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Аннотация
Цель. Изучить морфологические изменения в структурах лимбической системы у мышей с гиперэкспресси-
ей белков теплового шока молекулярной массой 70 кДа (70 kDa heat shock proteins, HSP70) и экспрессией 
мутантного белка fused-in-sarcoma («слитый при саркоме»; FUS) с развитием бокового амиотрофического 
склероза.
Материалы и методы. Объектом исследования служили мыши (n = 36) линии C57Bl/6 (wild-type) и транс-
генных линий, разделенные на 6 групп по 6 мышей в каждой. Три группы были FUS-отрицательные: кон-
трольная, с вне и внутриклеточной гиперэкспрессией белка 1А семейства HSP70: HSP70out и HSP70in; три 
группы – FUS-положительные: FUS[1-359], FUS[1-359]/HSP70out и FUS[1-359]/HSP70in. У всех FUS положитель-
ных мышей развивалась мышечная слабость вплоть до паралича. На 20-й неделе жизни мышей выводи-
ли из эксперимента, гистологические препараты головного мозга окрашивали гематоксилином и эозином, 
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толуидиновым синим по Нисслю или иммунофлуоресцентными антителами к нейрональному ядерному мар-
керу (NeuN) для препаратов каудопутамена, септальных ядер и гиппокампа, а также к глиальному фибрил-
лярному кислому белку (GFAP), белку S100β и синаптофизину для препаратов гиппокампа; подсчитывали 
количество клеток. Сравнение средних значений между группами проводили при помощи однофакторного 
дисперсионного анализа и теста Тьюки.
Результаты. В группах с экспрессией FUS наблюдались статистически значимые различия по сравнению 
с FUS отрицательными группами: (1) снижение количества нейронов и NeuN+-клеток в каудопутамене и мин-
далевидном теле, наиболее выраженное изменение отмечено в группе FUS[1-359]/HSP70out; (2) увеличение 
количества гиперхромных нейронов в основании гиппокампа, зоне Аммонова рога (CA1) и зубчатой изви-
лине, прирост был значимо больше в группах FUS[1-359] и FUS[1-359]/HSP70out по сравнению с FUS[1-359]/
HSP70in; (3) рост количества GFAP+- и S100β+-клеток в гиппокампе, увеличение было значимо больше в груп-
пах FUS[1-359] и FUS[1-359]/HSP70out по сравнению с FUS[1-359]/HSP70in.
Заключение. Одновременная гиперэкспрессия белка 1А семейства HSP70 и экспрессия мутантного бел-
ка FUS в цитоплазме клеток сопровождается меньшей выраженностью нейродегенеративных изменений 
в структурах лимбической системы по сравнению с экспрессией только мутантного белка FUS.

Ключевые слова: молекулярные шапероны; белки теплового шока; боковой амиотрофический склероз; мин-
далевидное тело; каудопутамен; гиппокамп; септальные ядра
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Overexpression of HSP70 in mice with mutant FUS protein 
is accompanied by a mitigated neurodegeneration  

in limbic system
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Sergey L. Kuznetsov

Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University)
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Abstract
Aim. To study morphological and developmental changes in the structure of mice’s limbic system, which overexpress 
70 kDa heat shock proteins (HSP70) and co-express mutant fused-in-sarcoma (FUS) protein with amyotrophic lateral 
sclerosis (ALS).
Materials and methods. The study was based on mice (n = 36; six for each group) of six lines either without FUS 
mislocalization: C57Bl/6 (wild-type); extracellular (HSP70out) or intracellular (HSP70in) overexpression of HSP70 
family 1A protein; or with FUS mislocalization: transgenic mice with ALS-FUS (FUS[1-359]); and double transgenic 
animals (FUS[1-359]/HSP70out and FUS[1-359]/HSP70in). All FUS expressing mice were symptomatic with 
myasthenia up to limb paralysis in some animals. When the mice were 20 weeks old, they were killed by staining 
histological slides of their brain using hematoxylin and eosin, toluidine blue by Nissl, immunofluorescent antibodies 
for the neuronal nuclear marker (NeuN) of the caudoputamen, septal nuclei, and hippocampus, as well as glial fibrillar 
acid protein (GFAP), S100β protein, and synaptophysin for the hippocampus. The number of neurons and the number 
of cells with a positive reaction to antibodies were counted. The statistical processing included ANOVA and were 
compared with the results from the Tukey test for.
Results. Statistically significant differences were observed for the FUS-expressing groups compared to FUS-negative 
groups: (1) a reduction in the number of neurons and NeuN+-cells in the caudoputamen and amygdala, especially 
for FUS[1-359]/HSP70out group; (2) an increase in the number of hyperchromic neurons in the subiculum, cornu 
Ammonis (CA1), and dentate gyrus, with a significantly greater increase for FUS[1-359] and FUS[1-359]/HSP70out 
groups compared to FUS[1-359]/HSP70in group; (3) an increase in the number of GFAP+- and S100β+-cells in the 
hippocampus, with the most pronounced change for the FUS[1-359] and FUS[1-359]/HSP70out groups compared to 
с FUS[1-359]/HSP70in group.
Conclusion. An overexpression of HSP70 family 1A protein and co-expression of mutant FUS protein in the cytoplasm 
is accompanied by mitigated neurodegeneration in the structure of the limbic system compared with the expression 
of mutant FUS protein alone.

