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Болезнь Альцгеймера (БА) является хроническим нейродегенеративным заболеванием с пораже-
нием нейронных структур в разных областях головного мозга, включая утрату синапсов. Причины 
деструктивных изменений и гибели нейронов изучены недостаточно. Механизмы утраты синапсов 
неопределенны. При развитии БА происходят структурные и функциональные изменения в синап-
сах, которые взаимосвязаны с морфологией постсинаптических образований – дендритных шипи-
ков. В работе описана технология хронической визуализации дендритных шипиков у трансгенных 
животных с помощью методов мультифотонной флуоресцентной микроскопии. Были использова-
ны гибридные животные (5xFAD-М) с экспрессий зеленого флуоресцентного белка и моделью БА. 
Приведенные в работе методические решения позволили выявить многодневную динамику плотно-
сти дендритных шипиков, а также отследить преобразование их морфологических типов в течение 
длительного периода наблюдений.
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Болезнь Альцгеймера (БА) – это прогрессирую-
щее в течение многих лет нейродегенеративное за-
болевание головного мозга, которое сопровождается 
развитием слабоумия (деменции) на фоне деструк-
тивных изменений мозга (Soria Lopez et al., 2019). 
Семейная форма БА с ранним началом (~5% всех 
случаев заболевания, развивается от 40 до 65 лет) ха-
рактеризуется аутосомно-доминантным типом на-
следования мутаций в генах: APP, PSEN1 и PSEN2 
(Leger, Massoud, 2013; Стефанова, Колосова, 2016). 
Спорадическая форма БА (~95% случаев заболева-
ния, развивается после 65 лет) является результатом 
синергетического действия генетических факторов 
и факторов риска, одним из которых является воз-
раст (Татарникова и др., 2015; Shao et al., 2017).

Современные методы лечения направлены 
на облегчение симптомов и не обеспечивают 

купирование или замедление патогенеза болезни, 
включая дальнейшую потерю нейронов (Литвинен-
ко и др., 2019; Bezprozvanny, 2022; Dahl et al., 2023). 
Исходя из существующих гипотез о механизмах 
развития БА, обсуждаются вопросы новых муль-
тимодальных стратегий терапии (Bezprozvanny, 
Mattson, 2008; Bezprozvanny, 2009; Leger, Massoud, 
2013; Татарникова и др., 2015; Левин, Васенина, 
2016; Selkoe, Hardy, 2016; Holtzman et al., 2016; 
Cline et al., 2018; Walker, 2018; Литвиненко и др., 
2019; Soria Lopez et al., 2019; Bezprozvanny, 2022; 
Olfati et al., 2022; Dahl et al., 2023). Высказываются 
предположения о том, что центральным фактором 
патогенеза БА может быть потеря синаптической 
пластичности и самих синапсов, однако причины 
утраты синаптических структур остаются неопре-
деленными (Spires et al., 2005; Nelson et al., 2012; 
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Boros et al., 2017; Cline et al., 2018; Subramanian et 
al., 2020; Meftah, Gan, 2023).

Морфология дендритных шипиков играет важ-
ную роль в регуляции синаптической функции 
и  взаимосвязана с механизмами синаптической 
пластичности, обуславливающими процессы обу
чения и памяти (Yuste et al., 2000; Попов и др. 
2003; Tan, Waxman, 2015). В научном сообществе 
активно проводятся исследования дендритных 
шипиков с помощью разных средств микроско-
пии: на фиксированных срезах мозга с различным 
уровнем пространственного разрешения, от свето-
вой (включая широкопольную флуоресцентную), 
конфокальной лазерной сканирующей и закан-
чивая ультраструктурными исследованиями с ис-
пользованием электронной микроскопии (Попов 
и др., 2003; Schouten et al., 2014). При появлении 
средств мультифотонной микроскопии появилась 
возможность исследований на живом организме 
(in vivo) в сильно рассеивающей ткани головного 
мозга на значительной (несколько сотен микроме-
тров) глубине. Для мультифотонной визуализации 
используются животные с экспрессированными 
флуоресцентными белками в нейронах с помощью 
вирусной трансдукции генов с возможностью реги-
страции кальциевых сигналов (Lowery et al., 2009; 
Mittmann et al., 2011; Son et al., 2024) или генети-
ческими манипуляциями у трансгенных животных 
(Holtmaat et al., 2005; Shao et al., 2021).

Многочисленные модели болезни Альцгеймера, 
реализованные с помощью трансгенных животных, 
играют ключевую роль в исследованиях механизмов 
развития заболевания и в поиске эффективных 
средств терапии. В литературных источниках при-
водятся исследования морфологии дендритных 
шипиков на модели 5xFAD методами конфокаль-
ной микроскопии на фиксированных срезах мозга 
(Ilina, Linkova, 2023). Прижизненных исследований 
динамики образования/утраты дендритных шипи-
ков на 5xFAD-модели БА у трансгенных животных 
с экспрессией флуоресцентных белков в нейронах 
мозга мы в литературе на момент написания статьи 
не нашли.

Целью своей работы мы определили выявление 
многодневной динамики плотности дендритных 
шипиков и преобразования их морфологических 
типов на животной модели БА с помощью средств 
мультифотонной микроскопии.

