клеточные культуры. Полученные плазмидные 

конструкты, кодирующие α-синуклеин, использова-

лись для трансфекции клеток нейробластомы челове-

ка линии SH-SY5Y. Клетки SH-SY5Y выращивались 

на круглых покровных стеклах, предварительно по-

крытых поли-L-лизином (ПанЭко, Россия), в коли-

честве 20x103 на стекло, в среде DMEM/F12 (ПанЭ-

ко, Россия) с 10% эмбриональной бычьей сыворотки 

(HyClone, США). Через 24 ч после посева проводи-

лась трансфекция культур с использованием реагента 

Lipofectamine™ 2000 (ThermoScientific, США). Готови-

лись комплексы липофектамина и плазмидной ДНК 

(в соотношении 1 мкл на 500 нг соответственно) в сре-

де без сыворотки, после 20-минутной инкубации ком-

плекс добавляли к клеткам, через 3 ч среду меняли на 

свежую. Тестируемое соединение артемизинин добав-

ляли в среду в концентрации 1 мкМ при смене среды 

после трансфекции. В качестве растворителя исполь-

зовали диметилсульфоксид (ДМСО).

Иммуноцитохимическое окрашивание. Для экспе-

риментов по анализу агрегации α-синуклеина в клет-

ках in vitro через 20 ч после трансфекции к клеткам 

добавлялся ингибитор протеасом MG132 в концен-

трации 10 мкМ на 4 ч. В качестве растворителя ис-

пользовали ДМСО. После чего проводили иммуно-

цитохимическое окрашивание клеток антителами 

к α-синуклеину (AB1903, Abcam, Великобритания) 

и маркеру апоптоза – активированной форме каспа-

зы 3, СС3 (AB3623, Sigma-Aldrich, США). Клетки от-

мывали от среды с помощью фосфатно-солевого бу-

фера (ФСБ), фиксировали 4% параформальдегидом 

(ПФА) в течение 15 мин и проводили 5-минутную 

пермеабилизацию холодным метанолом. Блокирова-

ние неспецифического связывания проводили в ФСБ-

Твин20 с 5% козьей сывороткой в течение 1 часа при 

комнатной температуре. Далее покровные стекла 

инкубировали с первичными антителами в разведе-

нии 1:1000 в блокирующем растворе в течение 1 ч при 

комнатной температуре. Промывали ФСБ и прово-

дили инкубацию со вторичными флуоресцентно-ме-

ченными антителами Goat anti-Rabbit IgG Alexa 

Fluor™ 568 (A-11011, Thermo Fisher Scientific, США) 

и Goat anti-Mouse IgG Alexa Fluor™ 488 (A-11029, 

Thermo Fisher Scientific, США) в разведении 1:1000 

в растворе ФСБ-Твин20 в течение 90 мин при комнат-

ной температуре в темноте. Ядра клеток окрашивали 

с помощью 0,5 мкМ раствора DAPI (4′,6-diamidino-2-

phenylindole) в течение 3 мин при комнатной темпе-

ратуре. Покровные стекла монтировали на стеклян-

ные предметные стекла в каплю среды Immu-Mount 

(ThermoScientific, США). 

Получение и анализ изображений. Микросъемка 

окрашенных стекол проводилась с помощью прибора 

Cytation 3 (BioTek, США) с использованием программ-

ного обеспечения Gen5 3.08 (BioTek, США). На стекле 

сканировалась область размером не менее 2000×2000 

мкм в флуоресцентном режиме. Область сшивали 

в единое панорамное изображение и анализирова-

ли количество клеток, окрашенных на специфиче-

ский маркер. Для оценки общего числа клеток прово-

дили окрашивание с помощью DAPI и последующий 

автоматический анализ. Среднее количество кле-

ток в анализируемой области составило 5 000 на 4мм2 

и не различалось между разными экспериментами. 

Конфокальные изображения иммунофлуоресцентного 

окрашивания получены на конфокальном микроско-

пе Carl Zeiss LSM880 (Carl Zeiss, ФРГ). Все изображе-

ния были получены при постоянных настройках уси-

ления и пинхола с разрешением 1024×1024 пикселей. 

