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Работа посвящена исследованию нейродегенеративных изменений в ультраструктурной организации 
СА1 гиппокампа у взрослых крыс, перенесших пренатальную гипергомоцистеинемию (пГГЦ). Мето-
дом электронной микроскопии в нейронных сетях области СА1 дорсального гиппокампа у взрослых 
крыс с пГГЦ, в отличие от контрольных животных, обнаружены признаки патологических изменений: 
дегенерация пирамидных нейронов, разрушение миелиновой оболочки аксонов, а также деструкция 
осевых цилиндров базальных и апикальных дендритов, направленных от нейронов пирамидного 
слоя в сторону tractus temporoammonic или коллатералей Шаффера соответственно. У контрольных 
животных на дистальных ответвлениях дендритов в слоях stratum oriens и stratum radiatum с помо-
щью метода Гольджи выявлена густая сеть варикозных дендритных расширений, обеспечивающих 
увеличение площади синаптических контактов. У крыс, перенесших пГГЦ, в этих дендритных ва-
рикозных расширениях обнаруживаются значительные деструктивные изменения: разрушение крист 
митохондрий и появление расширенных цистерн. У взрослых крыс с пГГЦ полностью нивелирует 
предпочтение запаха валерианы, являющегося в норме физиологически значимым стимулом, что 
свидетельствует о негативном влиянии пГГЦ на работу обонятельного анализатора, деятельность 
которого тесно связана с гиппокампом. Полученные факты свидетельствуют о пагубном действии 
гомоцистеина на структуру и межнейронные связи в нервной ткани области СА1 дорсального гип-
покампа как морфологического субстрата для интеграции поступающих в него стимулов.
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Гипергомоцистеинемия — состояние организ-
ма при повышенном уровне содержания в тканях 
токсичной аминокислоты гомоцистеина, которая 
способна вызывать эксайтотоксическую гибель 
нейронов головного мозга и дисфункцию различ-
ных систем организма. В случае ГГЦ в организ-
ме матери отмечаются нарушение плацентарного 
кровотока и выработки ряда трофических факто-
ров, что в свою очередь может привести к серьез-
ным изменениям в процессе формирования мозга 
потомства в эмбриогенезе, а также его созревания 
и функционирования в раннем постнатальном он-
тогенезе (Vasilev еt al., 2023).

В коре и гиппокампе мозга потомства крыс, 
подвергшихся действию экспериментально вы-

званной пренатальной ГГЦ (пГГЦ), в период 
с четвертых суток беременности до родоразреше-
ния нами ранее были выявлены признаки отстава-
ния в развитии и нейродегенеративных изменений 
(Shcherbitskaia еt al., 2021).

Среди наиболее характерных структурных из-
менений отмечали гибель проекционных пира-
мидных нейронов в новой коре и дорсальном 
гиппокампе на фоне развития нейровоспаления. 
Наибольшей выраженности нейровоспалитель-
ные процессы достигали в области СА1 дор-
сального гиппокампа, которая является важным 
интегративным центром, тесно связанным с не-
окортексом. Область СА1 играет важную роль в 
поведенческих ответах на внутреннюю и внеш-
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нюю обонятельную, соматосенсорную, слуховую 
и зрительную информацию, а также принимает 
активное участие в организации сложных форм 
поведения крыс.

Развитие нейродегенеративного процесса, вы-
званного пГГЦ, сопровождалось нарушением 
функции синаптической передачи, что, в частно-
сти, выражалось в снижении долговременной по-
тенциации и уменьшении пула лабильных гри-
бовидных дендритных шипиков с шипиковым 
аппаратом, вовлеченных в ее обеспечение (Postni-
kova еt al., 2022), что приводило к когнитивныму 
дефициту.

Обонятельная система у животных имеет реша-
ющее значение для выживания во время решения 
таких задач, как выбор пищи и идентификация 
запаха хищника. Она также оказывает значитель-
ное влияние на социальные взаимодействия, ре-
продуктивную функцию и многие другие формы 
поведения. Обоняние является уникальным среди 
сенсорных систем по своей относительной струк-
турной консервативности на протяжении всей 
эволюции млекопитающих.

Было показано, что по сравнению с другими 
сенсорными системами, первичная обонятель-
ная кора, включая переднее обонятельное ядро, 
обонятельный бугорок и пириформную кору, 
имеет функциональную связь с нейронными се-
тями гиппокампа (Zhou еt al., 2021). Считается, 
что в отличие от других сенсорных систем связь 
гиппокампа с обонятельным анализатором доста-
точно тесна, что можно проследить в ходе эволю-
ции млекопитающих (Allen, Fortin, 2013; Schwarz 
еt al., 2013; Gass еt al., 2014; Mechling еt al., 2014; 
Liska еt al., 2015; Lu еt al., 2019). Между тем 
в ходе эволюции плацентарных млекопитающих 
неокортекс расширился, сместив функциональные 
сети гиппокампа от первичной сенсорной коры 
к ассоциативной коре (Buckner, Krienen, 2013). 
Так, функциональные сети гиппокампа челове-
ка преимущественно включают высшие ассоциа-
тивные области коры, в то время как у грызунов 
сохраняются связи с первичной сенсорной корой 
(Bergmann еt al., 2016). 