Достижение поставленной цели потребовало 
реализации задач: (1) выведение гибридов транс-
генных животных 5xFAD-М, у которых экспрес-
сированы флуоресцентные белки (линия M-Line) 
и имеются мутации трансгенов, характерных для 
БА, на примере мышиной модели 5xFAD, что по-
зволяет выполнить прижизненную визуализацию 
морфологии синаптических образований (ден-
дритных шипиков) без травматической инъекции 
вирусов в мозг для флуоресцентного маркирования 

нейронов; (2) разработка технологии хронической 
визуализации нейронных структур мозга с помощью 
средств мультифотонной флуоресцентной микро-
скопии. Такие технологии могут быть использованы 
для исследований патогенеза нейродегенеративных 
заболеваний и апробации перспективных средств 
терапии.

Описанная в данной работе технология много-
дневной хронической визуализации нейронных 
структур мозга позволила выявить динамику про-
цессов образования/утраты дендритных шипиков, 
преобразование их морфологических типов у здо-
ровых мышей с экспрессией GFP и у животных 
5xFAD-М.

МЕТОДИКА

Животные. Мыши линии M-Line (Tg (Thy1-
EGFP) MJrs/J, C57BL/6J background, Stock No: 
007788) и линии 5xFAD (B6SJL-Tg (APPSwFlLon, 
PSEN1 * M146L * L286V) 6799Vas/Mmjax, Stock 
No:34840-JAX) были разработаны в Jackson 
Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) и переданы 
в НИТЦ нейротехнологий ЮФУ из Лаборатории 
молекулярной нейродегенерации СПбПУ им. Пе-
тра Великого. Животных содержали в условиях 
12/12-часового цикла «свет/темнота» при посто-
янной температуре (23 ± 1°C). Животные имели 
свободный доступ к пище (полнорационный экс-
трудированный комбикорм) и очищенной воде.

Получение гибридов. Выведение гибридов 
5xFAD-М продиктовано необходимостью полу-
чения мышей, у которых экспрессированы флуо-
ресцентные белки (GFP), что позволяет выполнить 
прижизненную визуализацию морфологии синапти-
ческих образований на моделях БА без окрашивания 
тканей мозга или инъекции аденоассоциированных 
вирусов.

Получение гибридной линии 5xFAD-М осу-
ществляли по аналогии с (Ilina, Linkova, 2023). 
Для этого скрещивали гемизиготную самку ли-
нии M-Line и гемизиготного самца линии 5xFAD. 
В первом поколении полученного потомства 
(F1 на рис. 1 (а)) животные имели разные транс-
гены: с тремя трансгенами APP, PSEN1 и Thy1-
EGFP (5xFAD-М), только с трансгеном Thy1-
EGFP (M-Line), только с трансгенами APP, PSEN1 
(5xFAD) и дикий тип (WT). Из полученного потом-
ства гемизиготную самку линии M-Line скрещивали 
с гибридным самцом 5xFAD-M. Потомство второго 
поколения (F2) включало трансгены APP, PSEN1 
и Thy1-EGFP (5xFAD-M) и Thy1-EGFP (M-Line). 
Мыши M-Line и 5xFAD-М второго поколения (две 
группы) были использованы для хронического ана-
лиза морфологии синаптических образований.

Мы не скрещивали между собой гибридов 
5xFAD-M, так как линия 5xFAD при своих мутациях 
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склонна к возрастной потере слуха, дегенерации 
сетчатки и другим генетическим заболеваниям, ко-
торые мы старались минимизировать.

Генотипирование мышей. Генотипирование 
мышей осуществляли стандартными процедурами 
ПЦР-анализа с помощью детекции продуктов 
амплификации гель-электрофореграммой. Для ге-
нотипирования отбирали молодых мышей в воз-
расте от 10 дней до трех недель. Выделение генома 
ДНК проводили из кончика хвоста. Для определе-
ния трансгенов использовали праймеры: для Thy1-
EGFP (прямой тип – ACA GAC ACA CAC CCA 
GGA CA, обратный – CGG TGG TGC AGA TGA 
ACT T); для 5xFAD-трансгенов (общий  – ACC 
CCC ATG TCA GAG TTC CT, обратный – CGG 

GCC TCT TCG CTA TTA C); внутренний положи-
тельный контроль (прямой – CTA GGC CAC AGA 
ATT GAA AGA TCT, обратный – GTA GGT GGA 
AAT TCT AGC ATC ATC C); дикий тип (обрат-
ный – TAT ACA ACC TTG GGG GAT GG).

В результате ПЦР-анализа потомства при скре-
щивании двух линий мышей было установлено, 
что удалось успешно получить мышей-гибридов 
5xFAD-M (рис. 1 (б). У мышей гибридной линии 
5xFAD-M определяли 4 типа фрагментов ДНК: 
1) фрагмент ДНК длиной 129 пар нуклеотидов 
(п. н.) – трансгенность 5xFAD; 2) фрагмент ДНК 
длиной 216 п. н. – образец дикого типа 5xFAD; 
3) фрагмент ДНК длиной 415 п. н. – трансгенность 
Thy1-GFP-M; 4) фрагмент ДНК длиной 324 п. н. – 
образец дикого типа Thy1-GFP-M.