Keywords: molecular chaperones; heat shock proteins; amyotrophic lateral sclerosis; amygdala; caudoputamen; 
hippocampus; septal nuclei.
MeSH terms: 
AMYOTROPHIC LATERAL SCLEROSIS-PATHOLOGY
AMYOTROPHIC LATERAL SCLEROSIS-PHYSIOPATHOLOGY
HSP70 HEAT-SHOCK PROTEINS-ANALYSIS
LIMBIC SYSTEM-PATHOLOGY
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Список сокращений:
БАС – боковой амиотрофический склероз
ИФ – иммунофлуоресцентное исследование
ALS – amyotrophic lateral sclerosis, боковой амиотро-
фический склероз
BLAa/BLAp  – basolateral amygdalar nucleus, anterior 
and posterior parts, передняя и задняя части базола-
терального ядра миндалевидного тела
BLAv – basolateral amygdalar nucleus, ventral part, вен-
тральная часть базолатерального ядра миндалевид-
ного тела
CA  – cornu Ammonis собственно гиппокамп, или  
Аммонов рог
CeL – central amygdalar nucleus, lateral part латераль-
ная часть центрального ядра миндалевидного тела
CP – caudoputamen, каудопутамен
DG – dentate gyrus, зубчатая извилина гиппокампа
FUS  – fused-in-sarcoma protein, белок, «слитый 

при саркоме»
GFAP  – glial fibrillary acidic protein, глиальный фи-
бриллярный кислый белок
HSP70 – 70 kDa heat shock proteins, белки теплового 
шока молекулярной массой 70 кДа
HSPA1A  – heat shock proteins member 1A, белок 1А 
семейства белков теплового шока
LA – lateral amygdalar nucleus, латеральное ядро мин-
далевидного тела
LSc  – lateral septal nucleus, caudal part, каудальная 
часть латерального септального ядра
NeuN – neuronal nuclear marker, нейрональный ядер-
ный маркер
SUBd – subiculum, dorsal part, дорсальная часть ос-
нования гиппокампа, или субикулума;
SYP – synaptophysin, синаптофизин
WT – wild-type animals, животные дикого типа

КЛЮЧЕВЫЕ ПОЛОЖЕНИЯ

Избыток молекулярных шаперонов HSP70 в цитозоле может оказывать благоприятное воздействие на течение варианта боко-
вого амиотрофического склероза, который связан с накоплением белка FUS в цитоплазме, а не в ядре.

Одновременная экспрессия у мышей внутриклеточного человеческого HSP70, HSPA1A и мутантного FUS приводит к боль-
шей выживаемости нейронов в отдельных областях стриатума, миндалевидного тела и гиппокампа, чем при экспрессии FUS 
без HSPA1A.

Активация нейроглии в структурах лимбической системы у мышей с экспрессией мутантного FUS и HSPA1A менее выражена, чем 
у мышей с изолированной экспрессией FUS.

Боковой амиотрофический склероз (БАС) пред-
ставляет собой нейродегенеративное заболевание 
с преимущественным поражением моторных отделов 
нервной системы [1]. Заболевание характеризуется 
высокими показателями инвалидизации и смертно-
сти, эффективные методы его лечения отсутствуют 
[2]. Разработка принципов терапии БАС затруднена 
тем, что заболевание может возникать при мутациях 
в различных генах [3] и иметь разные клинические 
фенотипы [4]. С учетом этих различий востребованы 
исследования молекулярных механизмов, препят-
ствующих ключевым патологическим изменениям 

в клетках при наиболее частых генетических вари-
антах БАС.

Один из генов, способных мутировать с после-
дующим развитием БАС, кодирует у человека РНК-
связывающий белок fused-in-sarcoma («слитый 
при саркоме»; FUS) с ядерной локализацией [5]. 
При мутации белок FUS покидает ядро клетки, а его 
патологическое накопление в цитоплазме нейронов 
лежит в основе FUS-варианта БАС и связанной с ним 
клеточной гибели [6]. Одним из перспективных на-
правлений в изучении данной проблемы является 
поиск экспериментальных условий, при которых 

2	 Project card of fundamental and exploratory scientific research supported by the Russian Science Foundation. Study of neuroimmunological effects of 
extracellular and intracellular HSP70 in neurodegenerative brain damage in mice https://rscf.ru/project/23-25-00448/ (accessed: December 1, 2024).
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выраженность нейродегенеративных изменений, вы-
званных цитоплазматическим накоплением FUS, мо-
жет уменьшаться.

Так, патологическое накопление белков в цито-
плазме можно контролировать с помощью молеку-
лярных шаперонов, особенно белков теплового шока 
молекулярной массой 70 кДа (70 kDa heat shock pro-
teins, HSP70) [7]. Показано, что HSP70 могут воздей-
ствовать также на накопление мутантного белка FUS 
при FUS-варианте БАС [7, 8].

Следует отметить, что белок 1А семейства HSP70 
(HSP70 member 1A, HSPA1A) является постоян-
ным компонентом цитозоля [9], что не препятству-
ет развитию FUS-варианта БАС. Вероятно, количе-
ство или активность HSPA1A у пациентов с FUS-
вариантом БАС низки для предотвращения патоло-
гического накопления FUS. Можно предположить, 
что избыточная экспрессия HSPA1A благоприятно 
скажется на выживаемости нейронов при БАС с ци-
топлазматическим накоплением FUS [7].

При БАС происходит повреждение моторных 
участков в коре больших полушарий головного моз-
га, лимбической системы, а также двигательных 
нейронов в спинном мозге и моторных бляшек [1, 
10]. При этом изменения в структурах лимбической 
системы изучены в наименьшей степени, хотя ба-
зальные ядра вовлечены в патогенез БАС [10]. Так, 
при поисковых запросах по базе данных «PubMed» 
на 01.12.2024 г. по тегам «FUS + amyotrophic lateral 
sclerosis (ALS) + brain», «FUS + ALS + spinal cord», 
«FUS + ALS + muscle» находится более 200 публи-
каций, «FUS + ALS + hippocampus»  – 21 публика-
ция, «FUS + ALS + striatum» – 2 публикации, «FUS + 
ALS + amygdala» – публикаций не найдено.