Изображения агрегатов получали с помощью объек-

тива 40X, 100X и 63X (при конфокальной микроско-

пии). Количественная оценка средней интенсивно-

сти окрашивания α-синуклеина проводилась путем 

измерения интенсивности окрашивания антителами 

к α-синуклеину в пределах поля зрения, для каждой 

группы было проанализировано по 10 полей зрения. 

Также оценивалось количество клеток с агрегатами 

α-синуклеина путем прямого подсчета.

Статистический анализ данных. Статистическую 

обработку данных проводили с помощью программных 

пакетов Statistica 12.0 (StatSoft, Inc., США) и GraphPad 
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Prism 8. Во всех случаях результаты представлены в ви-

де среднего арифметического ± стандартная ошибка 

среднего (  ± m). Детали статистического анализа для 

каждой группы данных приведены в описании к рисун-

кам. Различия полученных результатов считались стати-

стически достоверными при уровне значимости p<0,05.

Результаты 

В клетках нейробластомы человека SH-SY5Y моде-

лировали экспрессию белка α-синуклеина дикого типа 

(α-Syn WT), а также его мутантной формы (α-Syn A53T) 

методом транзиентной трансфекции с использованием 

реагента для трансфекции Lipofectamine® 2000. Гене-

тические конструкты были получены на основе кДНК 

человека в плазмидном векторе pcDNA3.1. Для детек-

ции рекомбинантного α-синуклеина в клетках исполь-

зовали иммуноцитохимическую окраску антителами 

против α-синуклеина человека. В большинстве (око-

ло 80%) трансфецированных клеток наблюдалось рав-

номерное распределение белка в цитоплазме без об-

разования заметных скоплений (рис. 1, а/a, левая па-

нель). Тогда как в оставшейся части клеток отмечалось 

выраженное накопление белка (более яркое окраши-

вание) и в тех из них, где его концентрация была наи-

более высокой, обнаруживались плотные яркоокра-

шенные структуры с характерной для агрегатов мор-

фологией (см. ниже). 

Характер распределения белка и его агрегации 

не отличался для конструктов α-Syn WT и α-Syn A53T. 

Таким образом, вне зависимости от формы белка (ди-

кого типа или мутантный) обязательным условием 

для развития агрегации является высокий уровень его 

накопления в клетке. Одним из универсальных пато-

логических факторов, способствующим накоплению 

склонных к агрегации белков в клетках нервной си-

стемы и приводящим к развитию протеинопатии, яв-

ляется нарушение утилизации неправильно свернутых 

белков [49, 50]. Для того чтобы смоделировать такое 

состояние, нами была использована обработка кле-

ток ингибитором протеасом MG132. MG132 – широ-

ко распространенный пептидный альдегид, который 

легко проникает в клетки и избирательно ингибирует 

УПС деградации белков [51]. Известно, что ингибито-

ры протеасом способствуют накоплению патогенных 

модифицированных форм α-синуклеина и его агрега-

ции [38, 51, 52]. На основании результатов ранее про-

веденных нами экспериментов по оценке токсичности 

MG132 для клеток SH-SY5Y (данные не представлены) 

была использована концентрация MG132 10 мкМ, ко-

торая вызывает умеренный стресс в культуре и сни-

жает жизнеспособность клеток на 30% через 24 ч по-

сле начала инкубации. MG132 добавляли в питатель-

ную среду с клетками через 20 ч после трансфекции. 

К этому моменту в клетках нарабатывалось значитель-

ное количество рекомбинантного белка. При микро-

скопическом анализе уже через 4 ч после добавления 

MG132 наблюдалась выраженная агрегация α-сину-

клеина (рис. 1, а/a, правая панель), а через 24 ч отмеча-

лась гибель большого числа трансфецированных кле-

ток. Так как за данный временной интервал обработка 

клеток SH-SY5Y 10 мкМ MG132 не оказывает значи-

тельного эффекта на выживаемость клеток, можно 

заключить, что гибель объясняется токсическим дей-

ствием агрегированных форм α-синуклеина. Для того, 

чтобы оценить агрегацию α-синуклеина в фазе актив-

ного роста и накопление агрегатов, дальнейший ми-

кроскопический анализ проводили на временной точ-

ке 4 ч после добавления MG132. При ингибировании 

УПС наблюдалась тенденция к увеличению числа кле-

ток с агрегатами в культурах, экспрессирующих α-Syn 

WT, которая, однако, не достигала статистической зна-

чимости, тогда как при экспрессии α-Syn A53T коли-

чество таких клеток было значимо выше (рис. 1, б/b). 