На модели пГГЦ обонятельную функцию ра-
нее не рассматрили. Интеграция между различ-
ными отделами головного мозга особенно важна 
в пределах сенсорных анализаторов (в частности, 
обонятельного) и при организации двигательной 
активности животных.

Большинство структурных нарушений на моде-
ли пГГЦ было нами исследовано в первый месяц 

постнатального онтогненеза, когда происходит 
нормализация уровня гомоцистеина и отмеча-
ются нейровоспалительные процессы, тогда как 
информация об изменениях на взрослой стадии 
обрывочна, что определяет актуальность микро-
скопического и ультраструктурного изучения тка-
ни гиппокампа взрослых пГГЦ животных.

Исходя из изложенного, цель настоящей работы 
заключалась в исследовании нейродегенеративных 
изменений ультраструктурной организации обла-
сти СА1 дорсального гиппокампа у взрослых крыс, 
перенесших пГГЦ, а также нарушения поведения 
животных, связанного с обонятельной функцией.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Работа проведена на крысах линии Wistar из 

питомника Рапполово (Санкт-Петербург, Россия). 
При проведении работ использовали разработан-
ный ранее метод моделирования гипергомоци-
стеинемии (ГГЦ), основанный на дозированной 
метиониновой нагрузке, создаваемой путем при-
нудительного перорального введения эксперимен-
тальным животным 0.15%-го водного раствора 
L-метионина (0.10–0.15 г в расчете на животное 
ежедневно), начиная с четвертых суток после 
оплодотворения и до родоразрешения (Арутюнян 
и др., 2012).

Самкам крыс контрольной группы в эти же 
сроки дополнительно перорально вводили воду. 
Морфологическое и поведенческое исследования 
проводили на самцах из потомства этих самок. 
С использованием световой и электронно-микро-
скопической техники проведено морфофункцио-
нальное исследование структурной организации 
области СА1 дорсального гиппокампа контроль-
ных крыс и деструктивных изменений в ней 
у крыс, перенесших пГГЦ, через три месяца (ста-
дия Р90) после рождения.

Световая микроскопия. Метод Ниссля. Мор-
фологический анализ состояния нервных клеток 
мозга проводили на других выборках животных: 
у контрольных и экспериментальных крыс на 
взрослой стадии развития, по девять животных 
в каждой группе. После транскардиальной пер-
фузии 10%-ным нейтральным формалином на 
фосфатном буфере мозг резали на криостате Leica 
SM15105 (Leica, Германия), а полученные срезы 
дорсального гиппокампа толщиной 20 мкм окра-
шивали крезилвиолетом по методу Ниссля.

Метод Гольджи. Исследование особенностей 
направления и характера ветвления дендритных 
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отростков, расположение шипиков и варикозных 
расширений дендритов проводили хромосеребря-
ным методом Гольджи. Взрослых контрольных 
крыс (n = 10) наркотизировали Золетилом (30 мг 
на 1 кг веса), декапитировали, извлекали мозг и 
фиксировали блок с тканью конечного мозга, со-
держащий гиппокамп. Использовали классический 
метод с двухнедельным осмированием и серебре-
нием, сроком до одной недели. Процедуру подго-
товки материала проводили по протоколу, подроб-
но описанному нами ранее (Белехова, Туманова, 
1988). Мозг заливали в целлоидин и готовили серии 
фронтальных срезов толщиной 75–100 мкм.

Морфометрический анализ применяли для 
подсчета варикозных расширений и дендритных 
шипиков в зонах базальных и апикальных дендри-
тов области СА1 дорсального гиппокампа. Число 
животных в выборке контрольной группы состав-
ляло 10.

Для анализа отбирали участки ткани stratum 
oriens (n = 7) и stratum radiatum (n = 9), на которых 
были одиночные дендритные отростки нейронов, 
характеризующиеся равномерной импрегнацией 
серебром. Подсчеты среднего количества дендрит-
ных шипиков и варикозных расширений осуще-
ствляли на ровных, прямых участках дендритов из 
слоев stratum oriens и stratum radiatum. Для каждой 
области интереса гиппокампа животного анализи-
ровали по восемь таких участков дендритов.

Ультраструктурный анализ нервной ткани мозга 
проводили у контрольных и крыс с пГГЦ на взрос-
лой стадии развития, по два животных в каждой 
группе. Особи наркотизировали, как было описа-
но ранее. Для изучения межклеточных взаимоот-
ношений, структуры нейропиля и особенностей 
синаптических контактов в области СА1 дорсаль-
ного гиппокампа крыс проводили фиксацию тка-
ни для электронно-микроскопического исследова-
ния методом транскардиальной перфузии смесью 
1%-ного глутарового альдегида и 1%-ного фор-
мальдегида на 0.1М PBS pH 7.4. 