Цель исследования: изучить морфологические 
изменения в структурах лимбической системы у мы-
шей с гиперэкспрессией HSP70 и экспрессией му-
тантного белка FUS с развитием БАС.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Манипуляции с животными
Исследование выполнено на 36 мышах дикого 

типа (wild-type, WT) и трансгенных линий массой 
тела 32,0 ± 2,5 г, распределенных на шесть групп (n = 
6 в каждой группе). До исследования допускались 
особи без сопутствующих патологий. Мыши получе-
ны из вивария Сеченовского университета.

В 1-ю группу включали мышей линии C57Bl/6 
(WT, контрольная группа), отбор производился ме-
тодом случайных чисел. Распределение на группы 
со 2-й по 6-ю производили на основании геноти-
па животных. Ко 2-й группе отнесены трансгенные 
животные с человеческим геном FUS[1-359], экс-
прессирующие мутантный белок FUS с развити-
ем FUS-варианта БАС. Использовали модель FUS-
экспрессии, описанную в работе T.A. Shelkovnikova 
и соавт. [11]. В 3-ю группу (HSP70out) включали 

трансгенных мышей с внеклеточной экспрессией 
HSPA1A, в 4-ю группу (HSP70in) – с внутриклеточ-
ной экспрессией HSPA1A. В группы со 2-й по 4-ю 
с учетом данных полимеразной цепной реакции отби-
рали животных с гемизиготным характером наследо-
вания FUS[1-359] и HSPA1A. Гомозиготных живот-
ных групп со 2-й по 4-ю использовали для выведения 
двойных трансгенных мышей: группа 5 (FUS[1-359]/
HSP70out) и группа 6 (FUS[1-359]/HSP70in).

Мышей содержали в виварии при температуре 
20–22 °C и влажности воздуха 55–60% с доступом 
к чистой воде и гранулированному корму ad libitum. 
У групп с экспрессией FUS начиная с 10–12 недель 
жизни постепенно нарастали проявления мышечной 
слабости вплоть до паралича у отдельных животных. 
Данные симптомы в первую очередь поражали одну 
из задних конечностей и могли распространяться 
на обе, иногда проявляясь также в передних конеч-
ностях. При этом снижалась половая активность, 
но не снижалась пищевая. В FUS-отрицательных 
группах этих изменений не было.

На 20-й неделе животных выводили из экспе-
римента путем декапитации (рис.  1), для анесте-
зии использовали 5  мг/кг ксилазина гидрохлорида 
(Interchemie, Нидерланды) и 40  мг/кг тилетамина/
золазепама (Virbac, Франция).

Изготовление препаратов
Производили забор головного мозга с фиксаци-

ей в 10% нейтральном забуференном формалине 
(ООО «ЭргоПродакшн», Российская Федерация). 
Через сутки выполняли проводку через изопропи-
ловый спирт возрастающей концентрации (ООО 
«Биовитрум», Российская Федерация) и заливку в па-
рафин. На ротационном микротоме HM325 (Thermo 
Fisher Scientific, США) изготавливали корональные 
срезы толщиной 3 мкм, переносили их на предмет-
ные стекла с силановым адгезивным покрытием 
(ООО «Минимед», Российская Федерация) и подсу-
шивали в термостате при температуре 37 °C.

Окрашивание препаратов
Для гистологического исследования препараты 

окрашивали гематоксилином и эозином или толу-
идиновым синим по методу Ниссля. Для иммуноф-
луоресцентного (ИФ) окрашивания после выдержки 
в демаскировочном растворе (рН 9,0, 20×, партия 
XF05RT4N9592, Elabscience, КНР) срезы промы-
вали 10% PBS (ООО «Эко-Сервис», Российская 
Федерация), добавляли бычий сывороточный аль-
бумин (партия RM-T1725/1000, Biosera, Франция) 
на 30  минут и использовали первичные антитела 
в соответствии с рекомендациями производителя.

Для выявления нейронов использовали монокло-
нальные антитела к нейрональному ядерному марке-
ру (neuronal nuclear marker, NeuN, 1:1000, клон SR45-
07, артикул ET1602-12, партия H661803001, Huabio, 
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РИС. 1. Дизайн эксперимента.

Примечание. WT – wild type (животные дикого типа).

КНР). Для обнаружения активированных астроцитов 
применяли моноклональные антитела к глиальному 
фибриллярному кислому белку (glial fibrillary acidic 
protein, GFAP, 1:500, клон SA03-04, артикул ET1601-
23, партия HO0913, Huabio, КНР), и к белку S100β 
(1:1000, клон SC57-02, артикул ET-1610-3, партия 
H661380007, Huabio, КНР). Для выявления уровня 
синаптических контактов использовали поликло-
нальные антитела к белку синаптофизину (synapto-
physin; SYP, 1:200, артикул O407-2, партия HG0614, 
Huabio, КНР). После окрашивания первичными ан-
тителами образцы трижды промывали и наносили 
поликлональные вторичные антитела (Anti-Rabbit-
TRITC, 1:100, артикул E-AB-1053, партия 22038, 
Elabscience, КНР) и окрашивали DAPI (артикул 
E-IR-R103, Elabscience, КНР). Образцы промывали 
PBS и заключали в монтирующую среду.