Это свидетельствует о большей склонности α-Syn A53T 

к агрегации, которая проявляется в условиях нарушен-

ной деградации белка. В этих же культурах был прове-

ден анализ апоптотической гибели клеток с помощью 

окрашивания антителами к маркеру активированной 

каспазе 3 (CC3). В обычных условиях (без обработки 

MG132) количество CC3-позитивных клеток в культу-

рах, экспрессирующих мутантную форму α-Syn A53T, 

было сравнимо с группой α-Syn WT, хотя и наблюда-

лась некоторая тенденция к увеличению таких клеток 

для α-Syn A53T (рис. 1, в/c). Обработка MG132 досто-

верно повышала уровень апототоза, но в равной сте-

пени для обеих форм белка (α-Syn WT и α-Syn A53T), 

что может быть объяснено коротким временем (4 ч) 

инкубации с MG132 (рис. 1, в/c). Примечательно, что 

во многих гибнущих клетках (CC3-позитивных) не на-

блюдалось агрегации α-синуклеина или его значитель-

ного накопления. Можно предположить, что гибель 

клеток в данном случае обусловлена действием экзо-

генных токсичных форм α-синуклеина, источником 

которых являются соседние клетки, в том числе после 

их гибели и выделения содержимого в среду. Этот фе-

номен требует дальнейшего изучения.

Более подробный анализ на большом увеличе-

нии (1000X), а также с использованием конфокаль-

ной микроскопии (630X), выявил наличие нескольких 

морфологических типов скоплений и агрегатов белка 

α-синуклеина в клетках SH-SY5Y: 1) гомогенное рас-

пределение белка по всей цитоплазме клетки без ви-
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Рис. 1. Анализ агрегации рекомбинантного α-синуклеина дикого типа (α-Syn WT) и его мутантной формы (α-Syn A53T) в клетках SH-SY5Y при 
ингибировании убиквитин-протеасомной системы (обработка 10 мкМ MG132 в течение 4 ч) и в контрольных культурах (растворитель ДМСО). 

а/a  – репрезентативные микрофотографии иммуноцитохимического окрашивания культур клеток с помощью антител к α-синуклеину (зеле-
ный) и активированной каспазе 3 (CC3, красный), ядра клеток окрашены DAPI (синий). Масштабный отрезок 100 мкм; б/b  – количество клеток 
с агрегатами в анализируемых культурах; в/c – количество клеток, экспрессирующих маркер апоптоза – активированную каспазу 3 (CC3+ клет-
ки), в анализируемых культурах. Однофакторный дисперсионный анализ, тест Фишера для множественных сравнений, * – p<0.05, ** – p<0.01.

Fig. 1. Analysis of recombinant wild-type α-synuclein (α-Syn WT) and its mutant form (α-Syn A53T) aggregation in SH-SY5Y cells following inhibition of 
the ubiquitin-proteasome system (treatment with 10 µM MG132 for 4 hours) and in control cultures (DMSO solvent). 

а/a – representative immunocytochemical images of cultured cells stained with antibodies against α-synuclein (green) and cleaved caspase-3 (CC3, red), 
while nuclei were counterstained with DAPI (blue). Scale bar: 100 µm. б/b – quantification of cells containing protein aggregates in the analyzed cul-
tures.  в/c – quantification of apoptotic cells expressing the cleaved caspase-3 (CC3+) marker in the analyzed cultures. One-way ANOVA with Fisher’s 
multiple comparison test, * – p<0.05, ** – p<0.01.

a/a

б/b в/с
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димых фокусов скопления; 2) зернистые – множество 