Далее область мозга с гиппокампом дофикси-
ровали 1%-ным раствором OsO4, контрастиро-
вали уранилацетатом, обезвоживали и заливали 
в эпон по стандартному протоколу (Shcherbitskaia 
et al., 2021). На ультратоме LKB-III (LKB, Шве-
ция) изготавливали ультратонкие срезы толщиной 
50 нм, которые затем исследовали на электронном 
микроскопе FEI Tecnai G2 Spirit (FEI, США).

Иммунофлуоресцеция. С целью сравнительной 
оценки миелинизации на сроках Р20 и Р90 у крыс 
в норме (n = 9) и при пГГЦ (n = 9) изучали распре-

деление маркерного белка миелиновых волокон — 
гликопротеина олигодендроцитов (ГО) методом 
иммунофлуоресцентного анализа. Использовали 
первичные антитела ab24022 в разведении 1:1000) 
и FITC-конъюгированные вторичные антитела 
ab6785 в разведении 1:200 (Abcam, США).

Исследовали участок области СА1 дорсального 
гиппокампа (4.5 мм от Bregma по атласу: Paxinos, 
Watson, 2007), вычисляя среднюю яркость свече-
ния на участке шириной 500 мкм, охватывающем 
все слои cornus ammoni от stratum oriens до stratum 
radiatum. При этом отбирали для анализа участки 
слоев stratum oriens и stratum radiatum для количе-
ственного анализа.

Первый срез последовательности имел слу-
чайное расположение в пределах области ин-
тереса, дистанция между последующими была 
40 мкм. В работе использовали двойную систе-
му негативного контроля. Негативный контроль 
“ГО+-печень” представлял собой ткань печени 
крысы контрольной группы. На срезах проводили 
полную процедуру иммунохимического окрашива-
ния ГО как первичными, так и вторичными ан-
тителами. Помимо этого, для каждого животного 
подбирали негативный контроль ГО– — соседние 
срезы гиппокампа, иммунохимическую реакцию 
в которых проводили только вторичными анти-
телами в отсутствие первичных антител.

С помощью программы VideoTest Master 
Morphology (VideoTest, Санкт-Петербург, Россия) 
на каждом анализируемом участке гиппокампа (по 
семь участков от каждого животного) измеряли 
среднюю яркость иммунофлуоресцентного свече-
ния визуализированного гликопротеина. Затем для 
каждого исследуемого участка вычисляли разность 
между измеренной средней яркостью свечения на 
участке и яркостью аналогичного поля, соответ-
ствующего негативного контроля, используя ее 
в дальнейшей статистической обработке в каче-
стве индекса миелинизации.

Животных контрольной группы и с пГГЦ срав-
нивали по значению полученного индекса миели-
низации при помощи непараметрического крите-
рия Манна–Уитни.

Тест на предпочтение запахов. Взрослым (Р90) 
животным из контрольной и с пГГЦ групп (n  = 15 
в группе) в течение 8 суток ежедневно предъявля-
ли образцы запахов. Крысу сажали в центр камеры 
(1000×1000×400 мм) и в течение 15 мин регистри-
ровали количество подходов к каждой открытой 
стеклянной емкости (диаметром и высотой по 
30 мм) с каплей, объемом 0.1 мл одного из  шести 
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эфирных масел на дне. Емкости с одорантами рас-
полагали по кругу на одинаковом расстоянии друг 
от друга и от стенок камеры, в которой проводили 
тестирование; их положение меняли при каждом 
новом предъявлении.

После каждого животного поверхности камеры 
протирали 50%-ным раствором этилового спир-
та. Для каждой крысы вычисляли усредненный 
по всем дням тестирования индекс предпочтения 
каждого запаха, который представлял число под-
ходов к емкости конкретного одоранта в процен-
тах от общего числа подходов ко всем емкостям 
с одорантами.

Использовали натуральные эфирные масла 
(гвоздики, мяты, эвкалипта, полыни, лаванды и 
валерианы). Из всего набора запахов только вале-
риана обладала функционально значимым феро-
мональным эффектом, универсальным для разных 
видов млекопитающих (Müller-Schwarze et al., 1974; 
Matsumoto-Oda et al., 2003; Мельник и др., 2009).

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью однофакторной ANOVA с после-
дующим post hock анализом Бонферрони.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Нейродегенеративные изменения в области СА1 

дорсального гиппокампа крыс (Р90), перенесших 
пГГЦ. В пирамидном слое области СА1 дорсаль-
ного гиппокампа взрослых крыс с пГГЦ, в отличие 
от контроля, обнаружены значительные изменения 
в строении нейронов, дегенерирующих по хромато-
лизному типу, с локальным исчезновением орга-
ноидов в цитоплазме. Хроматолиз наблюдался как 
на светооптическом уровне (рис. 1б в сравнении 
с рис. 1а) так и на электроннограммах (рис. 1г в 
сравнении с рис. 1в). Хроматолиз был нами отме-
чен и на ранних стадиях развития (Shcherbitskaia еt 
al., 2021). Помимо него у взрослых животных об-
наружен и нейрофиламентозный тип дегенерации, 
при которой происходит полное замещение цито-
плазматических органелл нейрофиламентами (рис. 
1д в сравнении с рис. 1в). Часто наблюдали выход 
этих нейрофиламентов из клетки в отростки нейро-
нов (рис. 1е). В цитоплазме погибающих нейронов 
встречаются лизосомы и аутофагосомы в разных 
количествах и с разными формами (рис. 1з), на-
блюдается активация астроцитарной глии (рис. 1ж).

