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Аннотация. Расстройства аутистического спектра (РАС) – это группа состояний, возникающих в детском возрас-
те, для которых характерны трудности с социальным взаимодействием и общением, a также нетипичные моде-
ли поведения и склонность к стереотипии. Механизмы возникновения этой группы расстройств до сих пор не 
вполне понятны, и, следовательно, отсутствуют соответствующие методы профилактики. Целью исследования 
была оценка плотности нейронов в медиальной префронтальной коре и четырех областях гиппокампа, а имен-
но СA1, СA2, СA3 и зубчатой извилины (DG) у мышей линии Clstn2-KO, которая может выступать в качестве гене-
тической модели РАС. Кроме того, охарактеризовали уровень нейрогенеза в области DG гиппокампа. Данная 
линия получена путем нокаута гена кальсинтенина-2 (Clstn2) на основе мышей линии С57BL/6J; последняя была 
использована в настоящем исследовании в качестве контроля. Для определения плотности нейронов изготав-
ливали серийные срезы соответствующих областей мозга на криотоме с последующим иммуногистохимическим 
окрашиванием и конфокальной микроскопией, для чего использовали нейрональный маркер (anti-NeuN) в ка-
честве первичного антитела. Наряду с этим в области DG гиппокампа оценивали нейрогенез, для чего прово-
дили иммуногистохимическое окрашивание с применением антитела против даблкортина (anti-DCX). В обоих 
случаях в качестве вторичного антитела был Goat anti-rabbit IgG. Плотность нейронов в области гиппокампа СА1 
была снижена как у самцов, так и самок мышей Clstn2-KO по сравнению с контролем; у самцов обеих линий плот-
ность нейронов была ниже в этой области по сравнению с самками. Помимо этого, были обнаружены различия 
между самцами и самками в двух других областях гиппокампа: в области CA2 – у мышей обеих исследованных 
линий, а в области CA3 лишь у мышей C57BL/6J плотность нейронов была меньше у самцов по сравнению с сам-
ками. Различий между исследованными группами в уровне нейрогенеза, а также в плотности нейронов в пре-
фронтальной коре и области DG гиппокампа не обнаружено. Полученные результаты показывают, что нокаут по 
гену Clstn2 приводит к избирательному снижению плотности нейронов в CA1-области гиппокампа, что может 
представлять собой клеточную мишень для ранней профилактики и возможной терапии РАС.
Ключевые слова: мыши; кальсинтенин-2; мозг; плотность нейронов; префронтальная кора; гиппокамп; расстрой-
ства аутистического спектра.
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Abstract. Autistic spectrum disorders (ASD) represent conditions starting in childhood, which are characterized by 
diff iculties with social interaction and communication, as well as non-typical and stereotyping models of behavior. 
The mechanisms and the origin of these disorders are not yet understood and thus far there is a lack of prophylactic 
measures for these disorders. The current study aims to estimate neuronal density in the prefrontal cortex and four hip-
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Neuronal density in the brain cortex  
and hippocampus in Clsnt2-KO mouse strain 