Морфометрическое исследование
На полученных срезах определяли структуры 

лимбической системы грызунов (по 6 полей зрения 
от каждого животного). Согласно стереотаксическо-
му атласу [12] выделяли: каудопутамен (caudoputa-
men, CP); каудальную часть латерального септаль-
ного ядра (lateral septal nucleus, caudal or caudodorsal 
part; LSc); образования в гиппокампе, включая дор-
сальную часть основания гиппокампа, или субикулу-
ма (subiculum, dorsal part; SUBd), области собствен-
но гиппокампа, или Аммонова рога (cornu Ammonis; 
CA1 и CA3), и зубчатую извилину (dentate gyrus; 
DG); ядра миндалевидного тела, а именно латераль-
ное ядро (lateral amygdalar nucleus; LA), вентральную 

часть базолатерального ядра (basolateral amygdalar 
nucleus, ventral part; BLAv), переднюю и заднюю ча-
сти базолатерального ядра (basolateral amygdalar nu-
cleus, anterior and posterior parts; BLAa/BLAp) и лате-
ральную часть центрального ядра (central amygdalar 
nucleus, lateral part; CeL). Фотографирование выпол-
няли с помощью программно-аппаратного комплекса 
Axio Imager.A1 с увеличением объектива ×40 и ×100, 
включающего цветную камеру Axiocam 305 и про-
граммное обеспечение Zen 3.10 (Zeiss, Германия).

Подсчитывали количество нейронов в поле зрения 
для структур CP, LSc и миндалевидного тела. Для об-
разований гиппокампа и LSc подсчитывали количе-
ство гиперхромных нейронов, а в CP учитывали ко-
личество нейронов с эозинофильной цитоплазмой. 
Для окрашивания антителами выполняли микрофото-
графии структур гиппокампа, CP и LSc при длине вол-
ны от 540 до 620 нм. Подсчитывали общее количество 
NeuN-положительных клеток в поле зрения в зонах 
CP и LSc и соотношение NeuN+-клеток к клеткам, 
окрашенным DAPI, в структурах гиппокампа.

Нейродегенеративными изменениями считали со-
кращение общего количества нейронов в поле зрения, 
появление гиперхромных нейронов или нейронов 
с эозинофильной цитоплазмой, а также сокращение 
количества NeuN-положительных клеток или значе-
ния соотношения NeuN/DAPI относительно группы 
контроля. В гиппокампе и зоне LSc также оценива-
ли долю клеток с положительной реакцией к GFAP 
в поле зрения, выраженную в процентах, и количе-
ство S100β-положительных клеток в поле зрения. 
Увеличение экспрессии GFAP и S100β расценивали 
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как активацию астроцитов, а вместе с нейродегенера-
тивными изменениями – как показатель нейровоспа-
ления. Для гиппокампа и зоны CP рассчитывали уро-
вень экспрессии SYP, выраженный как соотношение 
между площадью экспрессии SYP к площади поля 
зрения в процентах. Площадь экспрессии SYP в поле 
зрения оценивалась при помощи программного обе-
спечения с машинным обучением и открытым кодом 
QuPath 0.5.0 [13].

Статистическая обработка
Данные ИФ исследования оценивали на нормаль-

ность распределения с помощью критерия Шапиро – 
Уилка. Средние значения выборок сравнивали 
при помощи однофакторного дисперсионного ана-
лиза (ANOVA) с использованием апостериорного 
критерия Тьюки. Различия при значении p менее 0,05 
учитывали как статистически значимые, при этом 
размер выборки достаточен с учетом мощности 80% 
и соответствует принципам 3R. Статистические под-
счеты выполнены с помощью программного обеспе-
чения OriginPro (OriginLab, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Гистологическое исследование
Микрофотографии и графики количества клеток 

для срезов головного мозга в зонах CP и LSc по-
казаны на рисунке  2. В зоне CP общее количество 
нейронов снижалось во всех группах с экспресси-
ей мутантного FUS по сравнению с группами WT, 
HSP70in и HSP70out (рис.  2E). При этом в группе 
FUS[1-359]/HSP70out количество нейронов было 
меньше, чем у животных групп FUS[1-359] и FUS[1-
359]/HSP70in.

Нейроны с эозинофильной цитоплазмой при  
гистологическом исследовании обнаружены только 
в зоне CP (рис. 2F). Их количество статистически зна-
чимо возрастало во всех группах с экспрессией FUS, 
достигая максимальных значений в группе FUS[1-
359]/HSP70out. В группах FUS[1-359] и FUS[1-359]/
HSP70in количество нейронов с эозинофильной 
цитоплазмой снижалось, но оставалось выше, чем 
в группах без FUS.

В отличие от зоны CP в зоне LSc количество 
нейронов снижалось не во всех группах с экспрес-
сией FUS по сравнению с группой WT (рис.  2G). 
Уменьшение количества нейронов было характерно 
только для группы FUS[1-359]/HSP70out. При этом 
количество гиперхромных нейронов в зоне LSc 
(рис.  2H) было больше во всех группах с экспрес-
сией FUS по сравнению с группой WT. Наименьшее 
количество гиперхромных нейронов было в груп-
пе FUS[1-359]/HSP70in, по сравнению с группами 
FUS[1-359] и FUS[1-359]/HSP70out.

Микрофотографии и графики количества клеток 
для срезов головного мозга в области гиппокампа 
приведены на рисунке  3. В зонах SUBd (рис.  3G), 

CA1 (рис. 3H) и DG (рис. 3J) количество гиперхром-
ных нейронов повышалось во всех группах с экс-
прессией FUS по сравнению с группами WT, HSP70in 
и HSP70out. При этом в группе FUS[1-359]/HSP70in 
количество гиперхромных нейронов было ниже, 
чем в группах FUS[1-359] и FUS[1-359]/HSP70out. 
На срезах в зоне CA3 статистически значимых раз-
личий в количестве гиперхромных нейронов между 
группами обнаружено не было (рис. 3I).