Рис. 1. Нейродегенеративные изменения клеток пирамидного слоя области СА1 дорсального гиппокампа у взрос-
лых крыс, перенесших пГГЦ (б, г–з) в сравнении с контрольными (а, в); а, б — микрофотографии поля СА1 
гиппокампа у крыс контрольных (а) и перенесших пГГЦ (б) крыс. Окраска по Нисслю, масштабная линейка: 
30 мкм. Стрелками показаны пирамидные нейроны в состоянии хроматолиза; N — нейроны, D — дендриты. 
в–з — электроннограммы области СА1 гиппокампа крыс в контроле (в) и с пГГЦ (г–з); показаны хроматолиз 
(Chr, г), нейрофиламентозный тип клеточной дегенерации (д, е), выход нейрофиламентов в отросток нейрона 
(е), активация астроцитарной глии (ж) и аутофагосомы в цитоплазме нейрона (з). Ml — миелинизированные 
волокна, M — митохондрии, Nf — нейрофиламенты, Ag — отростки астроцитарной глии, Af — аутофагосомы.
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По сравнению с контрольными животны-
ми у взрослых крыс с пГГЦ в зонах базальных 
и апикальных дендритов были обнаружены зна-

чительные разрушения в дендритных отростках. 
В цитоплазме осевого цилиндра дендритов появ-
ляется большое количество цистерн, полностью 

Рис. 2. Деструктивные изменения базальных дендритов области СА1 дорсального гиппокампа. Электроннограммы 
крыс контрольных (а–в) и с пГГЦ (г–к) в возрасте P90. С — цистерны, CHR — хроматолиз, D — дендриты, 
M — митохондрии, N — нейроны, S — синаптические терминали с контактами, Sp — дендритные шипики, 
Vr — варикозные расширения.
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разрушаются кристы митохондрий, тургор осевого 
цилиндра дендрита уменьшается, а его оболочка 
становится извитой. Эти признаки патологии на-
блюдаются и в базальных (рис. 2г–е), и в апикаль-
ных дендритах (рис. 3а–г) по сравнению с контро-
лем (рис. 2а–в).

Расширенные цистерны обнаруживаются и 
в местах дендритов, откуда отходят шиповидные 
выросты и шипики (см. рис. 3в,  г). Такие же де-
структивные явления можно наблюдать и в строе-
нии многочисленнных дендритных варикозных 
расширений базальных (см. рис. 2ж) и апикаль-
ных дендритов (см. рис. 3а,  б).

На рис. 2ж,  з показаны мелкие варикозные 
расширения базальных дендритов. У них в осе-
вых цилиндрах в цитоплазме заметны крупные 
цистерны (см. рис. 2 г–е), разрушенные кристы 
митохондрий. Такие же признаки дегенеративных 
изменений обнаружены и в осевых цилиндрах 
апикальных дендритов (см. рис. 3а, б).

Из-за меньших размеров дистальных участков 
базальных дендритов, по сравнению с апикальны-
ми дендритами, варикозные расширения у пер-
вых гораздо меньшего размера и характеризуют-
ся большим количеством цистерн, занимающих 
значительный объем варикозного расширения 
(рис. 2ж,  з).

Те же признаки разрушений заметны и в аксон-
ных варикозных расширениях, у которых в зоне 
синаптических контактов происходит скопление 
синаптических пузырьков (см. рис. 2и,  к). Ши-
пики в основном находятся на дендритных от-
ветвлениях между варикозными расширениями и 
имеют разнообразные формы: на длинной тонкой 
ножке с маленькой головкой, на толстой ножке 
с крупной головкой, либо встречаются шипики 
без головки (см. рис. 3д,  е).

Для более полного понимания состояния ней-
ронных сетей в области СА1 дорсального гип-
покампа мы прибегли к данным, полученным 
с помощью хромосеребряного метода Гольджи 
у контрольных крыс. По этим данным, от тел 
пирамидных нейронов отходят многочисленные 
тонкие, длинные базальные дендриты размером 
до 300 мкм со вторичными и третичными ответв-
лениями, с многочисленными шипиками на их 
поверхности (рис. 4а–в).

Они направлены дорсально, перпендикулярно 
к поверхности гиппокампа. В слое stratum oriens 
базальные дендриты меняют направление и дви-
гаются уже параллельно дорсальной поверхности 
гиппокампа, направляясь в tractus temporo-ammoni. 

В этом тракте отмечены многочисленные вари-
козные расширения на ответвлениях базальных 
дендритов и аксонов, заметны шиповидные ден-
дритные шипики.