Анализ фиксированных (10%-й формалин с по-
мощью интракардиальной перфузии) неокрашен-
ных срезов мозга генотипированных 5xFAD-М-
мышей с использованием мультифотонной микро-
скопии подтвердил формирование амилоидных 
бляшек в коре и гиппокампе в возрасте 4.5 месяцев 
и более, что является ключевой гистопатологиче-
ской особенностью БА. На рис. 2 (б) наличие ами-
лоидных бляшек у животного 5xFAD-M (самец, 
возраст 11 месяцев) обозначено красными стрел-
ками и окружностями в области глубоких слоев 
коры (Кор) и гиппокампа (Гп). Формирование 
амилоидных бляшек в коре и гиппокампе в ука-
занном возрасте согласуется с данными Oblak и 
соавт. (Oblak et al., 2021) и Bader и соавт. (Bader 
et al., 2023), полученными на животных линии 
5xFAD. У мышей линии M-Line подобных ано-
малий не обнаружено (рис. 2 (а)).

Наркоз и хирургические процедуры. Для хрони-
ческой визуализации морфологических структур 
мозга были использованы взрослые самцы возрас-
том 6 месяцев весом от 25 до 35 г. Операцию с им-
плантацией оптически прозрачного краниального 
окна проводили под газовым наркозом (изофлуран 
1.5–2%). Местная анестезия – лидокаин подкож-
но (0.1 мл). Во время операции температуру тела 
поддерживали в пределах 37.0 ± 0.5 ºС. Проведение 
хирургической операции осуществляли с помощью 
стереомикроскопа Leica M50 (увеличение до 40Х). 
Координаты краниального отверстия диаметром 
3 мм над соматосенсорной областью коры опре-
деляли с помощью окуляр-микрометра с центром 
1.1 мм каудально от брегмы и 2.5 мм латерально 
от сагиттального шва. Трепанационное отверстие 
закрывали с помощью покровного стекла толщи-
ной 0.17 мм (Gerhard Menzel), закрепляя его стома-
тологическим светоотверждаемым полимером. Для 
фиксации животного под объективом лазерного 
сканирующего микроскопа на голове закрепляли 
головодержатель в виде прямоугольной стальной 
пластины с отверстием для оптически прозрачного 
краниального окна.

Рис. 1. Выведение трансгенных мышей линии M-Line 
и 5xFAD-M. (а) – схема выведения. (б) – результаты 
ПЦР-анализа потомства при скрещивании мышей 
двух линий.
Fig. 1. Breeding of M-Line and 5xFAD-M transgenic mice. 
(a) scheme. (б) – the results of PCR analysis of offspring.
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После операции животное отсаживали в от-
дельную клетку. Послеоперационный уход осу-
ществляли под наблюдением ветеринарного врача 
с применением ненаркотических анальгетиков 
(анальгин 0.01 мг/г) и противовоспалительных 
препаратов (дексаметазон 0.02 мг/г).

Оборудование и хроническая визуализация. 
Хроническую (in vivo) визуализацию морфоло-
гии шипиков апикальных дендритов пирамид-
ных нейронов на уровне I–III слоев коры мозга 
(на глубину 50–300 мкм от поверхности) прово-
дили в мультифотонном режиме с помощью ла-
зерного сканирующего микроскопа LSM 880 NLO 
(Carl Zeiss), оснащенного 20-кратным объективом 
(W Plan-Apochromat 20x/1.0 DIC D = 0.17 M27 
VIS-IR). Флуоресцентный белок GFP возбуждали 
с  помощью фемтосекундного лазера Chameleon 
Discovery (Coherent) на длине волны 910 нм. Эмис-
сию света регистрировали в диапазоне 505–577 нм. 
Последовательное получение изображений (сло-
ев) на различных глубинах фокальной плоскости 
в дорсовентральном направлении (формирова-
ние z-стека) осуществляли с 50%-м перекрытием 
для каждого последующего шага. Толщина одного 

слоя составляла 0.63 мкм. Каждый z-стек включал 
от 15 до 44 слоев, что соответствовало толщине ак-
сиального сканирования от 8.836 до 27.138 мкм. 
Каждый слой регистрировали как «8-битное» изо-
бражение с разрешением 1024х1024 пикселей, что 
соответствовало площади сканирования 31.49х31.49 
мкм2 (0.03х0.03 мкм/пиксель).

Перед сеансом хронической визуализации 
животных иммобилизовали с помощью легкого 
(0.5–0.7%) изофлуранового наркоза. Под объек-
тивом микроскопа животных размещали в стерео-
таксическом станке MAG-2 (Narishige) с возмож-
ностью изменения угла поворота головы в трех-
мерном пространстве для перпендикулярной 
ориентации относительно системы сканирования. 
Перемещение под объективом осуществляли 
с помощью моторизованного предметного стола 
ZDeck HZ101PM (Prior Scientific), интегрирован-
ного с LSM 880 NLO.