Микрофотографии и графики количества кле-
ток в поле зрения для срезов головного мозга в об-
ласти миндалевидного тела представлены на рисун-
ке  4. В зонах BLAv (рис.  4H), BLAa/BLAp (рис.  4I) 
и CeL (рис. 4J) общее количество нейронов снижалось 
в группах FUS[1-359] и FUS[1-359]/HSP70out по срав-
нению с группами WT, HSP70in и HSP70out. При этом 
в группе FUS[1-359]/HSP70in снижение количества 
нейронов относительно группы WT было зафиксиро-
вано только в зоне CeL. В зоне LA (рис. 4G) характер 
изменений при графическом анализе был аналогичен 
изменениям в других зонах миндалевидного тела, од-
нако статистически значимо было только небольшое 
снижение количества нейронов в группе FUS[1-359] 
по сравнению с группой WT.

Иммунофлуоресцентное исследование
Результаты ИФ исследования зон CP и LSc при-

ведены на рисунке  5. В обеих зонах отмечено сни-
жение количества NeuN+-клеток в группах FUS[1-
359] и FUS[1-359]/HSP70out. Уровень NeuN+-клеток 
в группе FUS[1-359]/HSP70in был выше, чем в дру-
гих группах с экспрессией FUS, при этом в зоне CP – 
сопоставим с группой WT, а в зоне LSc  – значимо 
ниже, чем в группе WT (рис. 5C, 5D).

На рисунке 6 представлены результаты ИФ иссле-
дования для структур гиппокампа. В зонах DG и CA1 
доля GFAP+ и количество S100β+-клеток статисти-
чески значимо повышались в группах FUS[1-359], 
FUS[1-359]/HSP70out и менее выраженно в группе 
FUS[1-359]/HSP70in по сравнению c группой WT 
(рис. 6H, I, K, L). Небольшие различия в экспрессии 
SYP показаны только между группами с экспрессией 
FUS (рис. 6M).

В зоне CA1 отмечено резкое снижение соотно-
шения NeuN+/DAPI+ (рис. 6J) в группах FUS[1-359] 
и FUS[1-359]/HSP70out. Напротив, в группе FUS[1-
359]/HSP70in это соотношение было не только выше, 
чем в других группах с экспрессией FUS, но стати-
стически значимо не отличалось от группы WT.

На рисунке 7 показаны результаты ИФ исследова- 
ния в зоне LA. Во всех группах с экспрессией FUS 
(FUS[1-359], FUS[1-359]/HSP70out и FUS[1-359]/
HSP70in) количество NeuN+-клеток было меньше 
по сравнению с группой WT и группами с моноэк-
спрессией HSP70. В то же время среди групп с мутант-
ным FUS экспрессия NeuN была выше в группе FUS[1-
359]/HSP70in, ниже – в группе FUS[1-359]/HSP70out.
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РИС. 2. Гистологическое исследование каудопутамена и каудальной части латерального септального ядра у мышей с 
FUS-вариантом бокового амиотрофического склероза и гиперэкспрессией HSP70.
Примечание: * p < 0,05; ** p < 0,01; **** p < 0,0001; HSP70 – белки теплового шока молекулярной массой 70 кДа; FUS – белок, «слитый 
при саркоме»; WT – wild type, группа контроля; CP – каудопутамен; LSc – каудальная часть латерального септального ядра.
A.	Корональные срезы головного мозга, окрашенные гематоксилином и эозином (вверху) и толуидиновым синим по 
Нисслю (внизу).
B.	Стереотаксическое строение коронального среза с локализацией зон CP и LSc.
C.	Препараты головного мозга мышей, зона CP, гематоксилин и эозин, об. ×40. Размер шкалы: 20 мкм.
D.	Препараты головного мозга мышей, зона LSc, толуидиновый синий, об. ×40. Размер шкалы: 20 мкм.
E.	Количество нейронов в поле зрения в зоне CP при окрашивании гематоксилином и эозином.
F.	 Количество нейронов с эозинофильной цитоплазмой в зоне CP при окрашивании гематоксилином и эозином.
G.	Количество нейронов в поле зрения в зоне LSc при окрашивании толуидиновым синим.
H.	Количество гиперхромных нейронов в зоне LSc при окрашивании толуидиновым синим.
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РИС. 3. Гистологическое исследование гиппокампа у мышей с FUS-вариантом бокового амиотрофического склероза и 
гиперэкспрессией HSP70.
Примечание: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; HSP70 – белки теплового шока молекулярной массой 70 кДа; FUS – белок, «слитый 
при саркоме»; WT – wild type, группа контроля; SUBd – дорсальная часть основания гиппокампа; CA – Аммонов рог; DG – зубчатая 
извилина.
A.	Корональные срезы головного мозга, окрашенные гематоксилином и эозином (вверху) и толуидиновым синим по 
Нисслю (внизу).
B.	Стереотаксическое строение коронального среза с локализацией зон гиппокампа: SUBd, CA1 и CA3, DG.
C.	Препараты головного мозга мышей, зона SUBd, гематоксилин и эозин, об. ×40. Размер шкалы: 20 мкм.
D.	Препараты головного мозга мышей, зона CA1, толуидиновый синий, об. ×40. Размер шкалы: 20 мкм.
E.	Препараты головного мозга мышей, зона CA3, толуидиновый синий, об. ×40. Размер шкалы: 20 мкм.
F.	 Препараты головного мозга мышей, зона DG, толуидиновый синий, об. ×40. Размер шкалы: 20 мкм.
G.	Количество гиперхромных нейронов в зоне SUBd при окрашивании гематоксилином и эозином.
H.	Количество гиперхромных нейронов в зоне CA1 при окрашивании толуидиновым синим.
I.	 Количество гиперхромных нейронов в зоне CA3 при окрашивании толуидиновым синим.
J.	 Количество гиперхромных нейронов в зоне DG при окрашивании толуидиновым синим.
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РИС.  4. Гистологическое исследование миндалевидного тела у мышей с FUS-вариантом бокового амиотрофического 
склероза и гиперэкспрессией HSP70.
Примечание: * p < 0,05; HSP70 – белки теплового шока молекулярной массой 70 кДа; FUS – белок, «слитый при саркоме»; WT – wild 
type, группа контроля; LA – латеральное ядро миндалевидного тела; BLAv – вентральная часть базолатерального ядра миндалевид-
ного тела; BLAa/BLAp – передняя и задняя части базолатерального ядра миндалевидного тела; CeL – латеральная часть центрально-
го ядра миндалевидного тела.
A.	Корональные срезы головного мозга, окрашенные гематоксилином и эозином (вверху) и толуидиновым синим по 
Нисслю (внизу).
B.	Стереотаксическое строение коронального среза с локализацией ядер миндалевидного тела: LA, BLAv, BLAa/BLAp 
и CeL.
C.	Препараты головного мозга, зона LA, гематоксилин и эозин, об. ×40. Размер шкалы: 20 мкм.
D.	Препараты головного мозга, зона BLAv, толуидиновый синий, об. ×40. Размер шкалы: 20 мкм.
E.	Препараты головного мозга, зона BLAa/BLAp, толуидиновый синий, об. ×40. Размер шкалы: 20 мкм.
F.	 Препараты головного мозга, зона CeL, толуидиновый синий, об. ×40. Размер шкалы: 20 мкм.
G.	Количество нейронов в поле зрения в зоне LA при окрашивании гематоксилином и эозином.
H.	Количество нейронов в поле зрения в зоне BLAv при окрашивании толуидиновым синим.
I.	 Количество нейронов в поле зрения в зоне BLAa/BLAp при окрашивании толуидиновым синим.
J.	 Количество нейронов в поле зрения в зоне CeL при окрашивании толуидиновым синим.