Мощные апикальные дендриты с многочислен-
ными ответвлениями, длиной до 500 мкм направ-
лены от тел пирамидных нейронов вентрально 
в слой stratum radiatum, где проходят коллатерали 
Шаффера. Поверхность дендритных отростков гу-
сто усеяна многочисленными дендритными ши-
пиками и варикозными расширениями. На ден-
дритных ответвлениях второго и третьего порядка 
заметна густая сеть варикозных расширений. На 
рис. 4г показаны пирамидные нейроны с много-
численными отростками апикальных дендритов. 
Помимо многочисленных варикозных расшире-
ний, на дистальных участках дендритов встреча-
ется большое количество дендритных шипиков.

Морфометрический анализ показал, что 
у взрослых контрольных животных среднее чис-

Рис. 3. Деструктивные изменения апикальных ден-
дритов области СА1 дорсального гиппокампа. Элек-
троннограммы крыс с пГГЦ в возрасте P90 (а–e). 
Ml — миелинизированные волокна, D — дендриты, 
M — митохондрии, Vr — варикозные расширения, 
С — цистерны, S — синаптические терминали 
с контактами, Sp — дендритные шипики.
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Рис. 4. Структурная организация базальных и апикальных дендритов пирамидных нейронов области СА1 дор-
сального гиппокампа взрослых контрольных крыс: а — схематическое изображение цитоархитектоники области 
СА1 дорсального гиппокампа крыс; б–г — микрофотографии области СА1 дорсального гиппокампа взрослых 
(P90) контрольных крыс. Метод Гольджи, масштабная линейка 10 мкм, в центре располагается слой пирамид-
ных нейронов ( Str. pyramidale); в — варикозные расширения на базальных и апикальных дендритах пирамидных 
нейронов; г — мощные пучки базальных и апикальных дендритов с дендритными шипиками и варикозными 
расширениями; д, е — количественный анализ варикозных расширений (д) и дендритных шипиков (е) на участке 
базальных (Str. oriens) и апикальных (Str. radiatum) дендритов пирамидных нейронов у контрольных крыс; пока-
заны средние значения и их ошибки. Обозначения: Str. — stratum, N — нейроны, AD — апикальные дендриты, 
D — дендриты, BD — базальные дендриты, Vr — варикозные расширения дендритов, Sp — дендритные шипики.
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ло варикозных расширений в stratum radiatum в 
пересчете на 1 мкм длины участка дендрита со-
ставляло 0.13±0.01, а в stratum oriens — 0.03±0.01 
(см. рис. 4д). Распределение дендритных шипи-
ков было неравномерным (на дистальных участках 
они были более многочисленны), среднее число 
дендритных шипиков в пересчете на 1 мкм со-
ставляло 0.10±0.02 в stratum radiatum и 0.09±0.02 
в stratum oriens (см. рис. 4е). В проксимальной 
части дендритов, вблизи тел нейронов, шипики 
отсутствовали.

Миелинизация у потомства крыс с пГГЦ. Чтобы 
выявить возможные причины нарушений миели-
низации аксонов у взрослых животных с пГГЦ, 
иммуногистохимически исследовали распределе-
ние ГО в период активной миелинизации волокон 
гиппокампа на Р20 и Р90.

У крыс, перенесших пГГЦ, в области СА1 дор-
сального гиппокампа наблюдали нейродегенера-
тивные изменения по сравнению с контролем. 
В зонах базальных и апикальных дендритов обла-
сти СА1 на взрослой стадии развития (Р90) обна-
ружены признаки деструкции миелинизированных 
волокон, играющих важную роль в проведении 
стимулов в гиппокампе. В миелинизированных 
волокнах обнаружены изменение тургора аксо-
плазмы, деструкция крист митохондрий, появле-
ние в ней расширенных цистерн и значительное 
расслоение миелиновой оболочки в виде выпук-
лых карманов с закрученными ламеллами (рис. 
5а,  б; см. рис. 3a).

Для сравнения: на Р20 у крыс с пГГЦ отмече-
но нарушение процесса миелинизации нервных 
волокон в области СА1 дорсального гиппокам-
па. Исследование распределения ГО в норме (см. 
рис. 5д,  з) и при пГГЦ (см. рис. 5л,  о) показало 
разницу индексов миелинизации, характеризую-
щих темпы миелинизации нервных волокон. 

Так, после пренатальной пГГЦ этот индекс 
в stratum oriens был снижен на 21.2% относитель-
но уровня контроля ( тест Манна–Уитни, U  = 10, 
Р  = 0.005; см. рис. 5е), а в  stratum radiatum — на 
21.4% ( тест Манна–Уитни, U  = 5, Р  < 0.001; см. 
рис. 5м). На взрослой стадии (Р90) статистиче-
ски значимого различия между контрольной и 
экспериментальной группами не обнаружено 
ни в stratum oriens (тест Манна–Уитни, U  = 20, 
Р  = 0.08; см. рис. 5и), ни в stratum radiatum (тест 
Манна–Уитни, U  = 26; Р  = 0.22; см. рис. 5п).