При многодневной визуализации одних и тех 
же фрагментов дендритов формировали для каж-
дого фрагмента соответствующий z-стек на те-
кущий день визуализации. Поиск фрагментов 
дендритов и их идентификацию по характерным 

Рис. 2. «Сшитые» изображения фиксированных неокрашенных срезов мозга (сагиттальная плоскость сечения) ге-
нотипированных мышей линии M-Line (а) и 5xFAD-M (б), полученные с высоким разрешением (0.59 х 0.59 мкм/
пиксель) при последовательном сканировании на большой площади в мультифотонном режиме. Антериорное и по-
стериорное направления указаны соответствующими стрелками и подписями (Anterior, Posterior). Область коры 
мозга обозначена надписью «Кор», гиппокампа – «Гп». На рисунке (б) отдельные амилоидные бляшки обозначены 
красными стрелками, диаметр окружности составляет ≈35 мкм.
Fig. 2. “Stitched” images of formalin-fixed unpainted brain slices (sagittal cross-section) of genotyped mice: M-Line – (a) and 
5xFAD-M – (б). Images were obtained by sequential scanning over a large area with a resolution of 0.59x0.59 microns/pixel 
in multiphoton scanning mode. The anterior and posterior directions are indicated by the corresponding arrows (Anterior, 
Posterior). The area of the cerebral cortex is marked with the inscription “Кор”, the hippocampus – “Гп”. In Figure (б), in-
dividual amyloid plaques are indicated by red arrows, the diameter of the circle is ≈35 microns.

(а) (б)

200 мкм 200 мкм
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морфологическим признакам осуществляли с по-
мощью многоуровневого последовательного 
(несколько итераций) увеличения объектов, на-
ходящихся в зоне сканирования. Начальную ин-
тересующую область сканирования устанавливали 
по характерным очертаниям кровеносных сосудов 
мозга в режиме отраженного света в диапазоне 
видимого глазом человека (подсветка светодио-
дами). Затем в результате экспресс-сканирования 
в  мультифтонном режиме с последовательным 
увеличением зоны визуализации выявляли инте-
ресующие фрагменты апикальных дендритов. При 
однозначной идентификации фрагментов выпол-
няли z-сканирование по дорсовентральной оси 
(z-стек) в автоматическом режиме с заданными 
параметрами.

Согласно данным литературы, кратковременное 
использование изофлурана (4–6 часов) увеличивает 
образование филоподиевидных дендритных шипи-
ков, не оказывая влияния на остальные типы. При 
этом эффект изофлурана является обратимым в те-
чение суток после наркотизации животных (Yang et 
al., 2011) и не вызывает долговременных нейропа-
тологических изменений (Lin et al., 2012; Tong et al., 
2019). В нашем исследовании длительность нарко-
тизации (0.5–0.7%-й изофлуран для иммобилиза-
ции животного под объективом микроскопа) при 
выполнении одного сеанса визуализации не пре-
вышала 1.5 часов, что позволяет исключить влия-
ние наркоза на динамику изменения числа и типов 
шипиков.

Обработка изображений и анализ данных. Об-
работку полученных изображений (корректиров-
ка контраста/яркости, подавление шума), анализ 
морфологии дендритных фрагментов на полу-
ченных z-стеках осуществляли с помощью про-
граммного обеспечения ZEN Black edition и ZEN 
Blue Edition 2.6. (Carl Zeiss).

Экспериментальная работа была выполнена 
с использованием 3 мышей линии M-Line и 3 мы-
шей 5xFAD-M (возраст 6.0–6.5 мес, вес 25–30 г). 
В ходе экспериментальной работы с животными 
были проанализированы всего 64 идентифициро-
ванных дендритных фрагмента, наблюдаемых в 
течение 21 дня (у линии M-Line: 15 мышь_1 + 7 
мышь_2 + 7 мышь_3, итого 29; и у гибридов 
5xFAD-М: 11 мышь_4 + 13 мышь_5 + 11 мышь_6, 
итого 35). У всех вовлеченных в эксперименты жи-
вотных для анализа использовали одни и те же ден-
дритные фрагменты, которые смогли найти, иден-
тифицировать и визуализировать в течение указан-
ного периода. Общая длина изученных фрагментов 
составляет 2027 мкм. На всех дендритных фрагмен-
тах оценивали плотность синаптических шипиков 
(количество шипиков/длина фрагмента мкм) по 
каждому животному в разные дни визуализации.