14

CELL BIOLOGY, CITOLOGY, HISTOLOGY

СЕЧЕНОВСКИЙ ВЕСТНИК Т. 16, № 1, 2025 / SECHENOV MEDICAL JOURNAL VOL. 16, No. 1, 2025

ОБСУЖДЕНИЕ
Ключевым компонентом настоящей работы был 

адекватный подбор линии трансгенных животных 
с экспрессией HSP70 и FUS. Линия с моделью БАС 
выбрана по следующим критериям: 1) эффектив-
ность в развитии патологических и клинических 
проявлений FUS-варианта БАС хорошо изучена 
с доказанной экспрессией FUS; 2) есть выраженные 
нейродегенеративные проявления; 3) мыши дожива-
ют до возраста, при котором их можно скрещивать 
с грызунами других линий для выведения двойных 
трансгенных животных [6, 11]. Линии с экспрессией 
HSPA1A выбраны, поскольку именно этот вариант 
HSP70 способен взаимодействовать с белком FUS 
при его цитоплазматической локализации [14].

Исследование выявило нейродегенеративные 
изменения при экспрессии мутантного FUS: со-
кращение количества нейронов, увеличение чис-
ла гиперхромных нейронов, снижение экспрессии 
NeuN и NeuN+/DAPI+, а также то, что сочетанная 
экспрессия внутриклеточного HSPA1A и мутант-
ного FUS у мышей связана с меньшими уровнями 
нейродегенерации. При изначальном описании 
данной модели БАС отмечено нейродегенератив-
ное поражение структур ствола мозга без уточне-
ния характера изменений, свойственных лимбиче-
ской системе [11].

В настоящей работе продемонстрировано сокра-
щение количества нейронов в зоне CP у всех живот-
ных с экспрессией FUS. По сведениям литературы, 
структуры СР подвержены нейродегенеративным 
изменениям у людей с FUS-ассоциированным БАС 
[15]. Также ранее было показано увеличение элек-
трической активности в зоне CP у мышей с экспрес-
сией FUS [16]. Отметим, что в проведенном иссле-
довании у животных с внеклеточной экспрессией 
HSPA1A (группа FUS[1-359]/HSP70out) выживае-
мость нейронов в CP ниже, чем у монотрансгенных 
животных с экспрессией FUS (группа FUS[1-359]), 
а у животных с внутриклеточной экспрессией (груп-
па FUS[1-359]/HSP70in)  – выше. Такие же данные 
были получены для количества клеток с положитель-
ной реакцией к NeuN  – маркеру зрелых нейронов. 
Поскольку введение HSPA1A не приводит к нейро-
дегенеративным изменениям в центральной нервной 
системе [9], можно предполагать, что экспрессия 
HSPA1A внеклеточно усугубляет характер патоло-
гических изменений при FUS-варианте БАС. Вместе 
с тем совместная экспрессия HSPA1A и FUS в цито-
плазме нейронов СР положительно влияет на их со-
хранность.

В зоне CP также обнаружены нейроны с эозино-
фильными включениями в цитоплазме, причем их 
количество увеличивалось в группах с экспрессией 

РИС. 5. Иммунофлуоресцентное исследование каудопутамена и септальных ядер у мышей с FUS-вариантом бокового 
амиотрофического склероза и гиперэкспрессией HSP70.
Примечание: * p < 0,05; ** p < 0,01; HSP70 – белки теплового шока молекулярной массой 70 кДа; FUS – белок, «слитый при саркоме»; 
WT – wild type, группа контроля; CP – каудопутамен; LSc – каудальная часть латерального септального ядра; GFAP – глиальный фи-
бриллярный кислый белок; NeuN – нейрональный ядерный маркер; SYP – синаптофизин.
A.	Препараты головного мозга, зона CP, об. ×100. Размер шкалы: 50 мкм. Anti-NeuN и DAPI (вверху), Anti-SYP и DAPI 
(внизу).
B.	Препараты головного мозга, зона LSc, об. ×100. Размер шкалы: 50 мкм. Anti-NeuN и DAPI (вверху), Anti-GFAP и DAPI 
(внизу)
C.	Количество NeuN+-клеток в поле зрения, зона CP.
D.	Площадь экспрессии синаптофизина к площади поля зрения, зона CP.
E.	Количество NeuN+-клеток в поле зрения, зона LSc.
F.	 Доля GFAP+-клеток от общей площади на поле зрения, зона LSc.