В ткани печени крысы, в которой отсутствует 
ГО, иммунохимическая реакция отсутствовала. 
Полученные данные могут свидетельствовать об 

отставании в процессе миелинизации афферент-
ных и эфферентных волокон в области СА1 гип-
покампа, а также указывать на развитие процесса 
расслоения миелиновой оболочки у пГГЦ-крысят, 
что согласуется с результатами электронной ми-
кроскопии на взрослых животных.

Предпочтения запахов у взрослых крыс контроль-
ных и с пГГЦ. Результаты исследования показа-
ли, что крысы, перенесшие пГГЦ, активнее ин-
тересовались запахами: среднее число подходов 
к емкости с эфирными маслами у крыс с пГГЦ 
было выше (t  = –2.42, Р  = 0.02, тест Стьюдента для 
независимых выборок), чем у контрольных жи-
вотных, и составляло соответственно 67.19 ± 5.99 
против 49.58 ± 4.14. Контрольные животные наи-
большее предпочтение отдавали маслу валериа-
ны (рис. 6а): число подходов к емкости с ним 
преобладало над остальными пятью (F5; 84 = 42.35, 
Р  < 0, однофакторный анализ ANOVA,  тест post 
hock Бонферрони).

Реже всего контрольные крысы подходили 
к емкости с маслом полыни, однако статистически 
достоверной разницы с числом подходов к другим 
запахам, кроме валерианы, выявлено не было.

Внимание к запаху валерианы для крыс с пГГЦ 
находилось на уровне остальных четырех одоран-
тов — гвоздики, мяты, эвкалипта и лаванды, за 
исключением запаха полыни (см. рис. 6б), ха-
рактеризовавшимся наименьшим числом подхо-
дов к емкости с этим одорантом. Число подходов 
к емкости с запахом полыни статистически до-
стоверно отличалось от такового для валерианы 
и гвоздики (F5; 84 = 3.42, Р  = 0.039 и Р  = 0.006 соот-
ветственно: однофакторный анализ ANOVA, тест 
post hock Бонферрони). 

По сравнению с контрольными животными 
крысы, перенесшие  пГГЦ, подходили к емко-
сти с маслом валерианы в 1.5 раза реже (t  = 6.19, 
Р  < 0.0001, тест Стьюдента для независимых выбо-
рок). Поскольку считается, что масло валерианы 
обладает феромональными свойствами и являет-
ся в норме физиологически значимым стимулом, 
можно сделать вывод о негативном влиянии пГГЦ 
на работу обонятельного анализатора.

ОБСУЖДЕНИЕ
При нарушении эмбрионального развития, 

в частности при пГГЦ, в области СА1 дорсаль-
ного гиппокампа крыс обнаружены деструктивные 
изменения в ультраструктурной организации ней-
ронных сетей этого важного отдела. Нами показа-
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но, что после пГГЦ в раннем онтогенезе (Р5) во 
всех зонах СА1 дорсального гиппокампа у крыс 
появлялись признаки отставания в созревании и 
развитии основных элементов нервной ткани по 
сравнению с контрольными животными: большой 
объем межклеточного пространства, большое ко-
личество конусов роста, задержка в развитии ден-
дритных и аксонных отростков и недостаточное 
развитие органоидов в цитоплазме нейронов 
(Shcherbitskaia еt al., 2021; Vasilev еt al., 2023).

В данной работе мы исследовали влияние гомо-
цистеина на изменения в ульраструктурной орга-
низации гиппокампа крысс пГГЦ в более поздний 
период онтогенетического развития — у взрос-
лых крыс на Р90. Обнаружено, что большинство 
дегенерирующих нейронов пирамидного слоя 
СА1 подвержены не только хроматолизу, но и 
филаментозному типу дегенерации и окружены 
многочисленными отростками активированной 
астроглии.

В цитоплазме дегенерирующих нейронов об-
наружено большое количество аутофагосом и 
лизосом. Показано, что повышенный уровень 

провоспалительных цитокинов свидетельствует 
о нейровоспалительной реакции в гиппокампе 
взрослых крыс после пГГЦ, что наблюдали и на 
более ранних этапах онтогенеза (Shcherbitskaia еt 
al., 2021).

В зонах расположения базальных и апикаль-
ных дендритов происходят нейродегенеративные 
изменения в проводящих путях: распад миели-
низированных волокон, деструкция базальных 
дендритов (в слое stratum oriens) и апикальных 
дендритов (в слое stratum radiatum), а также в ден-
дритных варикозных расширениях, расположен-
ных в большом количестве на дистальных участках 
этих дендритов, направленных в тракты tractus 
temporoammoni и коллатерали Шаффера. Согласно 
данным электронной микроскопии, у контроль-
ных животных дегенеративных изменений в этих 
варикозных расширениях не возникает.