Был выполнен анализ количества шипиков 
по их морфологическим типам в течение 21 дня 

наблюдения на всех 64 идентифицированных ней-
ронных фрагментах у мышей M-Line и 5xFAD-M. 
В разных научных работах дендритные шипи-
ки по морфологическим признакам разделя-
ют на несколько (от 2 до 5) типов (Jones, Powell, 
1969; Попов и др., 2003; Rochefort, Konnerth, 2012; 
Chidambaram et al., 2019; Bell et al., 2019). Мы в сво-
ей работе определили 4 относительно простых мор-
фологических типа: 1) филоподиевидные шипики, 
длина которых значительно превышает их диаметр; 
2) пеньковые, длина и диаметр которых соразмер-
ны; 3) тонкие, имеющие длинную или короткую 
«ножку» с головкой большего диаметра; и 4) грибо-
видные – две головки на одной ножке (рис. 5 (а)). 
Рассчитывали процентное соотношение 4 типов 
дендритных шипиков по всем идентифицирован-
ным дендритным фрагментам у мышей M-Line 
(в количестве 29) и 5xFAD-М (35), наблюдаемых 
в течение 21 дня.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Нами были использованы гибриды трансгенных 
мышей 5xFAD-М, полученные при скрещивании 
линии M-Line с экспрессий GFP и мышиной мо-
дели БА – линии 5xFAD. У мышей линии M-Line 
с  трансгеном Thy1-EGFP специфический про-
моутер Thy1 обуславливает экспрессию GFP из-
бирательно в нейронах головного мозга (пример-
но 10% нейронов), включая корковые структуры 
(Vidal et al., 1990; Moechars et al., 1996; Laperchia 
et al., 2013). Линия 5xFAD является ускоренной 
моделью БА и включает избыточную экспрессию 
генов APP и PSEN1, содержащих 5 семейных мута-
ций БА (APP KM670/671NL (Swedish), APP I716V 
(Florida), APP V717I (London), PSEN1 M146L, 
PSEN1 L286V).

В ходе многодневной хронической визуали-
зации нейронных структур мозга у животных из 
экспериментальной группы M-Line и 5xFAD-M, 
после имплантации животным оптически про-
зрачного краниального окна, выявлена устой-
чивая (на весь период работы с животными  – 
21 день и более) экспрессия GFP-белка в отдель-
ных нейронах соматосенсорной коры головного 
мозга.

На рис. 3 приведены данные, демонстрирующие 
многодневную визуализацию дендритных шипиков, 
являющихся постсинаптическим образованием, 
на одном и том же фрагменте дендрита на примере 
трансгенной мыши линии M-Line. Многодневный 
доступ к поиску и идентификации выбранного фраг-
мента дендрита через прозрачное краниальное окно 
(рис. 3 (б)) осуществлялся благодаря исключению 
дополнительных процедур инъекционного (болюс-
ного) введения в мозг флуоресцентных красителей 
или аденовирусов, экспрессирующих GFP, что 
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сопровождается, как правило, нарушением струк-
тур мозга и воспалительными процессами с сопут-
ствующими микрокровотечениями.

Сложной, нетривиальной задачей является 
поиск и идентификация заданных фрагментов 
дендритов нейронов коры мозга. Ее решение 

Рис. 3. Изменения дендритных шипиков в течение длительного периода хронической визуализации фрагмента апи-
кального дендрита нейрона соматической коры трансгенной мыши линии M-Line. (а) – мышь с имплантированным 
краниальным окном. (б) – оптически прозрачное краниальное окно. (в) – область многодневного хронического ска-
нирования. Д0 – Д21 – фрагмент исследуемого дендрита в разные дни визуализации (Д0 соответствует дню имплан-
тации). В верхнем правом углу размерная шкала с обозначением длины на изображениях (б), (в) и Д0. Стрелками 
обозначены процессы синаптогенеза согласно цветовой кодировке (синий – стабильные, зеленый – образовавшиеся, 
розовый – утраченные).
Fig. 3. Changes in the quantitative composition of dendritic spines during a long period of chronic visualization of an apical 
dendrite fragment of a neuron in the somatosensory cortex (M-Line mouse). (a) – a mouse with an implanted cranial window. 
(б) – optically transparent cranial window. (в) – the area of a multi-day chronic scanning. D0 – D21 is a fragment of the 
dendrite under study on different days of visualization (D0 corresponds to the day of implantation). In the upper right corner 
of the image there is a dimensional scale with the length designation (б), (в) and D0. The arrows indicate the processes of 
synaptogenesis (formation/loss), according to the color coding (blue – stable, green – formed, pink – lost).

(а) (б) (в)

стабильные образовавшиеся утраченные
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достигается путем многоуровневого последова-
тельного (3–4 итерации) увеличения зоны скани-
рования с топологической привязкой к индиви-
дуальному расположению кровеносных сосудов 
мозга (см. разд. «Оборудование и хроническая 
визуализация»). На рис. 3 (в) представлены за-
ключительные процедуры последовательного 
увеличения зоны сканирования. Изображения 
Д0 – Д21 демонстрируют идентифицированные 
фрагменты одного и того же дендрита в разные 
дни наблюдения. Д0 соответствует дню опера-
ционной подготовки животного с имплантацией 
краниального окна. На данных рисунках можно 
рассмотреть динамичные процессы образования 
новых дендритных шипиков (обозначены зеле-
ными стрелками), утраты ранее образованных 
(розовые стрелки). Есть также стабильные шипи-
ки (синие стрелки), которые сохраняются на весь 
период наблюдения.