15

КЛЕТОЧНАЯ БИОЛОГИЯ, ЦИТОЛОГИЯ, ГИСТОЛОГИЯ

СЕЧЕНОВСКИЙ ВЕСТНИК Т. 16, № 1, 2025 / SECHENOV MEDICAL JOURNAL VOL. 16, No. 1, 2025

РИС. 6. Иммунофлуоресцентное исследование структур гиппокампа у мышей с FUS-вариантом бокового амиотрофиче-
ского склероза и гиперэкспрессией HSP70.
Примечание: * p < 0,05; HSP70 – белки теплового шока молекулярной массой 70 кДа; FUS – белок, «слитый при саркоме»; WT – wild 
type, группа контроля; DG – зубчатая извилина; CA – Аммонов рог; GFAP – глиальный фибриллярный кислый белок; NeuN – нейро-
нальный ядерный маркер; SYP – синаптофизин.
A.	Препарат головного мозга, зона DG, об. ×40. Размер шкалы: 20 мкм. Anti-GFAP и DAPI.
B.	Препараты головного мозга, зона DG, об. ×100. Размер шкалы: 50 мкм. Anti-GFAP и DAPI.
C.	Препараты головного мозга, зона DG, об. ×100. Размер шкалы: 50 мкм. Anti-S100β и DAPI.
D.	Препарат головного мозга, зона CA1, об. ×40. Размер шкалы: 20 мкм. Anti-GFAP и DAPI.
E.	Препараты головного мозга, зона CA1, об. ×100. Размер шкалы: 50 мкм. Anti-GFAP и DAPI.
F.	 Препараты головного мозга, зона CA1, об. ×100. Размер шкалы: 50 мкм. Anti-S100β и DAPI.
G.	Препараты головного мозга, зона CA1, об. ×100. Размер шкалы: 50 мкм. Anti-NeuN и DAPI (вверху), Anti-SYP и DAPI 
(внизу).
H.	Доля GFAP+-клеток в поле зрения, %, зона CA1.
I.	 Количество S100β+-клеток в поле зрения, зона CA1.
J.	 Соотношение NeuN+/DAPI+-клеток в поле зрения, %, зона CA1.
K.	Доля GFAP+-клеток в поле зрения, %, зона DG.
L.	Количество S100β+-клеток в поле зрения, зона DG.
M.	Площадь экспрессии SYP к площади поля зрения, %, зона CA1.
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FUS, особенно FUS[1-359]/HSP70out. Подобные 
включения по типу «вишневого пятна» ранее обна-
руживали в ядрах нейронов гиппокампа при FUS-
варианте лобно-височной деменции [17]. A. Murakami 
и соавторы сообщали также об обнаружении FUS-
положительных включений в стриатуме на аутоп-
сийном материале [18]. Данная находка, возможно, 
представляет собой еще одно свидетельство FUS-
ассоциированных нейродегенеративных изменений. 
Однако накопленного экспериментального материа-
ла для сравнения недостаточно, чтобы полагать эо-
зинофильные включения специфическим маркером.

Для структур лимбической системы (септальные 
ядра, гиппокамп) с большой концентрацией нейронов 
на единицу площади и, следовательно, с большей ве-
роятностью искажений при сравнении для исследова-
ния учитывали не общее количество нейронов, а коли-
чество гиперхромных клеток. Этот параметр распро-
странен для оценки нейродегенеративных изменений 
[19]. При исследовании зоны LSc количество гиперх-
ромных нейронов, а также клеток, экспрессирующих 
NeuN, увеличивалось во всех группах с экспрессией 
FUS. Эти данные соответствуют общей динамике 
изменений в зоне CP, а именно, более выраженный 
уровень нейродегенеративных изменений в группах 
FUS[1-359] и FUS[1-359]/HSP70out по сравнению 
с группой FUS[1-359]/HSP70in. К настоящему вре-
мени работ, демонстрирующих изменения количества 
нейронов или гиперхромных нейронов в септальных 
ядрах у животных с экспрессией FUS или у людей, 
опубликовано не было.

В областях гиппокампа SUBd, CA1 и DG сохра-
нена описанная выше для зон CP и LSc динамика 

изменений между группами. Количество гиперхром-
ных нейронов увеличивалось при экспрессии FUS, 
но у мышей с одновременной внутриклеточной гипе-
рэкспрессией HSPA1A (группа FUS[1-359]/HSP70in) 
было ниже, чем у других мышей с экспрессией FUS. 
Эти изменения сочетались со снижением экспрессии 
NeuN в группах с мутантным FUS, наименее выра-
женным в группе FUS[1-359]/HSP70in. Следует под-
черкнуть, что в гиппокампе также наблюдался рост 
количества GFAP+- и S100β+-клеток, и для этих пока-
зателей различия по группам полностью совпадали 
с различиями для увеличения количества гиперхром-
ных нейронов. Поскольку GFAP и S100β являются 
маркерами активированных астроцитов, их увеличе-
ние, возможно, отражает участие астроглии в реак-
цию на накопление FUS.

Гиппокамп в силу реализации когнитивных функ-
ций представляет отдельный интерес при БАС. Его 
чувствительность к изменениям в активности FUS 
показана в исследовании Kino и соавторов [20]. 
При экспрессии мутантного FUS у мышей снижались 
когнитивные функции и образование шипиков в гип-
покампе, хотя в нем не было цитоплазматической ло-
кализации FUS [21]. Также продемонстрировано сни-
жение уровней шипиков в гиппокампе и когнитивных 
функций у трансгенных мышей с экспрессией FUS 
и развитием БАС [22]. Тем не менее в нашем исследо-
вании не обнаружено различий по площади ткани гип-
покампа с положительной реакцией к SYP. Возможно, 
синаптическая передача вовлечена в FUS-патологию 
при БАС в меньшей степени, чем уровни шипиков.