В более ранних наших исследованиях по влия-
нию гомоцистеина на формирование отделов моз-
га крыс было показано, что на ранних стадиях 
(Р5) постнатального развития крыс, миелиновая 
оболочка у аксональных волокон в СА1 еще не 
сформирована (Shcherbitskaia еt al., 2021). Одна-
ко на Р20 в СА1 дорсального гиппокампа нами 
отмечено снижение иммунохимической реакции 
на ГО, что может свидетельствовать об отстава-
нии процесса миелинизации аксонов у крысят с 
пГГЦ и о нарушении слоев миелина. ГО (myelin 
oligodendrocyte glycoprotein) является важным 
маркером миелинизации. Он локазизован как на 
поверхности олигодендроцитов, так и во всех мие-
линизированных волокнах гиппокампа и участвует 
в стабилизации и интеграции слоев миелина.

Показана его роль в патогенезе рассеянного 
склероза (Berger et al., 2003). Из данных литерату-
ры известно, что ГО вовлечен в стабилизацию сло-
ев миелина и рассматривается в качестве перспек-
тивного маркера для выявления демиелинизации в 
экспериментальных моделях и диагностики деми-
елинизирующих заболеваний (Kitley et al., 2012). 
Его недостаточная экспрессия или нейтрализация 
специфическими антителами (Berger et al., 2003; 
Kitley et al., 2012) вызывает дезинтеграцию (рас-
слоение) миелиновых слоев, аналогичное таково-
му при рассеянном склерозе (Ketelslegers et al., 
2015), аутоиммунном энцефаломиелите (Kezuka et 
al., 2012) и нашим наблюдениям в данном иссле-
довании. Сведения об изменении распределения 
ГО на P20 согласуются с результатами дезинте-
грации миелиновых слоев у взрослых животных, 
описанными в настоящей работе.

a б

30,7 1,1�
18 3 2�, ,1 19 5 1 9�, ,
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16 3 1 6�, ,18 0 1 6�, ,
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15,9 1,0�

11,5 1,0�

13,7 1,2�

15,1 1,1�

#
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Эвкалипт
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Лаванда
Валерьяна

Рис. 6. Схема распределения индексов предпочтения 
запаха одоранта взрослыми крысами — контроль-
ными (а) и с пГГЦ (б). Индексы представлены 
разноцветными секторами и выражены числом 
подходов (средним значением и его ошибкой) к ем-
кости с соответствующим одорантом натурального 
растительного масла в процентах от общего числа 
подходов ко всем емкостям. Черной границей выде-
лен сектор, соответствующий физиологически зна-
чимому запаху валерианы. Штриховые линии между 
секторами указывают на статистически достоверные 
различия индексов предпочтения между одорантами 
у животных с пГГЦ. Объем каждой выборки n  = 15. 
Однофакторный анализ ANOVA с последующим 
анализом post hock Бонферрони. * — предпочтение 
запаха валерианы относительно других пяти запахов 
достоверно при Р  < 0.0001; # — предпочтение запа-
ха полыни относительно гвоздики, а также запаха 
полыни относительно валерианы достоверны при 
Р  < 0.05.
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По сравнению с контрольными крысами все 
перечисленные признаки дегенеративных изме-
нений нейронов пирамидного слоя, миелинизи-
рованных волокон, немиелинизированных аксо-
нов, дендритов и варикозных расширений зоны 
базальных дендритов и зоны апикальных ден-
дритов свидетельствуют о токсическом действии 
гомоцистеина и серьезном нарушении строения 
нервной ткани в области СА1 дорсального гип-
покампа крыс, перенесших пГГЦ, и указывают 
на возможность снижения пластичности этого 
важного отдела мозга, которое отражается на по-
ведении животных.

Ранее нами было показано, что пГГЦ нару-
шает обучение и память у взрослых животных 
(Postnikova et al., 2022). Поскольку гиппокамп 
является одним из звеньев обонятельного анали-
затора, в представленной работе мы исследовали 
влияние пГГЦ на обоняние и обнаружили, что 
пГГЦ способна влиять на поведение взрослых 
крыс, сопряженное с обонятельной функцией.

В норме среди шести запахов натуральных 
эфирных масел наиболее привлекательным для 
всех контрольных крыс являлось валериано-
вое масло. Этот результат согласуется с нашими 
данными, описанными ранее (Dubrovskaya et al., 
2022) и является вполне закономерным, посколь-
ку компоненты валерианового масла, в частности, 
изовалериановая кислота, имеют феромональное 
значение для этого вида животных и широко 
используются при исследовании обонятельной 
функции у грызунов (Борякова и др., 2007; Мель-
ник и др., 2009, 2012). У взрослых крыс пГГЦ 
полностью нивелировала предпочтение запаха 
валерианы, являющегося в норме физиологиче-
ски значимым стимулом, поэтому можно сделать 
вывод о пагубном влиянии пГГЦ на нормальную 
работу обонятельного анализатора.

У взрослых контрольных крыс с помощью ме-
тода Гольджи нами было показано, что при вхо-
ждении в тракты temporaammonic и коллатерали 
Шаффера на поверхности дистальных отрезков 
базальных и апикальных дендритов появляется 
густая сеть варикозных расширений.