Таким образом, достигнутые нами успехи со-
гласуются с научными исследованиями (Holtmaat 
et al., 2005; Laperchia et al., 2013; Merlini et al., 
2019), в которых использовали трансгенных (Thy1-) 
животных с экспрессией GFP или желтого флуо-
ресцентного пептида (YFP) в популяциях нейро-
нов для многодневных in vivo исследований суб-
клеточных структур мозга (дендритные шипи-
ки) с  помощью двухфотонной флуоресцентной 
микроскопии. Laperchia и соавт. (Laperchia et 
al., 2013) отмечают, что Thy1-GFP-трансгенные 
мыши представляет собой перспективную жи-
вотную модель для изучения широкого спектра 
явлений, таких как ремоделирование дендритных 
синаптических структур после обучения/опыта, 
нейровоспаление и лазерная диссекция.

Плотность синаптических шипиков у мышей 
с БА (5xFAD-М) более чем в два раза меньше, чем 
у контрольной группы (M-Line), на весь период 

Рис. 4. Динамика плотности (средние значения) дендритных шипиков у мышей лини M-Line (а) и 5xFAD-М (б) 
в течение 21 дня наблюдений.
Fig. 4. Density dynamics (average values) of dendritic spines in M-Line (a) and 5xFAD-M (б) mice during 21 days of 
visualization.
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визуализации. Плотность дендритных шипиков на 
весь период наблюдений у мышей M-Line пред-
ставлена на рис. 4 (а), у 5xFAD-М – на рис. 4 (б).

Возможность использования технологии мно-
годневной хронической визуализации нейронных 
структур мозга с помощью методов мультифотон-
ной флуоресцентной микроскопии позволила вы-
явить интересные факты преобразования типов 
дендритных шипиков из одного в другой (рис. 5 б, 
в). На этом рисунке представлены два разных 
фрагмента дендритов на примере мыши 5xFAD-М, 

наблюдаемых в течение 21 дня (Д0-Д21). Шкала, со-
ответствующая 2 мкм, приведена в верхнем правом 
углу на Д0. Преобразование типов дендритных ши-
пиков обозначено стрелками согласно цветовой 
кодировке: розовый  – из тонкого в пеньковый; 
зеленый  – из грибовидного в  тонкий; синий  – 
из  пенькового в тонкий; желтый  – из тонкого 
в филоподиевидный; красный – из филоподиевид-
ного в пеньковый. Важно отметить, что некоторые 
дендритные шипики последовательно в течение 
нескольких дней наблюдения преобразуются как 

Рис. 5. Преобразование типов дендритных шипиков на примере мышей линии 5xFAD-M. (а) – типы дендритных 
шипиков. (б), (в) – преобразование типов шипиков. Стрелками обозначено преобразование из одного типа в другой, 
согласно цветовой кодировке (розовый – из тонкого в пеньковый, зеленый – из грибовидного в тонкий, оранжевый – 
из тонкого в филоподиевидный, синий – из пенькового в тонкий, красный – из филоподиевидного в пеньковый).
Fig. 5. Transformation of dendritic spike types in 5xFAD-M mice. (a) – dendritic spike types. (б), (в) – transformation of spike 
types. The arrows indicate the conversion from one type to another, according to the color coding (pink – from thin to stubby, 
green – from mushroom to thin, orange – from thin to filopodia, blue – from stubby to thin, red – from filopodia to stubby).
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минимум в 3 морфологических типа: грибовид-
ный – тонкий – филоподиевидный (зеленые, 
желтые стрелки на рис. 5 (б)) и тонкий – филопо-
диевидный – пеньковый (желтые, красные стрел-
ки на рис. 5 (в)). Возможно, что на этом рисунке 
представлены три разных модели преобразования 
или развития шипиков.

Динамика преобразования морфологических 
типов дендритных шипиков, выявленная у мы-
шей M-Line и 5xFAD-M, представлена на рис. 6. 
На  этом рисунке отражено количество дендрит-
ных шипиков по разным морфологическим типам 
(4 группы: грибовидные, тонкие, пеньковые и фи-
лоподиевидные) для каждого животного (соответ-
ствующая окраска / штриховка данных) в разные 
дни наблюдения (Д0, Д16 и Д21). Из представлен-
ных данных видно, что у мышей M-Line и 5xFAD-M 
количественный состав морфологических типов 
дендритных шипиков меняется в течение всего 
периода наблюдений. Однако стоит отметить, что 
у животных 5xFAD-M количество пеньковых шипи-
ков заметно увеличивается к 21-му дню наблюдений 
по сравнению с другими типами шипиков.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Дендритные шипики (их морфология и плот-
ность) играют важнейшую функциональную роль 
в синаптической пластичности и, следовательно, 
в процессах обучения и памяти (Grutzendler et al., 