pocampal subf ields, i. e. СA1, СA2, СA3, and DG in Clstn2-KO mice as a genetic model of ASD. In addition, the level of 
neurogenesis was measured in the DG area of the hippocampus. This mouse strain was obtained by a knockout of the 
calsinthenin-2 gene (Clsnt2) in C57BL/6J mice; the latter (wild type) was used as controls. To estimate neuronal density, 
serial sections were prepared on a cryotome for the above-mentioned brain structures with the subsequent immuno-
histochemical labeling and confocal microscopy; the neuronal marker (anti-NeuN) was used as the primary antibody. 
In addition, neurogenesis was estimated in the DG region of the hippocampus; for this purpose, a primary antibody 
against doublecortin (anti-DCX) was used. In all cases Goat anti-rabbit IgG was used as the secondary antibody. The 
density of neurons in the CA1 region of the hippocampus was lower in Clstn2-KO mice of both sexes as compared with 
controls. Moreover, in males of both strains, neuronal density in this region was lower as compared to females. Besides, 
the differences between males and females were revealed in two other hippocampal regions. In the CA2 region, a lower 
density of neurons was observed in males of both strains, and in the CA3 region, a lower density of neurons was also 
observed in males as compared to females but only in C57BL/6J mice. No difference between the studied groups was 
revealed in neurogenesis, nor was it in neuronal density in the prefrontal cortex or DG hippocampal region. Our new 
f indings indicate that calsyntenin-2 regulates neuronal hippocampal density in subf ield-specif ic manner, suggesting 
that the CA1 neuronal subpopulation may represent a cellular target for early-life preventive therapy of ASD.
Key words: mice; calsyntenin-2; brain; neuronal density; prefrontal cortex; hippocampus; autism spectrum disorder.
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Введение
Диагностика и профилактика расстройств аутистического 
спектра (РАС) в раннем возрасте очень важны и требуют 
идентификации конкретной молекулярно-клеточной ми-
шени. Несмотря на некоторый прогресс в этой области, 
например установление генов Fragile X, SHANK3, CASPR2 
как факторов риска РАС, до сих пор механизмы возник-
новения этой группы расстройств не вполне понятны и, 
следовательно, отсутствуют соответствующие методы 
профилактики. Основная причина этого заключается в 
том, что в патогенез аутизма вовлечены как генетические 
факторы, так и факторы окружающей среды, в том числе, 
например, эпигенетические модификации генома, ремо-
делирование хромосом, окислительный стресс и многие 
другие (Waye, Cheng, 2017).

Области гиппокампа (CA1, CA2, CA3 и зубчатая изви
лина – dentate gyrus, DG) участвуют, в частности, в про-
цессах, связанных с памятью: CA1 важна для рабочей 
(Newmark et al., 2013), тогда как CA3, CA4 и DG – для 
декларативной (Coras et al., 2014), а CA2 – эпизодической 
(Navratilova, Battaglia, 2015) и социальной (Hitti, Siegel
baum, 2014) памяти.

Структурные аномалии гиппокампа обнаружены при 
многих сложных психических расстройствах, включая 
сосудистую деменцию (Kim et al., 2015), болезнь Альц
геймера (Thomson et al., 2004) и РАС (Bauman, Kemper, 
2005; Varghese et al., 2017). Есть указания на то, что у 
людей, страдающих РАС, имеются нарушения и в пре-
фронтальной коре, в частности изменено число нейронов 
в этой области мозга (Courchesne et al., 2011; Varghese et 
al., 2017). Обсуждается также, что у людей с РАС могут 
быть нарушения нейрогенеза (Gilbert, Man, 2017).

Некоторые исследования выявили у пациентов с РАС 
мутации в генах, кодирующих синаптические белки, в 
том числе участвующие в регуляции клеточной адгезии 
(Bakkaloglu et al., 2008; Morrow et al., 2008; Bourgeron, 
2015). Кальсинтенины (Clstns) представляют собой транс-
мембранные синаптические белки, которые принадлежат 
к суперсемейству кадгериновых молекул клеточной адге-
зии. Существует три типа Clstn (Clstn-1, -2 и -3), которые 

экспрессируются постсинаптически (Hintsch et al., 2002) 
и по-разному вносят вклад в сбалансированную актив-
ность возбуждающих и тормозных нейронов, при этом 
нарушение их соотношения характерно для некоторых 
пациентов с РАС (Yip et al., 2009).

Отсутствие Clstn2 специфически снижает плотность 
тормозных парвальбуминовых интернейронов в некото-
рых структурах мозга, что проявляется в виде недостаточ-
ной функциональности тормозной, но не возбуждающей 
синаптической передачи в пирамидных нейронах CA1 
области гиппокампа (Lipina et al., 2016). Кроме того, об-
наружено изменение архитектоники синапсов у мышей 
Clstn2-KO в медиальной префронтальной коре и гиппо-
кампе (Ranneva et al., 2020). Более того, мыши с нокаутом 
кальсинтенина-2 (Clstn2-KO) демонстрируют признаки, 
характерные для РАС: гиперактивность, стереотипию, 
недостаточные пространственное обучение и память, из- 
мененное социальное поведение с нарушением ультра-
звуковой вокализации (Lipina et al., 2016; Ranneva et al., 
2017; Klenova et al., 2021).