Морфометрический анализ, проведенный на 
светооптическом уровне показал, что количество 
дендритных шипиков в stratum radiatum больше, чем 
в stratum oriens, а дендритных варикозных расшире-
ний больше в stratum oriens, чем в stratum radiatum. 

Сходные признаки вхождения в тракты нервных 
волокон и дендритов с варикозными расширения-
ми мы наблюдали ранее в таламусе и в амигдале 

у рептилий, где также осуществлялись интегра-
тивные связи в рамках различных сенсорных си-
стем (Белехова, Туманова, 1988). Авторы отмечали 
сходство принципов организации мозга, осуще-
ствляющих такую интегративную деятельность 
у животных в эволюционном ряду позвоночных 
(Белехова, Туманова, 1988). На основании полу-
ченных фактов можно судить о специфичности 
восприятия разномодальных импульсов и сделать 
принципиально важный вывод относительно по-
явления других приспособительных систем в ряду 
позвоночных животных.

Факт вхождения в тракты дендритов с вари-
козными расширениями свидетельствует об уве-
личении специализированной поверхности для 
аксодендритических синапсов. Согласно представ-
лениям об особенностях организации и строении 
отделов мозга низших позвоночных животных, 
истоки гетеросенсорной конвергенции базиру-
ются на филогенетически древних механизмах 
афферентации нейронных сетей мозга у низших 
позвоночных. Поэтому прогрессивная специали-
зация сенсорных центров в эволюции позвоноч-
ных животных проходила путем преобразования 
этих систем (Белехова, Туманова, 1988).

Образование густой сети варикозных расшире-
ний на дендритных отростках СА1 свидетельству-
ет о специализированном построении нейронных 
сетей с значительным увеличением контактной 
синаптической поверхности с многофункциональ-
ными волокнами, направленными в гиппокамп. 
Наблюдавшиеся нами признаки нейродегенера-
тивных изменений в проводящих путях в обла-
сти СА1 дорсального гиппокампа крыс с пГГЦ 
в раннем онтогенезе и у взрослых крыс, а также 
нарушенное поведение указывают на возможное 
изменение в построении нейронных сетей.

В литературе отмечена повышенная чувстви-
тельность сенсорных систем и когнитивных функ-
ций к действию повреждающих факторов (Rice, 
Barone, 2000). Нарушение этих функций наблю-
дается при развитии различных нейродегенератив-
ных процессов как в случае старения (развитие 
нейродегенеративных заболеваний — Ribaut-
Barassin et al., 2003), так и у потомства животных 
при различных осложнениях беременности (Rice 
et al., 2000).

Таким образом, можно сделать вывод о том, 
что пГГЦ влияет на структуру ткани области СА1 
дорсального гиппокампа крыс, являющейся важ-
ным интегративным центром, участвующим в об-
работке разномодальных стимулов. Действие пГГЦ 
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вызвало деструктивные изменения нервной ткани, 
обнаруженные нами в области СА1 дорсального 
гиппокампа не только в раннем онтогенезе, но и 
на взрослой стадии. 

Наблюдаемые нарушения могут оказывать па-
губное влияние на работу сенсорных систем, а 
также на когнитивные функции.
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STUDY OF NEURODEGENERATIVE CHANGES IN THE CA1 AREA 
OF THE DORSAL HIPPOCAMPUS IN ADULT RATS 

AFTER PRENATAL HYPERHOMOCYSTEINEMIA
N. L. Tumanovaa, D. S. Vasiliev a, *, N. M. Dubrovskayaa

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, 
Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194223, Russia

* E-mail: dvasilyev@bk.ru

The work is devoted to the study of neurodegenerative changes in the ultrastructural organization in CA1 of 
the hippocampus in adult rats subjected to prenatal hyperhomocysteinemia (pHHC). Electron microscopy 
revealed signs of pathological changes in the CA1 neural networks of the dorsal hippocampus in adult pHHC 
rats, unlike in control ones: cell degeneration, destruction of the myelin sheath of axons, and destruction 
of axial cylinders of basal and apical dendrites directed from the pyramidal neurons to the Schaffer col-
laterals and the temporo-ammonic tractus. In control animals, a dense network of varicose extensions in 
the distal branches of the dendrites in the stratum oriens and stratum radiatum layers was detected using 
the Golgi method, providing an increased area for synaptic contacts. In pHHC rats, significant destructive 
changes are found in these dendritic varicosities: destruction of mitochondrial cristae and appearance of 
huge cisterns. In adult rats, pHHC completely negated the preference for the smell of valerian, which is a 
physiologically significant stimulus in the norm, indicating the negative effect of pHHC on the work of the 
olfactory analyzer, whose activity is closely connected with the hippocampus. These findings indicate the 
deleterious effect of homocysteine on the formation of the dorsal hippocampus as a morphological substrate 
for the integration of the incoming impulses.
Keywords: hippocampus, rat, hyperhomocysteinemia, ontogenesis, ultrastructural organization, neurodegen-
erative change, dendrite varicose, olfaction