мелких агрегатов рассеянных в цитоплазме; 3) фи-

бриллярные – цепочечные и кольцевые околоядер-

ные тяжи; 4) агресомы – крупные цитоплазматиче-

ские включения округлой формы с ореолом, часто рас-

полагающиеся около ядра, которое из-за этого имеет 

вдавленную форму (рис. 2). Данные варианты образо-

вания агрегатов α-синуклеином были описаны ранее 

[53-55]. Таким образом, полученная клеточная мо-

дель агрегации α-синуклеина отражает основные па-

тологические события, характерные для альфа-сину-

клеинопатии: постепенное накопление белка, ассо-

циированное с формированием агрегатов различной 

морфологии, которая отражает степень развития агре-

гации, а также активацию апоптотической гибели кле-

ток в культуре.

Для валидации полученной клеточной модели 

в качестве инструмента для поиска новых химиче-

ских соединений с потенциальной антиагрегацион-

ной активностью нами было проведено тестирование 

вещества с известными антиагрегационными и ней-

ропротекторными свойствами – артемизинина. Ан-

тиагрегационные свойства артемизинина и его про-

изводных были ранее продемонстрированы на жи-

вотных моделях болезни Альцгеймера, в нервной 

системе которых наблюдается агрегация β-амилои-

да и тау-белка [56-58]. Недавно нами было показа-

но, что артемизинин способен также блокировать 

агрегацию белка TDP-43 в культуре клеток SH-SY5Y 

в концентрации 1мкМ [59]. Для оценки влияния ар-

темизинина на агрегацию α-синуклеина были полу-

чены клетки, экспрессирующие мутантный белок 

α-Syn A53T. Сразу после трансфекции к клеткам до-

бавляли артемизинин (1 мкМ), а через 20 ч стимули-

ровали агрегацию добавлением MG132, анализ про-

водили через 4 ч после этого. Артемизинин снижал 

общее количество клеток с агрегатами на 50% в срав-

нении с контрольной культурой, к которой добавля-

ли только MG132 (рис. 3, а/a, б/b).

Примечательно, что артемизинин не оказывал 

влияния на количество клеток, содержащих агресо-

мы (рис. 3, в/c), но при этом значительно снижал ко-

личество клеток с гомогенным распределением белка 

и фибриллярными агрегатами. В то же время клеток 

с зернистыми мелкими агрегатами становилось боль-

ше под действием артемизинина. Можно заключить, 

что артемизинин специфически влияет на конкретные 

этапы агрегации, сдвигая процесс в направлении обра-

зования и стабилизации мелких гранулярных агрега-

тов. Анализ влияния тестируемых соединений на кон-

кретные типы агрегатов при условии их хорошей мор-

фологической дифференциации может быть удобным 

Рис. 2. Репрезентативные микрофотографии иммуноцитохимического окрашивания с помощью антител к α-синуклеину (зеленый) культур кле-
ток SH-SY5Y, экспрессирующих α-Syn A53T при ингибировании убиквитин-протеасомной системы (обработка 10 мкМ MG132 в течение 4 ч). 
Стрелками и цифрами указаны морфологические типы скопления белка α-синуклеина: 1 – гомогенное распределение, 2 – зернистые агрегаты, 
3 – фибриллярные агрегаты, 4 – агресомы. Ядра клеток окрашены DAPI (синий). Масштабный отрезок 50 мкм.

Fig. 2. Representative immunocytochemical images of SH-SY5Y cell cultures expressing α-Syn A53T stained with antibodies against α-synuclein (green) 
following inhibition of the ubiquitin-proteasome system (treatment with 10 µM MG132 for 4 hours). 

Arrows and numbers indicate different morphological types of α-synuclein accumulation: 1 – homogeneous distribution, 2 – granular aggregates, 3 – 
fibrillar aggregates, 4 – aggresomes. Nuclei were counterstained with DAPI (blue). Scale bar: 50 µm.
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Рис. 3. Влияние артемизинина на агрегацию 
α-Syn A53T в клетках SH-SY5Y, при ингибиро-
вании убиквитин-протеасомной системы 
(обработка 10 мкМ MG132 в течение 4 ч). 