Плотность нейронов в префронтальной коре и гип-
покампе, а также уровень нейрогенеза в мозге на такой 
генетической модели РАС, как мыши линии Clstn2-KO, до 
сих пор не изучали. Таким образом, основная цель настоя
щего исследования состояла в том, чтобы охарактеризо-
вать плотность нейронов в медиальной префронтальной 
коре, областях гиппокампа CA1, CA2, CA3 и DG, а также 
уровень нейрогенеза у мышей Clstn2-KO.

Материалы и методы
Экспериментальные животные. В исследовании ис-
пользовали 12 гомозиготных самцов и 14 самок линии 
Clstn2-KO нокаутов по гену Clstn2, а также 15 самцов и 
15 самок C57BL/6J (контроль) в возрасте 3 мес. Животные 
находились в клетках размером 36 × 25 × 14 см (длина × 
× ширина × высота) с древесным подстилом. Самцов и 
самок содержали индивидуально в конвенциональном 
виварии НИИ нейронаук и медицины (Новосибирск, Рос-
сия), при режиме 12Д:12Н, 20–22 °C, свободном доступе 
к сухому гранулированному корму для лабораторных 
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грызунов «Чара» (ЗАО «Ассортимент-Агро», Россия) и 
очищенной воде. Все исследования соответствовали Ев-
ропейской конвенции о защите позвоночных животных, 
используемых в экспериментальных и других научных 
целях.

Интракардиальная перфузия. В возрасте 3 мес. жи
вотных перфузировали фосфатно-солевым буфером (PBS) 
и 10 % раствором параформальдегида, после чего мозг 
удаляли и фиксировали в фосфатном буфере, содержащем 
30 % сахарозы и 5 % формалина при +4 °C. Впоследст
вии мозг погружали в среду Tissue-Tek O.C.T. compound 
(Sakura Finetek, США), замораживали и хранили при 
температуре –70 °С.

Приготовление срезов мозга. Криосрезы были при-
готовлены для следующих областей головного мозга: 
1) медиальной префронтальной коры (МПК) на рассто-
янии 2.46–2.22 мм от брегмы; 2) гиппокампа (области 
CA1, CA2, CA3 и зубчатая извилина DG) на расстоянии 
–1.46…–1.82 мм от брегмы. Срезы толщиной 10 мкм были 
получены на криотоме HM550 OP (Thermo Fisher Scientific, 
США) при –25 °C и помещены на предметные стекла 
Superfrost Plus, Menzel-Glaser (Thermo Fisher Scientific).

Иммуногистохимическое окрашивание образцов 
проводили согласно протоколам производителей наборов 
с небольшими модификациями. Перед процедурой окра-
шивания срезы обезвоживали с последующей регидрата-
цией в течение 5 мин в PBS. Затем после регидратации в 
10 мМ цитратном буфере (pH = 9) при 95 °C на водяной 
бане TW-2.02 (Elmi, Латвия) выполняли индуцированную 
нагреванием демаскировку эпитопов. После этого срезы 
удаляли из буфера и охлаждали до комнатной темпера-
туры. Затем образцы трижды промывали в буфере PBS-
Tween: PBS с добавлением 0.1 % Tween-20 P9416-100ML 
(Merck, Германия). Среда Protein Block ab64226 (Abcam, 
Великобритания) была добавлена в каждую секцию на 
5 мин в соответствии с рекомендациями производителя, 
избыток жидкости удаляли.