Повышение экспрессии FUS, нейродегенера-
тивные изменения и последующее восстановление 

РИС. 7. Иммунофлуоресцентное исследование миндалевидного тела у мышей с FUS-вариантом бокового амиотрофиче-
ского склероза и гиперэкспрессией HSP70.
Примечание: ** p < 0,01; *** p < 0,001; HSP70 – белки теплового шока молекулярной массой 70 кДа; FUS – белок, «слитый при сарко-
ме»; WT – wild type, группа контроля; LA – латеральное ядро миндалевидного тела; NeuN – нейрональный ядерный маркер.
A.	Препараты головного мозга, зона LA, об. ×100. Размер шкалы: 50 мкм. Anti-NeuN и DAPI.
B.	Количество NeuN+-клеток в поле зрения, зона LA.
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количества нейронов в исследовании, в котором из-
учали ишемическое воздействие на гиппокамп, в не-
которых случаях сопровождались кратковременным 
увеличением экспрессии HSP70 [23]. Можно предпо-
ложить, что HSP70 в гиппокампе позволяет умень-
шить негативные эффекты накопления FUS (рис. 8).

В миндалевидном теле в зоне большинства ядер, 
кроме латерального, количество нейронов умень-
шалось во всех FUS-экспрессирующих группах, 
но в группе FUS[1-359]/HSP70in было минималь-
ным. Это соответствует динамике для других изучен-
ных структур. В литературе мало сведений о пораже-
нии миндалевидного тела при БАС, но сообщалось 
об отсутствии экспрессии FUS в миндалевидном 
теле при FUS-варианте БАС [24].

Кроме того, ранее нами рассмотрены изменения 
в первичной моторной коре и спинном мозге на тех 
же моделях [25]. Во всех случаях продемонстриро-
вано уменьшение нейродегенеративных изменений 

при одновременной гиперэкспрессии цитозольной 
формы HSPA1A и мутантного белка FUS с цитоплаз-
матической локализацией.

Ограничения исследования
Экстраполяция экспериментов с животными 

на человека ограничена. Настоящее исследование 
рассматривает не все зоны центральной нервной си-
стемы. Например, разнообразие зон коры у человека 
заведомо больше, поскольку у мышей нет извилин; 
мыши не имеют речевых центров.

Направления для дальнейших исследований
Целесообразно установить молекулярные меха-

низмы, способствующие положительному влиянию 
гиперэкспрессии HSP70 на замедление нейродеге-
неративных проявлений при FUS-варианте БАС. 
Регистрация электрических изменений в структу-
рах лимбической системы позволит в дальнейшем 

РИС. 8. Механизмы взаимодействия FUS и HSP70 в нейроне.
Слева: локализация белка fused-in-sarcoma (FUS) в ядрах (голубой). Потеря маркера ядерной локализации приводит к ми-
грации FUS в цитоплазму (желтый). «N» – ядро, «С» – цитоплазма; «high» – много, «low» – мало. По центру: в ядрах 
FUS вместе с фибрилларином (FBL) и белком TDP-43 связывает рРНК (rRNA) с образованием ядерных гранул (nucleus 
granules). В цитоплазме находятся стрессовые гранулы (stress granules) с мРНК (mRNA) с маркером G3BP1. FUS в цито-
плазме соединяется с ними. Справа: активность FUS (синий сектор) поддерживает репарацию ДНК и регуляцию транс-
крипции (DNA repair and transcription regulation) с саморегуляцией активности FUS (FUS autoregulation). FUS, оказавший-
ся вне ядра, возвращается через ядерную пору при помощи белка TNPO1, а шапероны HSP70 обеспечивают нормальные 
трансляцию (normal translation) и фолдинг (normal folding). Активность HSP70 (зеленый сектор) требует взаимодействия 
с HSP40 и HSP90. Повреждения приводят к индукции синтеза HSP70, например посредством фактора 1, индуцируемого 
гипоксией (hypoxia-inducible factor 1, HIF1). Стрессовое повреждение ДНК (stress, DNA damage) может приводить к мута-
ции в гене FUS. При этом мутантный FUS теряет метку ядерной локализации. Накопление FUS в цитоплазме и его агрега-
ция нарушает механизмы разделения жидких фаз (liquid-liquid phase separation, LLPS), вызывая амилоидоз (accumulation 
in the cytoplasm, amyloidosis), и вместе с активацией апоптоза (CASP; Apaf1; NF-κB) приводит к нарушению репарации 
цитоскелета и гибели клетки (disruption of cytoskeletal protein synthesis and cell death).
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полнее описать полученные модели двойных транс-
генных мышей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе изучены количественные по-

казатели нейродегенеративных изменений в структу-
рах лимбической системы у мышей с гиперэкспрес-
сией белков теплового шока семейства HSP70 в форме 
HSPA1A и экспрессией мутантного человеческого бел-
ка FUS с транслокацией [1-359], свойственной для БАС. 
По данным исследования, одновременное присутствие 

белка HSPA1A вместе с мутантным белком FUS[1-359] 
в цитоплазме клеток нервной ткани в структурах лим-
бической системы сопровождается меньшими нейроде-
генеративными изменениями, чем при изолированной 
экспрессии мутантного FUS. При этом в наибольшей 
степени патологические изменения снижаются при со-
четанной экспрессии FUS и внутриклеточной гиперэк-
спрессии HSPA1A в цитозольной форме. Выполненная 
работа демонстрирует, что гиперэкспрессия HSPA1A 
является потенциальным способом замедлить развитие 
FUS-варианта БАС.
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