а/a  – репрезентативные микрофотографии 
клеток после обработки 1мкМ артемизини-
на в течение 24 ч и 10 мкМ MG132 в течение 
последних 4 ч (MG132 + Арт) или только 
MG132 (MG132). Окрашивание проводилось 
с помощью антител к α-синуклеину (зеле-
ный), ядра клеток окрашены DAPI (синий). 
Масштабный отрезок 100 мкм; б/b  – количе-
ство клеток с агрегатами в анализируемых 
культурах. Тест Манна–Уитни, * – p<0.05;  
в/c  – количество клеток с разным типом ско-
пления белка α-синуклеина после обработ-
ки 1 мкМ артемизинина в течение 24 ч и 10 
мкМ MG132 в течение последних 4 ч (MG132 
+ Арт) или только MG132 (MG132). Двухфак-
торный дисперсионный анализ, тест Фише-
ра для множественных сравнений,  
** – p<0.01.

Fig. 3. Effect of artemisinin on α-Syn A53T ag-
gregation in SH-SY5Y cells following ubiqui-
tin-proteasome system inhibition (treatment 
with 10 µM MG132 for 4 hours). 

а/a  – representative micrographs of cells treat-
ed with 1 µM artemisinin for 24 hours followed 
by 10 µM MG132 for the last 4 hours (MG132 + 
Art) or only MG132 (MG132). Immunostaining 
was performed using antibodies against 
α-synuclein (green), and nuclei were counter-
stained with DAPI (blue). Scale bar: 100 µm;  
б/b  – quantification of cells with protein aggre-
gates in the analyzed cultures. Mann–Whitney 
test, * – p<0.05; в/c  – distribution of cells with 
different types of α-synuclein accumulation  
following treatment with 1 µM artemisinin for 
24 hours and 10 µM MG132 for the last 4 hours 
(MG132 + Art) or only MG132 (MG132). Two-
way ANOVA, Fisher’s multiple comparison test, 
** – p < 0.01.

инструментом для уточнения механизмов действия 

и ожидаемых эффектов при поиске потенциальных 

нейропротекторных препаратов. 

Обсуждение

Нами была получена модель агрегации белка α-си-

нуклеина на основе клеточной линии нейробластомы 

SH-SY5Y человека, в которой воспроизводятся основ-

ные молекулярные патологические события, харак-

терные для синуклеинопатии. В клетках наблюдает-

ся формирование характерных белковых отложений, 

образуемых α-синуклеином и оказывающих токсиче-

ское действие, что приводит к активации апоптотиче-

ской гибели. Модель основана на транзиентной экс-

прессии мутантной версии α-синуклеина A53T чело-

века с дополнительной кратковременной обработкой 

a/a

б/b в/с
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низкотоксичной концентрацией ингибитора протеа-

сом MG132. 

Известно, что увеличение числа копий гена SC-

NA у человека, а значит уровня его экспрессии, само 

по себе может быть достаточным для развития пар-

кинсонизма [60, 61]. Однако, в клеточных моделях со 

сверхэкспрессией α-синуклеина наблюдается, как пра-

вило, небольшое число клеток с агрегатами, а также 

отсутствие крупных агрегатов (телец Леви), которые 

обнаруживаются в аутопсийном материале пациентов 

с БП [42]. По-видимому, для развития полной карти-

ны заболевания необходимы дополнительные факто-

ры, влияющие на способность клеток противостоять 

агрегации [62]. Для усиления агрегации α-синуклеина 

в клеточных культурах обычно используются различ-

ные токсины. Например, частота внутрицитоплаз-

матических включений увеличивается при воздей-

ствии 1-метил-4-фенилпиридиния (MPP+), ротенона 

или ингибиторов протеасом [63-65]. Совместная экс-

прессия синфилина-1 – белка, взаимодействующего 

с α-синуклеином, может вызывать образование вклю-

чений в клетках H4 [66], а также в клетках HEK293 [53]. 