После процедур промывания и выдерживания со средой 
Protein Block добавляли первичное антитело и оставляли 
на ночь при +4 °C во влажной темной камере. Исполь-
зуемые концентрации антител составляли 1:750 и 1:750  

для сред anti-NeuN ab177487 (Abcam) и anti-DCX ab18723 
(Abcam) соответственно. Далее срезы промывали буфе-
ром PBS-Tween, избыток жидкости удаляли, добавляли 
50 мкл вторичного антитела Goat anti-rabbit IgG H&L 
AF488 ab150077 (Abcam) в концентрации 1:600 и остав-
ляли во влажной темной камере в течение 2 ч при +4 °C. 
Затем образцы промывали буфером PBS-Tween, избыток 
жидкости удаляли и помещали образцы в среду ProLong, 
Glass AntifadeMountant, Thermo P36982 (Thermo Fisher 
Scientific).

Анализ плотности нейронов. С помощью конфокаль-
ного лазерного сканирующего микроскопа LSM 780 (Carl 
Zeiss, Германия), EC Plan-Neofluar 20×/0.50 (Carl Zeiss) 
были получены цифровые фотографии, по которым оцени-
вали плотность нейронов, меченных антителами (https://
ckp.icgen.ru/ckpmabo). Число меченых нейронов подсчи-
тывали с помощью программы ImageJ. Число нейронов 
определяли как минимум в трех в срезах на животное, 
затем вычисляли среднее по этим срезам и рассчитывали 
среднюю плотность в объеме (мм3).

Статистический анализ. Анализ полученных резуль-
татов проводили с использованием программного пакета 
Statistica v. 10.0 (StatSoft, Inc., США). Все данные были 
проверены на нормальность с помощью W-критерия Ша
пиро–Уилка. Данные представлены как среднее значе- 
ние ± стандартная ошибка среднего (M ± SEM) и проана-
лизированы посредством двухфакторного дисперсион-
ного анализа (ANOVA) с последующим множественным 
сравнением по Фишеру. Различия при p < 0.05 считали 
статистически значимыми.

Результаты
Данные по плотности нейронов в МПК и гиппокампе 
(областях CA1, CA2, CA3 и DG) представлены в табли-
це. Выявлено статистически значимое влияние на плот
ность нейронов в области CA1 гиппокампа фактора «пол» 
(F1,35 = 29.53, p < 0.001) и фактора «группа» (F2,35 = 16.68, 
p < 0.001), в то же время взаимодействия этих факторов 
(F1,35 < 1) не обнаружено. Сравнение post-hoc показало, 
что как у самцов ( p < 0.001), так и у самок ( p < 0.05) 
мышей линии Clstn2-KO меньше пирамидных нейронов 

Плотность нейронов в гиппокампе и префронтальной коре, нейрогенез в зубчатой извилине гиппокампа  
у мышей С57BL/6J и Clstn2-KO

Области мозга Самцы Самки

C57BL/6J  
(N*/ mm3 ± SEM)*103 (n)

Clstn2-KO  
(N*/ mm3 ± SEM)*103 (n)

C57BL/6J  
(N*/ mm3 ± SEM)*103 (n)

Clstn2-KO  
(N*/ mm3 ± SEM)*103 (n)

МПК 150.84 ± 3.09 (5) 154.23 ± 5.21 (4) 143.41 ± 8.82 (4) 151.90 ± 9.47 (5)

Гиппокамп СА1 109.54 ± 3.93 (5)    85.94 ± 4.84 (5)*** 133.71 ± 4.71 (5)+++ 116.31 ± 4.41 (5)**, +++

СА2 102.89 ± 17.22 (5) 111.68 ± 9.68 (4) 162.61 ± 9.13 (3)+ 147.85 ± 7.09 (5)+

СА3 138.11 ± 20.67 (5) 192.65 ± 28.39 (4) 217.95 ± 41.63 (3)+ 173.76 ± 9.72 (5)

DG 400.72 ± 121.08 (5) 383.32 ± 87.66 (4) 504.41 ± 75.18 (3) 502.15 ± 30.73 (5)

Нейрогенез    19.96 ± 1.32 (6)    22.93 ± 1.98 (6)    20.29 ± 3.08 (5)    20.16 ± 2.83 (5)

Примечание. N* – число нейронов в интересующей области; SEM – стандартная ошибка среднего; n – число животных; ** p < 0.05 по сравнению 
с C57BL/6J того же пола; ***p < 0.001 по сравнению с C57BL/6J того же пола; +p < 0.05 по сравнению с самцами той же линии; +++p < 0.001 по сравнению 
с самцами той же линии.
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в области CA1 гиппокампа по сравнению с контролем 
С57BL/6J (рис. 1). Более того, имелись межполовые раз-
личия: у самок обеих линий было больше пирамидных 
нейронов ( p < 0.001) в области гиппокампа CA1 по срав-
нению с самцами (см. рис. 1).