2002; Попов и др., 2003; Rochefort, Konnerth, 2012; 
Lu, Zuo, 2017; Chidambaram et al., 2019; Bell et al., 
2019). При развитии болезни Альцгеймера нейрон-
ные структуры в разных областях головного моз-
га подвергаются обширной дегенерации, включая 
утрату синапсов (дендритных шипиков) и значи-
тельную потерю нейронов (Spires et al., 2005; Oakley 
et al., 2006; Devi, Ohno, 2010; Jawhar et al., 2012; 
Kalinin et al., 2012; Eimer, Vassar, 2013; Forner et al., 
2021). Потеря синапсов представляется особен-
но актуальной, поскольку она тесно коррелирует 
со степенью когнитивных нарушений (Spires et al., 
2005; Eimer, Vassar, 2013; Boros et al., 2017). БА все 
чаще рассматривается как нейродегенеративное за-
болевание, при котором нарушения функциониро-
вания синапсов и/или их утрата являются ключе-
вым компонентом патогенеза (Meftah, Gan, 2023). 
В работе Subramanian et al. (2020), опирающейся 
на исследования, реализованные методами in vivo 
мультифотонной микроскопии на разных мыши-
ных моделях БА, отмечается, что утрата синапсов 
(в частности, дендритных шипиков) может быть 
спровоцирована как внеклеточными факторами 
(отложением бета-амилоида (βA), трансформаци-
ей функций микроглии), так и внутриклеточными 
(накоплением βA, нарушением функций тау-белка 
с образованием скоплений в виде клубков, повы-
шением уровня кальция).

Известно, что у мышей 5xFAD интранейрональ-
ный βA начинает накапливаться уже в возрасте 
1.5 месяцев (Amram, Frenkel, 2017). Формирование 

Рис. 6. Динамика соотношения типов дендритных шипиков у мышей линий M-Line и 5xFAD-M в разные дни (Д0, 
Д16 и Д21) наблюдений.
Fig. 6. Dynamics of the ratio of dendritic spine types in M-Line and 5xFAD-M mice on different days (D0, D16 and D21) of 
visualization.
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внеклеточных патогенных βA бляшек начинается в 
возрасте 2–4 месяцев. Сначала бляшки появляются 
в глубоких слоях коры головного мозга, а у взрос-
лых мышей (9–12 месяцев) бляшки заполняют 
большую часть коры и гиппокампа. Временные 
рамки появления амилоидных бляшек позволяют 
предположить, что некоторые бляшки могут об-
разовываться из интранейрональных агрегатов βA. 
Появление амилоидных бляшек сопровождается 
стойким микроглиозом и воспалительными процес-
сами (Oakley et al., 2006; Jawhar et al., 2012; Forner 
et al., 2021). У взрослых мышей (9–12 мес) наблю-
дается снижение уровня синаптических маркеров 
(синаптофизин, синтаксин), что свидетельствует о 
частичной утрате синапсов, а также нейрональная 
потеря, в частности норадренергических и холинер-
гических нейронов (Oakley et al., 2006; Devi, Ohno, 
2010; Jawhar et al., 2012; Kalinin et al., 2012; Forner et 
al., 2021). Когнитивный дефицит (cognitive deficits) 
у этих трансгенных мышей развивается в возрас-
те 4–5 месяцев (Oakley et al., 2006; Avrahami et al., 
2013).

Важно отметить, что, по нашим данным, утрата 
синапсов (дендритных шипиков) наблюдается уже 
в возрасте 6–6.5 месяцев (рис. 4). Этот факт согласу-
ется с данными Ilina, Linkova (2023), которые отмеча-
ют значительное уменьшение дендритных шипиков 
у мышей 5xFAD-М в возрасте 4–5 месяцев.

Размеры дендритных шипиков имеют огромное 
значение, поскольку внутриклеточная среда этих 
постсинаптических образований включает основ-
ные органеллы (гладкий ретикулум, микротрубоч-
ки, полирибосомы, постсинаптическое уплотне-
ние, шипиковый аппарат, эндосомы). Указанные 
внутриклеточные структуры обеспечивают ак-
тивную доставку от сомы нейрона и/или синтез 
на месте белков, необходимых для постоянного 
обновления мембранных хеморецепторов и ион-
ных каналов в процессе синаптической передачи 
сигналов (Попов и др., 2003; Rochefort, Konnerth, 
2012 Chidambaram et al., 2019; Bell et al., 2019). 
Существующие данные свидетельствуют о  том, 
что каждый дендритный шипик функционирует 
как частично автономный компартмент, который 
в дополнение к транссинаптической передаче сиг-
налов, за счет функциональных перестроек (ла-
бильности), играет важнейшую роль в модуляции 
силы синаптической связи. Способность шипиков 
модулировать входящие пресинаптические сигна-
лы обуславливает синаптическую пластичность, 
которая является механизмом реализации памяти 
и обучения.

В процессе формирования памяти происходит 
либо образование новых шипиков, либо структур-
ное/функциональное изменение существующих 
(Chidambaram et al., 2019). Таким образом, ден-
дритные шипики можно рассматривать как анато-
мическую структуру хранения памяти.

Взаимосвязь между морфологией шипиков и пла-
стичностью активно обсуждается, однако принято 
считать, что тонкие и филоподиевидные относятся 
к лабильным, а более крупные пеньковые и грибо-
видные являются более функционально активны-
ми, которые остаются морфологически устойчивы-
ми, возможно, на протяжении всей взрослой жизни 
животного (Grutzendler et al., 2002; Holtmaat et al., 
2005; Lu, Zuo, 2017). Высказываются предположе-
ния о том, что кратковременная память обусловлена 
образованием и развитием новых шипиков из-за их 
повышенной лабильности и способности к деструк-
ции (утрате) при отсутствии пресинаптической сти-
муляции; долговременная – за счет более функцио-
нально активных шипиков при созревании и стаби-
лизации ранее образованных (увеличение размеров 
головок при уменьшении общей длины, уменьше-
нии лабильности) (Chidambaram et al., 2019).