Наконец, белок p25a, специфичный для мозга, так-

же был идентифицирован как стимулятор агрегации 

α-синуклеина in vitro [67]. Нарушение работы УПС для 

усиления патологии, связанной с агрегацией α-сину-

клеина, представляется одной из самых оптимальных 

стратегий. С одной стороны, это обеспечивает непо-

средственное влияние на распад в клетке патологиче-

ских форм белка, а с другой стороны, одним из меха-

низмов токсического действия самого α-синуклеина 

является ингибирование УПС [35, 38, 68]. Таким об-

разом, такой подход более полно моделирует патоло-

гические события в нервных клетках при БП.

Точные молекулярные механизмы, посредством 

которых α-синуклеин накапливается и способствует 

нейродегенерации при заболевании, остаются неиз-

вестными. Идентификация и изучение различных про-

дуктов агрегации α-синуклеина позволила предполо-

жить, что олигомеры и протофибриллы α-синуклеина 

обладают наибольшей нейротоксичностью [69]. Так, 

например, кольцеподобные олигомеры α-синуклеина 

взаимодействуют с цитоплазматической мембраной 

и образуют трансмембранные поры, вызывая аномаль-

ный внутриклеточный приток кальция [70]. Тогда как 

зрелые агрегаты могут рассматриваться в качестве ме-

нее токсичных конечных продуктов агрегации. Счи-

тается, что разные типы отложений представляют со-

бой последовательные этапы накопления и агрегации 

α-синуклеина в клетке [71-73]. По мере увеличения 

локальной концентрации белка он переходит от го-

могенного равномерного распределения в цитоплаз-

ме к формированию мелких скоплений (фокусов), ко-

торые далее сливаются и образуют все более крупные 

агрегаты фибриллярной или более-менее округлой 

формы. На последних стадиях агрегации клетка мо-

жет быть почти полностью заполнена одним или не-

сколькими крупными перенуклеарными агрегатами 

(агресомами). Экспериментальные данные свидетель-

ствуют о том, что образование агресом не обязательно 

коррелирует с апоптотической гибелью клеток. Сре-

ди апоптотических клеток значительно больше агре-

сомоотрицательных по сравнению с агресомополо-

жительными [53]. Это свидетельствует в пользу того, 

что конечные продукты агрегации скорее выполня-

ют защитную функцию, удерживая в себе токсичные 

формы белка. Понимание природы различных струк-

тур α-синуклеина, способов их формирования и их от-

носительного вклада в α-синуклеин-опосредованную 

токсичность может послужить основой для разработ-

ки, профилактики и терапии заболеваний. Поэтому 

при скрининге новых потенциальных препаратов с ан-

тиагрегационной активностью необходимо использо-

вать модели, в которых формируются различные типы 

агрегатов и определять, на какие из них влияет тести-

руемое соединение. 

При поиске химических веществ с антиагрегаци-

онной активностью важным представляется оптималь-

ный подбор тест-систем для обеспечения эффектив-

ного и надежного отбора соединений с заданными 

свойствами [74, 75]. Описанная в данной работе мо-

дель может быть использована в качестве тест-систе-

мы для отбора препаратов влияющих на агрегацию 

α-синуклеина. Отработаны подходы к анализу выра-

женности агрегации в клетках с помощью иммуноци-

тохимической окраски агрегатов и их морфологиче-

ского анализа. Относительно небольшое время, не-

обходимое для проведения тестирования, и легкость 

масштабирования при работе с иммортализованны-

ми клеточными линиями делает полученную модель 

удобным инструментом для высокопроизводительного 

скрининга больших библиотек соединений. С исполь-

зованием данной модели нами показано, что артеми-

зинин – соединение с известной антиагрегационной 

и нейропротекторной активностью, способен пода-

влять агрегацию α-синуклеина в первую очередь за счет 

уменьшения количества ранних продуктов агрегации 

и при этом не влиять на образование агресом. Инте-

ресно, что под действием артемизинина увеличивалось 

количество клеток, содержащих мелкие гранулярные 

агрегаты, которые могут служить предшественниками 

агресом. Таким образом, описываемая нами модельная 
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система позволяет также оценивать влияние тестиру-

емых соединений на развитие протеинопатии, в част-

ности изменение направления в сторону образования 

конечных или более ранних продуктов агрегации.
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