Обнаружено влияние фактора «пол» на плотность 
нейронов в области CA2 гиппокампа (F1,31 = 12.03, 
p < 0.05). В то же время не было влияния фактора «груп-
па» (F1,31 < 1) и взаимодействия этих факторов (F1,31 < 1). 
Сравнение post-hoc продемонстрировало, что самки обеих 
линий имели больше пирамидных нейронов ( p < 0.05) в 
области CA2 гиппокампа по сравнению с самцами (рис. 2). 
Однако межлинейных различий плотности нейронов в 
этом отделе не было.

Не выявлено влияния факторов «пол» (F1,35 = 1.66, 
p > 0.05) и «группа» (F1,35 < 1) на плотность нейронов в 
области СА3 гиппокампа, но обнаружено взаимодействие 

этих факторов (F1,35 = 4.36, p < 0.05). Сравнение post-hoc 
показало, что самки линии С57BL/6J имели больше пи-
рамидных нейронов, чем самцы этой линии ( p < 0.05).

Чтобы исключить возможность снижения нейрогенеза 
как одной из причин уменьшения плотности нейронов 
в области CA1 у мышей Clstn2-KO, была проведена его 
оценка в регионе DG гиппокампа. На этот показатель не 
выявлено влияния факторов «пол» (F1,35 = 1.27, p > 0.05), 
«группа» (F1,35 < 1), а также взаимодействия этих факто-
ров (F1,35 < 1). При сравнении post-hoc установлено, что 
межлинейные и половые различия по уровню нейрогенеза 
в области DG отсутствуют (см. таблицу).

Обсуждение
В настоящем исследовании не было обнаружено измене-
ний плотности нейронов в префронтальной коре ни у сам-
цов, ни у самок мышей линии Clstn2-KO, несмотря на то, 
что у людей с РАС в этой области мозга имеются отличия 
по этому параметру (Courchesne et al., 2011). Однако к этим 
данным, полученным путем изучения биоптатов мозга, 
взятых post mortem, следует относиться с осторожностью, 
поскольку число изученных образцов мозга невелико. На 
мышах линии BTBR – модели идиопатического аутизма 
– не было найдено существенных отличий по числу ней-
ронов в префронтальной коре (Stephenson et al., 2011), что 
согласуется с результатами наших исследований на мышах 
Clstn2-KO. Однако в других работах у мышей этой линии 
показан более низкий уровень внеклеточного ацетилхо-
лина и больше кинуреновой кислоты, но не серотонина в 
этой области головного мозга (McTighe et al., 2013; Guo, 
Commons, 2017). Можно предположить, что развитие 
РАС связано с нарушением баланса нейромедиаторных 
систем в префронтальной коре, а плотность нейронов 
в этой структуре не является универсальным маркером 
этих расстройств.

В нашем исследовании обнаружено, что как у самцов, 
так и у самок мышей линии Clstn2-KO снижена плотность 
нейронов в области CA1 гиппокампа. В более ранней 
работе (Lipina et al., 2016) показан дефицит тормозных 
ГАМКергических нейронов в областях CA1 и CA3 гиппо-
кампа у мышей данной линии. Можно предположить, что 
установленное нами снижение плотности нейронов в об-
ласти СА1 гиппокампа у мышей Clstn2-KO связано в том 
числе и с этим снижением ГАМКергических нейронов.