Особую роль определяют филоподиевидным 
структурам, которая заключается в образовании 
новых шипиков. Считается, что филоподиевидные 
выросты, богатые актином, образуются на поверх-
ности дендритов с целью поиска пресинаптических 
контактов с последующим формированием, в ко-
нечном итоге, новых тонких шипиков (Попов и др., 
2003; Majewska et al., 2006; Chidambaram et al., 2019). 
То есть «филоподии» являются промежуточным зве-
ном в формировании новых дендритных шипиков.

Однако, согласно нашим наблюдениям, тонкие 
шипики могут преобразовываться в филоподие-
видные (рис. 5 (б), (в)), а также может происходить 
утрата филоподиевидного выроста на месте лока-
лизации пенькового шипика (рис. 5 (в)). Это мо-
жет свидетельствовать о более сложных функциях 
«филоподий», которые еще предстоит выяснить.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Поскольку молекулярные механизмы образо-
вания синапсов, формирования синаптической 
пластичности и роль дендритных шипиков оста-
ются предметом дискуссий, нейротехнологии 
для хронической in vivo визуализации нейрон-
ных структур мозга с помощью средств флуорес-
центной микроскопии, на наш взгляд, являются 
актуальными. Идентификация морфологических 
признаков нейродегенеративных заболеваний 
с помощью такого рода технологий должна в пер-
спективе способствовать более глубокому по-
ниманию механизмов патогенеза заболеваний, 
улучшению дифференциальной диагностики па-
тологий и созданию принципиально новых эф-
фективных средств терапии.

Весьма перспективным направлением для раз-
вития настоящего исследования, способным суще-
ственно улучшить качество технологий многоднев-
ной хронической визуализации нейронных структур 
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мозга, является разработка математических средств 
и программных продуктов цифровой обработки 
изображений с возможностями трехмерной рекон-
струкции флуоресцирующих объектов на разной 
глубине фокальной плоскости с целью создания ав-
томатической системы детекции дендритных шипи-
ков и классификации их морфологических типов.

ВЫВОДЫ

1. Получены гибриды 5xFAD-M трансгенных 
животных, сочетающих в себе экспрессию флуо
ресцентных белков в корковых нейронах мозга 
с моделью нейродегенеративной болезни Альцгей-
мера. Использование мышей линии 5xFAD-M ис-
ключает необходимость инфицирования аденоас-
социированными вирусами для трансфекции генов, 
экспрессирующих флуоресцентные белки в мозге 
животных, что является важным преимуществом 
при изучении динамики дендритных шипиков на 
фоне развития нейродегенеративных процессов.

2. Разработана технология хронической визуали-
зации дендритных шипиков нейронов 2/3-го слоя 
коры мозга, позволяющая не менее трех недель ви-
зуализировать нейронные структуры с помощью 
двухфотонной микроскопии. Использование дан-
ной технологии позволило отследить многодневную 
динамику плотности дендритных шипиков у «здо-
ровых» мышей и с БА, а также выявить интересные 
факты преобразования морфологических типов ши-
пиков в течение длительного периода наблюдений.
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CHRONIC IMAGING OF DENDRITIC SPINE MORPHOLOGY  
IN 5XFAD-M HYBRID LINE MICE OF ALZHEIMER’S DISEASE MODEL

A. E. Matukhnoa, P. V. Tkachevaa, V. B. Voinova, L. V. Lysenkob, E.V. Evsyukovaa,  
A.O. Taisaevaa, I. B. Bezprozvannya, c

aResearch Center for Neurotechnology, Southern Federal University, Rostov-on-Don, Russia
bDepartment of Physics, Southern Federal University, Rostov-on-Don, Russia

cLaboratory of Molecular Neurodegeneration, Peter the Great Saint Petersburg State Polytechnic University,  
Saint Petersburg, Russia

Alzheimer’s disease (AD) is a chronic neurodegenerative disorder of neural structures in different areas 
of the brain. Loss of synapses is a key stage in the development of AD and it precedes significant loss of 
neurons. However, the mechanisms of synapse loss are uncertain. Structural and functional changes in 
synapses are interrelated with the morphology of postsynaptic formations – dendritic spines. This paper 
describes the implementation of the technology of chronic imaging of dendritic spines in transgenic 
animals using the methods of multiphoton fluorescence microscopy. Mice of the 5xFAD-M hybrid line 
were used. 5xFAD-M was derived by crossing transgenic mice with expressions of green fluorescent 
protein GFP in individual neurons of the brain (M-Line) and a mouse model of AD (5xFAD line). 
Methodological achievements revealed the multi-day dynamics of the density of dendritic spines in 
M-Line and 5xFAD-M mice. Transformations of morphological types of spikes were revealed during 
a long period of observations.

Keywords: Alzheimer’s disease, dendritic spines, 5xFAD-M, chronic imaging, multiphoton microscopy
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