Структурные исследования с помощью МРТ выявили 
уменьшение относительного объема гиппокампа у па-
циентов с РАС в возрасте от 4 до 18 лет (Sussman et al., 
2015). Более того, изменение размеров гиппокампа обна-
ружено также у взрослых пациентов с РАС (Braden et al., 
2017). По результатам биопсии и последующего анализа 
плотности нейронов в отдельных областях гиппокампа, у 
людей с симптомами РАС выявлено изменение плотности 
нейронов в отдельных областях гиппокампа, наиболее вы-
раженные изменения наблюдали в области CA1 (Lawrence 
et al., 2010; Greco et al., 2011).

Исследования на различных лабораторных моделях 
также свидетельствуют, что нарушения в области CA1 
гиппокампа ассоциированы с развитием РАС. В частности, 
гетерозиготные мыши, имеющие недостаточность факто-
ра транскрипции Tcf4 и проявляющие некоторые признаки 
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Рис. 1. Микрофотографии области CA1 гиппокампа, нейроны мечены 
антителами против NeuN. 
a, б – самки; в, г – самцы линий C57BL/6J (a, в) и Clstn2-KO (б, г). 
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Рис. 2. Микрофотографии области CA2 гиппокампа.
Нейроны мечены антителами против NeuN у самок (a) и самцов (б ) линии 
Clstn2-KO. 
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аутизма, показали усиление синаптической передачи в 
области CA1 гиппокампа (Kennedy et al., 2016). Мыши 
BTBR T+tf/J демонстрируют поведение, характерное для 
РАС, сопровождающееся потерей нейронов в области CA1 
гиппокампа (Zhang et al., 2019). Гетерозиготные мыши 
SHANK-3, которые считаются известной моделью РАС, 
имели больше перфорированных синапсов в радиальном 
слое области CA1 гиппокампа (Uppal et al., 2015), что под-
тверждает нарушенную синаптическую пластичность в 
этом регионе мозга (Moessner et al., 2007). При синдроме 
ломкой Х-хромосомы, одной из форм РАС, связанной с на-
рушением гена Fmr1, также обнаружены специфические 
изменения в пирамидных нейронах области CA1 гиппо-
кампа (Sawicka et al., 2019). Таким образом, как наши 
результаты, так и данные приведенных выше работ на 
других моделях, созданных на мышах, свидетельствуют о 
том, что нарушения в области СA1 гиппокампа могут рас-
сматриваться как своего рода универсальный маркер РАС.

В данном исследовании плотность нейронов у самок 
мышей Clstn2-KO в областях СА1 и СА2 гиппокампа 
была больше, чем у самцов. Более того, у самок мышей 
контрольной линии C57BL/6J число нейронов в данных 
областях и в зоне СА3 гиппокампа также было больше, 
чем у самцов, что может быть физиологической особе-
ностью и свидетельствовать об отсутствии взаимосвязи 
с РАС, несмотря на то что у людей РАС проявляется у 
мальчиков чаще, чем у девочек, в соотношении 4.3:1 
(Fombonne, 2003). 

Нарушение процесса образования новых нейронов во 
взрослом возрасте играет значительную роль при возник
новении психических расстройств (Schoenfeld, Cameron, 
2015). Более того, показано, что у мышей линии BTBR 
обнаружено существенное снижение нейрогенеза у взрос
лых животных (Stephenson et al., 2011). Однако, по нашим 
данным, нейрогенез у взрослых мышей Clstn2-KO не на-
рушен. Возможно, снижение плотности нейронов в обла-
сти CA1, установленное у мышей Clstn2-KO, обусловлено 
усилением нейродегенеративных процессов, что может, в 
частности, приводить к нарушению баланса тормозных и 
возбуждающих нейронов.

Заключение
Выявлено снижение плотности нейронов в области CA1 
гиппокампа как у самцов, так и у самок мышей линии 
Clstn2-KO по сравнению с контрольными мышами 
C57BL/6J. Между тем у мышей Clstn2-KO не обнаружено 
отличий плотности нейронов в других областях гиппокам-
па, в префронтальной коре, а также уровня нейрогенеза. 
Снижение плотности нейронов в области CA1 гиппокампа 
у мышей Clstn2-KO можно рассматривать как специфи-
ческую характеристику этой линии, моделирующей рас-
стройства аутистического спектра.
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